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ANALISI DI ESPRESSIONE SU LARGA SCALA

Studio dell’espressione di un grande numero di geni 
(migliaia) allo stesso tempo

Non richiede necessariamente il sequenziamento del 
genoma dell’organismo di interesse



cDNA-AFLP



EcoRI-primer +0: 5'-GACTGCGTACCAATTC-3‘

EcoRI-primer +1: 5'-GACTGCGTACCAATTCA-3‘

EcoRI-primers +2: 5'-GACTGCGTACCAATTCAN-3‘

EcoRI-primers +3: 5'-GACTGCGTACCAATTCANN-3‘

MseI-primer +1: 5'-GATGAGTCCTGAGTAAC-3‘

MseI-primers +2: 5'-GATGAGTCCTGAGTAACN-3‘

MseI-primers +3: 5'-GATGAGTCCTGAGTAACNN-3‘



cDNA-AFLP

A = 10 cicli; B = 15 cicli; C = 20 cicli
1 = diluizione 1:10 del templato, 2= dil. 1:50; 3= dil. 1:100

Fingerprinting su gel di poliacrilammide



cDNA-AFLP

• Permette il riconoscimento di mRNA differenzialmente
espressi, senza forti restrizioni riguardo il sistema 
sperimentale

• Essendo basata sulla PCR, mostra una elevata sensibilità. 

• Rispetto a tecniche precedenti come il "differential
display" mostra una maggiore specificità nei trascritti 
amplificati e riproducibilità dei profili di espressione 
(condizioni di PCR più stringenti, permesse dall'impiego di 
"primer" specifici)

• Costa poco!



ANALISI DI ESPRESSIONE CON MICROARRAYS

•Sequenze di DNA (sonde) specifiche per un alto 
numero di geni immobilizzate in una superficie molto 
piccola

•Ibridazione di RNA marcati (target) sull’array rilevata 
tramite fluorescenza

•La scansione dell’array con un laser fornisce valori di 
fluorescenza proporzionali alla quantità di RNA 
marcato corrispondente a ciascuna sonda



Microarrays a cDNA

• Analisi comparativa (due campioni allo stesso tempo)

• Problemi di cross-ibridazione

• Costo più contenuto

• Si può fare “in casa”











Spot rosso: Cy5 > Cy3

Spot verde: Cy3 > Cy5

Spot giallo: Cy3 = Cy5

Spot nero: no ibridazione



Microarrays ad oligonucleotidi (GeneChips)

• Analisi di un campione alla volta

• Forniscono valori assoluti di espressione

• Alta specificità

• Costo elevato



Microarray ad oligonucleotidi (GeneChip)



Processo litofotografico per la fabbricazione di 
GeneChips della Affymetrix



Saggio di espressione usando GeneChips



•Ogni gene sul chip è rappresentato da 25-meri

•16-20 sequenze selezionate per rappresentare ciascun 
gene

•Ogni 25-mero è chiamato perfect match (PM) 
(appaiamento perfetto)

•Ogni PM è accompagnato da un mismatch probe (MM) 
(sonda ad appaiamento imperfetto)



1. MM è più sensibile a cambiamenti nella 
concentrazione del target

2. MM serve come controllo per ibridazione aspecifica

SEQUENZA DEL GENE

Oligonucleotidi
complementari
(PM)

25meri
MM= mismatches in 
posizione 13





SOFTWARE PER ANALISI DI DATI DA MICROARRAYS

1) Per disegnare sonde (oligos, primers per PCR…)

2) Per gestire immagini e assegnare ogni segnale ad un 
gene, valutare background, ecc…

3)Per analisi statistica (es. dopo analisi repliche 
esperimenti)

4) Per filtrare, raggruppare e dividere  i dati ottenuti 
in modo da ottenere informazioni utili

5) Per estrarre informazioni su particolari geni da 
database pubblici e non





ANALISI DI CLUSTERS

• Clustering = analisi statistica multivariata usata per 
raggruppare geni o esperimenti interi in gruppi 
(clusters) separati basati  sul loro comportamento 
statistico. 

