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Microarray: le matrici a sonde

O.Valentini, B. Milanesi

Laboratori di Patologia Clinica, Azienda Ospedaliera di Desenzano del Garda (BS)

Riassunto

I “microarray” costituiscono lo strumento piu so-
fisticato e versatile per ’analisi quantitativa di geni
e prodotti genici. Con una sola analisi ¢ possibile
raccogliere una quantita impressionante di dati,
che puo essere archiviata in forma digitale e con-
frontata con dati precedenti o successivi per po-
ter dedurre, per esempio, quali geni sono coin-
volti, e in quale misura, in determinati processi
fisiologici, patologici o indotti da farmaci. Le
applicazioni cliniche sono molteplici, in partico-
lare nell’ambito della diagnostica delle malattie
neoplastiche, infettive, allergiche o autoimmuni.
Le informazioni ottenibili sul singolo paziente
consentono di definire in dettaglio il quadro dia-
gnostico e prognostico, nonché di stabilire quale
sia la terapia farmacologica piu efficace e meno
tossica.

Summary

Microarrays: an overview

Microatrays provide an unprecedented opportunity for
comprehensive concurrent analysis of thousands of
genes and gene products. Through a single analysis it is
possible to collect a huge mass of data that can be
stored in digital form and compared with previous
and successive data in order to deduce, for example,
which genes, and to what extent, are involved in phy-
siological, pathological or drug-induced processes. They
have many and various clinical applications, particular-
ly in the diagnostics of neoplastic, infectious, allergic
or autoimmune diseases. Data obtainable for a single
patient make it possible to define in detail the diagno-
stic and prognostic picture and to choose the least to-
xic and most effective therapy.

Premessa

La tumultuosa evoluzione tecnologica degli ultimi
anni sia in biologia, con I'analisi di sequenza dell’intero
genoma umano, sia nella fisica informatica, con la rea-
lizzazione di elaboratori elettronici capaci di miliardi di
operazioni al secondo, grazie all’estrema miniaturizza-
zione dei circuiti a semiconduttore, ha creato le pre-
messe per una interazione tra discipline diverse, come
appunto la fisica, I'ingegneria, 'informatica, la mate-
matica e la biologia, che ha portato allo sviluppo dei
“microarray”’.

Il termine “microarray” sta per “microscopic glass
array”, ossia disposizione ordinata, o schieramento, su
un vetrino da microscopio, di elementi, o sonde, che
consentono il legame specifico di geni o prodotti geni-
cl.

Che cos’¢ un “microarray”? In estrema sintesi e in
maniera non esaustiva lo si puo definire un dispositivo
per l'analisi biologica formato da un sistema di sonde
in grado di legare in modo specifico acidi nucleici op-
pure proteine per ottenere attraverso un singolo pas-
saggio analitico una enorme mole di informazioni estre-
mamente dettagliate e tali da costituire una sorta di “fo-
tografia” dello stato funzionale della cellula nel mo-
mento dell’analisi. Le singole sonde di cui il dispositivo
¢ costituito sono legate al supporto su piccole aree cir-
colari disposte secondo un preciso ordine geometrico
lungo linee orizzontali (righe) e linee verticali (colonne),
in modo del tutto analogo a quello dei numeri di una
matrice (in matematica si definisce “matrice” un insie-
me di numeri ordinati in una tabella rettangolare in
modo da formare 7 righe e # colonne). Ogni singola
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Figura 1. Immagine archiviata in forma digitale di una matrice
a DNA. Gli elementi della matrice tisultano pitt o meno
luminosi in relazione alla quantita della specifica molecola
bersaglio legata.

area circolare rappresenta un elemento della matrice.
Ad ogni elemento corrisponde una singola specie di
sonda. Gli elementi della matrice contengono tutti una
uguale quantita molare di sonda e sono distribuiti sul
supporto in modo da restare equidistanti lungo en-
trambe le direttrici ortogonali (Fig. 1). Ogni elemento
¢ individuabile in modo univoco attraverso le sue co-
ordinate (ascissa e ordinata). Mentre gli elementi di una
matrice matematica sono rappresentati da numeri, quelli
di un “microarray” sono costituiti da sonde specifiche
e per questo motivo puo essere giustificato il termine
di “matrici a sonde”. Anche il termine alternativo di
“sonde a schiera” appare adeguato: schiera ¢ una mol-
titudine ordinata in lunghe file una accanto all’altra o
comunque raggruppata secondo determinati o pre-
stabiliti criteri. Da qualcuno viene usato anche il termi-
ne di “griglia”, di “chip” o di “biochip”.

Ogni elemento della matrice, corrispondente a una
singola specie molecolare di identita nota (acido nu-
cleico, proteina o tessuto, a seconda del tipo di “mi-
croarray”), legandosi a molecole (acidi nucleici o pro-
teine) presenti nel campione saggiato ¢ in grado di for-
nire informazioni di tipo qualitativo e, in determinate
condizioni, anche di tipo quantitativo, in numerosi
ambiti della ricerca biologica. I “microarray” consen-
tono di passare dalla fase di conoscenza dell’““anatomia”
del genoma, rappresentata dalla sequenza del DNA, a
quella della “fisiologia” del genoma stesso. Attraverso
di essi ¢ possibile ottenere dati di “genomica funziona-
le”, ovvero dati relativi all’attivita dei singoli geni di una
cellula. Una fibrocellula muscolare e una cellula nervo-
sa di uno stesso organismo hanno lo stesso corredo
genetico, ma fenotipo evidentemente assai diverso. La
differenziazione cellulare ¢ il risultato di un processo di
attivazione e disattivazione selettiva di geni, dove per
attivita di un gene si intende la quantita di RNA mes-
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saggero trascritto a partire dalla specifica sequenza di
DNA. I “microarray” a DNA, o matrici a DNA, le-
gando gli mRNA della cellula, ne misurano, in oppor-
tune condizioni sperimentali, la quantita relativa e for-
niscono cosi una immagine dell’attivita dei suoi geni,
cioe dell’attivita trascrizionale della cellula stessa. Cio
che si ottiene ¢ una sorta di “foto istantanea” del qua-
dro di espressione genica.

Se si considerano nel loro insieme 1 processi attra-
verso cui viene modulata la sintesi proteica, nel passag-
gio da corredo genetico, o genoma, a corredo protei-
co, 0 proteoma, non si puo sottacere il fatto che 'ana-
lisi con “microarray” a DNA fornisce informazioni
solo su un primo stadio della modulazione, cio¢ quello
che riguarda il processo di trascrizione dallo stampo di
DNA al’RNA messaggero complementare, mentre
non ne fornisce sul processo di traduzione. Questo
secondo stadio della modulazione, che interessa il pas-
saggio dal’RNA messaggero alla catena proteica, ¢ di
importanza minore, ma non sempre trascurabile (il
problema, come si potra in seguito intuire, ¢ parzial-
mente risolto dall’utilizzo di specifiche matrici a prote-
ine). Nondimeno i dati ottenibili dall’analisi condotta a
livello trascrizionale sono di enorme importanza in
ambito biologico e medico e non potrebbero essere
raccolti in maniera altrettanto efficace con altri mezzi.
Le matrici, opportunamente progettate e realizzate,
consentono infatti di valutare attivita di tutti i geni di
una cellula in un unico passaggio, ossia attraverso una
singola analisi. I’enorme mole di dati prodotti non ¢
sempre immediatamente utilizzabile e un congruente
sistema di lettura, nonché una valutazione critica dei
dati stessi sono essenziali per estrapolare da essi effet-
tiva realta biologica. Questi aspetti possono essere pie-
namente compresi solo entrando nel dettaglio tecnico
dell’analisi e facendo riferimento agli studi critici ripor-
tati nella letteratura scientifica. Oltre che per P'analisi
dell’espressione genica, si possono progettare e utiliz-
zare matrici a DNA per analisi dei polimorfismi e
I'analisi di sequenza del genoma.

