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Rassegna
Analisi quantitativa in biologia molecolare
0. Valentini, B. Milanesi
Laboratori di Patologia Clinica
Azienda Ospedaliera di Desenzano del Garda (BS)
Riassunto Summary

La quantificazione di specifiche sequenze genomiche, e pit
ancora quella dell’espressione genica, richiedeva in passato
procedure molto laboriose ed era possibile solo presso
strutture di ricerca. Oggi si dispone di strumenti e proto-
colli operativi che consentono di ottenere lo stesso risulta-
to in maniera semplice e veloce, rendendo possibile I'ef-
fettuazione di questo tipo di indagini, almeno entro certi
limiti, anche presso strutture di tipo clinico diagnostico.
L’analisi di alcuni aspetti di questi procedimenti operativi,
e in particolare delle condizioni necessarie per ottenere un
dato quantitativo corretto, ¢ utile per invogliare a ulteriori
approfondimenti, sulla traccia anche di alcune indicazioni
bibliografiche, finalizzati a stimolare la capacita critica del-
Poperatore.

Quantitative analysis in molecular biology.

Until not long ago the quantitative analysis of specific gene
sequences and of gene expression was possibile only in
research centres and only by means of complex and
laborious processes. Nowadays we have instruments and
technology that enable us to do this kind of analysis in a
simple and fast way even in clinical diagnostic centres. The
study of some aspects of the processes by which it is
possible to obtain the quantitative information is useful in
order to lead to further mastering with suggested
bibliography and to stimulate a critical vision in the operator.

Premessa

Grazie alle attuali tecniche di biologia molecolare ¢ possi-
bile ottenere in tempi rapidi e a costi contenuti informa-
zioni di tipo quantitativo su sequenze specifiche di acido
nucleico utili nella ricerca pura e applicata, nonché in sva-
riati ambiti della diagnostica infettivologica, oncologica,
delle malattie genetiche e in altri ambiti ancora, come quel-
lo medicolegale. Anche I'espressione genica ¢ suscettibile
di indagine quantitativa, che puo essere condotta con le
attuali tecnologie in tempi incomparabilmente pit rapidi e
in modo di gran lunga piu semplice rispetto a un recente
passato.

L’ottenimento di un dato quantitativo corretto presuppo-
ne il rispetto di precise condizioni operative ed ¢ possibile
solo mettendo in atto strategie per il controllo di ogni sin-
gola fase dell’iter analitico. Appresso verranno sommaria-
mente descritti i principali strumenti analitici utilizzabili per
la quantificazione di bersagli genomici e per una valutazio-
ne quantitativa dell’espressione genica. E” importante co-
noscere nel dettaglio i meccanismi attraverso i quali si giunge
al risultato quantitativo e le possibilita di controllo su tali
meccanismi per poter valutare criticamente e correttamente
il dato analitico stesso.

Richiami storici

In passato, fino alla fine degli anni Ottanta, le indagini di
tipo quantitativo sugli acidi nucleici non potevano essere
dirette su sequenze specifiche, con I'eccezione di quelle
oggetto di clonazione, tecnica, questa, alquanto laboriosa e
non utilizzabile al di fuori di strutture espressamente dedi-
cate alla ricerca biologica. La quantificazione di sequenze
specifiche richiedeva allora di solito il loro preliminare iso-
lamento con metodiche di tipo cromatografico o
elettroforetico e il successivo utilizzo di tecniche di chimica
analitica o di marcatura con isotopi radioattivi. Per fare
qualche esempio, oltre alle misure di assorbanza nell’ultra-
violetto, Azoo/ A, eventualmente previa digestione con
ribonucleasi o desossiribonucleasi per eliminare rispettiva-
mente RNA o DNA contaminante (1 OD,,, = 50
microgr/ml per DNA, 1 oD, = 40 microgr/ml per
RNA), si poteva ricorrere alla metodica di Burton' con
difenilamina per il DNA o, sempre per il DNA, a quella
con acido 3,5-diaminobenzoico in fluorescenza di Kissane
¢ Robins*’. Per il dosaggio di mRNA eucariotico,
poliadenilato, si potevano utilizzare tecniche come
Iibridazione con poli(U) marcato*”, in eccesso, seguita da
rimozione del poli(U) non ibridato mediante ribonucleasi,
precipitazione con acido tricloroacetico dell’ibrido e
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quantificazione del marcatore, piu spesso radioattivo che
enzimatico. Si trattava di tecniche piuttosto laboriose, per
le quali erano necessari ambienti attrezzati e una particolare
preparazione degli operatori, che ne limitava l'utilizzo in
ambiti circoscritti; il loro impiego in ambito diagnostico
era affatto limitato. Questa situazione era destinata ad es-
sere rivoluzionata con 'avvento, a partire dalla meta degli
anni Ottanta, di nuove tecnologie, prima fra tutte la rea-
zione a catena della DNA-polimerasi.

11 principio della metodica ¢ frutto di un’idea espressa da
Kary Mullis®® nel 1983 ¢ fondamentalmente consiste nel-
I'impiego di due oligonucleotidi complementati a sequen-
ze presenti su eliche opposte del DNA utilizzati come in-
nesco per la DNA-polimerasi, che viene a replicare in cicli
successivi la sequenza di DNA delimitata dagli stessi inne-
schi, in modo tale che la quantita di sequenza puo essere
raddoppiata ad ogni ciclo replicativo. Il processo descritto
da Mullis ¢ molto simile a quello gia descritto da un altro
ricercatore, Gobind Khorana, tra la fine degli anni Sessan-
ta e I'inizio dei Settanta’. Il processo descritto da Khorana
e da lui indicato come “replicazione riparativa” compren-
devaiseguenti passaggi: (1) estensione ad opera della DNA-
polimerasi a partire da un innesco legato a una singola elica
bersaglio, (2) separazione dell’elica neosintetizzata da quel-
la bersaglio complementare e (3) reibridazione dell’inne-
sco con ripetizione del ciclo. A quest’ultimo scienziato e ai
suoi collaboratori va se non altro il merito di aver suggeri-
to I'idea.

In origine la DNA-polimerasi utilizzata era quella di
Escherichia coli, che doveva essere aggiunta ad ogni ciclo
replicativo, poiché la temperatura necessaria per la
denaturazione della doppia elica di DNA all’inizio di un
ciclo provocava anche l'inattivazione irreversibile
dell’enzima aggiunto nel ciclo precedente. Un notevole
passo in avanti fu compiuto quando si arrivo a disporre di
un enzima termostabile, ottenuto da un battetio, Thermophilus
aquaticns, isolato dalle sorgenti termali calde e capace di
mantenere gran parte della sua attivita anche dopo nume-
rost cicli replicativi. Risolto questo problema, il processo si
prestava a essere automatizzato grazie all’utilizzo di appa-
recchi termostatici in grado di compiere in successione tutti
1 cicli termici necessari per la reazione a catena. Cio ha reso
alquanto maneggevole I'impiego di questa metodica, con-
tribuendo alla sua larga e rapida diffusione.