• Serve a trovare somiglianza tra  esperimenti (in base 
ai dati di espressione in tutti i geni) o tra geni (in base 
all’espressione in tutti i campioni) e raggruppare simili 
geni o esperimenti.

• Si basa su metodi matematici per trovare somiglianze 
in gruppi di dati. 



METODI PER RAGGRUPPARE DATI DI MICROARRAYS

1)Clustering gerarchico agglomerativo: costruzione di 
un albero filogenetico, partendo da un gene e 
andando a distribuire gli altri in base alla loro 
somiglianza 

2)SOM (= Self-Organizing Maps): basato su reti 
neuronali

3)K-means: raggruppa i geni in un numero 
predeterminato di clusters (non gerarchico)



Clustering gerarchico agglomerativo





CHE TIPO DI INFORMAZIONI DA’ UN’ANALISI DEL 
PROFILO TRASCRIZIONALE DI UNA PIANTA?

1) Caratterizzazione degli effetti globali di mutazioni o 
espressione alterata di geni

2) Identificazione di geni attivati o repressi in risposta 
a determinati trattamenti (es. diversi patogeni)

3) Identificazione di sequenze regolatrici nei 
promotori di geni con simile pattern di espressione

4)Identificazione  di vie metaboliche regolate da 
determinati trattamenti





ANALISI DEL PROFILO TRASCRIZIONALE DI 

ARABIDOPSIS DOPO INOCULO CON PATOGENI 

VIRULENTI E AVIRULENTI 



Pseudomonas syringae = batterio patogeno ad ampio 
spettro d’ospite.

Ceppi specifici sono virulenti in specie vegetali diverse

Es.:

•P. syringae pv phaseolicola (Psp): patogeno del fagiolo

•Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst): patogeno del 
pomodoro

•P. syringae pv maculicola (Psm): patogeno delle 
crucifere



Ps. syringae pv. tomato (Pst) e pv. maculicola (Psm) sono 
virulenti su A. thaliana

Ps. syringae pv phaseolicola (Psp) non è virulento su 
Arabidopsis (resistenza non-ospite)



Esistono geni di resistenza di Arabidopsis che conferiscono 
resistenza “gene-per-gene” contro ceppi di Psm o Pst che 
portano specifici geni di avirulenza:

Gene R Gene Avr

RPS2 AvrRpt2

RPM1 AvrB e AvrRpm1



Come differiscono tra loro le risposte di difesa indotte 
durante interazioni compatibili ed incompatibili?

→analisi del profilo trascrizionale con microarray in piante 
inoculate con Psm e Pst con o senza geni avr e con Psp (Tao 
et al., 2003)

- Usata Affymetrix GeneChip AtGenome1 Array (circa 
8,000 geni di Arabidopsis)

- Analisi effettuata a tempi diversi

- Sviluppati algoritmi matematici per valutare somiglianze e 
differenze nel pattern di espressione a prescindere dal 
livello assoluto di espressione dei singoli geni



espressione > controllo espressione < controllo

interazione
compatibile

interazione
incompatibile



Le risposte indotte tardi durante la reazione compatibile
sono simili a quelle indotte precocemente nell’interazione
incompatibile



Analisi del profilo trascrizionale indotto da Psp (resistenza
non ospite) ha dato risultati simili a quelli osservati durante
la reazione incompatibile dovuta a resistenza gene-per-gene.

Il livello medio di induzione o repressione genica è apparso
però più basso.



