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programma del corso di genetica medica

Organizzazione del genoma umano e dei cromosomi: geni, introni, esoni, splicing

Le variazioni nella sequenza del DNA: sequenze ripetute, varianti e polimorfismi, SNP e CNV
L'estrazione e la manipolazione del DNA, gli enzimi di restrizione, il Southern blot, la PCR

Le tecniche per identificare mutazioni note: 'ARMS, I’MLPA, FISH

Le tecniche di sequenziamento Sanger ed NGS, la NIPT

L'analisi genomica generale: cariotipo, CGH array, il sequenziamento dell’esoma con NGS

Gli alberi genealogici, penetranza ed espressivita, anticipazione

La consulenza ed i test genetici: le sindromi ed i meccanismi di trasmissione

Classi di variazioni: sostituzioni, indel, delezioni, duplicazioni, inserzioni, inversioni, traslocazioni
Effetti di allele: equivalente, amorfo, ipomorfo, ipermorfo, neomorfo, antimorfo
Monosomie e trisomie autosomiche (16, Down, Edwards, Patau), il mosaicismo

Trisomie degli eterocromosomi (Klinefelter, tripla X e XYY) e monosomia X (Turner)

Triploidia, imprinting e disomia uniparentale

Traslocazioni shilanciate e bilanciate, robertsoniane e rischio riproduttivo

Eterogeneita clinica e genetica, aploinsufficienza

Delezioni submicroscopiche (Williams, di George, Smith-Magenis)

Imprinting (Angelman, Prader-Willi, Silver-Russel)

Malattie genetiche da sostituzioni de novo: acrondroplasia, craniosinostosi, Waardenburg, progeria
Eredita autosomica dominante: Neurofibromatosi, Marfan

Malattie genetiche legate al cromosoma X: Distrofie Muscolari di Duchenne e Becker, Emofilia, sindrome di Rett

Eredita autosomica recessiva: Fibrosi Cistica, LGMD, Atassia di Friedreich, SMA, Talassemie
Mutazioni dinamiche: X fragile, corea di Huntington, SCA, distrofia miotonica

Malattie ad eredita mitocondriale

Malattie multifattoriali



Testi consigliati

Moncharmont
Patologia Generale (3 capitoli genetica)
Editore Idelson Gnocchi

Da Trattato Italiano di Medicina di Laboratorio vol IX
Diagnostica molecolare: Genetica
Editore Elsevier Masson

Strachan-Read
Genetica Molecolare Umana
Editore Zanichelli

Sito web http://www.vincenzonigro.it (glossario)
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Il genoma e l'intero patrimonio
genetico di un organismo vivente

Si pu0 paragonare ad un'enorme
enciclopedia in cui sono contenute le
istruzioni che regolano lo sviluppo el
funzionamento dell'organismo

La grandezza totale del genoma
umano aploide e di 3.070.000.000
basi di cui 2.843.000.000 sono di
eucromatina

Il DNA € identico per tutte le cellule

di un individuo ed e contenuto quasi
tutto nel nucleo, con I'eccezione del

DNA mitocondriale


http://www.ncbi.nih.gov/genome/seq
http://www.ncbi.nih.gov/genome/seq
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/H_sapiens/April_14_2003/
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/H_sapiens/April_14_2003/

tutto il codice genetico e stato letto!
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Lunghezza dei cromosomi
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UCSC Genome Browser
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single nucleotide polymorphisms
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| due alleli possono essere identici (in o
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ACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTC
GAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATAT
AGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATA
TATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGC
TCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCG
CTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACG
TGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAG
ACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGC
TCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATA
GCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCG
ACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCG
AGACCTGACCTGACCGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGAACGTGCTAG
CTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAG
GGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGA
CACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCT
CCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACA
GCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACC
TGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTA
GCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGC
TCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACAC
ACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCT
GAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTG
ACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGC
TCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTC
TCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACAC
ACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTC
CCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAG
CTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCT
GACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGC
TAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACG
TAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCG
CGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGC
GCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGAC
ACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAG
CGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTC
CGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCT
CGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTG
CTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGAC
GTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTC
GCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAG
CGGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGATAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACA
GATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTC
GATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACA
CACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCT
GAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAG
ACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGAC
ACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTC
GAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTTAGCTAGCTCCTCT
CGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATA
TAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCT
CGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTC
GATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATTATAGCTCG
CGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGA
GACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAG
CTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAA
CAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTTATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGC
GCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCC
GACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTC
GAGACCTTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCT
CGAGACGTAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAG
ATAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGAC
GTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGT



ACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTC
GAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATAT
AGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATA
TATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGC™ "~ "~ "7~ m m 7777 7 "7 TAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGC
TCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGT "ATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCG

CTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGA( ‘ O N u m b er Var | a‘tl O n CTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACG
TGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTC 3CTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAG

ACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAC GTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGC
TCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCG/ ( : N V GACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATA
GCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGA STCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCG

ACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTA AGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCG
AGACCTGACCTGACCGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGAACGTGCTAG
CTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAG
GGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGA
CACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCT
CCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACA
GCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACC
TGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTA
GCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGC
TCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACAC
ACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCT
GAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTG
ACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGC
TCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGA ACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTC
TCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACAC
ACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTC
CCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGA i GACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAG
CTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCT
GACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGC
TAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACG
TAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCG
CGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGC
GCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGAC
ACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAG
CGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTC
CGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGAT TAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCT
CGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACTATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGA CCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAG
ATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGHIATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACA
GCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACA ATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACAC
CGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGA TCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACA
CGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCG
AGCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGA
TATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAG
ATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCC
CTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGC
TCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTG
ACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGC
TCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTC
TCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACAC
ACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGG
GCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGAC
ACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTC
CCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAG
CTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCT
GACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAG
CTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGA
GATAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGA
CGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACG
TGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTC
GAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACAC
ACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGTAGGGCT
CTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGACGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGAC
ACACACAGATATATAGCGCTCCCTGAAACAGCTCCGACACAGCTCGCACACCGCTCGAGACCTGACCTGACACGTGCTAGCTAGCTCCTCTCGAGACGTAGGGCTCTCGATATAGCTCGCGACACACACAGATATATAGCGCTC




Estrazione del DNA nucleare

Sorgente: tutte le cellule
nucleate

e Nell’'uomoi globuli rossi non
hanno nucleo

e Da sangue, il DNA proviene
solo dai leucociti

e QOccorre evitare la
coagulazione del sangue,
mediante il sequestro dello
ione calcio

e Provetta con EDTA
(emocromo)




Estrazione del DNA nucleare

e || numero dei leucociti e
variabile da 2.800 a
10.000/mmc =
2.8 M-10 M/cc

e (Ciascun leucocita contiene
circa 4,5 pg di DNA
nucleare, quindi 12,6-45 ug
DNA/cc

e Quindicon una resa
estrattiva teorica del 70% da
ogni cc di sangue si possono
ricavare da 8,8 a 31,5 ug di
DNA




Metodo classico

Lisi dei globuli rossi con soluzione
ipotonica

Centrifugazione dei globuli
bianchi

Detergenti per solubilizzare la
membrana nucleare

Proteinase K per digerire istoni e
protammine

Estrazione fenolica per separare
il DNA dalle proteine degradate

Precipitazione con alcool etilico e
sodio acetato

Lavaggio

Risolubilizzazione in tampone di
pH ed EDTA

pH neutro o alcalino

<+—— Fase acquosa (DNA e RNA)

-— Interfaccia

(proteine denaturate)

\/ <«—— Fase fenolica (proteine solubili)




PROTOCOLLO Estrazione DNA da sangue

Aggiungere al campione 10 volumi di
soluzione IPOTONICA (20mM
Tris:10mM EDTA pH 8) per lisare i
globuli rossi.

Centrifugare 10" a 1500g

'hta

Allontanare il supernatante

Guardare bene come si presenta il
pellet, se non & biancastro ripetere il
lavaggio nella soluzione ipotonica

i : - 1
BT Al o0 M e
. . 5% 2 :

Quando il pellet e piuttosto chiaro
aggiungere 500mL di 0.5% SDS,
200mM NaCl, TRIS 20 mM (pH 8) e
30uL di Proteinasi K (20ug/mL).

