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•Cosa è un microarrays …. un po di storia

•La tecnologia: arrays spotted e sintetizzati in situ 

(spotted, Agilent, GeneChips Affymetrix, Illumina)

•Disegno dei probes e marcatura del target 

•Cenni su analisi dei dati e validazione

•Applicazioni: analisi su scala genomica e ritratti 
molecolari (applicazioni allo studio dei tumori)

•Limiti: controllo trascrizionale e post-trascrizionale, 
quantificazione comparativa non assoluta

•Microarrays e splicing alternativo

•Non solo espressione genica (SNPs e genomi) 

•miRNA microarrays e protein microarrays



genomica

chimica delle superfici

bioinformatica

Microarray: una tecnologia post-genomica



Che cos’è un microarray

• potente tecnologia: consente l’analisi comparativa (e 
simultanea) dei livelli di attività di migliaia di geni

• in cosa consiste: ibridazione ad alta specificità fra

sequenze geniche (DNA amplificato o oligonucleotidi 
sintetizzati in silico) immobilizzate su superfici solide 
(vetro) 

1  “PROBE” 

2  “TARGET” 
miscela di ibridazione contenente acidi nucleici 
marcati (cDNA fluorescente o cRNA biotinilato)



la specificità è influenzata dalle condizioni sperimentali

metodica basata su alta specificita’ di ibridazione

alta stringenza bassa stringenza

temperatura 

miscela di ibridazione

lunghezza del probe



Metodo di 

immobilizzazione 

sonda

Tipo di sequenza

Affymetrix Genechip

Illumina Bead arrays

Stanford Pat Brown

Agilent inkjet

spotting Fotolitografico

bead array

cDNA (500 nt) 

oligonucleotidi 

(50- 80 nt)

oligonucleotidi (25nt)

oligonucleotidi (50nt)Tipo di sequenza

HIGH DENSITY

One channel

   SPOTTED 

Two channel

TIPI DI ARRAYS

Microarrays commerciali danno risultati più riproducibili Microarrays commerciali danno risultati più riproducibili 
(alto controllo qualità industriale)(alto controllo qualità industriale)



 il problema biologico in esame deve essere connesso 

alla trascrizione

 il disegno sperimentale richiede particolare cura: 

repliche biologiche (3 o più) e repliche tecniche

- geni differenzialmente espressi (profilo trascrizionale di 2 
o piu’ punti sperimentali)

- marcatori diagnostici e prognostici (profilo trascrizionale 
di campioni normali e patologici)

- pathways trascrizionali (esperimenti in serie temporali, 
time-course)

Identificazione di:

MICROARRAYS: alcuni aspetti importanti



-il disegno degli oligonucleotidi richiede la conoscenza delle 

sequenze codificanti i geni di interesse

-ogni oligonucleotide deve identificare un determinato gene 

in maniera univoca (non assomigliare a nessuna altra 

sequenza del genoma in esame) 

-gli oligonucleotidi non devono contenere sequenze ripetute

-il disegno dei probes avviene generalmente grazie a 

specifici algoritmi ed all’ausilio della bioinformatica

-i probes vengono spesso validati sperimentalmente

MICROARRAYS: il disegno dei probes



Specificità 

Ibridazione

20                      50    60   70   80                         300

Lunghezza probe

Agilent

Illumina

Affymetrix
home made

cDNA arrays

Probes fra i 50 e gli 80 mers danno le 
migliori specificita’ di ibridazione



Microarray two channels – Spotted 

Agilent



SPOTTED o PRINTED ARRAYS: MICRODEPOSIZIONE

spot

subarray gene

Densità moderata

~10000-30000



SPOTTED ARRAYS 
(due canali)



SPOTTED ARRAYS: SCANSIONE LASER

Emissioni diverse dei 

due coloranti 

fluorescenti

Cy3 (assorbe a ~550, emette a ~570, VERDE)

Cy5 (assorbe a ~650, emette a ~670, ROSSO)

