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| PROGETTI "OMICI”

Studiano gli elementi biologici nel loro insieme

GENOMICA Studia il genoma, il codice genetico che

racchiude, in modo ordinato e lineare,
tutte le informazioni necessarie per la
sintesi delle proteine e, in maniera piu
semplice, per lo sviluppo dell'individuo.

TRASCRITTOMICA Studia il contenuto in MRNA di una

cellula (in differenti fasi di sviluppo, in

risposta a vari stimoli o a differenti
nutrienti)




PROTEOMICA

Studia il contenuto in proteine di una
cellula. Benché possa essere
Immaginata come la componente
tradotta del trascrittoma, in molti casi le
proteine espresse da una cellula
possono differire dai geni trascritti.
Inoltre, le modificazioni post-
traduzionali possono alterare le funzioni
di molte proteine

METABOLOMICA

Studia il contenuto in piccole molecole
di metaboliti di una cellula.

La quantita e l'identita dei metaboliti
primari e secondari possono variare in
funzione dello stato fisiologico della
cellula e riflettono la funzione delle
proteine richieste per il metabolismo.
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Trascrittomica

Tutte le cellule di un organismo contengono la stessa
INformazione genomica

Cellule diverse di uno stesso organismo possono
essere morfologicamente e funzionalmente diverse

e diverse caratteristiche di cellule di uno stesso

organismo dipendono da quali geni sono “accesi” e
quali no

| a trascrittomica studia a che livello e in che ordine

temporale | geni di un organismo sono trascritti in
MRNA




Trascrittomica

Per la individuazione e la quantificazione di specifici
MRNA, €’ possibile utilizzare tecniche basate Az

sulla specificita di ibridazione di due eliche # "

complementari |




The Double Helix

A simple way to think of the double helical structure of DNA is to imagine a
twisted rope ladder. The rope is equivalent to the sugar phosphate backbones,
while the wooden steps are the paired bases.
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SUGAR-PHOSPHATE BACKBONE

Complementary
Base Pairing in
DNA
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The zequence along
the bottom strand is
G-A (5'to 3"), thus
the sequence on the
top strand must be
T-C (5' to 3").

Thus, the sequence
of one strand predicts
the sequence of the
other.
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TEST BIOLOGIG GHE SERUTTANO LA GOMPLENENTARITA'TRA BAS
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DOTBLOT: UN ANTENATO DEL MICROARRAY




MICROARRAY

Rappresenta la tecnologia piu avanzata tra le tecniche di
Ibridazione del DNA

MICROARRAY: Con tale termine si identifica un supporto solido sul
guale immobilizzare migliaia di sequenze geniche differenti per poter
studiare contemporaneamente assetti genici.

SUPPORTO: -membrana di nylon
-sottile supporto di vetro
-chip a silicio

SEQUENZE: -DNA
-cCDNA
-OLIGONUCLEOTIDI




TECNOLOGIA DEL MICROARRAY

» Complementarita tra i nucleotidi degli acidi nucleici
(DNA o0 RNA)

» Sequenze specifiche vengono immobilizzate su un
supporto solido inerte in guantita microscopiche e a
posizioni definite (genechip o microarray)

» || DNA o RNA complementari alle sequenze si legano al
supporto

» La presenza di DNA o RNA e rivelata mediante
fluorescenza in seguito ad eccitazione con laser
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INTERAZIONI MOLEGOLARI NEL MICROARRAY




DIFFERENZE TRA MICROARRAY E
SOUTHERN/NORTHERN BLOT

Frobe hwbridizes with

SOUTHERN/NORTHERN BLOT

complementary DMA zequence Filter in
f "Seal-a-Meal
bag
b  SONDA:
== | eunica sequenza nucleotidica
Expoze &-ray film ‘:-,_"' _,.a-"'--.-‘ remoye i : J il ’marCata con I'ad |Oatt|VO
ta filker - unbound probe | _ Jlibera
: ) | W !
CAMPIONE:

*non marcato

eancorato alla membrana
spossibilita di analizzare un numero
limitato di campioni
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METODO DI RIVELAZIONE:

sradioattivo

eesposizione della membrana su lastra fotografica
«analisi qualitativa 13




DIFFERENZE TRA MICROARRAY E
SOUTHERN/NORTHERN BLOT

. S JRIIES

Cells in conditio nl {. f ..
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MICROARRAY

