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Microarray: passo dopo passo

Produzione delle sonde di DNA

Gli scienziati possono “fabbricarsi” il proprio DNA
microarray in vari modi:

- con la tecnica della Polimerase Chain Re-
action (PCR) possono generare migliaia di piccole
molecole di DNA a doppia €lica

- se conoscono la sequenza nucleotidica
dei geni di interesse, possono chiedere ad un’a-
zienda di produrre delle piccole sequenze di DNA
a filamento singolo delle sequenze desiderate.

Stampa o “spotting”

I DNA microarray sono molto compatti e possono
essere facilmente prodotti in laboratorio utilizzan-
do dei vetrini simili a quelli utilizzati in microscopia.
Come potrete immaginare, stampare 20000 mi-
nuscoli “spot” di DNA (ogni spot contiene miliardi
di copie di DNA di un singolo gene) su una super-
ficie cosi piccola € molto difficile. Non solo gli spot
devono essere della stessa forma, ma devono an-
che essere equidistanti. Questi risultati vengono

raggiunti da robot costruiti appositamente.
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Il tappeto

E’ possibile fabbricarsi il proprio tappeto o, in alter-
nativa, basta scrivere a ells@embl.de ed ordinarne
uno gia pronto, versione Lite (1x2.5 m) al prezzo di
40 Euro (escluse le spese postali).

Stampa o “spotting”

Nel microarray virtuale il tappeto rappresenta il ve-
trino, con 10 “spots” contenenti sequenze di DNA
a singolo filamento derivate da 10 geni divers: ale-
xander fleming, jacques monod, thomas morgan,
barbara mcclintock, leo szilard, john kendrew,
francis crick, rosalind franklin, maurice wilkins, ja-
mes watson. Le molecole di DNA sono rappresen-
tate da Velcro colorato, ad esempio il velcro che
corrisponde al gene di john kendrew & colorato
in rosso. Dovrete attaccare le striscie di velcro sul
tappeto.
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Un braccio meccanico guida un set speciale com-
posto da 48 capillari alle vaschette che contengo-
no le sonde di DNA che devono essere stampate
sul vetrino (poiché i capillari sono molto costosi e
delicati, la macchina ne contiene solo 48 che ven-
gono usati piu volte). Il braccio meccanico immer-
ge i capillari nelle vaschette, in modo che questi
ne prelevino il contenuto, poi li sposta sul vetrino
(che ha ricevuto un trattamento precedente) e de-
posita sul vetro 200 hl di DNA da ogni capillare.

Dopo che la prima linea & stata stampata sul pri-
mo vetrino il braccio meccanico passa al secon-
do vetrino e cosi via, affinché tutti i vetrini abbia-
no la stessa linea stampata sulla superficie. Alla
fine il braccio lava i capillari, li immerge in nuove
vaschette contenenti campioni diversi, torna al
primo vetrino e stampa una nuova linea. Questa
procedura viene ripetuta diverse volte fino a pro-
durre vetrini completi, ognuno dei quali contiene
un “microarray” di 20000 punti. Dopo la stampa i
vetrini sono riscaldati per fissare il DNA.

Estrazione di mRNA

Per eseguire un esperimento di microarray, gli
scienziati estraggono I'mRNA dalle cellule che vo-
gliono studiare Questo processo & relativamente
semplice.

Per ogni esperimento bisogna estrarre mRNA da
due differenti tipi cellulari: un controllo ed una linea
cellulare da analizzare. Ad esempio, se I'obietti-
vo fosse quello di analizzare cellule cancerose si
dovrebbe estrarre mRNA da cellule normali (non
cancerose) di controllo ed mRNA da cellule can-
cerose dallo stesso tessuto.
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Estrazione di mRNA

L'mRNA ¢ rappresentato da piccole torce tasca-
bili. Ogni torcia corrisponde ad un singolo filamen-
to di mRNA di un particolare gene ('mRNA del
gene di john kendrew & pure colorato in rosso) e
possiede una targhetta con il nome del gene cor-
rispondente.

I numero esatto ed il nome delle torce saranno di-
scussi piu avanti. Per il momento & sufficiente sa-
pere che ci sono torce corrispondenti agli MRNA
delle cellule di controllo ed altre corrispondenti agli
MRNA della linea cellulare in analisi.

Le torce devono essere marcate con carta adesi-
va trasparente verde o rossa, per indicare 'mRBNA
marcato a seconda delle cellule di provenienza:
rosso vuol dire mMRNA delle cellule cancerose e
verde per I'mRNA delle cellule di controllo.
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Una volta estratto, 'mRNA deve essere legato ad
un marcatore fluorescente, in modo da essere ri-
conoscibile nelle fasi successive, sulla superficie
del microarray.

L'mRNA delle cellule di controllo viene in genere
marcato con il verde fluorescente, mentre I'mRNA
delle cellule in analisi con il rosso fluorescente.

Ibridazione

In questo passaggio, 'mRNA di controllo (marca-
to in verde) viene mischiato con ’'mRNA in analisi
(marcato in rosso). La miscela viene poi versata
sulla superficie del vetrino, che viene poi incubato
a 42°C, in modo che i filamenti singoli di MRNA
possano appaiarsi (ibridarsi) con i filamenti di DNA
complementari presenti sul microarray.

Dopo 12 ore, il microarray viene lavato per rimuo-
vere gli mMRNA che non hanno trovato un DNA
complementare sul vetrino. Il microarray &€ a que-
sto punto pronto per essere scannerizzato.