Cenni storici

La tecnologia della “matrice”, o “microarray”, che
in forma del tutto embrionale si puo in qualche modo
far risalire agli anni Settanta, ¢ stata sviluppata appieno
a partire dall’inizio degli anni Novanta all’Universita di
Stanford ad opera di Mark Schena e collaboratori, cui
va il merito di averla fatta evolvere fino alla forma
attuale. La prima pubblicazione in cui venga descritto
un sistema analitico che in qualche modo precorre le
attuali matrici a DNA ¢ di Grunstein e Hogness (1975)',
che utilizzarono schiere di DNA immobilizzato su fil-
tro di nitrocellulosa ottenuto da colonie di E. ¢o/i con-
tenenti plasmidi per la clonazione genica. Davis e coll.
svilupparono anch’essi saggi su filtri di nitrocellulosa
utilizzati per la selezione di cloni ricombinanti®’. Studi
piu innovativi di ibridazione su supporto solido ven-
nero condotti a Mosca tra la fine degli anni Ottanta e
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Iinizio dei Novanta da ricercatori del gruppo di Mir-
zabekov, che descrissero la possibilita di sequenziare il
DNA con tecnica ibridativa utilizzando matrici a oli-
gonucleotidi legati a gel di poliacrilamide fissato su
vetrino®‘. Fodor e coll. (1991)7 descrissero un proce-
dimento di sintesi chimica 7 sztu di oligonucleotidi as-
sociata all'impiego di tecniche di tipo fotolitografico.
Maskos e Southern idearono ancora nuove tecniche
per la sintesi iz sitn su supporto di vetro di sonde oli-
gonucleotidiche, utilizzando le matrici cosi ottenute per
studi di ibridazione®. Lerach e coll. misero a punto i
primi sistemi robotizzati per la deposizione di sonde
su supporto solido, nella fattispecie di nylon; I’evolu-
zione tecnologica in questo ambito fu poi assai rapi-
da'. L’opera cosl iniziata nel suo complesso fu portata
a compimento da Schena e coll.""?, che tracciarono la
via per I'utilizzo delle matrici nell’analisi dell’espressio-
ne genica, che a tutt’oggi resta il loro impiego princi-
pale. Lo sviluppo dei supporti per “microarray” ¢ an-
dato di pari passo con quello dei microprocessori a
semiconduttore, attualmente capaci di operare miliar-
di di operazioni al secondo (capacita operative dell’or-
dine dei gigahertz) su circuiti miniaturizzati delle dimen-
sioni di frazioni di micrometro. I primi supporti per
matrice, nel 1995, contenevano 96 geni, legati ognuno
a una superficie del diametro di 200 micrometri; nel
2001 contenevano gia 30.000 geni, ognuno occupante
una superficie del diametro di 16 micrometri. Attual-
mente sono disponibili “microarray” per lintero ge-
noma umano, che rappresentano circa 41.000 geni e
trascritti e che rendono possibile lo studio completo
dell’espressione genica cellulare attraverso un singolo
passaggio analitico.

Come funzionano le matrici?

1l funzionamento delle matrici si basa sull'interazione
di legame tra biomolecole complementari, ovvero tra
le sonde fissate alla matrice e le molecole ad esse com-
plementari (ossia in grado di formare con esse legami
a elevata stereospecificita) presenti in un campione bio-
logico. Le piu importanti sonde di questo tipo sono
quelle a DNA, ma ¢ possibile utilizzare a scopo analiti-
co anche matrici aventi come sonde proteine (com-
prese quelle di tipo anticorpale) ', peptidi o anche
specifici leganti di basso peso molecolare, come per
esempio substrati di reazioni enzimatiche (che si lega-
no in modo stereospecifico al sito catalitico di un de-
terminato enzima), o come per esempio apteni, che
possono riconoscere, legandosi ad essi, gli specifici
anticorpi. Esistono peraltro matrici i cui elementi sono
rappresentati da sottili fettine di tessuto' . Per sem-
plicita verranno qui illustrati alcuni aspetti inerenti le
matrici a DNA, data la loro maggiore importanza.

Nell’ambito delle matrici a DNA possiamo distin-
guere, in relazione alla lunghezza delle sonde utilizzate,
due diverse tipologie: matrici a cDNA e matrici a oli-
gonucleotidi (0)DNA). Le prime vengono ottenute
deponendo con micropipette e legando chimicamente
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su vetrino le singole sonde, ognuna rappresentata da
uno specifico clone di cDNA (DNA retrotrascritto su
uno specifico mRNA), tipicamente della lunghezza di
500-1000 (a volte fino a 2500) coppie di basi. Questo
tipo di matrice, caratterizzato da una bassa densita di
schieramento (100-500 geni), ¢ stato ed ¢ tuttora quel-
lo pitt ampiamente usato nei saggi di espressione geni-
ca dai quali si vogliano ottenete dati piu rigorosamente
quantitativi. I lavori scientifici pubblicati su matrici a
cDNA rappresentano circa il 65% del totale delle pub-
blicazioni su “microarray”. Le matrici a oligonucleoti-
di si preparano sintetizzando 7 sitn sul supporto di vetro
le sonde oligonucleotidiche (a singola elica e della lun-
ghezza di 15-80 nucleotidi) attraverso un procedimen-
to che associa la sintesi chimica con tecniche fotolito-
grafiche simili a quelle utilizzate nella fabbricazione
miniaturizzata dei semiconduttori (microprocessoti),
oppure deponendo con micropipette oligonucleotidi
gia sintetizzati e legandoli chimicamente alla matrice.
Questo tipo di matrici ¢ di norma piu costoso, ma
consente di ottenere una densita di schieramento mol-
to elevata (fino ad alcune decine di migliaia di elementi
per singola matrice); tali matrici ad alta densita presen-
tano notevole versatilita sia nello studio dei profili di
espressione genica che nell’analisi genotipica: sono par-
ticolarmente utili per vedere differenze qualitative nel-
Pespressione genica e per scoprire quali geni sono coin-
volti in un determinato processo. Circa un quarto del
totale delle pubblicazioni su matrici riguarda questa ti-
pologia.

Ciascuna sonda di DNA ¢ specifica per una singola
sequenza complementare, o sequenza bersaglio, di aci-
do nucleico (DNA o RNA) ed ¢ in grado di legarla
anche quando questa sia presente in una miscela com-
plessa, quale puo essere un estratto cellulare, generan-
do cosi (quando la sequenza bersaglio sia stata previa-
mente marcata) un segnale misurabile. Ogni specifica
sonda della matrice ¢ percio in grado di rivelare la pre-
senza e, in definite condizioni, di misurare la quantita
della molecola complementare previamente marcata
presente in un campione biologico.

Quando il bersaglio sia rappresentato dal’mRNA
cellulare, 'intensita luminosa di ciascun elemento della
matrice fornira indicazioni sulla quantita di mRNA sin-
tetizzato da ciascuno specifico gene. In altri termini, si
otterra un quadro dell’attivita trascrizionale dei singoli
geni, ossia un profilo dell’espressione genica cellulare.

Per questo scopo come sonde geniche vengono uti-
lizzate solo sequenze espresse che presentino caratteri
di unicita. Cio significa che tali sequenze, una o piu per
ciascun gene, devono essere selezionate, nell’ambito
dell’intero genoma, tra quelle che vengono trascritte in
RNA messaggero, in modo da risultare uniche e speci-
fiche per il gene rappresentato, cio¢ in modo da non
essere presenti in altri geni. Ovviamente cio € possibile
solo attraverso un’analisi mediante computer di una
impressionante mole di dati, cortispondenti alla sequenza
dell’intero genoma. Le sequenze cosi selezionate pren-
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dono il nome di “sequenze uniche espresse”, o EST
(Expressed Sequence Tags)”. Per lo studio dell’espres-
sione genica, una volta purificati e marcati con fluoro-
cromo gli RNA messaggeri di una cellula o di un tes-
suto, questi verranno fatti ibridare con le sonde (ele-
menti) della matrice. Ogni sonda, corrispondente a una
sequenza unica espressa per un determinato gene, le-
ghera lo specifico mRNA complementare fluorescen-
te. La fluorescenza rilevabile in quel sito (avente precise
coordinate, essendo i siti della matrice disposti in righe
e colonne) fornira, in opportune condizioni, una misu-
ra del’mRNA sintetizzato a partire da quel determina-
to gene e quindi una misura dell’attivita di quel gene.
La lettura viene effettuata eccitando il marcatore fluo-
rescente con luce coerente (laser) di una determinata
lunghezza d’onda e misurando poi la fluorescenza
emessa, anch’essa di una specifica lunghezza d’onda. 1
due marcatori fluorescenti piu utilizzati sono il Cy3,
che viene eccitato a 550 nm ed emette a 581 nm (luce
verde) e il Cy5, che viene eccitato a 649 nm ed emette
a 670 nm (luce rossa). I dati di intensita luminosa ven-
gono memorizzati in forma digitale come immagini in
formato TIFF (Tagged Image File Format) e poi ana-
lizzate al computer utilizzando programmi dedicati.
Una delle pit comuni applicazioni delle matricia DNA
¢ quella di confrontare i profili di espressione genica di
due diversi campioni biologici, per esempio di un tes-
suto sano e del corrispondente tessuto patologico,
oppure dello stesso tipo di cellule in due differenti con-
dizioni, per esempio in seguito a differenti trattamenti
farmacologici. I trascritti dei due campioni da con-
frontare possono essere marcati con fluorocromi di-
versi, per esempio Cy3 (verde) e Cy5 (rosso), e poi
ibridati a una stessa matrice. Questa procedura viene
indicata anche come “schema a due colori”. Laddove
vi sia maggiore abbondanza di mRNA marcato con
Cy3 si avra fluorescenza verde in corrispondenza del
sito ove ¢ presente la sonda complementare, mentre si
avra fluorescenza rossa nel caso opposto in cui sia pit
abbondante 'mRNA marcato con Cy5. Quando un
mRNA marcato con Cy3 e quello corrispondente
marcato con Cy5 siano presenti in quantita pressoché
uguali, e quindi sileghino in quantita circa equimolari in
corrispondenza della sonda specifica, la fluorescenza
risultera gialla. In assenza di entrambi gli mRNA mar-
cati non si avra alcuna fluorescenza e il sito della sonda
apparira nero. In tal modo I'analisi digitale dell'imma-
gine fornira precise informazioni sull’espressione geni-
ca dei due campioni biologici a confronto (in realta
I'informazione raccolta per ciascun elemento della
matrice, cio¢ per ciascuna sonda, ¢ rappresentata da
due valori numerici, corrispondenti alle intensita lumi-
nose rilevate dai canali di lettura per Cy3 e per Cy5,
che si possono conglobare in un solo numero, corti-
spondente al rapporto tra tali valori, oppure al logarit-
mo di tale rapporto). In via alternativa (nello schema a
un solo colore), 'immagine ottenuta dopo ibridazione
alla matrice di un campione marcato con una determi-
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nata sostanza fluorescente puo essere confrontata con
I'immagine ottenuta dopo ibridazione a una identica
matrice di un secondo campione marcato con la stessa
sostanza fluorescente. A seconda della matrice utilizza-
ta e del numero di sonde in essa presenti, il confronto
potra riguardare un numero prestabilito di geni o ad-
dirittura tutti i geni di una cellula. Gli studi di espressio-
ne genica consentono di svelare la complessa rete di
regolazione di gruppi di geni in relazione alla loro spe-
cifica funzione. Vi sono perod casi in cui espressione
genica non viene studiata per mettere in evidenza il
complesso di segnali positivi e negativi che regola Iat-
tivita cellulare, ma per riconoscere le caratteristiche di-
stintive di un tipo cellulare che ne consentano la diffe-
renziazione da altri tipi. In quest’ultimo caso il profilo
di espressione genica viene utilizzato a scopo diagno-
stico e prognostico per distinguere tra tessuti altrimenti
identici quale potra beneficiare di uno specifico tratta-
mento farmacologico e quale no. Cio ha importanti
implicazioni in ambito clinico, in particolare oncologi-
co, dove, attraverso il peculiare profilo di espressione
genica, utilizzato come se si trattasse di una impronta
digitale, ¢ possibile classificare un tessuto tumorale in
modo da poter impiegare su di esso la terapia piu ef-
ficace.