SONDA:
*milioni di sequenze nucleotidiche

*non marcata
eancorata al supporto

CAMPIONE
marcato con fluorocromi o biotina

libero

screening di molteplici geni

possibilita di analizzare un numero limitato di campioni, ma per lo

METODO DI RIVELAZIONE:
registrazione di una fluorescenza
possibilita di analisi quantitativa
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VANTAGGI NELL'UTILIZZO DI MICROARRAY

*Necessita di un supporto piccolo e di basse quantita di
reagenti

*Metodo rapido ed automatizzato
Permette di fare screening su un ampio numero di geni

Consente una diretta/parallela comparazione tra geni
diversi

*Non comporta rischi biologici per I'operatore (non
tossico e non radioattivo)




MICROARRAY TECHNOLOGY

CHIP/SUDE PREPARATION

EXPERIMENT ANALYSIS

spotted GeneChap
array oy
Affymetrix

| 1

cDNA oligomdveotides
derived from representing as

—~ - scan chip/shde with laser;
N\ the resulting image s
| 3 complex pattermn

,f/':' ‘C\
|~~~ | ~
-~ \ ~/
N s

e \___.P/ .
control or treated or ,
healthy cells  diseased cells R as
-,\ .'. > - s .
mRNA extracted, abeled, algorithms tum data into
mixed, and hybridized graphical representations
to chip/slide*

BACC INTERSITY

SLUL NTENNITY

*Note: Affymetrix experiments use Result:

two chips. Software analyzes pattern Gene expression is represented as a
differences between the two. function of the ratio of the intensities.

a. Thlack - T expression in untreated.

b. Thlue -~ T expressionin trested.

c. blue/black — genes equally expressed m
both types of cells,




Supporto inerte sul quale vengono immobilizzate le sonde di DNA

SINTESI IN SITU SPOTTING
(fotolitografia) Le sonde da ancorare al

: - supporto solido sono sintetizz
La sintesi delle sonde PP ono sintetizzate

: , a parte e depositate sul
avviene direttamente sul
. g supporto. Le sonde possono
supporto solido di silicio
. : : essere rappresentate da
funzionalizzato con piccole

: i molecole di cDNA lunghe
sequenze oligonucleotidiche ;s S, : :
. Sy migliaia di basi, le cui sequenze
(oligo starter) per I’avvio

! pOSSONO essere ricavate anghe
dell’allungamento. ) .
= da banche dati genomiche.




Metodologia di immobilizzazione delle sonde di
DNA sul supporto solido:

FOTOLITOGRAFIA vs SPOTTING

Lunghezza delle sonde di DNA immobilizzate:
frammenti nucleotidici vs sequenze complete

18



TEGNOLOGIA DELLA SINETSI N ST

Integrazione di due tecniche:

*|a fotolitografia

*sintesi diretta in fase solida di oligonucleotidi

R AT
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CHIP Affymetrix®




FOTOLITOGRAFIA
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1. llinker con un gruppo
bloccante fotolabile sono legati
al substrato

2. |l laser distrugge i gruppi
bloccanti ad eccezione di quelli
protetti dalla maschera

3. Un nucleotide con il gruppo
bloccante viene attaccato ai linker
non protetti dal gruppo bloccante

4. Siposiziona una nuova
maschera e il laser distrugge
i gruppi bloccanti non protetti

5. Il nucleotide successivo,
con un gruppo bloccante, &
attaccato ai linker non protetti

Figura 14.5 Sintesi di oligonucleotidi su un array

Gruppo bloccante

Linker

Substrato

Maschera

Maschera

SINTESI IN SITU Dl
OLIGONUCLEOQOTIDI
MEDIANTE
FOTOLITOGRAFIA

CHIP Affymetrix®
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CARATTERISTICHE DEI PROBE Aflymetrix®

» Ogni gene e rappresentato da 15-20 probes

» Ogni probe puo essere costituito da circa 25 nucleotidi

» | probes rappresentanti un gene sono scelti in
regioni di sequenza che presentano la piu alta
divergenza con sequenze di geni appartenenti alla
stessa famiglia
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REGOLE PER IL DISEGNO DEI PROBE Affymetrin®

*Scegliere oligonucleotidi che ibridizzino con elevata affinita
e specificita

°La sintesi In situ permette di evitare operazioni come
preparazione, verifica, dosaggio e catalogazione di un elevato
numero di probes (cDNAs, prodotti di PCR o cloni), abbassando
notevolmente Il rischio di errori.

