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1. DNA e CROMOSOMI
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1. DNA e CROMOSOMI
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. DNA e CROMOSOMI
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1. DNA e CROMOSOMI

All'interno del nucleo la molecola di DNA
si condensa = cromosomi
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1. DNA e CROMOSOMI
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Cariotipo umano: 46 cromosomi



2.MUTAZIONI CROMOSOMICHE

Mutazione =

variazione del contenuto

genomico di una cellula

Mutazione macroscopica =
- variazione del numero di
cromosomi (aneuploidia)

- mutazione cromosomica
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2.MUTAZIONI CROMOSOMICHE

Mutazioni cromosomiche




3.EREDITARIETA

Malattie ereditarie

Mutazione recessiva (Fibrosi Cistica)

Un genitore portatore sano Entrambi i genitori portatori sani
Portatore MNon Portatore Portatore
sano portatore sano sano

Portatore Portatore MNon MNon Individuo Portatore Portatore Mon
sano sano portatore portatore malato sano sano portatore



3.EREDITARIETA

Malattie ereditarie

Mutazione dominante (Corea di Huntington)

Malato Sano

Malato Malato Sano Sano

NB: ua mﬂlﬂttia gene‘l'ica non & necessariamente una mGIGTTiG ereditaria



3.EREDITARIETA

NB: una mﬂlﬂfTiO gene‘l'ica non & necessariamente una mGIGTTiG ereditaria
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Cariotipo di una cellula di tumore del polmone



4 PROGETTO GENOMA

Genoma umano: insieme di tutte le informazioni genetiche
contenute nella molecola di DNA di ogni cellula =
sequenza della molecola di DNA.

Progetto genoma: ha come scopo quello di arrivare
a conoscere la sequenza completa della molecola
del DNA (geni e non) e di conoscere tutti i geni

presenti nel genoma umano (attesi: 20000-
25000).




4 PROGETTO GENOMA

Molecola di DNA umano: 3x10° basi

Intron Exon Intron Exon

o A gene composed of exons and introns is
l transcribed to RNA by RNA polymerase.

RNA
transcript

Exon
ow [

Processing involves ribozymes and proteins in the
nucleus to remove the intron-derived RNA and
splice together the exon-derived RNA into mRNA.

/

mRNA

After further modification, the mature
mRNA travels to the cytoplasm, where it
directs protein synthesis.

Nucleus

Cytoplasm

Copyright @ 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Besgamin Cummings.



4 PROGETTO GENOMA
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NONPROTEIN-CODING SEQUENCES make up only a small fraction of the DNA of prokaryotes. Among
eukaryotes, as their complexity increases, generally so, too, does the proportion of their DNA that
does not code for protein. The noncoding sequences have been considered junk, but perhaps it
actually helps to explain organisms' complexity.



4 PROGETTO GENOMA

Progetto genoma = conoscenza genoma umano

'

Studio di malattie genetiche

'

Regione con mutazione

'

Gene responsabile



4 PROGETTO GENOMA e MALATTTIE GENETICHE

Regione genomica: porzione della molecola di DNA
Identificazione regione genomica = gene

Come si indentifica una regione genomica legata a una malattia genetica:
a.Regione minima di delezione (Oloprosencefalia)

b.Citogenetica classica (AML)

c.FISH (AML)



4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

EREDITA' AUTOSOMICA DOMINANTE
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

EREDITA' RECESSIVA LEGATA AL CROMOSOMA X
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

a.Regione minima di delezione:
Oloprosencefalia, 7q36
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

Definizione di  marcatore:

Un segmento di DNA con una
posizione fisica identificabile
Su un cromosoma.

Un marcatore puo’ essere un
gene o una qualsiasi porzione di
DNA, anche con funzione non

nota.
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PAZIENTI - OLOPROSENCEFALIA
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

b.Citogenetica classica: Cromosoma Filadelfia - 1(9:22)(q34:q11)
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

c.FISH: Fluorescence In Situ Hybridization

. Magnified view
“of nucleus with
chromosomes

Tissue sample
on slide

Fluorescent iy 5\
signal FISH probe attaching
to section of DNA

molecule




4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

c.FISH: Fluorescence In Situ Hybridization

Cromosoma Filadelfia - 1(9:22)(q34:q11) - fusione BCR/ABL
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der 9

In rosso: frammento di DNA
del cromosoma 22.

In verde: frammento di DNA
del cromosoma 9.

Il frammento rosso riconosce
il cromosoma 22 normale + i
cromosomi derivati dall'unione
del cromosoma 9 con il 22 e
del 22 conil 9.

Il frammento verde riconosce
il cromosoma 9 normale + i
cromosomi derivati dall'unione
del cromosoma 9 con il 22 e
del 22 con il 9.
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c.FISH: Fluorescence In Situ Hybridization

Cromosoma Filadelfia - 1(9:22)(q34:q11) - fusione BCR/ABL

In rosso: frammento di DNA
del cromosoma 22.

In verde: frammento di DNA
del cromosoma 9.

