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Microarrays proteici e proteomica: nuove tecnologie
per I'identificazione di marker biologici
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La ricerca biomedica ha compiuto notevoli e rapidi
progressi negli ultimi anni grazie a sequenziamento
del genoma umano ed alla disponibilita di tecnolo-
gie quali i DNA array: la rappresentazione di ogni
gene umano in un singolo chip, infatti, permette, al-
meno teoricamente, la quantificazione dell’ espres-
sione genica in ogni tessuto (1). In guesto contesto,
la proteomica é figlia naturale della genomica
poiché, se da un lato i DNA array dipendono dalla
retrotrascrizione dell’RNA messaggero, dall’altro
gli array proteici permettono una misurazione diret-
ta dei prodotti genici, con gli obiettivi dichiarati di
definire la quantita, le modificazioni, I’attivita, la
localizzazione e le interazioni di tutte le proteine del
campione in esame. Attualmente |e tecnologie
disponibili limitano le nostre analisi ala valutazione
contemporanea di uno o due di questi parametri e
soltanto in relazione ad una frazione proteica.
Esistono, percio, array che permettono una pro-
teomica quantitativa ed altri che sviluppano invece
una proteomica funzionale, volta a definire la fun-
zione di ogni proteinadi un dato organismo (2).
Proprio grazie alle sue caratteristiche ed alla sua
versatilita, la tecnologia dei microarray proteici si
inserisce sia nella valutazione quantitativa che fun-
zionale del proteoma. Un microarray proteico € cos-
tituito da un supporto solido (slide) sul quale diversi
reagenti (proteine purificate, peptidi, anticorpi, al-
lergeni,...) sono depositati (“spottati”, in gergo tec-
nico) in maniera ordinata e ad una specifica e
definita densita (fino a 500 molecole/spot di 150
mm). Ognuno di questi agenti catturala propria pro-
teina target, isolandola cosi da una miscela comp-
lessa, quale pud essere, per esempio, un lisato cellu-
lare, e le proteine catturate vengono successiva-
mente evidenziate e quantificate o valutate per
guanto concerne la loro attivita, le modificazioni, le
interazioni proteina-proteina.

Nonostante |’ esistenza di diversi microarray proteici

e di differenti approcci per la loro generazione, un
comune passaggio critico nella loro produzione é
legato alla distribuzione del set proteico che deve
avvenire senza provocare la denaturazione delle
proteine ed in modo che le quantita depositate siano
sufficienti per la realizzazione del test. A questo
SCOopo, recentemente sono comparsi array proteici
costruiti su supporti di vetro, d oro, di polistirene, a
fine di minimizzare |la perdita di materiale proteico
(soprattutto anticorpi) durante le procedure di
legame e di lavaggio. Inoltre, attraverso sofisticate
tecniche di microingegneria, sono stati costruiti
chips la cui superficie risulta modificata dalla pre-
senza di micropozzetti, microcanali e mi-
crochiusure, la cui funzione é quella di ridurre I'e-
vaporazione e la denaturazione degli agenti “spot-
tati” sul supporto, di aumentare la capacita di bind-
ing-protein e di prevenire la cross-contaminazione
trai vari agenti depositati (proprio perché fisica-
mente separati) (3-5).

Cimentato il campione con il microarray e bloccata
la proteina target, & necessario rivelare la sua pre-
senza sulla slide e, possibilmente, quantificarla.
Generamente, la visualizzazione di un microarray
proteico é affidata all’ utilizzo di fluorocromi coniu-
gati allo stesso target o ad un anticorpo. | fluorocro-
mi attualmente piu utilizzati sono Cy3, Cy5 ed
Alexa. Cy3 e Cy5 sono gli stessi fluorocromi mag-
giormente utilizzati anche nei DNA microarray. La
fluorescenza emessa in seguito all’ eccitazione viene
raccolta da un apposito apparato scanner o da un
microscopio a fluorescenza o da un microscopio
confocale.

L’immagine ottenuta da un array proteico € innanzi-
tutto una conferma qualitativa dell’ avvenuto legame
tra I’agente sulla dide ed il suo target proteico. La
quantificazione del target &€ un aspetto piu comp-
lesso sia per I'analisi statistica necessaria per at-
tribuire una corretta significativita al segnale ac-
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quisito sia perché il segnale stesso pud andare in-
contro a saturazione qualora la concentrazione della
proteina target sia superiore a Img/mL. Al contrario,
a basse concentrazioni esiste una correlazione lin-
eare tra I'intensita di fluorescenza e la concen-
trazione proteica. Il limite di sensibilita attualmente
raggiunto € di circa 150 fg/mL, paragonabile al
range di quantificazione dei DNA array (6).

Data la recente introduzione dei microarray proteici
e la conseguente mancanza di una standardizzazione
internazionale, tutti i dati ottenuti attraverso questa
tecnologia devono essere validati attraverso
I"impiego di tecniche piu “tradizionali”, considerate
come standard, quali: test ELISA, RIA, western
blotting ed immunobl otting.