Dal momento che vi ¢ una stretta correlazione tra il
funzionamento complessivo della cellula e il suo profi-
lo di espressione genica, quest’ultimo ha potuto forni-
re una formidabile massa di informazioni sui piu sva-
riati processi cellulari, dagli stati patologici, degenerati-
vi o neoplastici, all’'invecchiamento, alla risposta a far-
maci e ormoni e via dicendo. Le matrici a DNA tro-
vano anche impiego in studi di genotipizzazione. In tal
caso le sonde della matrice saranno costituite da se-
quenze genotipospecifiche, che potranno trovare op-
pure no nel campione biologico saggiato la sequenza
ad esse complementare; il quadro di ibridazione risul-
tante definira in modo univoco il genotipo presente
nel campione saggiato.

La specificita di interazione tra sonda e molecola
bersaglio ¢ un requisito fondamentale per le matrici.
Nel caso delle matrici a DNA la lunghezza minima
delle sonde in grado di garantire una sufficiente speci-
ficita nelle comuni condizioni di ibridazione ¢ pati a
15-25 nucleotidi.

Come va costruita una matrice

La superficie del supporto al quale devono essere
fissati gli elementi della matrice deve rispondere a pre-
cisi requisiti. Gli elementi della matrice sono rappre-
sentati da aree di identica forma (circolare) e di uguali
dimensioni, tra loro equidistanti e - come sappiamo -
disposti in righe e colonne, nonché caratterizzate dalla
stessa densita di sonda legata. Per poter ottenere que-
sto risultato, la superficie del supporto deve essere per-
fettamente planare. Qualsiasi scostamento dalla per-
fetta planarita puo per vari motivi compromettere la
qualita dei risultati. La deposizione delle sonde puo in-
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fatti essere effettuata spruzzando le stesse attraverso
una batteria di microscopici ugelli sulla superficie del
supporto. Il diametro dell’area circolate corrispondente
a ogni singola sonda sara direttamente proporzionale
all’altezza del cono di uscita del getto, ossia alla distan-
za tra foro di uscita e superficie del supporto. Solo un
supporto perfettamente piano potra quindi garantire
che le aree circolari di deposizione delle sonde siano
tra loro tutte uguali. Lo scostamento dalla perfetta pla-
narita ¢ causa inoltre di effetti distorsivi anche nella fase
di lettura del segnale fluorescente dopo ibridazione,
dal momento che le testine del lettore hanno un cam-
po di messa a fuoco molto limitato, cosicché la lettura
fatta a distanza non costante tra testina e supporto del-
la matrice puo risultare imprecisa.

Oltre a quello della planarita, la superficie del sup-
porto deve rispondere al requisito della omogeneita in
termini di reattivita chimica. Il trattamento chimico del
supporto (con reattivi organosilanici, actilamide, poli-
lisina, nitrocellulosa) ¢ necessario perché ad esso pos-
sano essere successivamente legate le sonde. La densita
di gruppi reattivi deve essere la stessa in tutti i punti
della matrice, o quanto meno variare di poco da pun-
to a punto. La variazione massima tollerabile nella den-
sita di gruppi reattivi nell’ambito dell’intera superficie
trattata ¢ pari a +/- 25%. Il trattamento chimico del
supporto ¢ condotto in modo da ottenere una precisa
densita dei gruppi reattivi che ad esso si legano: la den-
sita ¢ ottimale quando tali gruppi consentono di legare
una quantita massima di sonda in assenza di un eccessi-
vo rumore di fondo. Un aumento della loro densita
consente di aumentare Iefficienza dilegame con la son-
da, ossia la frazione di sonda effettivamente immobi-
lizzata sulla matrice, ma fa parimenti aumentare il lega-
me aspecifico e quindi il rumore di fondo. Un com-
promesso ottimale si ottiene per concentrazioni di grup-
pi reattivi capaci di legare una frazione della quantita di
sonda compresa tra il 10 e il 30% del totale, per con-
centrazioni di sonda oligonucleotidica intorno a 30
micromoli/litro o di cDNA intorno a 0.3 microgram-
mi/microlitro.

Oltre che a supporti di vetro trattato con composti
organici di tipo amminico o aldeidico, le sonde posso-
no essere legate a una matrice di acrilamide o di nitro-
cellulosa. In quest’ultimo caso affinché la reazione di
ibridazione tra sonde e molecole bersaglio possa av-
venire in maniera ottimale, va tenuto conto del rallen-
tamento della reazione per la minore accessibilita della
matrice all’interno della quale le molecole bersaglio
devono diffondere per raggiungere le sonde.

Le molecole di sonda non devono staccarsi dalla
matrice nel corso dell’esperimento di ibridazione. La
stabilita di legame viene considerata sufficiente se nel
corso del saggio ibridativo la sonda che si stacca dalla
matrice ¢ inferiore al 10% del totale della sonda legata.
La possibilita che la sonda si stacchi ¢ dovuta al fatto
che durante il saggio sono previste temperature eleva-
te per denaturare il DNA a doppia elica e I'utilizzo di
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reagenti organici aggressivi, come la formammide nel
tampone di ibridazione. I'impiego di reagenti orga-
nosilanici per legare le sonde alla superficie di vetro
della matrice garantisce notevole stabilita e minima
perdita di sonda durante il saggio. Le sonde ancorate
attraverso legami non covalenti (come ¢ il caso del
DNA che come polianione puo essere trattenuto me-
diante interazione elettrostatica da gruppi cationici fis-
sati alla matrice) hanno invece maggiore tendenza a
staccarsi dal supporto.