Le prime applicazioni della reazione DNA-polimerasica a
catena (PCR, Polymerase Chain Reaction) erano essenzial-
mente di tipo qualitativo e solo con adattamenti laboriosi
era possibile un suo utilizzo in senso quantitativo. Effet-
tuando, per esempio, piu reazioni in parallelo su una stessa
quantita di campione e bloccando la reazione dopo diffe-
renti numeri di cicli si poteva determinare poi la quantita
di prodotti, preferibilmente utilizzando marcatori radioat-
tivi per aumentare la sensibilita del metodo; i dati ottenuti
consentivano di estrapolare la quantita di sequenza specifi-
ca dell’acido nucleico bersaglio inizialmente presente nel
campione biologico. Nel 1990 fu descritta da vari Auto-
""" una variante competitiva della PCR, consistente nel-
P'amplificazione simultanea nella stessa miscela di reazione
di due sequenze diverse, ma tuttavia amplificabili con iden-
tica efficienza, di cui una a concentrazione ignota (sequen-
za bersaglio del campione) e una a concentrazione nota
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(calibratore o competitore interno). Quest’ultimo veniva
ottenuto clonando una sequenza di DNA derivata da quella
bersaglio per introduzione di un breve inserto, oppure per
sostituzione di una o poche coppie di basi, in modo da
ottenere un sito di restrizione artificiale (sequenza ricono-
sciuta da una specifica endonucleasi di restrizione). La PCR
competitiva veniva effettuata con quantita scalari di DNA
competitore aggiunti nella miscela di amplificazione a una
quantita fissa di sequenza bersaglio, cDNA o DNA
genomico, del campione. La quantita di bersaglio inizial-
mente presente era ottenibile, nell’ipotesi di una identica
efficienza di amplificazione, dal rapporto dei prodotti di
amplificazione (rapporto tra bersaglio e competitore). Al-
Iiniziale quantificazione dei prodotti di amplificazione del
bersaglio e del calibratore su gel si sostitui in seguito una
pit accurata quantificazione attraverso l'utilizzo di sonde
specifiche per le due diverse sequenze con marcatura di
tipo enzimatico. L'osservazione (Higuchi et al, 1992) che
'etidio bromuro, un composto fluorescente che si interca-
la nella doppia elica del DNA durante la sua sintesi, puo
essere usato come marcatore dei prodotti di amplificazio-
ne della PCR'™" apti la strada a nuove tecniche di rivela-
zione simultanea, e quindi di tipo cinetico, dei prodotti della
PCR stessa. L’intensita della fluorescenza ¢ direttamente
proporzionale alla quantita di amplificato e puo essere
monitorata ciclo dopo ciclo. Stabilita una intensita soglia di
fluorescenza, si puo osservare che quest’ultima viene rag-
giunta dopo un numero di cicli amplificativi che ¢ inversa-
mente proporzionale alla quantita di sequenza bersaglio
inizialmente presente nel campione: quanto maggiore ¢ il
numero di copie di DNA bersaglio presenti al ciclo zero,
tanto minore ¢ il numero di cicli necessari per evidenziare
Pamplificato al livello soglia di fluorescenza. Nel 1993 i
ricercatori della Perkin-Elmer combinarono il metodo ci-
netico di Higuchi con le sonde sensibili alle esonucleasi sco-
perte da Holland et al', sviluppando cosi una variante del-
la amplificazione in tempo reale, siglata come metodo
TagMan". Altre varianti si aggiunsero in seguito, rendendo
questa tecnica ancora piu versatile. Attualmente esistono
vari modi per ottenere informazioni di tipo quantitativo
su sequenze specifiche di acido nucleico, che verranno ap-
presso brevemente descritti.

Una valutazione quantitativa dell’espressione genica, in ter-
mini assoluti e comparativi, ¢ possibile con i mezzi di inda-
gine testé descritti, che consentono di quantificare 'RNA
messaggero trascritto a partire da specifici geni, tuttavia ¢
soltanto nell’ultimo decennio che si sono ideati e perfezio-
nati mezzi di indagine di estrema potenza attraverso i quali
¢ possibile la rapida analisi comparativa contemporanea di
migliaia di geni: si tratta dei “microarray”, cui ¢ dedicata
I'ultima parte di questa rassegna.

Quantificazione di sequenze specifiche

di acido nucleico: principali tecniche

In prima approssimazione si possono distinguere: 1) tec-
niche di amplificazione, ciclotermica o isotermica, della
sequenza genomica bersaglio e 2) tecniche di esclusiva
amplificazione del segnale. Le tecniche di amplificazione
ciclotermica comprendono la reazione DNA-polimerasica
a catena nella sua forma classica, la reazione DNA-ligasica
a catena e la PCR in tempo reale, nelle sue numerose va-
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rianti; oltre a queste, meritano di essere sommariamente
descritte, tra le metodiche di amplificazione genomica,
quella isotermica, nelle versioni classica e in tempo reale, e,
tra le tecniche di amplificazione del segnale, quella che fa
uso del DNA ramificato (bDNA). Le tecniche amplificative
basate sulla reazione a catena della DNA-polimerasi o del-
la DNA-ligasi utilizzano come substrato il DNA. Per po-
ter essere amplificato con tali tecniche, TRNA deve essere
prima retrotrascritto in cDNA, ad opera di una trascrittasi
inversa. Nel caso della reazione a catena della polimerasi
esiste anche la possibilita di utilizzare per entrambe le fasi
di retrotrascrizione e di amplificazione un unico enzima,
come la DNA-polimerasi di Thermus thermophilus, in grado
di esplicare, oltre all’attivita polimerasica, anche quella di
retrotrascrittasi.

Amplificazione del segnale con “DNA ramificato”
(bDNA)

E’ una tecnica di dosaggio'®* che non altera la quantita di
molecola bersaglio, ma la rivela direttamente attraverso una
forte amplificazione del segnale. Prevede I'uso di
oligodesossiribonucleotidi ramificati (bDNA, per
“branched DNA” ), che consentono di incorporare fino a
circa 3000 molecole di enzima su un’unica molecola ber-
saglio di acido nucleico, che puo essere, indifferentemente,
DNA o RNA. Non richiede la purificazione dell’acido
nucleico, né le particolari precauzioni previste con le tecni-
che di amplificazione genomica.

Vari oligonucleotidi sintetici specifici per la sequenza ber-
saglio sono utilizzati per la cattura di quest’ultima sulla su-
perficie di una micropiastra (sonde di cattura). Un secon-
do gruppo di sonde (sonde di preamplificazione) media
I'ibridazione delle sonde di DNA ramificato (sonde di
amplificazione) all’acido nucleico bersaglio. Ogni sonda di
DNA ramificato (bDNA) ha una quindicina di ramifica-
zioni, ognuna delle quali puo legare varie sonde marcate
con enzima (fosfatasi alcalina), dette sonde di marcatura.
Da ultimo viene aggiunto un substrato chemiluminescente
(diossietano) e viene misurata 'emissione luminosa, la cui
intensita ¢ direttamente proporzionale alla quantita di aci-
do nucleico bersaglio presente nel campione. La
quantificazione ¢ possibile utilizzando una curva di
calibrazione, o di riferimento, ottenuta misurando la fluo-
rescenza sviluppata con quantita note di DNA o RNA.

16-21

Amplificazione isotermica convenzionale

e “intempo reale”

II metodo NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification) e la sua variante TMA (Transcription
Mediated Amplification) sono tecniche di amplificazione
isotermica inizialmente descritte per 'RNA, ma adattabili
anche al DNA, in cui si fa uso di un innesco iniziale che
porta legata una sequenza promotore per PRNA-
polimerasi** ™%

L’innesco-promotore si lega al filamento di RNA bersa-
glio, consentendo a una trascrittasi inversa di sintetizzare il
singolo filamento complementare di DNA. Successivamen-
te il filamento originale di RNA viene degradato ad opera
di una ribonucleasi (Rnasi H), mentre il cDNA a singolo
filamento rimane intatto. A questo punto si aggiunge un
secondo innesco, che silega al cDNA, consentendo la sin-
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tesi dell’elica complementare. Il DNA cosi ottenuto con-
terra la sequenza promotore per la RNA-polimerasi, che
potra trascriverlo in migliaia di copie di RNA comple-
mentare.