*Utilizzo di molteplici probes oligonucleotidici a seguenza
differente che ibridizzino con regioni differenti della stessa
sequenza di riferimento (probe redundancy). La registrazione di
molteplici segnali indipendenti per una stessa seguenza

aumenta enormemente il rapporto segnale/rumore di fondo.
23



PROBES REDUNDANCY

Un ulteriore livello di ridondanza deriva dall'utilizzo di probes ‘perfect
match (PM) e ‘mismatch (MM)' .

PERFECT MATCH (PM): sequenza di basi capace di ibridizzare
perfettamente la sequenza di riferimento

MISMATCH (MM): identici al PM ad eccezione di una singola base in
posizione centrale.
Sequenza di riferimento
TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGG

Perfect match PM AATGGGTCAGAA GACTCCTATGTGGGTG

Mismatch MM AATGGGTCAGAA T GACTCCTATGTGGGTG
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mRNA reference sequence

d . L

e e e e e ?\ S S s
Spaced DNA probe pairs
Reference sequence / \ P P P

- TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC ---
AATGGGTCAGAi]SACTCCTATGTGGGTG Perfect Match Oligo

AATGGGTCAGA ACTCCTATGTGGGTG  Mismatch Oligo

Perfect match probe cells
Fluorescence Intensity Image /

Mismatch probe cells

| probes che formano i duplex piu stabili (PM probes) sviluppano un
segnale piu fluorescente rispetto ai probe MM che formano duplex meno
stabili.
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| probes MM rappresentano un controllo di specificita che
permettono di distinguere il reale segnale dal background e
dalla cross-ibridizzazione.

S6GTAAACCTGCAATCEGAT QOligonucleotide sonda

‘ ‘- GGGTAAACCAGCAATCESAT  Oligonucleotide di controllo

e e e (O

Ciascun gene e rappresentato sul chip Affymetrix da un set di
probes (15-20) ridondanti PM/MM.

| probe set PM/MM permettono di determinare con alta
confidenza se Il segnale fluorescente registrato deriva da una
Ibridazione specifica con il campione.
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MICROARRAY :
(CHIP) SEGMENTO SITO CONTENENTE COPIE DI SEGMENTO DI DNA
DEL CHIP UNA SINGOLA MOLECOLA DI DNA ASINGOLO FILAMENTO

1.28 X 1.28 cm array

24 X 24 um cella
20 paia di probe/cella

7000-30000 geni/array 27



Uso di un robot per depositare

sul chip sequenze complete di

DNA In una precisa posizione:
SPOTTING




*Deposizione dei prodotti di PCR
gene-specifici, mediante robot in un
punto preciso dell’array.

*Essiccamento del vetrino a 100°
per 2s

*Fissaggio mediante crosslinking
con raggi UV

Denaturazione delle sonde a DNA
(2min a 95°C) per renderle a singolo
fllamento

DNA genomicd>
~__O0CDNA

I |
Amplificare mediante PCR con primer gene-specifici

v v

Depositar pro'dotti di PCR su
un vetrino rivestito di poli-lisina
v
¢4 2
& & &

Essiccare il DNA nel vetrino
Fissare mediante cross-linking UV
Denaturare il DNA per renderlo
a singolo filamento




CHIP COSTRUITI PER SPOTTING

DNA:argx
GO “No match”
J\~/\ kK

DNA probes Y‘Cs
i “Hybridization’

SIS e, O

Espongono frammenti di DNA a singolo filamento, di lunghezza
variabile, ma superiore ai probes oligonucleotidici Affymetrix
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PREPARAZIONE CAMPIONI PER MICROARRAY A cDNA

©
-l-
~

mRMA
exhsclad
from ced

@
<
-

Reverse ransorpbon,
'r-"""'h Rucrescently labeled
with Cyld {Green) -
and Lyl (Red)

Combane equal amoun and
Iyt GnSS MBsIoNeTEy

- —m
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»| due campioni da comparare vengono marcati con due diversi
fluorocromi:

CyS
(rosso)
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La marcatura dei campioni avviene per retrotrascrizione di
MRNA in presenza di tre dNTPs normali e il quarto dNTP
fluorescente.

cDNA
campione 2

cDNA
campione 1

Il cDNA derivante da ciascun tipo cellulare portera un

marcatore fluorescente differente (rosso o verde). ),



IBRIDIZAZIONE: | due campioni vengono poi miscelati in
ugual quantita e fatti ibridare al chip.