Concentrazione della sonda negli elementi
della matrice

E’ intuitivo che quanto maggiore ¢ la densita di son-
da (intesa come numero di molecole per singolo ele-
mento della matrice, ovvero numero di molecole per
unita di area del singolo elemento), tanto maggiore ¢ la
capacita di legame di tali elementi con le molecole bet-
saglio presenti in un campione biologico. E” altrettanto
intuitivo che vi deve essere una densita limite oltre la
quale le singole molecole di sonda vengono a essere
tra di loro cosi stipate da non lasciare spazio sufficiente
per lingresso delle molecole complementari, venen-
dosi a determinare una condizione di impedimento
sterico. Per densita di sonda molto basse la capacita
ibridativa della sonda ¢ prossima al 100%, ossia vir-
tualmente tutte le molecole di sonda possono legare il
bersaglio complementare. All’aumentare della densita
di sonda aumenta ovviamente la quantita di bersaglio
che puo essere legato, ma la percentuale di sonda in
grado di ibridare con il bersaglio progressivamente
diminuisce. Con procedimenti di titolazione® & possi-
bile valutare la quantita di bersaglio legato in funzione
della densita di sonda e desumere la densita limite oltre
la quale si manifesta 'impedimento sterico; la percen-
tuale di saturazione della sonda ¢ poi immediatamente
ottenibile come rapporto tra quantita di sonda presen-
te sull’elemento della matrice e quantita di bersaglio
specifico legata. A tale scopo si pud per esempio ap-
prontare una matrice i cui elementi contengano tutti lo
stesso tipo di sonda, ma a differenti densita, essendo
stati ottenuti per deposizione sul supporto di concen-
trazioni della sonda variabili secondo un rapporto sca-
lare comprese in un prefissato intervallo. La matrice
viene poi fatta ibridare con una miscela contenente la
molecola bersaglio marcata con fluorocromo e alla fine
si effettua la lettura in fluorescenza. Cio che si osserva
¢ che all’aumentare della concentrazione di sonda de-
posta in ogni singolo sito della matrice si ha un corri-
spondente aumento della fluorescenza fino a un valore
massimo, oltre il quale ogni successivo aumento della
concentrazione di sonda comporta una progressiva
diminuzione della fluorescenza. Il numero di molecole
bersaglio fluorescenti legate dalla sonda in assenza di
impedimento sterico viene ad essere infatti direttamente
proporzionale alla densita di sonda, ovvero al numero
di molecole di sonda per unita di area; con il progres-
sivo aumento di tale densita lo spazio medio tra le
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molecole di sonda diminuisce progressivamente e, su-
perato un determinato limite, tende a divenire via via
sempre meno accessibile fino a risultare alla fine impe-
netrabile alle molecole bersaglio marcate. La condizio-
ne di impenetrabilita riguardera tutta area circolare del
supporto corrispondente al singolo elemento della
matrice, ma non la circonferenza dell’elemento, risul-
tando le sonde perimetrali sempre e comunque acces-
sibili alle molecole bersaglio. Per tale motivo all’aumen-
tare della densita di sonda la fluorescenza aumenta pro-
gressivamente fino a un valore massimo e poi decre-
sce progressivamente senza pero mai annullarsi. La
densita di sonda corrispondente alla massima capacita
di legame con la molecola bersaglio e quindi al valore
massimo di fluorescenza rappresenta la densita otti-
male. Per corte sonde oligonucleotidiche a singola eli-
ca la densita ottimale, determinabile sperimentalmente
come prima descritto, corrisponde a una distanza line-
are di circa 20 Angstrom tra le sonde affiancate. Nel
caso di corte sonde oligonucleotidiche e per una su-
perficie trattata con gruppi reattivi in modo da ottene-
re un’efficienza di legame di circa il 30% con i disposi-
tivi per la deposizione delle sonde di normale impiego
si ottiene una densita ottimale di sonda utilizzando mi-
scele contenenti la sonda a concentrazioni intorno a
20-30 micromoli/litro. Il vetro non ¢ 'unico supporto
per matrici. In teotia ¢ possibile utilizzare altri suppor-
ti, come il gel di poliacrilamide® o la lamina d’oro™ o
il nylon®, la nitrocellulosa®, il polistitene® o altri anco-
ra’'. Le sonde possono essere immobilizzate sul sup-
porto sia in forma di singola elica che in forma di
doppia elica®: quest’ultima pud essere rappresentata
dalla sonda a singola elica (covalentemente legata per
un’estremita a un gruppo chimico per 'ancoraggio al
supporto) preibridata con il bersaglio complementare,
anch’esso a singola elica. Prima dell’esposizione al ber-
saglio la matrice con sonde a dsDNA va riportata allo
stato di singola elica mediante trattamento termico (la-
vaggi a temperature intorno a 80 °C).

Altri parametri che condizionano la
capacitaibridativa

La densita di sonda non ¢ certamente il solo para-
metro dal quale dipenda la capacita ibridativa della
matrice. Un altro parametro importante ¢ rappresen-
tato dalla competizione di legame tra eliche comple-
mentari del DNA. Cio fa si che Pefficienza di ibrida-
zione tra la sonda, a singola elica, legata al supporto e
la sequenza bersaglio complementare, libera, sia mag-
glore quando quest’ultima si presenti in forma di sin-
gola elica, anziché di doppia elica. Se il bersaglio ¢ a
singola elica, questa si puo ibridare solo con la singola
elica complementare della sonda. Se invece il bersaglio
¢ a doppia elica, vi ¢ competizione di legame tra le due
eliche del bersaglio e I'elica, complementare a una di
esse, della sonda: in tal caso il legame tra bersaglio e
sonda sara di conseguenza meno efficiente.
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Per essere accessibile all’interazione ibridativa, la sonda
legata covalentemente per una estremita al supporto
deve trovarsi ad una certa distanza da quest’ultimo; per
distanze inferiori a un valore critico soglia si verifica
una interferenza sterica con lo stesso supporto. Se la
catena covalente tra la sonda e il supporto ¢ rappre-
sentata da una sequenza oligonucleotidica, pet esem-
pio polidT, si osserva che, superata una certa lunghez-
za di tale catena, corrispondente a pochi nucleotidi, il
segnale ibridativo (es. intensita di fluorescenza) sale ol-
tre lo zero per aumentare gradualmente, fino a un va-
lore massimo, al crescere della lunghezza della catena®.
Si puo quindi affermare che un ulteriore parametro
che condiziona P'efficienza di ibridazione ¢ rappresen-
tato dalla lunghezza della catena covalente di ancorag-
gio della sonda al supporto. Cio ¢ del resto intuitivo,
dal momento che la liberta di movimento (espressa
dai gradi di liberta) della sonda aumenta all’aumentare
della lunghezza della catena di ancoraggio, del tutto
come se si trattasse di un cane legato alla catena. Mag-
glore liberta di movimento significa anche maggiore
probabilita di interagire in condizioni stericamente fa-
vorevoli con la catena polinucleotidica complementa-
re e di conseguenza maggiore efficienza di ibridazio-
ne.

Caratteristiche del supporto di vetro

Il supporto piu utilizzato per le matrici ¢ il vetro,
composto principalmente da biossido di silicio SiO,,
o silice, e da percentuali variabili di altri componenti
minori (vari ossidi, come quelli di alluminio, boro, cal-
cio, sodio o titanio), che ne modificano entro certi li-
miti le proprieta fisiche. Il vetro rappresenta un mate-
riale ideale come supporto per le matrici per la sua
inerzia chimica, la sua rigidita strutturale, il basso coef-
ficiente di espansione termica, la perfetta trasparenza,
ovvero capacita di trasmettere la radiazione elettroma-
gnetica dello spettro visibile, e la bassa fluorescenza
intrinseca.

Gia si ¢ detto dell'importanza che ha la perfetta re-
golarita della superficie al fine di ottenere corretti risul-
tati con l'utilizzo delle matrici. I limiti di tolleranza per
quanto attiene alle irregolarita della superficie piana del
supporto di vetro sono di conseguenza alquanto rigi-
di. Il vetro deve essere perfettamente levigato e tispon-
dere a determinate specifiche. Le irregolarita possono
essere classificate come “graffi” (microscanalature) o
avvallamenti: quanto maggiori sono 'ampiezza delle
microscanalature e il diametro degli avvallamenti e il
loro numero per unita di superficie, tanto maggiore ¢
Pirregolarita (ovvero tanto minore ¢ la regolarita) della
superficie del supporto di vetro. La irregolarita della
superficie puo essere espressa in termini quantitativi
attraverso valori numerici che corrispondono all’am-
piezza in micrometri delle microscanalature o al dia-
metro degli avvallamenti. Quanto minore ¢ il valore
numerico, tanto maggiore ¢ la regolarita della superfi-
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cie. Mentre per un normale vetrino da microscopio
sono sufficiend specifiche di 80/60, per un supporto
pet matrice sono necessarie specifiche di 10/5.

Analisi di sequenza e analisi mutazionale
con matrici a oligonucleotidi

Anche se I'analisi dell’espressione genica, cio¢ dell’at-
tivita trascrizionale della cellula, rappresenta il principa-
le ambito di utilizzo delle matrici, queste ultime in teo-
ria possono essere progettate ¢ impiegate anche per lo
studio di sequenza del DNA, ossia per definire la se-
quenza di un’unica specie di DNA, previamente am-
plificata attraverso le consuete tecniche di amplifica-
zione genica, oppure per riconoscere la presenza di
una o piu mutazioni all'interno di una sequenza genica
nota utilizzando come campione una miscela complessa
di acidi nucleici. Lo studio quantitativo dell’espressione
genica con matrici a cDNA si basa sulla semplice ana-
lisi comparativa dell'intensita dei segnali luminosi dopo
ibridazione tra le sonde legate (ognuna delle quali pre-
sente in eccesso rispetto al proprio bersaglio) e i bersa-
gli marcati che ad esse si legano in modo specifico per
complementarieta di sequenza. Si tratta quindi di una
analisi concettualmente semplice. L analisi di sequenza
e quella mutazionale di acidi nucleici attraverso 'impie-
go di matrici a oligonucleotidi ¢ invece concettualmen-
te piu complessa e 'analisi dei dati ¢ meno immediata.