PARAMETRI CRITICI

• Lo scanner è importante (genera il segnale che deve essere 

quantificato)
• Software per analisi di immagine critico per la produzione 

di valori affidabili di intensità

canale verde canale rosso

Cy3 Cy5

spottedspotted



scelta delle repliche 

tecniche (numero, tipo)
scelta del sistema biologico

• replicato biologico

• replicato tecnico

 confronto tra due trattamenti

T1

C1

T2

C2

Spesso esperimenti circolari in modo da acquisire più informazioni 

possibili per identificare con ragionevole sicurezza la presenza di geni 

differenzialmente espressi

spottedspotted
SPOTTED ARRAYS: DISEGNO SPERIMENTALE



 Tecnologia tipo inkjet: no contatto con  i vetrini. Tecnologia tipo inkjet: no contatto con  i vetrini. 
 Probes estesi in situ mediante rounds ripetuti di spotting: prodotto Probes estesi in situ mediante rounds ripetuti di spotting: prodotto 

finale oligo di 60-merfinale oligo di 60-mer
 Microarrays con minori difetti, quindi più uniformi e consistenti. Microarrays con minori difetti, quindi più uniformi e consistenti. 

SPOTTED ARRAYS: LA TECNOLOGIA INKJET AGILENT

Alta Densità

fino a ~250000



Microarray one channel – GeneChip 

Affymetrix



MICROARRAYS AFFYMETRIX: GENECHIPS

quartz surface

 Sintesi fotolitografica su supporto di quarzo Sintesi fotolitografica su supporto di quarzo 
 Nucleotidi inseriti in successione (oligo 25-mer)Nucleotidi inseriti in successione (oligo 25-mer)
 Reazioni successive di deprotezione ed aggiunta Reazioni successive di deprotezione ed aggiunta 

guidate da una maschera fotolitografica.guidate da una maschera fotolitografica.
 Probe sets: vari oligo 25-mer disegnati su uno Probe sets: vari oligo 25-mer disegnati su uno 

stesso gene in posizioni diversestesso gene in posizioni diverse
 Oligo perfect match e mismatchOligo perfect match e mismatch
 Tecnologia a singolo canale: campioni di mRNA Tecnologia a singolo canale: campioni di mRNA 

processati separatamente invece che a coppieprocessati separatamente invece che a coppie
 Misurazioni di espressione genica combinando Misurazioni di espressione genica combinando 

informazioni da più ibridazioni separate. informazioni da più ibridazioni separate. 
 Genechip 1.28 x 1.28 cmGenechip 1.28 x 1.28 cm

Alta Densità  ~500000 (fino a 106)



GENECHIPS ARRAYS



GENECHIPS ARRAYS: SINTESI FOTOLITOGRAFICA



RIDONDANZA.  Uso di oligo multipli con sequenza differente 
ma disegnati per ibridare in zone differenti al 3’ di uno stesso RNA 

GENECHIPS ARRAYS: PROBE SET

• maggiore accuratezza
• mitiga effetti cross-ibridazione
• riduce falsi positivi

presenza di segnali multipli per ciascun gene



PM

MM

cell
Probe pair

Gene

sequence

ACCAGATCTGTAGTCCATGCGATGC

ACCAGATCTGTAATCCATGCGATGC

PM

MM

Probe set (Affymetrix)Probe set (Affymetrix)



GENECHIPS: MARCATURA



sonde fissate su una 

cella dell’array

biotina

streptavidina

fluorescenza 

sonda ibridata

ibridazione tra sonda 

e bersaglio 

complementari

1
2

3 4

genechipgenechip

introduzione 

bersagli biotinilati

GENECHIPS: IBRIDAZIONE E RIVELAZIONE



Trascrizione in vitro con Trascrizione in vitro con 

nucleotidi Biotinilatinucleotidi Biotinilati

cRNAcRNA cRNAcRNA



controllo trattato

repliche 

biologiche

no repliche tecniche

elevata riproducibilità dei  risultati

assenza di errore di misura 

(associato con la lettura del     

segnale fluorescente)

misure multiple per ogni RNA

scelta delle repliche (numero)scelta del sistema biologico

numero di repliche biologiche

linee cellulari (3)

ceppi inbred di animali (3-5)

campioni umani (8-10)