Nella metodica classica 'amplificato viene rivelato al ter-
mine del processo amplificativo, mentre nella variante “in
tempo reale” la rivelazione simultanea all’amplificazione
viene ottenuta utilizzando sonde complementari all’ampli-
ficato aventi struttura ad ansa, o a forcina, (per parziale
complementarieta intramolecolare) marcate con un com-
posto fluorescente (fluoroforo) all’estremita 5 e con uno
smorzatore (quencher) universale all’estremita 3. Poiche le
due estremita 5° e 3’ della sonda sono tra loro comple-
mentari e si associano a formare un tratto a doppia elica,
mentre nel suo tratto centrale la molecola ¢ costituita da un
filamento a singola elica ripiegato ad ansa, il fluoroforo
legato all’estremita 5° e lo smorzatore legato all’estremita
3’ sono tra loro vicini, e cio causa uno smorzamento della
fluorescenza®*'. Quando la sonda trova la sua sequenza
complementare sull’amplificato, il numero di legami a idro-
geno che con essa puo formare supera il numero dei lega-
mi a idrogeno intramolecolari; per questo motivo
Pinterazione tra sonda e amplificato ¢ termodinamicamente
favorita e, comportando la perdita della struttura secon-
daria ad ansa con conseguente allontanamento delle estre-
mita 3’ e 5°, determina la rimozione dell’effetto di
smorzamento, e quindi la comparsa di fluorescenza. La
fluorescenza che si sviluppa ¢ cosi direttamente propoz-
zionale al numero di molecole di amplificato.

Nella configurazione descritta, Pamplificazione isotermica,
sia del tipo a rivelazione postamplificativa (NASBA o TMA
convenzionali), sia del tipo a rivelazione simultanea (in tempo
reale) da risultati di tipo prettamente qualitativo. E’ tutta-
via possibile rendere quantitative queste metodiche attra-
verso I'introduzione nella miscela di reazione di quantita
note di un competitore interno, o standard interno, che
venga coamplificato con pari efficienza rispetto alla se-
quenza bersaglio. A tale scopo il competitore dovrebbe
avere le stesse sequenze di innesco del bersaglio, differen-
do da quest’ultimo solo per poche basi nucleotidiche nella
regione compresa tra gli inneschi, in modo da poter legare
sonde di rivelazione discriminabili da quelle specifiche per
il bersaglio e in grado di fornire un segnale distinto. Cio si
puo ottenere legando marcatori diversi alle sonde specifi-
che per bersaglio e per competitore. Nella rivelazione
postamplificativa una stessa quantita di amplificato, in cui
sono presenti sia il bersaglio che il competitore, puo essere
cimentata in pozzetti diversi, rispettivamente con la sonda
specifica per il bersaglio e con la sonda specifica per il
competitore, ottenendo cosi due segnali distinti; dal rap-
porto tra 'intensita dei due segnali sara possibile ottenere
una valutazione quantitativa del bersaglio. Nel caso del-
Pamplificazione in tempo reale le due sonde saranno lega-
te a fluorocromi diversi che emettono a lunghezze d’onda
differenti e ben discriminabili e dal rapporto tra le intensita
dei due segnali sara possibile calcolare la quantita iniziale di
bersaglio.

Amplificazione ciclotermica: reazione
DNA-polimerasica a catena
Questo metodo™” utilizza un paio di oligonucleotidi sinte-
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tici (iniziatori, o inneschi), complementari ciascuno a uno

solo dei due filamenti del dsDNA bersaglio, che, con la

loro estremita 3’-OH libera, fungono da innesco per la

DNA-polimerasi. La regione delimitata dai due inneschi

viene replicata ciclicamente in modo esponenziale. Ogni

ciclo termico replicativo consta di tre fasi:

1) separazione dei due filamenti complementari del DNA
a doppia elica a temperature supetioti a 90 °C;

2) associazione ibridativa dei due inneschi oligonucleotidici,
ciascuno con il rispettivo filamento (“annealing”) a 50-
75 °C;

3) sintesi, a partire da ciascun innesco, su ciascuno dei due
filamenti, della catena complementare con conseguente
duplicazione della regione genomica bersaglio, a 72-78
°C.

Come ¢ stato ricordato, in origine era necessario aggiun-
gere la DNA-polimerasi ad ogni ciclo, a causa
dell'inattivazione termica dell’enzima. La tecnica ha subito
un miglioramento formidabile con l'utilizzo di una DNA-
polimerasi termostabile, ottenuta dal batterio termofilo
Thernus aguaticus e percio indicata come Tag, che rimane
attiva per molti cicli replicativi.
Riportando in ordinate il logaritmo della quantita di am-
plificato e in ascisse il numero di cicli termici si ottiene una
curva assimilabile a un ramo di sigmoide (Fig. 1). Durante
la fase logaritmica lineare della curva, in condizioni ideali,
la quantita di amplificato aumenta di circa 3 logaritmi de-
cimali (ossia di un fattore 1000) ogni 10 cicli. Superato
pero un certo numero di cicli, la reazione si fa sempre
meno efficiente, fino a raggiungere una fase di plateau, in
corrispondenza della quale non si ha pit alcun incremento
dell’amplificato.

11 raggiungimento della fase di plateau ¢ imputabile ai se-

guenti fattori:

1) graduale inattivazione termica della DNA-polimerasi;

2) diminuzione esponenziale nel corso del processo am-
plificativo del rapporto molare tra la DNA-polimerasi
e il suo substrato (amplificato), fino al punto che la quan-
tita di enzima puo diventare limitante;

3) riduzione progressiva dell’efficienza di ibridazione (“an-
nealing”) per diminuzione esponenziale del rapporto tra
le concentrazioni di innesco e di amplificato; in tali con-
dizioni I'interazione ibridativa tra filamenti complemen-
tari di amplificato diventa sempre piu frequente rispet-
to all’analoga interazione tra innesco e amplificato;

4) degradazione del DNA ad opera dell’attivita 5’-3” eso-
nucleasica associata alla Taq DNA-polimerasi.

Con le miscele di reazione normalmente utilizzate, la fase

di plateau viene di norma raggiunta a causa dei fattori so-

pra elencati molto prima che vengano esauriti gli inneschi

oligonucleotidici o i trifosfonucleotidi nella miscela stes-
sa”.

Reazione a catena della DNA-ligasi

La reazione ligasica a catena®™* prevede l'utilizzo di 4 son-
de, che a due a due delimitano sui due filamenti comple-
mentari del DNA bersaglio gli estremi della regione da
amplificare. Dopo denaturazione termica della sequenza
bersaglio e appaiamento delle quattro sonde a due a due
sui due filamenti complementari, le sonde di ciascuna cop-
pia, se tra loro adiacenti, vengono unite covalentemente ad
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opera della DNA-ligasi. Quando le sonde di ogni coppia
siano invece separate tra loro, ¢ necessaria la presenza di
una DNA-polimerasi che sintetizzi la regione mancante,
interposta tra le sonde, dopo di che il legame covalente
puo essere ripristinato dalla DNA-ligasi. Ad ogni ciclo si
avra la duplicazione della sequenza bersaglio di acido nu-
cleico, attraverso le fasi di denaturazione termica con se-
parazione dei filamenti complementari, associazione delle
sonde ai filamenti bersaglio, sintesi dei tratti mancanti e
saldatura covalente finale.