Verso la fine degli anni Ottanta e I'inizio dei Novanta
sono stati pubblicati i risultati di vari studi condotti allo
scopo di ottenere la sequenza ignota di un acido nu-
cleico attraverso la sua interazione di legame con una
setie di sonde oligonucleotidiche a sequenza nota®*.
Nell’ambito del Progetto di livello mondiale “Geno-
ma Umano”, che aveva lo scopo di sequenziare I'inte-
ro genoma umano, si cercava di perfezionate vie alter-
native a quelle classiche di Maxam-Gilbert e di Sanger
per lo studio della sequenza del DNA. Con lo svilup-
po delle matrici a oligonucleotidi*** il sequenziamento
mediante ibridazione (“sequencing by hybridization”,
o SBH; “sequencing by hybridization with oligonucle-
otide matrix”, o SHOM) ¢ stato reso possibile anche
grazie al progressivo sviluppo nel corso degli ultimi
quindici anni di algoritmi operativi sempre piu validi
per Pelaborazione dei dati. Il sequenziamento ibridati-
vo (SBH) si basa sulla possibilita di ottenere una se-
quenza ignota mediante ibridazione con oligomeri a
sequenza nota; le sequenze degli oligomeri che si lega-
no possono essere tra loro confrontate per accertarne
il grado di sovrapponibilita. Dalla sovrapposizione di
un opportuno numero di sequenze note corrispondenti
agli oligomeri che si legano alla sequenza ignota del
DNA bersaglio si puo in casi ideali ricostruire quest’ul-
tima in modo univoco. Quando un DNA bersaglio a
singola elica a sequenza ignota viene analizzato pert ibri-
dazione con una matrice a oligonucleotidi si ottiene
una informazione su quali sonde (a sequenza nota) del-
la matrice si legano ad esso e sono quindi ad esso pet-
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fettamente complementari. In tal modo si viene a indi-
viduare uno spettro di sonde complementari (ognuna
delle quali ha una sua specifica posizione nella matrice
e una sua propria specifica sequenza), senza pero otte-
nere alcuna informazione sul sito di legame di ciascuna
sonda lungo la sequenza del DNA bersaglio. La rico-
struzione della sequenza bersaglio ¢ tuttavia possibile
anche in assenza di questo tipo di informazione, grazie
all’'utilizzo di particolari algoritmi operativi la cui ela-
borazione rientra nell’ambito di una nuova branca del-
la biologia molecolare che prende il nome di biologia
molecolare computazionale, ma che pit propriamente
rappresenta sotto tutti gli aspetti una branca della ma-
tematica applicata alla biologia®*. I’elaborazione ma-
tematica dei dati ¢ infatti assai complessa e puo essete
fatta utilizzando vari modelli, dai piu semplici che ipo-
tizzano I'assenza di errori di appaiamento delle sequenze
complementari, ai piu complessi che tengono conto
della possibilita di appaiamenti errati con un livello di
errore che puo essere prefissato all’interno di un deter-
minato intervallo di valori. Quanto piu basso ¢ il livel-
lo di errore ipotizzato, tanto pit semplice risulta I'ela-
borazione matematica e minore la possibilita statistica
di errore sul risultato finale.

Analisi quantitativa dell’espressione genica

Una corretta quantificazione di una specie moleco-
lare bersaglio presente nel campione analizzato su ma-
trice richiede che vi sia una relazione di perfetta pro-
porzionalita tra la quantita di molecola bersaglio pre-
sente nel campione e la quantita di molecola bersaglio
legata dallo specifico elemento della matrice: cio si tra-
duce in un segnale luminoso di intensita direttamente
proporzionale alla quantita di bersaglio. Questa condi-
zione si verifica solo quando la quantita di sonda in
ogni elemento della matrice ¢ in eccesso rispetto alla
quantita del rispettivo bersaglio presente nel campione
biologico da analizzare. Allorché invece la quantita di
bersaglio supera la capacita legante della sonda, cosic-
ché quest’ultima viene saturata, vale a dire allorché il
bersaglio ¢ in eccesso tispetto alla sonda, si ottiene un
segnale luminoso corrispondente a una risposta massi-
male che non aumenta piu di intensita all’aumentare
del numero di molecole bersaglio nel campione: in
questo caso I'analisi quantitativa non ¢ possibile, poiché
la risposta non ¢ piu proporzionale, ovvero, come si
suol dire, non ¢ piu di tipo lineare. La condizione di
eccesso di molecola bersaglio va sempre tenuta in con-
siderazione, in particolare quando si analizzino miscele
complesse, come quelle di mRNA totale: in queste ul-
time le differenze quantitative tra le singole specie di
mRNA, ossia di mRNA trascritti a partire da geni di-
versi, possono essere enormi. Gli mRNA pit abbon-
danti possono rappresentare anche '1% del totale,
mentre trascritti pitl rari possono non raggiungere nep-
pure lo 0,001% del totale. Cio porta a una saturazione
selettiva sulla matrice delle sonde specifiche per le spe-



RIMeL / 1JLaM 2007; 3

cie abbondanti, che cosi non possono essere corretta-
mente quantificate, mentre le sonde specifiche per i tra-
scritti meno abbondanti si possono mantenere in ec-
cesso, il che permette di conservare le condizioni di
linearita nella misura. In condizioni di saturazione selet-
tiva delle sonde i dati ottenibili risultano essere quanti-
tativi per le specie poco rappresentate ¢ selettivamente
non quantitativi per le specie pitt abbondanti. Questo
effetto, noto come “compressione del segnale”, puo
portare a una lettura erronea sulle fasce alte di concen-
trazione, cio che si cerca di evitare in tutte escluse po-
che situazioni sperimentali. In alcune situazioni ecces-
so di bersaglio viene esplicitamente ricercato, per esem-
pio per misurare la densita assoluta di sonda sulla ma-
trice. In questo tipo di analisi si cerca di ottenere la
saturazione completa della sonda, corrispondente alla
concentrazione di bersaglio specifico oltre la quale non
si verifica alcun aumento nell’intensita del segnale lumi-
noso; confrontando quest’ultimo con quello di una
quantita nota di marcatore fluorescente ¢ possibile cal-
colare il numero assoluto di molecole sonda per unita
di area nell’elemento di matrice, ossia la densita di son-
da. Una condizione di saturazione selettiva delle sonde
puo rendersi necessaria per misurare la concentrazione
di specie rare in miscele complesse, come 1 trascritti di
geni poco espressi. In questi casi la matrice verra ci-
mentata con forti quantita di mRNA totale, tali da sa-
turare le sonde per i trascritti piu abbondanti, fornen-
do al contempo quantita rivelabili di trascritti rari, che,
non saturando le corrispondenti sonde sulla matrice,
possono cosi venire correttamente quantificati. Nelle
condizioni in cui si ha una lettura lineare per i trascritti
piu rappresentati i trascritti piu rari potrebbero infatti
generare un segnale eccessivamente debole o non rile-
vabile.

Per poter confrontare, dopo averli memorizzati in
forma digitale, i dati ottenuti da campioni biologici
diversi e da esperimenti differenti, occorre disporre di
segnali la cui intensita possa essere presa come termine
di riferimento alla quale rapportare tutte le altre. Come
riferimento viene spesso utilizzato il segnale corrispon-
dente ai cosiddetti “geni costitutivi” (housekeeping ge-
nes)™, ossia a quei geni che, esplicando un ruolo cen-
trale nel metabolismo cellulare, sono espressi all’incirca
in egual modo in tutte le cellule e tessuti. Va tuttavia
tenuto in considerazione il fatto che l'invarianza nel-
Iespressione dei geni costitutivi vale solo entro certi
limiti, poiché in alcune condizioni il loro livello di espres-
sione si pud modificare®*. Una alternativa piu rigoro-
sa ¢ allora quella di costruire delle curve di calibrazione
aggiungendo al materiale oggetto di analisi delle quan-
tita note di specifici mRNA non presenti nel campione
da analizzare utilizzati come controllo. Le sonde speci-
fiche sulla matrice, che dovranno ovviamente essere
presenti in eccesso rispetto al bersaglio, legheranno
quest’ultimo, in quantita nota, e le corrispondenti fluo-
rescenze potranno essere utilizzate come termini di
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paragone: si otterra una serie di segnali cortispondenti
a quantita note di mRNA. Cio permette una quantifi-
cazione sia assoluta che relativa. La curva standard, o
di calibrazione, puo servire anche a correggere leffet-
to di compressione del segnale che si verifica in caso di
eccesso di molecola bersaglio rispetto alla sonda.