Il frammento rosso riconosce
il cromosoma 22 normale + i
cromosomi derivati dall'unione
del cromosoma 9 con il 22 e
del 22 conil 9.

Il frammento verde riconosce
il cromosoma 9 normale + i
cromosomi derivati dall'unione
del cromosoma 9 con il 22 e
del 22 con il 9.




4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

Domanda: una volta identificata la regione genomica di
interesse, come si trovano le sonde che la
rappresentano?

Libreria genomica:
collezione di frammenti
di DNA genomico g

DHA GENOMICO UMAHNO

l Frammentare DHA
//' i
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\ >
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Inserire DHA
frammentato in
vettori

-
J Molecole di

D NA
~> mbinante

Introduzione dei
vettoriin
cellule batteriche

. O . . . LIBRERIA GEHOMICA



4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

Domanda: una volta identificata la regione genomica di
interesse, come si trovano le sonde che la
rappresentano?

Libreria genomica:
collezione di frammenti
di DNA genomico

vettore ospite dimensioni
YAC lievito 200-400kb
(mega YAC: 800kb-
1Mb)
PAC/BAC batteri 100-250kb
cosmidi/fosmidi| patteri 30-40kb

Librerie genomiche - mappe fisiche > progetto genoma



4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

Domanda: una volta identificata la regione genomica di
interesse, come si trovano le sonde che la
rappresentano?

Mappa fisica: essenziale nello studio @ @
del genoma, consente la localizzazione  _

precisa di ciascun gene (o marcatore) 7@

lungo la molecola di DNA

'




4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

Domanda: una volta identificata la regione genomica di
interesse, come si trovano le sonde che la
rappresentano?

Mappa fisica: essenziale nello studio @ @
del genoma, consente la localizzazione  _
precisa di ciascun gene (o marcatore) 7@

lungo la molecola di DNA

l Chromosome walking




4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

Domanda: una volta identificata la regione genomica di
interesse, come si trovano le sonde che la
rappresentano?

Creazione di database dedicati:
http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/
http:/genome.ucsc.edu/




4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

a. Identificazione della regione genomica coinvolta
(regione minima di delezione): PCR - FISH

PCR : Polymerase Chain Reaction
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

a. Identificazione della regione genomica coinvolta
(regione minima di delezione): PCR - FISH
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a. Identificazione della regione genomica coinvolta
(regione minima di delezione): PCR - FISH




4 PROGETTO GENOMA e MALATTTIE GENETICHE

b. Mappa fisica della regione identificata (ieri)

Mappa fisica della regione HPE, 7q36 coinvolta nell'Oloprosencefalia
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b. Mappa fisica della regione identificata (ieri)
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Mappa fisica della regione HPE, 7q36 coinvolta nell'Oloprosencefalia
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b. Mappa fisica della regione identificata (oggi)

Ideogran

7p22
7r21
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c. Identificazione del gene coinvolto

i) Mappa fisca ii) Identificazione di geni candidati
\ LOC727871
% PRR8
RBM33
SHH
iii) Ricerca di mutazioni Metodi indiretti (ieri)

1 2 C
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c. Identificazione del gene coinvolto

i) Mappa fisca ii) Identificazione di geni candidati
|"'('f<r.~»'»"-‘-::f$‘; LOC727871
w _:'I"?% P RRB
RBM33
SHH
iii) Ricerca di mutazioni Metodi indiretti (ieri)
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c. Identificazione del gene coinvolto

i) Mappa fisca ii) Identificazione di geni candidati
|"'('f-ir.~»'»"-‘-::f$‘- LOC727871
RBM33
SHH
iii) Ricerca di mutazioni Metodi diretti (oggi)

Sequenziamento diretto
del gene candidato
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4 PROGETTO GENOMA e MALATTIE GENETICHE

a+b. Identificazione e mappa fisica della regione

genomica coinvolta
Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)

i) Citogenetica: cariotipo > traslocazione

2pll
8qll
8ql2
8q13
8q21
BqL2
8q3

8q24

der8
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a+b. Identificazione e mappa fisica della regione

genomica coinvolta

Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)

ii) Mappa fisca
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a+b. Identificazione e mappa fisica della regione

genomica coinvolta
Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)

iii) FISH

7pll
7p2l

7pls

pll
8qll

8q12

8ql3

8421

I Bq2

r1dg Rl
rdg

g 8q24
crdg

der7 der8
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a+b. Identificazione e mappa fisica della regione

genomica coinvolta
Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)

iii) FISH

TpLl
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Tpld
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7qll 8qll

7921 8ql2

22 8ql3

2431 gqg

fak q
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a+b. Identificazione e mappa fisica della regione

genomica coinvolta
Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)

\

/normale
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c. Identificazione del gene coinvolto --> funzione
Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)
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c. Identificazione del gene coinvolto --> funzione
Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)

Q: ssba TiF]
Bpll FGFRM
8qll
8ql2
8ql3
8q21
TiEL =

S FOFRI, O
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c. Identificazione del gene coinvolto --> funzione

Dalla citogenetica al gene:
clonaggio di una traslocazione in LAM (leucemia acuta mieloide)
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E adesso?
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