Amplificazione ciclotermica in tempo reale (PCR
cinetica)

La PCR “in tempo reale”, o PCR “a rivelazione simulta-
nea”, o PCR cinetica* ™, utilizza una strategia che consente
di rivelare 'amplificato nel momento stesso in cui si for-
ma. Questa tecnica, che si ¢ molto evoluta rispetto alla sua
primitiva versione in cui veniva impiegato I'etidio bromu-
r0'>" si basa sull'impiego di leganti fluorescenti, o di son-
de marcate con composti fluorescenti, oppure di inneschi
a marcatura fluorescente, che forniscono un segnale la cui
intensita, misurabile in ogni singolo istante, ¢ direttamente
correlata con la quantita di amplificato in quello stesso istante.
Esistono varie configurazioni del sistema di rivelazione: si
possono utilizzare composti fluorescenti che silegano alla
doppia elica del DNA, come il SYBR Green I, oppure
sonde “a idrolisi”, sonde a forcina, sonde “adiacenti”, od
“osculanti”, inneschi “a sole nascente”, inneschi “scorpio-
ne”'**%62 Nella configurazione piu nota, quella della son-
da “a idrolisi” '**, la sonda, complementare a uno solo
dei due filamenti di DNA della regione bersaglio in un
tratto situato tra i due inneschi oligonucleotidici, ¢ marcata
alla sua estremita 5° con una molecola fluorescente (defi-
nita “reporter”, o “fluoroforo”), come ad es. la 6-carbos-
sifluoresceina, oppure il suo tetracloro o esacloroderivato,
e all’estremita 3’ con uno smorzatore di fluorescenza (de-
finito “quencher”, o “smorzatore” appunto), come ad es.
la 6-carbossitetrametilrodamina®.

Quando la sonda ¢ integra, 'emissione di fluorescenza da
parte del fluoroforo ¢ soppressa dallo smorzatore, a cau-
sa di un effetto di risonanza che interessa l'intera catena
covalente del DNA interposto, noto come effetto Foer-
ster®% o ER.E.T. (Fluorescence Resonance Energy Tran-
sfer, trasferimento di energia per risonanza in fluorescen-
za, effetto la cui intensita ¢ inversamente proporzionale
alla sesta potenza della distanza tra fluoroforo e smorza-
tore)*> %,

Durante la fase di ibridazione degli inneschi ai due fila-
menti della regione bersaglio, a uno dei due filamenti si
lega anche la sonda. Nella fase di polimerizzazione, o fase
di estensione, della PCR, la DNA-polimerasi, incontrando
la sonda, la degrada per effetto della sua attivita 5-3” eso-
nucleolitica®, rompendo la catena covalente interposta tra
fluoroforo e smorzatore. Cessando cosi leffetto di sop-
pressione, si ha emissione di fluorescenza, che aumenta in
modo esponenziale ad ogni ciclo amplificativo e presenta
intensita direttamente proporzionale alla quantita di ampli-
ficato prodotto.

Poiché dopo un sufficiente numero di cicli amplificativi
tutte le curve di amplificazione tendono a plateau, dove si
perde la linearita nella lettura di tipo quantitativo, la lettura
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sara tanto piu lineare quanto piu precocemente nel corso
della reazione amplificativa sara possibile evidenziare il
prodotto amplificato. I1 momento migliore per la lettura
quantitativa di tipo fluorimetrico ¢ quindi quello in cui I'in-
tensita di fluorescenza ¢ minima, ma discriminabile dal ru-
more di fondo. Quanto maggiore ¢ la quantita iniziale di
sequenza bersaglio, tanto piu precocemente si raggiungera
il livello soglia per la rilevazione, ossia tanto minore sara il
numero di cicli amplificativi necessario per raggiungere il
livello di determinabilita.

1l numero di cicli amplificativi necessario per raggiungere
I'intensita soglia rivelabile di fluorescenza e discriminabile
dal rumore di fondo viene indicato come “ciclo soglia”
(Ct, dove t sta per threshold = soglia) e corrisponde a un
numero intero o frazionario, tanto maggiore quanto mi-
nore ¢ la quantita di sequenza bersaglio presente nel cam-
pione in analisi. L’intensita soglia di fluorescenza ¢ pari a
10 volte la deviazione standard del segnale corrispondente
alla linea di base.

Riportando in assi cartesiani ortogonali i valori di ciclo soglia
(Ct) contro il logaritmo del numero iniziale di copie si ot-
tiene una linea retta.

Poiché nella PCR in tempo reale la rivelazione dell’amplifi-
cato avviene nella fase di maggiore linearita della curva
amplificativa (quando I'intensita del segnale fluorescente e
la quantita di amplificato prodotto sono perfettamente
proporzionali e quando Defficienza di amplificazione ¢
costante e massimale), anziché in una fase vicina al plateau,
I’ambito di linearita nel dosaggio risulta molto ampio, del-
l'ordine di almeno 7 o 8 logaritmi decimali, e la variabilita
analitica ¢ molto bassa®*. La PCR in tempo reale nasce
con caratteristiche di tecnica fondamentalmente di tipo
quantitativo, dal momento che, perfino in assenza di una
curva di calibrazione esterna o di un calibratore interno, il
raggiungimento della soglia di fluorescenza dopo un de-
terminato numero di cicli amplificativi (ciclo soglia) gia da
solo fornisce una indicazione sulla quantita di acido nucleico
presente nel campione al ciclo zero. La soglia di fluore-
scenza corrisponde infatti in linea teorica a una quantita
fissa di acido nucleico per una determinata configurazione
del sistema di rivelazione e dipende in buona misura dal
tipo di fluoroforo impiegato. Una volta che sia stato rile-
vato il numero di cicli necessari per arrivare a quella preci-
sa quantita di acido nucleico, ossia una volta che sia noto il
numero cortispondente al ciclo soglia, ¢ possibile calcola-
re dall’equazione (vedasi oltre) che descrive la cinetica di
amplificazione la quantita molare di acido nucleico iniziale
dividendo la quantita molare necessaria a fornire la fluore-
scenza soglia per il fattore di amplificazione (1+E) elevato
alla potenza n, dove n = ciclo soglia e dove E (efficienza
di amplificazione) ¢ approssimabile all’unita, poiché fino al
ciclo soglia la cinetica ¢ di tipo logaritmico lineare. Ovvia-
mente, per le ragioni che verranno esposte, 'utilizzo di una
curva di calibrazione esterna e, pit ancora, di un calibratore
interno, offre maggiori garanzie di sicurezza e di precisio-
ne nella misura.

Un vantaggio non trascurabile dell’amplificazione in tem-
po reale ¢ la sua rapidita, dal momento che non ¢ prevista
una fase di rivelazione successiva a quella di amplificazio-
ne, essendo i due processi simultanei. Cio si traduce in un
risparmio di tempo e nella riduzione delle probabilita di
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errori operativi che qualsiasi procedura manipolativa, nella
fattispecie finalizzata alla rivelazione del prodotto amplifi-
cato, necessariamente comporta.

Un altro importante elemento a favore ¢ rappresentato
dalla altissima sensibilita di questa tecnologia amplificativa,
non inferiore a quella della PCR convenzionale di tipo
qualitativo e paragonabile a quella di una PCR “a innesto”
(“nested PCR”, dove amplificato di una prima reazione
DNA-polimerasica a catena viene utilizzato come substrato
per una seconda reazione amplificativa che utilizza inne-
schi spostati piu internamente rispetto a quelli della prima
reazione). Cio consente di superare, cancellandola, la
dicotomia tra saggio qualitativo, in cui si ricerca una sensi-
bilita elevata, e saggio quantitativo, di norma meno sensi-
bile del precedente.

Un limite della metodica ¢ rappresentato dal fatto che in
una stessa miscela di reazione ¢ possibile amplificare solo
poche (fino a 6) sequenze bersaglio®, poiché ogni sequen-
za bersaglio deve essere marcata con un fluorocromo di-
verso, che emetta a una lunghezza d’onda chiaramente
discriminabile, affinché i segnali corrispondenti ai diversi
amplificati non si sovrappongano tra loro.