Normalizzazione e analisi dei dati

11 confronto tra dati ottenuti da una serie di matrici ¢
possibile, come si ¢ testé riferito, solo quando in queste
siano presenti identici elementi di riferimento. In altri
termini, ¢ necessario avere, almeno in linea teorica e
idealmente, misure ottenute tutte con lo stesso metro.
Per poter procedere alla loro elaborazione, ¢ necessa-
rio che i dati vengano corretti per le distorsioni che essi
possono subire a causa di condizioni sperimentali non
petfettamente omogenee ™. Le operazioni che han-
no lo scopo di rimuovere tali distorsioni vengono de-
finite di normalizzazione**. La normalizzazione dei
dati ottenuti da una serie di matrici ¢ assai pit semplice
e rigorosa quando vi siano punti di riferimento identici
a cui rapportare i valori di lettura. Come sopra tipot-
tato, cio ¢ ottenibile utilizzando per tutte le matrici un
comune riferimento quantitativo, rappresentato dai geni
costitutivi, o meglio ancora da quantita note di acido
nucleico estraneo al campione in esame in modo da
ottenere una curva di riferimento per la normalizza-
zione. Permane comunque la possibilita di normaliz-
zare, ovvero rendere tra loro compatibili e confronta-
bili, risultati ottenuti in esperimenti differenti in cui i
riferimenti utilizzati non siano gli stessi. La normalizza-
zione cosi ottenibile offre necessariamente minore pre-
cisione di quella basata su controlli identici. Esistono
numerosi metodi finalizzati a eliminare o ridurre anche
altri errori sistematici che si possono verificare nell’uti-
lizzo delle matrici a sonde. I sistemi di lettura sono
controllati da programmi in grado di valutare la quali-
ta delle immagini ottenute. Cio consente di escludere
immagini anomale, che non rispettino i parametri pre-
vistl. B’ inoltre possibile sottrarre il rumore di fondo, il
che garantisce una maggiore purezza dei dati. Per le
matrici a due colori i dati numerici relativi alle intensita
luminose misurate per Cy3 e per Cy5 vengono espres-
si come logaritmo in base 2 del rapporto tra le intensi-
ta. Questa conversione rende piu facile le successive
analisi, perché valori del logaritmo pati a zero (corti-
spondenti a valori del rapporto tra le due intensita per
Cy3 e per Cy5 pari a 1) indicano che non vi ¢ alcuna
variazione nell’espressione genica, valori positivi del
logaritmo corrispondono invece ad un aumento del-
Pespressione genica e valori negativi a una sua diminu-
zione. Sempre per le matrici a due colori € prevista una
normalizzazione intra-matrice in grado di correggere
errori dovuti a disomogeneita nella marcatura del ber-
saglio con Cy3 e Cy5 e a vizi di lettura del fotomolti-
plicatore, che potrebbe mostrare efficienze diverse sui
due canali. I metodi correttivi contemplano la regres-
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sione lineare di Cy5 contro Cy3, la regressione lineare
di log,(Cy5/Cy3) contro intensita media o in altri casi
la regressione non lineare (di Loess) dello stesso loga-
ritmo contro intensita media***. Per rendere confron-
tabili i dati ottenuti con matrici diverse, 2 uno o due
colori che siano, si possono poi utilizzare metodi che
contemplano I'allineamento delle medie (o in alcuni casi
delle mediane) dei valori ottenuti per ogni singola ma-
trice, oppure il piu usato metodo della “centratura”
dei dati, che si basa sul presupposto che media e de-
viazione standard dei valori ottenuti per le singole ma-
trici debbano essere sempre le stesse, oppure ancora la
normalizzazione della distribuzione, metodo piu com-
plesso e meno usato, utile quando 1 gruppi di dati da
analizzare presentino distribuzioni che si discostino dalla
normale gaussiana.

Una volta utilizzate tutte le pit opportune procedu-
re atte a rendere tra loro confrontabili 1 dati sperimen-
talmente ottenuti, questi possono essere successivamente
analizzati per estrapolare I'informazione biologica in
essi racchiusa. La loro successiva elaborazione rappre-
senta oggetto di studio di una nuova branca della
matematica applicata, la bioinformatica. Si possono a
tale scopo utilizzare svariati programmi, peraltro in
continua evoluzione, che permettono di tradurre I'in-
formazione numerica nella forma piu utile per fornire
una risposta agli specifici quesiti biologici di volta in
volta posti. Un primo e piu semplice livello di analisi
riguarda la significativita statistica del risultato™*. Si
supponga di voler identificare quali geni sono stimolati
o inibiti in seguito a un determinato trattamento far-
macologico. In tal caso si andranno, per esempio, a
confrontare 1 quadri di espressione genica di un certo
numero di soggetti prima e dopo il trattamento. L’analisi
statistica andra condotta su ogni singolo gene, per sta-
bilire se la sua espressione nel gruppo di soggetti trat-
tati sia significativamente diversa rispetto a quella os-
servata nel gruppo degli stessi soggetti prima del trat-
tamento. Questi tipo di analisi dovra essere condotta
in parallelo su tutti i geni rappresentati sulla matrice. Si
partira dall’ipotesi nulla, e cio¢ dall’ipotesi che la varia-
bilita dei risultati non sia riconducibile a una reale diffe-
renza nell’espressione genica. Per ogni singolo gene si
confronteranno i valori relativi a due gruppi, quello
prima e quello dopo il trattamento. Si potra calcolare il
valore del rapporto critico di 7, che dipende da media,
deviazione standard e numero di misure ottenute per
ciascun gruppo. Confrontando il valore di # con la cur-
va di distribuzione del # di Student relativa ai gradi di
liberta in gioco, si potra ottenere il valore di p, ossia
della probabilita statistica che la differenza misurata sia
compatibile con I'ipotesi nulla. Ovviamente, quanto pit
piccolo risultera il valore di p, tanto minore sara la pro-
babilita che la differenza osservata sia imputabile al caso.
In realta questa classica procedura vale solo in prima
approssimazione, in quanto ’analisi, condotta per for-
tuna attraverso software dedicati in grado di reiterarla
per ciascun singolo gene rappresentato sulla matrice, ¢
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in generale piu complessa e si avvale preferibilmente di
metodi statistici non parametrici, che garantiscono una
maggiore precisione quando, come in questi casi, la
distribuzione dei dati (che, riguardando un singolo gene
per volta, sono in numero ridotto) si discosta assai spes-
so da quella normale gaussiana.

Un successivo livello di analisi, sempre reso possibile
dall’elaborazione elettronica mediante programmi de-
dicati®*, ¢ quello inteso a evidenziare relazioni tra dati,
che potrebbero sottendere effettive relazioni di carat-
tere biologico. Geni la cui espressione risulta simulta-
neamente aumentata o diminuita potrebbero avere ruoli
funzionali simili all’interno della cellula o appartenere a
vie metaboliche correlate. Mentre ’analisi di significati-
vita statistica dei risultati riguarda i singoli geni e viene
condotta in parallelo su ciascuno di essi, I’analisi finaliz-
zata a evidenziare relazioni tra geni e a identificare geni
che si comportano in maniera coordinata deve neces-
sariamente essere condotta confrontando tra loro, in
linea teorica simultaneamente, tutti i geni rappresentati
sulla matrice. I dati numerici raccolti per un numero 7
di geni in una serie di 7 condizioni sperimentali diverse
(o campioni diversi) possono essere disposti all’'inter-
no di una matrice numerica # x 7, ossia di 7 colonne e
n righe, che si potrebbe definire una matrice dei dati
complessivi di espressione genica, dove nelle 7 righe
(orizzontali) sono riportati i valori relativi a ogni singo-
lo gene nelle 7 diverse condizioni sperimentali (ovvero
negli 7 campioni) e nelle 7 colonne (verticali) i valori
ottenuti in ogni singola condizione sperimentale (o sin-
golo campione) su tutti gli 7 geni. Per ciascuno degli 7
geni 'informazione raccolta, corrispondente ai dati di
ciascuna riga della matrice di espressione 7 x 7, si puo
esprimere in forma vettoriale, ossia sotto forma di un
“vettore di espressione”. Tale vettore rappresenta
Pespressione di un gene attraverso una successione di
esperimenti. [’analisi di correlazione tra geni diversi ¢
allora matematicamente traducibile nell’analisi di distan-
za tra 1 corrispondenti vettori di espressione. Ognuno
di questi possiede 7 coordinate cartesiane ed ¢ rappre-
sentabile in uno spazio a 7 dimensioni. Ciascun gene,
corrispondente a ciascuna singola riga sulla matrice dei
dati, puo essere considerato come un punto in uno
spazio m-dimensionale, dove 7 ¢ il numero delle co-
lonne, ognuna delle quali corrispondente a una singola
condizione sperimentale. Analogamente, 1 dati corri-
spondenti a ciascuna condizione sperimentale (ovvero
ciascun campione analizzato) si possono riassumere in
un vettore a # coordinate, ovvero rappresentabile in
uno spazio a # dimensioni, dove 7 ¢ il numero dei geni
analizzati, ognuno dei quali corrispondente a una sin-
gola riga della matrice dei dati. Se il confronto tra geni
si traduce nell’analisi della distanza tra i rispettivi vettori
di espressione (in uno spazio a 7 dimensioni), lo stesso
vale per il confronto tra campioni (o condizioni speti-
mentali), dove la distanza tra vettori va misurata in uno
spazio a # dimensioni. In Tabella I ¢ rappresentata la
matrice dei dati di espressione genica per i tre geni A,
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Tabella I. Matrice di espressione di tre geni A, B, C in due
diverse condizioni sperimentali X e Y. Con i simboli x1, x2,
x3,v1,y2, y3 sono indicati i valori di espressione genica ottenuti
dopo lettura in fluorescenza.