Nel vasto ambito dei microarray proteici, i microar-
ray basati sull’uso di anticorpi (antibody array), i
microarray basati sull’uso di antigeni (antigen ar-
ray), i microarray basati sull’ uso di autoantigeni (au-
toantigen array) e la DiscernArray technology sono
le tecnol ogie attual mente in maggiore evoluzione.
Gli antibody array vengono realizzati impiegando
supporti sulla superficie dei quali gli anticorpi ven-
gono depositati, in maniera completamente automa-
tizzata, e lasciati asciugare. La superficie rimanente
viene bloccata con una soluzione idonea (per esem-
pio, siero albumina bovina) prima di applicare il
campione da testare. Le proteine del campione cat-
turate dall’ anticorpo immobilizzato vengono identi-
ficate o perché direttamente marcate con un fluoro-
cromo o in seguito all’ aggiunta di un anticorpo mar-
cato che riconosce un altro epitopo della proteina
target (6). Questo tipo di saggio era stato originaria-
mente concepito come un detector multi-analitico,
ma e parso subito evidente come il suo utilizzo
potesse essere esteso a numerosi e svariati ambiti,
trai quali ladiagnos di malattie, la determinazione
di fattori predittivi per lo sviluppo di specifiche
malattie, la scoperta di nuovi farmaci e lo sviluppo,
quindi, di nuove terapie.

Una delle prime e piu importanti applicazioni degli
antibody array e statal’analisi proteomica delle cel-
lule di carcinoma del colon LoVo in risposta a trat-
tamento con radiazioni ionizzanti (7). Le proteine
ottenute dai lisati delle cellule non irradiate ed irra
diate sono state marcate, rispettivamente, con i fluo-
rocromi Cy3 e Cy5. | campioni sono stati successi-
vamente mescolati ed applicati ad un microarray
costituito da 146 anticorpi diversi rivolti contro pro-
teine coinvolte nella risposta alo stress, nella pro-
gressione del ciclo cellulare e nell’ apoptosi. Oltre ad
osservare |’ up-regolazione di cingue proteine apop-
totiche gia conosciute, Sreekumar e coll. (7) hanno
scoperto sei nuove proteine che venivano up-rego-
late ed una, il CEA, che veniva down-regolata.
Questi risultati sono stati confermati mediante im-
munoblotting. L’ importanza di questo studio risiede
nel fatto che dimostra come i microarray proteici
possano fornire nuove informazioni e permettere
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percio lo sviluppo di nuove ipotesi sia patogenetiche
che terapeutiche.

Un' ulteriore interessante applicazione degli anti-
body microarray € stata effettuata da Belov e coll.
(8), i quali hanno impiegato un microarray con 60
anticorpi diretti contro antigeni di cluster di dif-
ferenziazione (CD) per immunofenotipizzare i leu-
cociti ottenuti da soggetti sani e da pazienti con di-
vers tipi di leucemia. Dato che gli antigeni ricercati
sono espressi sulla superficie delle cellule, i ricerca
tori hanno potuto applicare a microarray cellule in-
tere in sospensione, successivamente evidenziate
con il microscopio confocale. Dal pattern di espres-
sione dei CD, Belov ha definito un fingerprint diag-
nostico per la leucemia linfatica cronica, ed attual-
mente sta impiegando questo microarray per sta-
bilire fingerprints per altri tipi di leucemia

Un’altra grande classe di microarray proteici € quel-
la comprendente gli antigen microarray e gli au-
toantigen microarray. In entrambi i casi s tratta di
array in grado di evidenziare nel campione, anche se
con diverse finalita, la presenza contemporanea di
anticorpi con diversa specificita. L'impiego di questi
saggi presenta notevoli potenzialita nell’ ambito del-
la ricerca epidemiologica, nello sviluppo di nuovi
vaccini, nella diagnosi di allergie, di malattie au-
toimmuni ed infettive.

A questo proposito, Mezzasoma e coll. (9) hanno
generato un microarray proteico “spottando”, in mo-
do automatizzato, una serie di antigeni microbici per
la determinazione simultanea, nel siero dei pazienti,
di anticorpi rivolti contro Toxoplasma gondii, il
virus rubella, il citomegalovirus ed i virus herpes
simplex di tipo 1 e 2 (i cosiddetti antigeni TORCH).
Le dlides di vetro cosi assemblate sono state incu-
bate con i campioni e, successivamente, con anticor-
pi secondari coniugati con fluorocromi. Le im-
munoglobuline M (IgM) e le IgG umane legate agli
antigeni spottati sono state evidenziate mediante mi-
croscopia confocale e quantificate attraverso curve
interne di calibrazione. | risultati ottenuti, che hanno
evidenziato un limite di sensibilita pari a 0,5 pg per
IgM 0 1gG legate alla slide, sono stati validati attra-
verso I'impiego di test ELISA. La concordanza dei
dati ottenuti attraverso le due metodiche € risultata
superiore a 90%. Inoltre, I’analis comparativatrail
microarray proteico ed i test ELISA ha indicato
come i vantaggi del microarray risiedano nel nu-
mero di analiti determinati contemporaneamente su
ciascuna slide, nel tempo impiegato e nei costi,
rispetto ai test ELISA dove ogni analita & determina-
to in un saggio separato, aumentando di conseguen-
zatempi e costi.