(deve essere valutato per ogni 

esperimento)

genechipgenechip
GENECHIPS: DISEGNO SPERIMENTALE



Scan

Scanner

DesignDesign
  ExperimentExperiment

DesignDesign
  ExperimentExperiment

ProbeProbe

ArrayArray

PreparePrepare
SampleSample
PreparePrepare
SampleSample

Wash
&

Stain

Fluidics

Station

Hybridize

Hybridization

 Oven

Data Analysis 

Software

GeneChip® Platform



Feature 

size
11µm18µm 8µm

Probes 500,000 1,300,000 2,600,000

5µm

6,500,000

1µm

163,000,000

CommercialCommercial

expression expression 

ArraysArrays

U133 PlusU133 Plus

10K SNP10K SNP

CommercialCommercial

genotyping genotyping 

ArraysArrays

100K SNP100K SNP

NewNew
ApplicationsApplications

500K SNP500K SNP
Exon arraysExon arrays
Tiling arraysTiling arrays

In developmentIn development

EvolutionEvolution

CommercialCommercial

expression expression 

ArraysArrays

U133 A+BU133 A+B

CAPACITA’ ATTUALE ED EVOLUZIONI FUTURE



Microarray one channel – GeneChip 

Illumina



durante la produzione ad ogni 

probe viene legata una corta 

sequenza (barcode o address 

sequence) che serve per 

identificare la bead

ciascun array contiene micropozzetti che vengono 

riempiti con biglie  ricoperte con migliaia di copie 

di uno stesso probe (50 bp)
bead

3µ

Arrays illumina (beads array)

Alta Densità  fino a 106



Illumina labelingIllumina labeling

A B



DetectionDetection

• Hybridization detection Hybridization detection 

is performed using anti-is performed using anti-

biotin moAb labeled biotin moAb labeled 

with Cy3.with Cy3.

• The fluorescence signal The fluorescence signal 

is read by a laser based is read by a laser based 

scanner.scanner.

Biotin

Cy3Cy3

moAb anti-biotinmoAb anti-biotin



New Types of Microarrays



Alternative splicing microarrays

Si basano su probes oligonucleotidici (25–60 nt) in grado di ibridare 
a regioni isoforma-specifiche degli mRNA

 probes esone-specifici: e1, e2, e3, ….: 
 probes giunzione-specifici: j1-2, j2-3, j1-3, ….: 
 probes intronici: i1, i2, ….: 



permettono di analizzare 

regioni del genoma inesplorate 

(es. promotori) e di studiare i 

processi di regolazione 

(interazioni DNA - proteina o 

Chromatin immunoprecipitation 

- ChIP on Chip)

per uomo topo ratto e tutti i 

maggiori organismi modello; 

rappresentano la maggior 

collezione di array whole-

genome

permettono di analizzare in un 

solo array tutti i geni a livello di 

esoni dato che contengono un 

totale di 1.000.000 di esoni che 

virtualmente rappresentano tutti 

i geni codificanti

tiling array

genoma protein/DNA binding

Examination of Protein/DNA Interactions

exon array

trascritto alternative splicing

Alternative Splicing

3’ expression array

gene gene expression

Gene-Level Expression Profiling

Gli Exon Arrays



DNA ARRAYS: SNPs

Consentono analisi genetiche complesse (analisi genome-
wide per identificazione polimorfismi associati a patologie)

Genotyping  Array

gli SNP array permettono 

genotipizzazioni complesse

A detail of a SNP array output

Oligo design in a SNP array 

TTTGTCACAAG 

TTTGTCACGAG

allele A

allele B

TTTGTCGCAAG 

TTTGTCGCGAG

PM

MM

PM

MM



Alcuni limiti nell’utilizzo dei microarrays

Richiede la conoscenza, almeno parziale, del genoma o 
trascrittoma dell’organismo/sistema in oggetto  
in assenza necessario usare altre metodiche per es DD-PCR

1

E’ una metodica quantitativa però comparativa non assoluta  
se si vuole analisi quantitativa rigorosa allora per es. SAGE2

Permette di determinare variazioni dell’espressione genica solo al 
livello trascrizionale  
Non consente di ottenere informazioni su tutto ciò che avviene 
post-trascrizionalmente:
 controllo traduzionale
 stabilità mRNA
 silenziamento
 splicing alternativo

3



Come posso ottenere i dati Come posso ottenere i dati 

sperimentali?sperimentali?
• Recentemente per l’accettazione di un articolo 

su riviste internazionali viene richiesto che  

dati siano depositati su banche dati pubbliche:

– Europa: arrayexpress

– USA: GEO









E’ possibile scaricare i dati:E’ possibile scaricare i dati:

1.1.  in formato tipo excel (tabulato) contenente tutte le in formato tipo excel (tabulato) contenente tutte le 

informazioni dell’esperimentoinformazioni dell’esperimento

2.2.le immagini dell’array  (in questo caso i .CEL files le immagini dell’array  (in questo caso i .CEL files 

dell’Affymetrix)dell’Affymetrix)



Header Matrix series fileHeader Matrix series file



Data Analysis



analisi di specifici pathways 

 identificazione di geni associati a fasi del ciclo vitale

analisi della risposta a un farmaco

analisi di meccanismi complessi coinvolti in processi 
biologici

 etc….

Molteplici applicazioni per i microarrays 

IL RITRATTO MOLECOLARE
Classificazione dei tumori in base al profilo genico 

trasformazione di una cellula normale in cellula tumorale dovuta ad 

accumulo di cambiamenti molecolari che determinano variazioni del 

pattern di espressione genica



profilo di 

espressione 

identico in cellule 

normali di uno 

stesso tessuto

profilo di 

espressione 

varia quando 

insorge il 

tumore

Tumori e gene profiling



Per analizzare i dati di microarray è Per analizzare i dati di microarray è 

necessario disporre di software necessario disporre di software 

dedicatidedicati
• I dati da microarray non possono essere analizzati 

con un semplice foglio excel ma necessitano di 

strumenti statistici alquanto sofisticati.

• Esistono software commerciali od open-source.

– Bioconductor



BioconductorBioconductor

Platform specificPlatform specific

devicesdevices

Analysis pipe-lineAnalysis pipe-line

SampleSample
  PreparationPreparation

Array Array 
FabricationFabrication

HybridizationHybridization

Scanning Scanning 
+ + 

Image Image 
AnalysisAnalysis

NormalizationNormalization

FilteringFiltering statisticalstatistical
analysisanalysis

AnnotationAnnotation

Biological Biological 
KnowledgeKnowledge
extractionextraction

QualityQuality
controlcontrol



Disegno sperimentale

•     I dati che si ottengono dai microarray indicano le 

espressioni di un gene relative alla sonda che è stata 

utilizzata per quel gene

• Quali sono i pericoli legati ad un disegno sperimentale 

sbagliato?

– Potrebbe non rispondere direttamente alla 

domanda sperimentale

– I dati contengono una quantità di errore tale da 

compromettere l'interpretazione del risultato

 



Un fattore chiave è scegliere se usare una comparazione diretta o 

indiretta tra due campioni cellulari.

log(T/C) con varianza 

σ2/2

log(T/C) = log(T/R) -log (C/R) 

con varianza 2σ2

Dye-swap experiments: coinvolgono due ibridazioni con due campioni 

in cui il colore assegnato è capovolto rispetto alla prima ibridazione

Diretta: i due campioni vengono 

misurati sulla stessa slide

Indiretta: i livelli di 

espressione sono misurati su 

slide differeti



La scelta del disegno sperimentale è dettata dallo scopo dello 

studio e dall'efficienza statistica che ovviamente ha un effetto 

sulla scelta del disegno.

Case:         Utilizzo di un significativo controllo biologico (crt).

Campioni: tessuto da topi trattati con un farmaco specifico e non 

                   trattati 

Domande: (1) quali sono i geni che hanno una espressione           

                        diversa tra trattati e controllo

  (2) quali son i geni che rispondono in maniera   simile 

                        tra 2 o più trattamenti

Case:         Utilizzo di un reference universale (ref).

Campioni: tessuto da diversi tumori

Domande: (1) quali sono i sottopiti tumorali?



Considerate un esperimento in cui tre mRNA, ottenuti da tre 

sorgenti diversi, sono comparabili e i cui confronti sono di 

uguale interesse 



Esperimenti di time-course: il risultato più preciso dipende 

dalla quantità dei punti temporali



Le repliche biologiche (e se necessario) tecniche degli 

esperimenti di microarray, riducono la variabilità tra gli 

esprimenti.

Quindi i replicati sono essenziali per offrire un risultato 

significativo.

Senza replicati nessuna analisi statistica può essere 

eseguita incrementando il numero di falsi positivi e falsi 

negativi nel risutato finale

Repliche

Pool di mRNA                  quando è necessario?
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