Cinetica di formazione del prodotto nelle
reazioni amplificative ciclotermiche 707
Per una valutazione critica del risultato quantitativo, in par-
ticolare con i metodi di amplificazione che sfruttano la
reazione DNA-polimerasica a catena, ¢ utile soffermarsi
sualcuni aspetti di carattere cinetico, la conoscenza dei quali
¢ di particolare importanza per definire le condizioni ope-
rative e le strategie analitiche finalizzate all’ottenimento di
un risultato che sia la rappresentazione piu fedele possibile
del dato biologico reale.
Indicando con M(0) la quantita iniziale di molecola bersa-
glio, la quantita di amplificato ottenuta dopo n cicli ampli-
ficativi ¢ pari a:

M(n) = M(©O)(1 + E)

che diventa: M(n) = 2"M(0) per E = 1, dove E indica
Pefficienza di amplificazione, che varia in funzione di n,
assumendo, dopo una prima fase di relativa stabilita che si
osserva nei primi cicli, valori progressivamente decrescen-
ti, dal valore massimo iniziale (che in condizioni ottimali ¢
prossimo a 1, ossia al 100%) fino a un valore minimo
finale pari a zero.

La graduale progressiva diminuzione del valore di E fino
a 0 nel corso del processo amplificativo ¢ dovuta ai fattori
gia ricordati (inattivazione termica dell’enzima, variazione
dei rapporti molari, attivita nucleasica, ecc.).
Considerando che se a = b, anche log a = log b, e ricor-
dando che log(ab) = log(a)+log(b), e che log(a)" = nlog(a),
dall’equazione cinetica sopra riportata ricaviamo la sua equi-
valente forma logaritmica:

log M(n) = nlog (1 + E) + log M(0)

Ricordando che I'equazione canonica di una retta in assi
cartesiani x e y & y = mx+q, dove m ¢ il coefficiente ango-
lare e q I'intercetta sull’asse y delle ordinate, si puo rappre-
sentare graficamente la cinetica di amplificazione riportan-
do in ordinate log M(n) e in ascisse n: si ottiene cosi una
retta con coefficiente angolare pari a log (1 + E) e con
intercetta log M(0). Questo tratto rettilineo (fase di linearita
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CINETICA DI AMPLIFICAZIONE

log M(n) = n log (1+E) + log M{0)

y=mx+

intercetta; m = coefficiente angolare)

q (dove q =

log Mi(n)

log M{0) -+

= cOStANTE = Emax

¥

Figura 1. Cinetica di amplificazione della sequenza bersa-
glio, da una quantita molare iniziale M(0) a una quantita
molare finale M(n). In ascisse & riportato il numero n di cicli
termici, in ordinate il logaritmo della molarita. Il tratto rettili-
neo iniziale corrisponde a un valore costante e massimale
di E (efficienza di amplificazione), che successivamente de-
cresce gradualmente fino a raggiungere lo zero (tratto oriz-
zontale della curva).

logaritmica), che si osserva nella prima parte del processo
amplificativo, corrisponde a un valore di E pressoche co-
stante e prossimo al valore massimo iniziale, idealmente
paria 1 in assenza di inibitori. Al’aumentare di n, dopo un
certo numero di cicli, efficienza di amplificazione E da
costante diventa variabile (fase di transizione), diminuendo
gradualmente fino a zero al crescere di n, e la retta diventa
una curva, la cui tangente in ogni punto presenta coefticiente
angolare pari a log(l + E), gradualmente decrescente al
diminuire di E; quando E = 0 la tangente risulta parallela
all’asse delle ascisse, avendo coefficiente angolare log (140)
= log(1) = 0. A questo punto (fase di plateau) la curva ha
assunto 'andamento di una retta parallela all’asse delle
ascisse e il processo amplificativo ¢ terminato (Fig. 1).
L’andamento teste descritto per la curva di amplificazione
risulta diverso da quello tipicamente sigmoide, o a S, os-
servato sperimentalmente con tecniche di rivelazione si-
multanea quali la PCR in tempo reale (Fig. 2).
L’apparente incongruenza nella forma della curva di am-
plificazione quale risulta dall’espressione matematica e quale
invece risulta dalla rivelazione strumentale “in tempo rea-
le” ¢ semplicemente dovuta al fatto che in quest’ultimo
caso il sistema di rivelazione del segnale luminoso non ¢ in
grado, per il suo limite di sensibilita, di discriminare tra log
M(0) e lo zero, come pure non ¢ in grado di discriminare
tra log M(n) e lo zero, fino a che log M(n) non superi un
valore soglia rilevabile. Tutto il tratto di curva che precede
tale valore soglia appare quindi, anziché una retta con
intercetta log M(0) e coefficiente angolare log (1 + E), una
retta pressoche coincidente con I’asse delle ascisse. La cur-
va reale e quella ottenuta con la rilevazione strumentale
coincidono solo dopo che il valore soglia di rilevazione ¢
stato raggiunto e superato.

Dopo uno stesso numero di cicli amplificativi, in partico-
lare partendo da differenti quantita iniziali di sequenza ber-
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saglio, le curve di amplificazione di campioni diversi si
potranno trovare in fasi differenti (in fase di linearita
logaritmica, piuttosto che in fase di transizione o in fase di
plateau). Cio significa che il valore medio per ciclo dell’ef-
ficienza di amplificazione sara diverso da campione a cam-
pione, e in particolare nei campioni giunti a plateau (dove
E = 0) il valore medio di E sara piu basso che nei campio-
ni che dopo lo stesso numero di cicli si trovano ancora
nella fase di linearita logaritmica, caratterizzata da valori di
E prossimi a 1. In altri termini, si avra una sottostima dei
primi, rispetto a una stima piu corretta dei secondi. Se per
tutti 1 campioni la lettura venisse fatta durante la fase di
linearita logaritmica, la stima sarebbe corretta e nessuno
verrebbe sottostimato, purche pero si potesse escludere la
presenza di inibitori che possano diminuire il valore di E
fin dal primo ciclo amplificativo, e quindi indipendente-
mente dalle condizioni che portano a plateau.
Nell’amplificazione ciclotermica in tempo reale la lettura,
effettuata nel momento in cui il segnale fluorescente rag-
giunge un’intensita soglia discriminabile dallo zero, ¢ quella
teoricamente piu precoce possibile e avviene, come si ¢
detto, nella fase di linearita logaritmica, durante la quale il
valore di E si mantiene costante e prossimo al suo valore
massimo iniziale. Nellistante in cui viene raggiunta la fluo-
rescenza soglia il termine n dell’equazione cinetica coincide
con Ct, dove Ct ¢ il ciclo soglia, e 'equazione puo essere
riscritta nella forma:

M(Ct) = M(0)(1 + E)™

La fluorescenza soglia ¢ una costante per un dato tipo di

intensita di fluorescenza

n (numero di cicli)

Figura 2. Cinetica di amplificazione quale si ottiene speri-
mentalmente con tecniche di rivelazione simultanea in fluo-
rescenza. |l tratto orizzontale iniziale delle curve corrispon-
de a un valore zero strumentale. Lo strumento nelle fasi ini-
ziali del’amplificazione non & in grado di rivelare I'anda-
mento esponenziale della cinetica amplificativa, poiché i
segnali corrispondenti ai primi cicli sono di intensita inferio-
re a quella strumentalmente rivelabile. Allorché la soglia di
sensibilita strumentale viene raggiunta (ciclo soglia) e supe-
rata, lo strumento misura 'andamento rettilineo corrispon-
dente a un valore costante e massimale di E (efficienza di
amplificazione), che poi decresce fino a zero, del tutto come
in Figura 1.
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fluoroforo e corrisponde, come si ¢ detto, a una precisa
quantita molare di acido nucleico bersaglio. Per uno speci-
ficato tipo di fluoroforo vale la relazione:

M(Ct) = k (dove k ¢ una costante);
cio permette di ricavare direttamente il valore della quan-
tita iniziale di bersaglio M(0). Da:

M(Co = k = MO)(1 + B)
si ottiene infatti: M©0) =k / (1 + E)* = k(1 + E) “

Nel caso ideale in cui E = 1, il valore di M(0) ¢ facilmente
ottenibile anche in assenza di una curva di calibrazione,
essendo noto k e potendosi misurare Ct. Al di fuori di
questo caso ideale, ¢ comunque teoricamente possibile ot-
tenere un valore medio di E utilizzando dei calibratoti estet-
niin concentrazioni scalari: il valore di E puo essere desunto
dalla pendenza, o coefficiente angolare, che potra variare
tra una seduta analitica e P’altra, della retta di calibrazione.
E’ pero una forzatura ipotizzare che il valore di E sia iden-
tico per tutti i campioni di una stessa seduta analitica; in
linea generale bisogna invece ammettere che Uefficienza di
reazione sia variabile da campione a campione: per otte-
nere M(0) in queste condizioni si rende allora necessaria
una strategia che consenta di eliminare la variabile E dal-
I'equazione. Cio ¢ possibile attraverso I'introduzione in ogni
singola miscela di reazione di un competitore, o calibratore,
o controllo interno in quantita nota, che venga amplificato
con la stessa cinetica del bersaglio. Uno standard amplifi-
cato a parte, ossia una curva di calibrazione esterna, puo
essere solo rappresentativa di un valore medio di E all’in-
terno di una singola seduta analitica.

Utilita e caratteristiche del calibratore o
riferimento interno™#

Come si ¢ ribadito, il risultato analitico puo differire note-
volmente in relazione al momento, durante il processo
amplificativo, in cui esso viene rilevato (fase di linearita
logaritmica, di transizione o di plateau), nonché all’efficienza
di amplificazione iniziale, che puo essere diminuita in pre-
senza di inibitori. Per questi motivi ¢ opportuno utilizzare
un controllo o competitore interno. Per potersi definire
tale, il controllo interno deve essere amplificato con la stessa
efficienza della sequenza bersaglio.

Se M(0) ¢ la quantita iniziale di sequenza bersaglio presente
nel campione, C(0) la quantita iniziale di competitore (nota),
M(n) la quantita di sequenza bersaglio sintetizzata dopo n
cicli di amplificazione e C(n) la quantita di competitore
sintetizzato dopo n cicli di amplificazione, si ha:

M(n) = M(0) 1 + E)* e C(n) = C(0) (1 + E)
Percio M(n)/ C(n) = M(0) (1 + E)* / C(0) (1 + B
e quindi M(n) / C(n) = M(0)/ C(0)

purche E abbia lo stesso valore sia per C (calibratore) che
per M (bersaglio): in queste condizioni dopo n cicli di
amplificazione il rapporto quantitativo tra M e C rimane
uguale a quello iniziale. Il risultato ¢ indipendente dal nu-
mero dei cicli e dalla quantita di amplificato prodotto dal-
la reazione. Vengono cosi eliminate tutte le variabili che si
riflettono sull’efficienza di reazione (composizione molare
della miscela di reazione, inattivazione termica della DNA-
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polimerasi o DNA-ligasi, presenza di inibitori, attivita
nucleasiche, ecc.). L’equazione finale non vale, ovviamente,
se 1 valori di efficienza di amplificazione per standard e
bersaglio sono diversi.

Per avere la stessa efficienza di amplificazione della sequenza
bersaglio, il competitore deve avere caratteristiche molto
simili a questultima. La sua lunghezza deve differire il
meno possibile da quella della sequenza bersaglio, poiché
il tempo impiegato per la reazione enzimatica di
polimerizzazione varia in funzione della lunghezza e cio
puo tradursi in una diversa efficienza di amplificazione.
Anche la composizione in basi del competitore ¢ impor-
tante, poiché dal rapporto tra basi puriniche e pirimidiniche
dipende la temperatura di denaturazione-rinaturazione della
doppia elica del competitore.

La sequenza del competitore deve essere ovviamente di-
versa, anche se per poche basi, da quella bersaglio, in quan-
to deve essere distinguibile nella fase di rivelazione. E” bene
tuttavia che le differenze di sequenza non riguardino le re-
gioni complementari agli inneschi, in modo che sia possi-
bile utilizzare gli stessi inneschi sia per il bersaglio che per il
competitore: cio rende piu probabile una uguale efficienza
di amplificazione. Nel caso della PCR in tempo reale il
competitore puo essere rivelato con sonde fluorescenti che
emettono a una lunghezza d’onda diversa da quella utiliz-
zata per rivelare il DNA bersaglio”, in modo che i due
segnali non si sovrappongano tra loro.

Se il processo di amplificazione ¢ preceduto da una fase di
retrotrascrizione (come nel caso di HCV-RNA), il compe-
titore interno dovra essere utilizzato gia a partire da questa
fase. Lutilizzo di un competitore interno di DNA dopo la
retrotrascrizione ¢ metodologicamente scorretto ¢ puo
portare a risultati altamente imprecisi, poiché anche Ieffi-
cienza della reazione di retrotrascrizione puo discostarsi
dai valori massimi teorici: questa variabile puo essere eli-
minata solo retrotrascrivendo nella stessa miscela di rea-
zione la sequenza bersaglio e un competitore interno.
Affinche sia assicurata una uguale efficienza di re-
trotrascrizione, la sequenza bersaglio e il competitore do-
vranno utilizzare lo stesso iniziatore (primer) per la tra-
scrittasi inversa.

Nel processo analitico di determinazione quantitativa una
variabile minore, ma non trascurabile, ¢ rappresentata an-
che dall’efficienza di estrazione dell’acido nucleico. L’ag-
giunta del calibratore interno a quantita nota fin dalla fase
di estrazione consente di monitorare I'intero procedimen-
to™, eliminando anche questa vatiabile. L’efficienza di estra-
zione, alta o bassa che sia, sara la stessa per la sequenza
bersaglio e per il competitore, percio, al termine del pro-
cesso estrattivo, il rapporto finale tra quantita di sequenza
bersaglio e quantita di competitore sara identico a quello
iniziale, poiché, per le caratteristiche chimicofisiche del com-
petitore, il processo di estrazione non potra discriminare
tra le due specie di acido nucleico.

E’ da ultimo opportuno sottolineare la necessita di effet-
tuare tutti i controlli intesi ad accertare la corretta concen-
trazione, nonché la perfetta integrita del competitore.

In appendice si potrebbero fare alcune considerazioni re-
lative all’errore intrinseco, o incertezza teorica, nella misu-
ra.

A livello molecolare la quantita di prodotto di una reazio-
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ne chimica ¢ legata alla probabilita con cui ogni singola
molecola tende a reagire. Quando la popolazione
molecolare ¢ ampia la legge dei grandi numeri genera un
comportamento di tipo deterministico. Una frazione delle
molecole reagisce e le fluttuazioni di questa frazione si fan-
no trascurabili fino a ridursi a zero man mano che la po-
polazione molecolare aumenta e tende a infinito. Quando
pero la popolazione molecolare ¢ molto piccola aspetto
probabilistico si fa piu evidente, ossia ¢ possibile osservare
grossolane fluttuazioni nella frazione di molecole che rea-
giscono (comportamento di tipo stocastico)”".

Nella reazione polimerasica a catena ciascuna molecola di
DNA puo essere duplicata non piu di una volta con una
probabilita p durante un singolo ciclo di amplificazione. 11
fattore di amplificazione m, corrispondente al coefficiente
1+E dell’equazione cinetica, ¢ legato alla probabilita p dal-
la semplice relazione m = 1+p. In realta E ¢ p sono la
stessa cosa, poiché I'efficienza di amplificazione E corri-
sponde a livello molecolare alla probabilita di reazione,
ovvero di duplicazione, che varia tra 0 e 1.