Per quanto riguarda gli autoantigen microarray, il piu
valido e finora piu esteso microarray basato sugli au-
toantigeni & stato costruito da Robinson e coll. (10)
ed e basato sullo “spotting” dei principali autoanti-
geni riconosciuti dagli autoanticorpi di pazienti sof-
ferenti di acune trale pit note malattie autoimmuni,
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tracui il lupus eritematoso sistemico, |’ artrite reumar
toide, la sindrome di Sjogren, la polimiosite, la cir-
ros biliare primaria, lo scleroderma diffuso e limita-
to. In particolare, questo microarray era costituito da
un set di 1152 chips contenenti 196 diversi autoanti-
geni comprendenti proteine, peptidi, DNA, comp-
lessi enzimatici e complessi ribonucleoproteici.
Attraverso questo approccio proteomico, Robinson e
coll. hanno determinato la presenza nel siero dei
pazienti degli autoanticorpi specifici per la malattia
autoimmune considerata. Inoltre, hanno identificato
I’isotipo anticorpale e la presenza di autoanticorpi di-
retti contro modificazioni proteiche post-trasiazion-
ali. Lasensihilita dimostrata dal test € risultata pari a
1 ng/mL (dale 4 alle 8 volte maggiore rispetto agli
ELISA convenzionali impiegati per la validazione).
Gli autoantigen microarray, quindi, non solo permet-
tono di ricercare autoanticorpi impiegando migliaia
di antigeni, ma presentano anche numerose poten-
ziali applicazioni, quali: @) rapidi screening per lade-
terminazione di specificita autoanticorpali associate
a specifiche malattie autoimmuni, e quindi diagnos e
trattamenti precoci; b) caratterizzazione simultanea
di specificita e diversita della risposta autoanticor-
pale; ¢) determinazione della sottoclasse isotopica; d)
sviluppo di terapie antigene specifiche; e) identifi-
cazione di nuovi autoantigeni.

L’ ultima tecnologia di seguito presentata, nell’am-
bito dei microarray proteici, € un vero e proprio
anello di congiunzione trala genomica e la proteom-
ica. Infatti, il DiscernArray (11) & una tecnologia, il
cui sviluppo € ancora a livello embrionale, che per-
mette la creazione di microarray proteici diretta-
mente dal DNA ottenuto in PCR o RT-PCR: proteine
e frammenti proteici vengono direttamente sintetiz-
zati dal DNA ed immobilizzati sul supporto dell’ ar-
ray. |l processo s articola in tre fasi: 1- il gene da
“saggiare” viene amplificato mediante PCR o RT-
PCR. Durante la reazione vengono inseriti elementi
necessari per |’ espressione proteica e per I'immobi-
lizzazione della proteina a supporto (sequenza Tag);
2- attraverso un sistema cell-free che associa
trascrizione e traduzione, vengono prodotte pro-
teine-Tag che s legano ad una superficie Tag-bind-
ing; 3- il microarray proteico cosi sviluppato puo es-
sere impiegato per I'analisi di interazioni proteina-
proteina o per saggiare diverse attivita enzimatiche.
Finora, questo approccio € stato impiegato per
generare frammenti anticorpali, ligand-binding pro-
teins, domini funzionali ed enzimi. Considerando in-
fine che il DiscernArray pud essere condotto anche
su DNA immobilizzato, He e coll. stanno vautando
la possibilita di convertire un DNA array diretta-
mente in un array proteico (11).

Il fine della proteomica & di definire la funzione di
ogni proteina nella cellula e come questa funzione
cambi a seconda del microambiente, delle modifiche
strutturali e conformazionali, della localizzazione
cellulare e del tipo di interazioni a cui la proteina
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pud andare incontro. | microarray proteici costituis-
cono solo una parte delle tecnologie che si stanno
sviluppando per analizzare e comprendere il proteo-
ma e le sue alterazioni (12,13); risultano, tuttavia,
uno degli approcci attualmente piu innovativi per
potenzialita di applicazioni e quantita di infor-
mazioni che possono fornire. E logico quindi
prevedere che lo sviluppo di questa tecnologia deter-
minera un sostanziale aumento della conoscenza
delle malattie e dei loro meccanismi patogenetici e,
conseguentemente, permettera diagnosi precoci ed
approcci terapeutici mirati.
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