X Y
A x1 yl
B x2 y2
C x3 y3

B, C in due diverse condizioni (o due diversi campio-
ni) X e Y. Si tratta di una matrice 7 x 7, ossia a 7 colon-
ne e 7 righe, dove 7 = 2 e # = 3. 1l confronto tra A, B
e C (Fig. 2a) implica la valutazione della distanza tra i
rispettivi vettori (definiti in uno spazio a 7 = 2 dimen-
sioni, essendo 2 i valori numerici per ciascuna riga della
matrice), la cui origine coincide con quella degli assi
cartesiani ortogonali e la cui estremita ¢ data rispettiva-
mente dai punti A, B, C aventi coordinate: A(x, y,);
B(x,, y,); C(x,, y,). Il confronto tra X e Y (Fig. 2b)
richiede la valutazione della distanza tra i corrispon-
denti vettori (definiti in uno spazio a » = 3 dimensioni,
essendo 3 i valori numerici per ciascuna colonna della
matrice), la cui origine coincide con quella degli assi
cartesiani ortogonali e la cui estremita ¢ data rispettiva-
mente dai punti X e Y di coordinate: X(x, x,, x,); Y(y,,
¥, ¥,)- Applicando semplicemente il teorema di Pita-
gora, si puo dimostrare che la distanza tra A e B, aventi
rispettivamente coordinate cartesiane (x,,y,) € (X,,7,), ¢
pari alla radice quadrata della somma (x, - x))* + (y, -
y,)*. Con considerazioni analoghe ¢ possibile calcolare
la distanza, che prende il nome di euclidea, tra profili
di espressione contenenti un numero £ di valori, ovve-
ro tra vettori di espressione in uno spazio a £ dimen-
sioni. L.a somiglianza tra i profili di espressione di due
geni A e B, oppure di due campioni, oltre che come
distanza euclidea, puo essere espressa come coefficiente
di correlazione 7, cui corrisponde una formula com-
plessa che non serve qui ricordare, e il cui valore varia
nell’intervallo compreso tra -1e +1.Un valore di » = -1
indica una forte correlazione negativa, il che significa
che quando il gene A ¢ fortemente espresso, I'espres-
sione di B ¢ estremamente bassa. Un valore r» = +1
indica invece una forte correlazione positiva: I'attivita
di entrambi i geni varia in maniera del tutto simile. Un
valore di 7 pari a zero indica che tra A e B non esiste
alcuna correlazione. La scelta di usare la distanza eucli-
dea piuttosto che il coefficiente di correlazione 7 (que-
st’ultimo utilizzato nei metodi di Spearman o di Pear-
son)” come parametti per valutare il grado di somi-
glianza tra profili di espressione genica non ¢ indiffe-
rente ai fini del risultato e va ponderata in relazione al
tipo di protocollo operativo impiegato. Una volta sta-
bilite le regole matematiche per poter confrontare tra
loro i vari profili di espressione genica, ¢ possibile ap-
plicarle per raggruppare i profili in base al grado di
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Figura 2a. Rappresentazione vettoriale dei tre geni A, B, C
nelle due condizioni sperimentali (0 nei due campioni) X e'Y.
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Figura 2b. Rappresentazione vettoriale delle due condizioni
sperimentali (o dei due campioni) X e Y attraverso i rispettivi
valori di espressione genica (perigeni A, B, C).

somiglianza. Esistono vari metodi di raggruppamento
dei dati, ideati per estrarre da questi ultimi 'informa-
zione biologica essenziale® . I metodi “agglomerati-
vi” iniziano 'analisi dai singoli elementi e procedono
associando tra loro uno dopo l'altro quelli che presen-
tano il maggior grado di correlazione, fino a esaurire
tutti i profili della matrice dei dati. I metodi “divisivi”
0 “partitivi” seguono un iter opposto, partendo dal
complesso dei profili, che vengono dapprima suddi-
visi in due o piu sottogruppi comprendenti ognuno
profili tra loro simili; 'operazione viene ripetuta su cia-
scun sottogruppo, che viene ulteriormente suddiviso, e
cosi di seguito, fino ad arrivare ai singoli profili. La
tecnica di analisi dei profili piu largamente usata ¢ quel-
la del “raggruppamento (clustering) gerarchico”, che
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consente di costruire un dendrogramma (una sorta di
albero genealogico o filogenetico) dei geni o dei cam-
pioni, nel quale gli elementi piu simili vengono a tro-
varsi in raggruppamenti tra loro vicini e quelli meno
simili in raggruppamenti tra loro lontani. Questo tipo
di analisi, la cui teoria matematica risale in buona parte
agli anni Trenta, comincio a essere applicato alle matri-
ci per espressione genica verso la fine degli anni No-
vanta®. La correlazione tra i vari geni espressa in for-
ma di dendrogramma risulta assai familiare, compren-
sibile e gradita ai genetisti. Il procedimento general-
mente usato per il raggruppamento gerarchico ¢ quel-
lo di tipo agglomerativo. Ciascuno degli # profili geni-
ci puo essere confrontato con se stesso e con gli altri
7-1 profili. Le distanze relative tra un profilo e I'altro
(ovviamente ottenute tutte con uno stesso metodo, ossia
tutte come distanze euclidee tra vettori, oppure, per
esempio, tutte con il metodo di correlazione di Spear-
man) possono essere riportate in una matrice numeri-
ca 7 x 7 delle distanze. Ovviamente la distanza tra cia-
scun profilo e se stesso sara sempre pari a zero. Sulla
matrice delle distanze si individuano i due profili che
presentano la distanza piu piccola tra loro. Tali profili
vengono raggruppati insieme. Si ricalcola la distanza
tra questo gruppo e tutti gli altri gruppi o singoli pro-
fili. Esistono modi alternativi per calcolare tale distan-
za: in base al metodo “single linkage” la distanza tra
due gruppi A e B ¢ uguale alla piu piccola distanza tra
qualsiasi elemento di A e qualsiasi elemento di B; in
base al metodo “complete linkage” la distanza tra i
due gruppi ¢ all’opposto definita come la massima di-
stanza tra qualsiasi elemento di A e qualsiasi elemento
di B; con il metodo “average linkage” la distanza tra A
e B ¢ invece data dalla distanza media tra tutti gli ele-
menti presenti in ciascun gruppo. Una volta ricalcolata
con uno di questi metodi la distanza, si individuano i
due gruppi o profili che presentano la distanza piu pic-
cola tra loro: questi vengono raggruppati insieme.
Loperazione procede teiterativamente, producendo
una serie di gruppi sempre piu grandi tra loro inter-
connessi, nonché una tabella di distanze relative: viene
cosi generato un dendrogramma Gli elementi con i
quadri di espressione piu simili saranno tra loro colle-
gati attraverso tratti brevi, mentre i gruppi associati nei
passaggi via via successivi saranno tra loro connessi da
tratti sempre pit lunghi. I altezza dei tratti di intercon-
nessione ¢ direttamente proporzionale ai valori di di-
stanza relativa, che possono anche essere riportati a fian-
co di ciascun tratto. Nello schema a dendrogramma di
solito i singoli valori di espressione genica vengono
rappresentati all’interno della matrice dei dati attraver-
so una scala di colori convenzionali, che forniscono
un’informazione visiva immediata dell’attivita trascri-
zionale dei geni. Un gradiente di colore che va, per
esempio, dal nero al rosso rappresenta valori del loga-
ritmo del rapporto di espressione che a partire dallo
zero (corrispondente a un valore pati a 1 per il rap-
porto, ossia a nessuna variazione nell’intensita di espres-
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Raggruppamento gerarchico dei campioni

‘ Raggruppamento gerarchico dei geni

Figura 3. Analisi per raggruppamento gerarchico dei geni e
dei campioni. Il dendrogramma di sinistra si riferisce ai geni,
quello in alto ai campioni. All'interno della matrice dei dati i
valori di espressione genica sono rappresentati attraverso una
scala di colori convenzionali che forniscono un’informazione
visiva immediata dell’attivita trascrizionale dei geni.

sione genica) salgono verso valori positivi crescenti. 11
colore rosso denota in tal caso una iperespressione del
gene. Un gradiente di colore che va, per esempio, dal
nero verso il verde rappresenta invece logaritmi del
rapporto di espressione che a partire dallo zero (espres-
sione invariata) scendono verso valori negativi. Il colo-
re verde denota in tal caso una ipoespressione, ovvero
un’inibizione dell’espressione genica (Fig, 3).