RMA fragments with flusrescent tags from sampls to be tested
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(a) Crescita nella Crescita nella (b) EE
condizione 1 condizione 2

v

RNA RNA

v v

cDNA marcato cDNA marcato

con Cv3 Y con Cvy5

Miscelare e ibridare
al microarray

Espresso solo
nella condizione

W Espresso nella
condizione 1 e 2

nella condizione 2

Il colore e I’'intensita di ogni singolo spot sul chip viene monitorato
con un microscopio confocale a scansione per fluorescenza.

| campioni immobilizzati sull’array sono eccitati da un laser e la
fluorescenza rilevata per ogni spot fornisce informazioni della

\ (3% . ; ) b2 . Rt 36
guantita relativa di ogni specie di RNA nel campione originale.




Colore spot Espressione gene

Rosso indotta

Nero non espresso
90 o 9
00 o0 >
Q Q o
O 0 v o -
Campione 1 (ctr) : verde s .
009 ) 5 )
100 J J
200 'O - O
> 00 J )
_ _ 200 o o
Campione 2 (sperimentale): rosso 22+ 29> ly el
09 \’ [+ ]
O0V
900 ) Q00
W o9 o
00 ) o C
09 < 9
- IV IS ) o9 ) 4
00 J
oVvd 9
® 9 e >
Qv

| campioni sono miscelati e ibridizzati con un unico microarray
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STUDIO DELL'ESPRESSIONE GENICA RELATIVA

condition
A B C

AFFY!\'ETRIX

GeneChlp
Mouse 430 2.0

Lot #: 3001174
Exp. Date: \12/25/04
For ResearchUse Only
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GENE LA CUI ATTIVITA
E STATA MOLTO STIMOLATA
NELLE CELLULE TRATTATE

B3 GENE LA CUIATTIVITA
E STATA MOLTO RIDOTTA
NELLE CELLULE TRATTATE

B GENE UGUALMENTE
ATTIVO NE! DUE TIPI
DI CELLULE

B GENE INATTIVO
NEI DUE TIPI DI CELLULE

39



CALIBRAZIONE DEL MICROARRAY

Lo strumento e tarato in maniera che il rapporto tra l'intensita della
fluorescenza dei due fluorocromi (V: ) in microcelle contenenti DNA

genomico e uguale ad 1

L'intensita relativa \V/ = € una misura dell’'abbondanza degli

MRNA di ogni specifico campione

!

VIR >1 l VIR >2

VIR<1 VI <0.5

A causa del rumore di fondo
dell’analisi, si fissa un cut-off
superiore a 2 o inferiore a 0.5

A0
=GV




PREPARAZIONE CAMPIONI PER GENECHIP AFFYMETRIX

Eukaryotic Target Labeling for GeneChip® Probe Arrays

Starting RNA samples Total RNA Approximate
STHIHIITIHERTITIAAAAA B P

. Primer hybridization ‘ / 3" TTTTT — HEEM 5' 15 minutes

STHITHHTLIITTNITTAAAAA T
TTTTT — - 5'

. Reverse transcription
First strand cDNA synthesis ‘ 1 hours 15 minutes

STHITIIITITINITAAAAA G
0000000000 0TTTTT — s

. Second strand cDNA synthesis 2 hours 30 minutes

5001 AAAAA — mmmm 3
g 111 TTTTT — - 5

. Cleanup of 30 minutes
double-strand cDNA

. Amplification and biotin labeling Biotinylated U
of antisense cRNA ‘ Ribonucleotides @—C