Quando p =1 (probabilita massima, pari al 100%) si ha m
= 2, ossia il raddoppio delle molecole di DNA dopo il
ciclo amplificativo. Per p = 0,5 (probabilita pari al 50%) si
ha m = 1,5 (incremento della massa di prodotto pari al
50% dopo il ciclo amplificativo). Si puo dimostrare che il
livello di incertezza, ossia il grado di errore nella misura, a
parita di popolazione di partenza, decresce al crescere di
m; per un valore di m costante il grado di errore aumenta
al diminuire della popolazione molecolare, raggiungendo
un valore massimo per una popolazione costituita da
un’unica molecola di DNA.

Per fare un esempio numerico, se indichiamo con N(0) la
popolazione iniziale, per N(0) =1 e m = 1,5 si ottiene una
incertezza relativa teotica pari al 255%, che si riduce al 99,1%
pet NO) =1 em = 1,9. Per N(O) = 100 e m = 1,5 si
ottiene una incertezza teorica pari al 25%, che si riduce al
10% per N(0) = 100 e m = 1,9 ",

Analisi quantitativa dell’espressione genica: le
“sonde a schiera” o “microarray”

11 termine “microschiera” (come anche “sonde a schiera”)
¢ una possibile traduzione dell’inglese “microarray”®'%,
che sta per “microscopic glass array”, ossia disposizione
ordinata, dispiegamento, ovvero schieramento (atto ed
effetto dello schierare, ordinamento o disposizione in schie-
ra) su un vetrino da microscopio di elementi che consen-
tono il legame specifico di geni o prodotti genici. Esso
rende conto dell’architettura di uno strumento analitico di
estrema sofisticazione, dove le molecole legate al suppor-
to solido sono disposte esattamente come un esercito schie-
rato pronto alla battaglia. Secondo il vocabolario italiano,
schiera ¢ una moltitudine ordinata in lunghe file una accan-
to all’altra o comunque raggruppata secondo determinati
o prestabiliti criteri. Un termine alternativo potrebbe forse
essere quello di “griglia”. Ogni posizione dello schieramen-
to, diviso in righe e colonne, ¢ occupata da una singola
specie molecolare di identita nota (acido nucleico o prote-
ina o tessuto, a seconda del tipo di “microschiera) che,
legandosi a molecole (acidi nucleici o proteine) presenti nel
campione saggiato fornira informazioni di tipo qualitativo
e, in determinate condizioni, anche di tipo quantitativo, nel-
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I’ambito della ricerca biologica, come nell’analisi di vie

metaboliche, dell’espressione genica, dell'interazione tra

proteine, dei polimorfismi, nonché di mutazioni,
riarrangiamenti e delezioni a livello genomico, per citarne

solo alcune. Le applicazioni sono sempre pitl numerose e

spaziano dalla ricerca e diagnostica in ambito oncologico,

alla microbiologia, alla fisiologia, alla farmacogenomica, a

svariate branche della medicina interna.

La tecnologia della “microschiera” ¢ stata sviluppata a par-

tire dalla meta degli anni Novanta all’Universita di Stanford

ad opera di Schena e coll. ed ¢ frutto dellinterazione tra
varie discipline, come biologia, chimica, fisica, ingegneria,

matematica e informatica. Lo sviluppo dei supporti a

microschiera ¢ andato di pari passo con quello dei micro-

processori a semiconduttore, attualmente capaci di opera-
re miliardi di operazioni al secondo (capacita operative

dell’ordine dei gigahertz) su circuiti miniaturizzati delle di-

mensioni di frazioni di micrometro. I primi supporti a

microschiera, nel 1995, contenevano 96 geni, legati ognu-

no a una superficie del diametro di 200 micrometri; nel

2001 contenevano gia 30.000 geni, ognuno occupante una

superficie del diametro di 16 micrometri. Attualmente sono

disponibili “microarray” per I'intero genoma umano, che
rappresentano circa 41.000 geni e trascritti.

Esistono diversi tipi di “microarray” (“microschiere”):

1) “schiere” a cloni di DNA micropipettati, dove in ogni
posizione del supporto (un vetrino da microscopio) vie-
ne impresso e legato uno specifico clone di cDNA
(DNA retrotrascritto su uno specifico mRNA). La lun-
ghezza dei cDNA utilizzati ¢ tipicamente di 500-2500
coppie di basi. I primi esperimenti furono fatti con que-
sto tipo di microschiere, tuttora ampiamente usate nei
saggi di espressione genica intesi a valutare la quantita di
specifici mRINA trascritti a partire da un complesso di
geni. Circa il 65% di tutte le pubblicazioni riguardanti
lavori in cui si sono usate le schiere riguardano la tipologia
a cDNA.

2) “schiere” di oligonucleotidi sintetizzati i sitn. La sintesi
degli oligonucleotidi, a singola elica e di lunghezza pari
a 15-80 (piu spesso intorno a 25) nucleotidi ¢ ottenuta
associando un procedimento di sintesi chimica con tec-
niche fotolitografiche che ricalcano quelle utilizzate nella
fabbricazione miniaturizzata dei semiconduttori (micro-
processori). La tecnologia fotolitografica ¢ assimilabile
a quella di una macchina stampatrice. Vengono prefab-
bricate fino a 100 maschere fotolitografiche e le quattro
basi del DNA, ossia A, T, G, C sono poi stampate in
“fogli” sovrapposti strato su strato fino a formare
oligonucleotidi della lunghezza voluta. Il processo di fab-
bricazione del tipo a getto di inchiostro “stampa” le
quattro basi nucleotidiche in maniera non molto diver-
sa da quella di una stampante a quattro colori. Le testine
di stampa rilasciano una quantita controllata di A, T, G,
C. Una goccia si sovrappone all’altra, sintetizzando chi-
micamente un filamento di DNA. Per ogni specifico
tipo di schiera si dovra caricare il corrispondente “file”
(insieme dei dati operativi) nell’elaboratore che control-
la il sistema di stampa. Le schiere a oligonucleotidi sono
piu costose, ma possono raggiungere una densita di
schieramento molto elevata e presentano notevole ver-
satilita, in particolare nello studio dei profili di espres-
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sione genica e per la genotipizzazione. Circa un quarto
del totale delle pubblicazioni riguardanti studi con
microschiere concerne questa tipologia'*>'"*.

3) “schiere” per proteine. Sono piu recenti, e cio vale an-
che per quelle di tessuti, rispetto alle schiere con acido
nucleico. Entrambe queste piu nuove tipologie vengo-
no utilizzate con sempre maggior frequenza e a tutt’og-
gl sono riportate, considerandole insieme, in quasiil 10%
delle pubblicazioni che riguardano studi su microschiera.
Al supporto solido possono essere legate specifiche pro-
teine oppure specifiche molecole leganti proteine, come
DNA, RNA, anticorpi o altri ligandi. Le schiere a pro-
teine'"™'"% sono utilizzate per studiare attivita biochimi-
ca di una proteina o 'interazione tra proteine, mentre le
schiere a molecole leganti proteine per analizzare il pro-
filo di espressione genica, intesa come sintesi proteica,
cellulare o tessutale.

4) “schiere” di tessuti. Sono costituite da fettine sottili (5
micrometri) di tessuto normale o patologico, in parti-
colare neoplastico, fissate in formalina e fatte aderire su
un vetrino, che di solito ne contiene un numero com-
preso tra 500 e 1000. Sono utilizzate per evidenziare in
specifici tessuti normali o patologici la presenza di de-
terminati DNA, RNA o proteine mediante ibridazione
in sitn o immunoistochimica.

Come funzionano le “schiere” molecolari?