Applicazioni cliniche delle matrici

Come si ¢ finora ripetuto, 'applicazione principale
delle matrici a sonde nell’ambito della ricerca ¢ rappre-
sentato dall’analisi dell’espressione genica, che ha forti
ricadute anche in ambito clinicodiagnostico. Per fare
un esempio, l'alterazione della regolazione trascrizio-
nale nella cellula cancerosa da luogo a profili trasctizio-
nali che, in opportune condizioni operative, possono
risultare patognomonici e fornire indicazioni di estre-
ma utilita per il clinico. B’ possibile identificare e carat-
terizzare 1 geni la cui espressione ¢ piu fortemente alte-
rata in un determinato processo patologico, di tipo
neoplastico, inflammatorio o degenerativo, per esem-
pio, ottenendo cosi di individuare marcatori biologici
di utilita diagnostica in casi specifici®®”!. L’analisi mole-
colare mediante matrici a sonde consente in ambito
oncologico una fine classificazione della neoplasia, con
importanti implicazioni di carattere prognostico e te-
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rapeutico™”, come lidentificazione di bersagli mole-
colari per la chemioterapia. Si va sempre piu estenden-
do T'uso di farmaci diretti contro specifici bersagli
molecolari, come ¢ il caso degli oligonucleotidi anti-
senso, degli RNA interferenti, o “silenziatori” (siRNAs),
o di altri inibitori molecolari, come gli “small molecule
inhibitors” (SMls): 'efficacia di tali farmaci nel singolo
paziente neoplastico dipende dal livello di espressione
e dallimportanza funzionale dello specifico bersaglio
molecolare nel tessuto neoplastico di quel paziente. 11
profilo di espressione genica puo essere utilizzato come
una sorta di impronta digitale per caratterizzare la neo-
plasia e indirizzare verso il trattamento chemioterapico
piu efficace. L’analisi del profilo di espressione genica
consente di poter prevedere la risposta del singolo
paziente agli agenti citotossici utilizzati nella chemiote-
rapia dei tumori, fornendo informazioni utili per un
loro impiego ottimale e personalizzato, cio¢ tagliato su
misura del singolo e inteso a conseguire la massima
efficacia con il minimo di effetti tossici collaterali’ Lo
studio degli effetti dei farmaci sulla cellula condotto
mediante analisi su matrici ha stimolato lo sviluppo di
una nuova branca della farmacologia, che prende il
nome di “farmacogenomica” (che diventa “tossico-
genomica” quando lo studio verta in particolare sugli
effetti tossici)™”. Le matrici rappresentano uno stru-
mento unico e insostituibile per lo studio dell'impatto
dei farmaci sul metabolismo cellulare. I’omeostasi cel-
lulare ¢ infatti controllata da una complessa rete genica:
Pattivita di centinaia di geni puo essere modulata, cioe
stimolata o inibita, in risposta a un singolo effettore.
Lo studio dell’effetto dei farmaci sull’espressione ge-
nica consente di ottenere informazioni di estrema utili-
ta per individuarne il meccanismo d’azione e valutarne
Iutilita clinica in relazione ai polimorfismi genetici che
condizionano la risposta (in termini di efficacia e di
tossicita) nel singolo paziente®. Studiando le risposte
nei soggetti trattati ¢ possibile individuare dei profili di
espressione genica correlati con una maggiore o mi-
nore efficacia o con una maggiore o minore tossicita
di un farmaco, che permettono, previa analisi su ma-
trice, di valutare per un singolo paziente quale tra le
terapie proponibili sia la migliore (la piu efficace e meno
tossica). Una volta studiati con matrici ad ampio spet-
tro di sonde 1 profili generali di espressione genica di
specifici tipi di tumore e una volta analizzata la loro
associazione con una maggiore o minore sensibilita
verso una determinata terapia o con una migliore o
peggiore prognosi, € possibile estrapolare tra tutte le
sonde utilizzate quelle di maggiore interesse ai fini del
profilo diagnostico. Queste potranno essere impiegate
per costruire matrici dedicate (a basso numero di ele-
menti), utilizzabili solo per scopi specifici e ben delimi-
tati, particolarmente utili nella diagnostica clinica. La
riproducibilita dei risultati ¢ condizione necessaria per
un corretto impiego delle matrici a sonde e cio vale
anche e soprattutto per il loro utilizzo in ambito clini-
codiagnostico. Gli studi che vertono sul controllo di
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qualita sono appunto intesi a verificare la riproducibili-
ta dei risultati, sia quando uno specifico campione sia
analizzato piu volte con uno stesso tipo di matrice, sia
quando esso venga analizzato con matrici different® ™.
Matrici a basso numero di elementi e percio di costo
limitato vengono sempre piu utilizzate nella diagnosti-
ca clinica per I'identificazione e la genotipizzazione di
specifici tratti genomici; esse consentono di evidenzia-
re la presenza di specifici agenti infettivi, evidenziando-
ne caratteristiche peculiari importanti a fini diagnostici
e terapeutici (per esempio con una sola analisi ¢ possi-
bile la genotipizzazione dei papillomavirus umani pre-
sentl in un campione biologico e la valutazione della
loro attivita trascrizionale a effetto oncogeno); allo stesso
modo ¢ possibile 'analisi fine dei polimorfismi geneti-
ci associati a specifiche patologie e piu in generale la
ricerca di malattie genetiche. E” evidente che le matrici
ad elevato numero di sonde continueranno a trovare
impiego nella ricerca biologica di base e che quelle a
basso numero di elementi potranno essere progettate
per analisi in un ambito piu circosctitto, avendo bersa-
gli di volta in volta diversi, che potranno essere acidi
nucleici da cellule umane, piuttosto che di provenienza
batterica o virale. Quanto detto finora riguarda le ma-
trici a DNA; anche le matrici a proteine trovano pero
importanti applicazioni cliniche, in particolare nell’am-
bito oncologico, allergologico e delle patologie autoim-
muni®™. Al supporto solido della matrice possono
venire legati, tra I’altro, antigeni o anticorpi. Le matrici
ad antigeni consentono di legare le molecole anticor-
pali presenti nel campione biologico da analizzare e di
ottenere profili di risposta anticorpale utili, in ben defi-
niti contesti, per stabilire la diagnosi e indirizzare la te-
rapia. Utilizzando matrici ad allergeni ¢ possibile de-
terminare il preciso profilo di risposta di tipo IgE e
delineare il quadro completo di allergia del paziente.
Con un singolo passaggio analitico ¢ possibile studiare
la risposta di un soggetto verso migliaia di differenti
allergeni ed epitopi’”2. Non molto diverso concettual-
mente risulta I'utilizzo di matrici ad antigeni “tumore-
associati” per la diagnosi sierologica di specifiche neo-
plasie. Le cellule neoplastiche vengono riconosciute dal
sistema immunitario come estranee (“not self”) e in-
ducono la produzione di autoanticorpi contro protei-
ne cellulari autologhe, indicate come “antigeni associati
ai tumori”. Questi autoanticorpi possono rappresen-
tare un utile strumento sierologico, dal momento che
ciascun tipo di tumore appare contrassegnato da una
espressione di tipo autoanticorpale caratteristica, che
puo essere sfruttata a fini diagnostici. Per questo moti-
vo le matrici ad antigeni tumore-associati promettono
di diventare un valido strumento per la diagnosi pre-
coce, il monitoraggio della progressione del tumore,
la valutazione prognostica, la definizione di una terapia
ottimale, il monitoraggio della terapia stessa, nonché
identificazione di nuovi bersagli della terapia®™?. Piu
in generale, 'impiego di matrici ad antigeni consente di
delineare il profilo di risposta anticorpale (che puo es-
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sere altamente specifico) verso autoantigeni, nelle ma-
lattie autoimmuni, verso antigeni tumorali, come pure
verso antigeni microbici”'". L’individuazione di spe-
cifici quadri anticorpali puo essere di grande aiuto per
una diagnosi precoce delle malattie autoimmuni, quan-
do ancora i segni clinici non si sono ancora manifestati
e nella classificazione prognostica in base alla velocita
di progressione della malattia. Anche matrici ad anti-
corpi possono essete utilizzate nello studio dei tumori:
esse consentono di evidenziare la presenza dei rispetti-
vi antigeni sia liberi nel siero, nel plasma e in altri fluidi
corporei, sia legati a membrane cellulari. Il quadro an-
tigenico puo fornire indicazioni di carattere diagnosti-
co o prognostico'™' E’ possibile, per esempio, una
caratterizzazione immunofenotipica delle cellule leuce-
miche di indiscutibile utilita clinica'®. Com’¢ ovvio, si
possono qui definire solo nelle loro linee essenziali le
applicazioni cliniche delle matrici, invitando necessaria-
mente coloro che fossero motivati ad approfondire
P'argomento alla consultazione della letteratura specifi-
ca, prendendo spunto dai lavori citati.

Conclusione

L’introduzione delle matrici nella diagnostica clinica
¢ assai recente ed ¢ lecito pensare che questa tecnologia
stia movendo solo ora i primi passi. 1l costo delle ma-
trici ¢ elevato, tanto piu elevato quanto maggiore ¢ il
numero di sonde richieste. Va tuttavia considerato che
per utilizzi specifici, come si ¢ ribadito, il numero di
sonde puo essere ridotto, contenendo la spesa. La co-
struzione di una matrice somiglia sotto molti aspetti a
quella dei “microchip” elettronici e si avvale di tecno-
logie non molto differenti. Se si considerano 'evolu-
zione tecnologica e 'andamento dei prezzi degli ela-
boratori elettronici negli ultimi anni, ragionando per
analogia si ¢ tentati di pronosticare un futuro non trop-
po dissimile per le matrici a sonde. Come si ¢ verifica-
to nel recente passato per altre tecnologie diagnostiche
innovative, dall’ambito della ricerca si ¢ giunti in tempi
brevi all’utilizzo nel laboratorio clinico. E plausibile che
le matrici non debbano fare eccezione.
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