5. Amplification and biotin labeling Biotinylated U Amnrs
of antisense cRNA Ribonucleotides @—C

? o teeee
1110011111 uuuuls

Pp099
s1l111iiilljuuuuus

? 9 90
1110111l lBuuuul s

6. Cleanup of :
biotinylated cRNA ‘ 30 minutes

7. Fragmentation ‘ 45 minutes

8. Hybridization o 16 hours
Streptavidin-phycoerythrin

9. Washing/Staining - 75 minutes

10. Scanning < 10 minutes

-
-

Legend: [T QHIIIRNA T[[J00[] DNA EEEE T7Primer @ Biotin




IBRIDAZIONE DEI GENECHIP AFFYMETRIX

Il campione e costituito da cRNA biotinilato

SN
JJ%:&DNA

complementaria

L'ibridazione e condotta in presenza di
o g W : b
- | streptavidina-ficoeritrina, come marcatore.

£ 98 <
; 'R Streptavidin

y Carbon Chain

Printed

biotinylated , N

samples bind to 8 / . :

the streptavidin | 0@ Q‘”’ &>

on the surface e p “b

irreversibly in k=3 # # -@

four places. e e S e _1_
SuperStreptavidin Substrate EETERA AT | 43




DIFFERENZE TRA Metodo Aftymetrix 0 Stanford

AFFYMETRIX
| campioni sono cRNA marcati con biotina

STANFORD

| campioni sono cDNA marcati con fluorocromi
Cy3 0 Cy5

AFFYMETRIX

«Clascun campione viene ibridizzato in presenza
di SAPE (Streptavidin-phycoerytrin).

«Ogni campione e ibridizzato con un singolo chip

CAMPIONI

IBRIDAZIONE

STANFORD
| campioni differentemente marcati sono miscelati
In parti uguali e ibridizzati sullo stesso chip.
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RIVELAZIONE

AFFYMETRIX
Lo scanner misura l'intensita di fluorescenza
per ciascun singolo campione

STANFORD
Lo scanner misura l'intensita relativa \//
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ELABORAZIONE DATI

Microarray e analisi del dati. E Ila tecnica
fondamentale per lo studio della trascrittomica. |l
trattamento dei dati e un fattore critico che puo
portare a risultati diversi.




Chiantitati on (Fene eXpression
Eaw data matrices data matrz

Array scans uantitati ons - otuchita ons
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Matrice dei dati

Exp.3 Exp.4 Exp.5
Typelll Typell Typelll

| dati di espressione genica possono essere rappresentati
in una matrice dove ogni riga rappresenta un gene e ogni
colonna una condizione analizzata




Confronto di due casi

Int{treated) | Int{wild type)
0.22 0.24
0.67 1.21
1.13 0.43
2.45 2.44

Se riportiamo il In, della ratio, abbiamo:

log,(ratio) > 0: aumento
l0g,(ratio) < 0: diminuzione




APPLICAZIONE DEL MiCROARRAY:
STUDIO DEL PROFILO
DI ESPRESSIONE GENICA

- 49 - a9

“istantanea” dettagliata delle modificazioni funzionali
cui una cellula va incontro in seguito all’assunzione

di farmaci o per la presenza di specifiche patologie 1
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Cancer Cells Mormal Cells

l RNA Isolation

mRNA mREMNA

Reverse
Transcriptase
Labeling

i

"Green Fluorescent” Targets

il

"Red Fluorescent” Targets

Combine Targets

Hybridize to
Microarray

ANALISI DELL'ESPRESSIONE DI
GENI DIFFERENTEMENTE
ESPRESSI DA CELLULE
TUMORALI E NORMALI

l

|dentificazione di cluster di geni
coinvolti nella proliferazione delle
cellule tumorali

Classificazione delle cellule
tumorali sulla base del pattern di
espressione genica

Associazione di pattern
d'espressione genica con |l
decorso clinico 51




PREDIZIONE DELLA CHEMIORESISTENZA DELLE CELLULE
TUMORALI

Sensitive

resistant

Dall’analisi del trascrittoma di cellule tumorali resistenti o sensibili ad
un particolare chemioterapico, e possibile identificare un cluster genico
associabile alla chemioresistenza.
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DEFINIZIONE DEL TIPO CELLULARE IN BASE AL GRADO DI
DIFFERENZIAMENTO

Q000000000
Y YL LLILL

@
D
@
&
®
@
&
L
=

@ e
A microarray

Dall’analisi del profilo trascrizionale di differenti tipi di cellule staminali e
emerso un cluster di circa 200 geni che caratterizzano le cellule
staminali prima del processo di differenziamento.