Le sonde molecolari (DNA, proteine o altri leganti) schie-
rate secondo un ordine noto sul supporto solido vengono
cimentate con acido nucleico o proteine del campione
oggetto di studio, previamente marcati con un colorante
fluorescente. Con uno scansore sara possibile misurare in
ogni punto della schiera 'intensita luminosa, ottenendo un
valore numerico che esprime la quantita di molecola mar-
cata legata ad ogni specifica sonda. E’ cosi possibile, per
esempio, ibridando le sonde a DNA della schiera con
mRNA estratto dalle cellule e marcato con fluorocromo,
ottenere un valore numerico di espressione genica per cia-
scun gene rappresentato sulla schiera.

Le schiere ad alta densita (10.000-30.000 geni) trovano
principalmente applicazione per vedere differenze
qualitative nell’espressione genica e per scoprire quali geni
sono coinvolti in un determinato processo. Le schiere a
bassa densita (100-500 geni) sono invece piu adatte per
studiare espressione genica in termini propriamente
quantitativi.

In qualsiasi tipo cellulare solo il 10-30% dei geni ¢ espresso
o attivo, cio¢ viene trascritto in  RNA messaggero. Lo
studio di quali geni sono iperespressi o ipoattivi nelle cellu-
le malate aiuta a chiarire il meccanismo patogenetico ¢ a
indirizzare verso la terapia piu efficace. Il quadro di espres-
sione genica puo peraltro in determinati casi essere
patognomonico e come tale trovare specifico utilizzo nel-
la medicina diagnostica.

Una corretta quantificazione di una specie molecolare ber-
saglio presente nel campione analizzato su microschiera
richiede che vi sia una relazione di perfetta proporzionalita
tra la quantita di molecola bersaglio presente nel campione
e la quantita di molecola bersaglio legata dalla specifica
sonda sulla schiera: cio si traduce in un segnale luminoso di
intensita direttamente proporzionale alla quantita di bersa-
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glio. Questa condizione si verifica solo quando la quantita
di sonda schierata specifica per il bersaglio ¢ in eccesso
rispetto alla quantita di bersaglio. Allorché invece la quanti-
ta di bersaglio supera la capacita legante della sonda,
cosicché quest’ultima viene saturata, vale a dire allorché il
bersaglio ¢ in eccesso rispetto alla sonda, si ottiene un se-
gnale luminoso corrispondente a una risposta massimale
che non aumenta piu di intensita al’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 considerazione, in particolare quando si
analizzino miscele complesse, come quelle di mRNA tota-
le: in queste ultime le differenze quantitative tra le singole
specie di mRNA, ossia di mRNA trascritti a partire da
geni diversi, possono essere enormi. Gli mRNA piu ab-
bondanti possono rappresentare anche I'1% del totale,
mentre trascritti piu rari possono non raggiungere neppu-
relo 0,001% del totale. Cio porta a una saturazione selettiva
delle sonde schierate specifiche per le specie abbondanti,
che cosi non possono essere correttamente quantificate,
mentre le sonde specifiche per i trascritti meno abbondan-
ti si possono mantenere in eccesso, il che permette di con-
servare le condizioni di linearita nella misura. In condizioni
di saturazione selettiva delle sonde i dati ottenibili risultano
essere quantitativi per le specie poco rappresentate e
selettivamente non quantitativi per le specie pitu abbon-
danti. Questo effetto, noto come compressione del segna-
le, puo portare a una lettura erronea sulle fasce alte di con-
centrazione, cio che si cerca di evitare in tutte escluse po-
che situazioni sperimentali. In alcune situazioni I'eccesso di
bersaglio viene esplicitamente ricercato, per esempio per
misurare la densita assoluta di sonda sulla schiera. In que-
sto tipo di analisi si cerca di ottenere la saturazione com-
pleta della sonda, corrispondente alla concentrazione di
bersaglio specifico oltre la quale non si verifica alcun au-
mento nell’intensita del segnale luminoso; confrontando
quest’ultimo con quello di una quantita nota di marcatore
fluorescente ¢ possibile calcolare il numero assoluto di
molecole sonda per unita di area sulla schiera, ossia la den-
sita di sonda. Una condizione di saturazione selettiva delle
sonde puo rendersi necessaria per misurare la concentra-
zione di specie rare in miscele complesse, come i trascritti
di geni poco espressi. In questi casi la schiera verra cimen-
tata con forti quantita di mRNA totale, tali da saturare le
sonde per i trascritti piu abbondanti, fornendo al contempo
quantita rivelabili di trascritti rari, che trovando un eccesso
di sonda specifica possono venire correttamente quantificati.
Nelle condizioni in cui si ha una lettura lineare per i trascrit-
tl piu rappresentati 1 trascritti piu rari potrebbero infatti
generare un segnale eccessivamente debole o non rilevabile.
Per poter confrontare, dopo averli memorizzati in forma
digitale, 1 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 si puo
utilizzare il segnale corrispondente ai cosiddetti “geni
costitutivi” (housekeeping genes)'"”, ossia a quei geni che,
esplicando un ruolo centrale nel metabolismo cellulare,
vengono espressi all'incirca in egual modo in tutte le cellule
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e tessuti. In alternativa si possono costruire delle curve di
calibrazione aggiungendo al materiale oggetto di analisi
delle quantita note di specifici mRNA utilizzati come con-
trollo. Le sonde specifiche sulla schiera, che dovranno ov-
viamente essere presenti in eccesso rispetto al bersaglio,
legheranno quest’ultimo, in quantita nota, e le corrispon-
denti fluorescenze potranno essere utilizzate come termini
di paragone: si otterra una serie di segnali corrispondenti a
quantita note di mRNA. Cio permette una quantificazione
sia assoluta che relativa. L.a curva standard, o di calibrazione,
puo servire anche a correggere Ueffetto di compressione
del segnale che si verifica in caso di eccesso di molecola
bersaglio rispetto alla sonda.

I “microarray” costituiscono lo strumento piu sofisticato
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 confrontata con dati precedenti o successivi per
poter dedurre, per esempio, quali geni sono coinvolti, e in
quale misura, in determinati processi fisiologici, patologici
o indotti da farmaci.

Queste “microschiere” molecolari possono essere utiliz-
zate per analizzare 'intero genoma umano in un solo pas-
saggio e per ottenere una informazione quantitativa sul-
Pespressione genica per 30.000 geni umani in meno di 10
minuti. Citando le parole di Mark Schena, I'inventore delle
“schiere” molecolari, “I’analisi con “microarray” ¢ unica
nella storia della biologia, perché nessun’altra tecnologia ha
utilizzato un tale grado di sofisticazione e attinto cono-
scenze da cosl tante discipline diverse, fornendo una visio-
ne altrettanto dettagliata della cellula.”

Conclusioni

L’evoluzione tecnologica ha messo al servizio del ricerca-
tore e del patologo strumenti di assai grande versatilita, in
grado di dare risposte sempre piu rapide e precise.
L’analisi della “filosofia” del procedimento analitico, inte-
sa come il percorso logico ad esso sotteso, ¢ quella dei
suoi punti critici non puod che aiutare a meglio interpretare
il risultato, nonché a realizzare e mettere in atto le migliori
strategie operative possibili. Nessuna tecnologia va presa a
scatola chiusa o peggio ancora subita: I'utilizzatore avra
tutti 1 vantaggi ad acquisire la massima padronanza, so-
prattutto teorica, del sistema in uso, sforzandosi di cono-
scerne e valutarne nella maniera piu analitica i vari aspetti.
Sara cosi piu agevole risolvere eventuali problemi operati-
vi e sicuramente piu soddisfacente lo stesso lavoro. La
bibliografia che segue puo servire da traccia per i necessari
approfondimenti.
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