Ibridazione

A questo punto possiamo ibridare gli mRNA
marcati (le torce) con le sonde di DNA (il velcro)
sul microarray (il tappeto). Sul microarray vien
riversata la miscela degli mRNA (le torce), le torce
con il velcro rosso ibrideranno con il velcro rosso

del microarray, il giallo con il giallo e cosi via.

Alcune torce avranno un colore diverso dai colori
presenti sul tappeto e quindi non si ibrideranno.

Il velcro multicolore su alcune torce rappresenta il
caso in cui solo una piccola parte della sequenza
di mRNA & complementare al DNA e I'ibridazione
& molto debole. Durante la fase di lavaggio questi
MRNA legati in maniera debole saranno eliminati.

A questo punto dovrete quindi attaccare le torce

in modo da abbinare i colori del velcro sulle torce
con quelli del velcro sul tappeto. Le torce devono
essere spente in questa fase.
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Scanzione del microarray—acquisizione
dell‘immagine

E’ ora di vedere il risultato dell’esperimento per
sapere quale mMRNA si ¢ ibridato con un DNA spe-
cifico. L'analisi viene effettuata da un scanner la-
ser che funziona proprio come gli scanner normali
che si usano con il computer. Il laser scannerizza il
vetrino ed il computer combina le immagini produ-
cendo un risultato simile a quello in figura.

Ma... attenzione, nellimmagine non ci sono solo
punti rossi o verdi, ma anche gialli e arancionel!

Questo pud essere spiegato facilmente. E’ evi-
dente che i punti rossi contengono mMRNA pro-
veniente dalle cellule cancerose ed i punti verdi
MRNA da cellule di controllo. Ma cosa succede
se una quantita simile di mMRNA di controllo ed
MRNA canceroso ibridano con la stessa sequen-
za di DNA? Il verde ed il rosso si combinano per
dare il giallo!

Scanzione del microarray—acquisizione
dellimmagine

Per fare una scansione virtuale, accendete tutte le
torce attaccate sul tappeto, facendo attenzione a
non staccarle. Spegnete le luci nella stanza ed os-
servate il microarray.

Analizzate il microarray, punto per punto (cerchio
per cerchio). Che commento potreste fare sul co-
lore e sull’intensita delle luci? Da notare, nel mi-
croarray virtuale non & possibile riprodurre i punti
gialli. Tuttavia i punti rossi e verdi sono evidenti.
Annotate il numero di torce rosse e verdi per ogni
gene. Questi numeri serviranno in seguito per I'a-
nalisi.

Come per il microarray reale, i cerchi mostrano gra-
dazioni diverse di colore. In un cerchio che appare
rosso, solo gli mRNA provenienti da cellule cance-
rose (torce rosse) si sono ibridati con le molecole di
DNA. Allo stesso modo i cerchi verdi corrispondono
ad un’esclusiva ibridazione degli mRNA di control-
lo. | cerchi gialli indicano una quantita equivalente
di mRNA di cellule cancerose e di controllo. Ancora
una volta questa & una semplificazione poiché nel
microarray reale ci sono infinite gradazioni di colore
nei vari “spots”, che & possibile decifrare solo se si

utilizza un programma di scansione laser.
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Ricordate che gli mRNA ibridano con i DNA com-
plementari, € che in ogni “spot” del microarray Ci
sono miliardi di copie del DNA di un singolo gene.
In altre parole, quando uno “spot” & giallo, vuol
dire che con quel gene si sono ibridate quantita
uguali di mRNA di controllo e di cellule cancerose.

Normalizzazione Normalizzazione
Nel microarray l'intensita del colore non sempre Come detto prima, gli scienziati possono dedurre il

rappresenta la reale quantita di mRNA ibridato, numero di mRNA presente in uno “spot” dal colore

poiché il processo di marcatura dell mMRNA & in- dello “spot” stesso sul microarray. Allo steso modo

fluenzato dalla sua lunghezza e dal tipo di marca- VoI potreste determinare il numero di torce in ogni

tore utilizzato. cerchio del microarray dall’intensita della luce.

Ma consideriamo alcuni esempi. Se in un cerchio

n pr matematico n me normalizza- ’s , .
Un processo matematico noto come normalizza c’e una torcia, e in un altro ce ne sono due, e se

zion rr I'intensita di colorazione, per far .
one corregge ensita di colorazione, per fare tutte le torce hanno le stesse batterie, allora la luce

in'modo che essa rispecchi proprio la quantita di di due torce sara due volte piu forte della luce di una

MRNA ibri .D la normalizzazion O CO- .
bridato. Dopo la normalizzazione pud co sola torcia.

minciare I'analisi.
Ma cosa succederebbe se la batteria nelle due torce
fosse piu scarica e quindi queste funzionassero con
una potenza dimezzata? In questo caso esse emet-
terebbero la stessa luce di una sola torcia. In altre
parole, la quantita di luce che vedete nel microarray
virtuale non dipende solo dalla quantita di torce pre-
senti, ma anche dallo stato di carica delle batterie.

Analisi e raggruppamenti Analisi e raggruppamenti

Ci vorrebbero anni per analizzare un microarray Ques.ta parte sara spiegata negli esercizi per le
punto per punto. Gli scienziati quindi hanno tro- classi.
vato un modo per raggruppare i geni che variano
nello stesso modo. Anche in questo caso, dei pro-
grammi molto complessi eseguono questo pas-

saggio in maniera automatica.
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