53




STUDIO PRECLINICO DI FARMACI

GENI
INATTIVI

GENI
ATTIVI

CELLULATRATTATA  \—\
\ mANA

N,

-‘m COPPUADIBASL o
C
COMPLEMENTARI . 0N
CONA PROVENIENTE CHP TRATIATE.
DACELLULE

NON TRATTATE

DI REAZIONI




Treated rat

Control rat
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APPLIGAZION] REL MIGROARRAY IN GLINIGA

DNA Patient DNA

e Labeled
DNA Control DNA




PRATICA CLINICA

Indicazioni sull’agente patogeno di un’infezione

Indicazioni su predisposizioni genetiche individuali a particolari
malattie. Es: Alzheimer, diabete, particolari tumori, ecc.
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. : ! CRATGN AR RO
Single Nucleotide Polymorphism son MBBIGLIE
- S CRES R

Polymorphism
(SNP) m

Sequenze di DNA in cuil un singolo nucleotide viene sostituito da
un altro

-_>-
-->-




capture biochip

\r YYY m Drug Target/ Biomarker
AT~

Discovery and Validation

® Drug Development
'\ 1 interaction biochip

® Clinical Trials/Diagnostics
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ANTICORPO
MARCATO

ANTICORPO CONTRO f PROTEINA EMATICA RISULTATO

UNAPROTEINA DEL ANTICORPO CONTRO

PROTEINE ,
BACILLO DELL'ANTRACE QAANTmRP, MARCATI & IL BACILLO DELL'ANTRACE

NEL SANGUE

CON UNASOSTANZA
ANTICORPO CONTRO ANTICORP! PUNTINO —
UNA PROTEINA FLUORESCENTE NONLEGATI  INDICANTE CHE

DELVAIOLO N IL PAZIENTE

HA CONTRATTO
ANTICORPO CONTRO IL CARBONCHIO
UNAPROTEINA

DELVIRUS SCNER
DELL'INFLUENZA < - il

CHIP AD ANTICORPI
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characterisation of wild type and variant p53

‘Guardiano del genoma’

Tumor suppressor gene

" Oncogene DNA damage Chemotherapy

activation

| |

[E"F i F-'I'M

.F}W""’ —l DNA PK

p14ln\ﬁF

IQ\_{,\‘: .(-:..:.:"./ '::‘T::"

P P‘ Active p53

CDK4 ‘l { CDM ’J

p53 degradation Response G1arrest G2 arrest  Apoptosis DNA repar

Nature Reviews | Cancer



Wild type and mutant p53 were spotted onto streptavidin coated slides.

assay format

fluorescent label e.g. Cy3 =™

interacting partner e.g. DNA —0@

functional protein

~—biotin-BCCP
streptavidin >

streptavidin glass

Arrayed proteins are captured onto glass via a BCCP tag.
The use of this tag ensures that arrayed proteins are:

« correctly folded (only correctly folded tag is biotinylated)
« orientated such that interaction with probe is possible

« strongly bound via biotin:streptavidin linkage

easily purified and captured in single step A




o2

experiment format

@ —> 1. array of immobilised
proteins is interrogated

R . -
!M‘“ with labelled probe e.g.
DNA or protein.

2. incubation allows
interaction between probe
and proteins on the armray.
Unbound probe is
removed in wash steps.

3. interactions are identified
by detecting fluorescent
signals using an array
scanner.

DNA binding assay: to study
protein function an assay was
devised which measured the
ability of arrayed proteins to
bind Cy3-GADD45 promoter
DNA. After binding, the intensity
of fluorescent signals for
mutant p53 was compared with
that for wild type p53 so that
any effect of mutation on the
ability of p53 to bind DNA could
be determined. The data were
presented as a bar chart
comprising a DNA binding
profile.
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DNA binding profile for p53 variants

L @ BB

This technology provides a powerful multiplex tool for characterising
protein function. The p53 array will enable many more questions to be
addressed concerning how mutations in this protein modulate its
oncogenic properties. 64