CONCLUSIONI

- Le differenze a livello di espressione genica tra risposta
compatibile ad incompatibile sono quantitative, ma non 
qualitative

- Simili risposte si osservano più velocemente nella risposta
incompatibile che in quella compatibile

- Risposte indotte durante la risposta incompatibile mediata
da RPS2 ed RPM1 o durante l’interazione non-ospite sono
simili



LCM: LASER CAPTURE MICRODISSECTION

� Visualizzazione delle cellule di interesse Visualizzazione delle cellule di interesse 

mediante un microscopio a luce invertitamediante un microscopio a luce invertita

�� Trasferimento dellTrasferimento dell’’ energia del laser ad energia del laser ad 

un polimero termolabile con formazione un polimero termolabile con formazione 

di un complesso polimerodi un complesso polimero--cellula cellula 

(sistema IR) o (sistema IR) o fotovolatilizzazionefotovolatilizzazione delle delle 

cellule che circondano lcellule che circondano l’’area selezionata area selezionata 

(sistema UV)(sistema UV)

�� Rimozione delle cellule di interesse Rimozione delle cellule di interesse 

dalla sezione di tessuto eterogeneo dalla sezione di tessuto eterogeneo 

rimuovendo la pellicolarimuovendo la pellicola

�� Lo strumento Lo strumento èè interfacciato con tubi interfacciato con tubi 

da centrifuga in cui le cellule vengono da centrifuga in cui le cellule vengono 

recuperate per  ulteriori analisirecuperate per  ulteriori analisi



DIVERSI TIPI DI STRUMENTI LCM

SISTEMI CON RAGGIO IR

SISTEMI CON RAGGIO UV

SISTEMI COMBINATI IR/UV

Esistono sistemi manuali (es. PixCell) o 

automatizzati(es. AutoPix) che 

utilizzano software che forniscono 

supporto nel riconoscimento 

morfologico dei diversi tipi cellulari



LCM in pianta

•Se i tessuti vegetali sono congelati prima del fissaggio i grandi cristalli di 
ghiaccio tra i tessuti e le cellule danneggiano la morfologia delle cellule

• le cellule vegetali sono connesse da una rigida parete vegetale che le 
costringe a rimanere attaccate alle altre cellule durante l’ LCM

• per risolvere questi problemi trattamento delle cellule vegetali con agente 
crioprotettore sotto vuoto prima del congelamento

•Plasmolisi per evitare contaminazione con cellule non di interesse



LCM e amplificazione dell’RNA

Utilizzo di due tipi di fissanti chimici per

preservare i tessuti:

•fissativi coagulanti (alcol, acetone…)

75% etOH 25% acido acetico

•fissanti cross-linking

37-40% formaldeide, 95% alcol etilico 
(10%:5%:50%)

Migliore resa di RNA

Migliore morfologia dei 
tessuti 



Protocollo modificato di LCM basato su fissazione con paraffina 
per ottenere una maggiore resa e qualità dell’mRNA cellulare

Plant Journal 48, 628, 2006



Tessuto in paraffina fissato con acido acetico ed etanolo

LCM ovuli

LCM cellule del replo





ANALISI SUCCESSIVE ALL’ LCM





Ottenuti 2 set di cellule 
epidermiche e vascolari 

contenenti ciascuno più di 
mille cellule portando a 

isolare circa 40 ng di RNA

LCM e amplificazione dell’RNA



QUANTE CELLULE SONO NECESSARIE?



Cell type-specific GFP marker lines in the 

Arabidopsis root

a)PSCR::GFP

b)PWOX5::GFP

Protoplasting

Bargmann BO, Birnbaum KD. Fluorescence activated cell sorting of plant protoplasts. J Vis Exp. 2010 Feb 18;(36). pii: 1673. doi: 10.3791/1673.



FLUORESCENCE ACTIVATED CELL SORTING (FACS)







Microarray expression profiles of 19 fluorescently sorted GFP-marked lines were analyzed

S M Brady et al. Science 2007;318:801-806





LIMITI DELLA TRASCRITTOMICA

• Un gene può codificare per più proteine (modificazioni 
post-trascrizionali)

• I livelli di trascritto non sempre corrispondono ai livelli 
di proteina

• L’attività delle proteine è regolata a diversi livelli (es. 
fosforilazione,  ubiquitinazione, legame di cofattori…)

Altri approcci: proteomica, metabolomica…