Incubare a 42°C e lasciare tutta la
notte



PROTOCOLLO Estrazione DNA da sangue

1. Aggiungere un uguale volume di
fenolo al campione e agitare

2. Centrifugare 5.
3. Raccogliere il supernatante

4. Aggiungere 2 volumi di etanolo
100% e agitare per inversione (si
forma un flocculo bianco).

5. Prelevare il flocculo con la
pipetta e risospenderlo in 500uL
di etanolo 70%.

6. Centrifugare 3’ max RT.

7. Eliminare il supernatante con
accuratezza, ma non asciugare a
caldo

8. Risospendere gradualmente il
pellet in circa 200uL di TE1X
sterile



http://nobel.scas.bcit.ca/resource/dna/images/edited/2555_dnaComingOut2.jpg
http://nobel.scas.bcit.ca/resource/dna/images/edited/2555_dnaComingOut2.jpg

Metodo classico

precauzioni

Prelievo fresco di sangue sempre superiore per resa e qualita

Lisi completa dei globuli rossi, perché I'emoglobina inibisce
molti enzimi

EDTA ad alte concentrazioni presente in ogni fase
pH mai acido, TRIS presente in ogni fase

Fenolo non ossidato grado biologia molecolare con cloroformio,
alcol isoamilico 24:1

Risospensione del pellet graduale: 1ul, poi 10 ul, poi il resto

Conservazione a 4°C se il pH rimane basico, altrimenti in etanolo
per sempre



Caratteristiche degli enzimi di
restrizione

La sequenza riconosciuta dalla maggior parte degli E.R. e palindromica
(uguale su entrambi i filamenti quando letta in direzione 5'->3’).

In genere i punti di taglio non coincidono con 'asse di simmetria della
palindrome, generando estremita coesive (sticky ends), sporgential 5’ o
3’ (57 or 3’ overhang)

| punti di taglio possono anche cadere sull’asse di simmetria della
palindrome, generando estremita tronche (blunt ends).

E.R. diversi che riconoscono la stessa sequenza bersaglio sono detti
isoschizomeri.




Gli enzimi di restrizione tagliano il DNA in modi differenti

(a) Blunt ends (Rsalg
ugar-phosphate
.- -\ Rsal backbone

5 . l 5 s 8 2
A A T G TVA Cil AATGT ACC |GG
St Bl et : e e N o S
%1—»@ FEEE
3 __ .Y _ . 5 3 5

(b) Sticky 5' ends (EcoRl)

T L EE ANFER

Al T G - A

| e | PTTY el | |

5 3 5 3 5

5' overhangs
(c) Sticky 3' ends (Kpnl)
Kpnl overha S

5' gE=am—==c 3 & 9H @ 5' 3
clAa T JaTleh e T [T, [ETTA i
TG )C A T A A ET% M@M@EAA
g 5 3 5




Enzyme

Alul
Haelll
Taql
Mnll
Hindlll
EcoRl
BamHlI
Pstl
Mstl
Smal
BssHII
Noti

Alcuni esempi di Enzimi di Restrizione

Source

Arthrobacter luteus
Hemophilus aegyptus
Thermus aquaticus
Moraxella nonliquefaciens
Hemophilus influenzae Rd
Escherichia coli R factor
Bacillus amyloliquefaciens H
Providencia stuartii
Microcoleus species
Serratia marcescens
Bacillus stearothermophilus

Norcadia otitidis-caviarum

Sequence cut

AGCT
GGCC
TCGA
CCTC/GAGG
AAGCTT
GAATTC
GGATCC
CTGCAG
CCTNAGG®
CCCGGG
GCGCGC
GCGGCCGC

Average expected fragment
size (kb) in human DNA®

0.3
0.6
1.4
0.4
3.1
3.1
7.0
7.0
7.0
78
390°
9766°



Tecnica ideata dall'inglese Edwin Mellor Southern

Il Southern blot genomico umano richiede un quantitativo minimo di 10
microgrammi di DNA

Il DNA e tagliato con uno specifico enzima di restrizione in frammenti poi
separati mediante elettroforesi in gel di agarosio

Dopo la corsa il gel viene posto in una soluzione denaturante di NaOH
0..5M per separare le eliche

Dopo neutralizzazione il contenuto del gel e trasferito per capillarita al
foglio di nitrocellulosa in alto sale

RINA or DNA Solution passes through
gel and tliter lo paper towels

ZP.labeled . = ,-h':_lranon
Size markers N Paper towels

Sponge

Electrophoresis

Gsl

Salt
solution Nitrocellulose
b



Il DNA e poi legato covalentemente ad 80C
sottovuoto

A questo punto il foglio viene immerso in una
soluzione contenenente una sonda marcata
con P32 che ibridizza con sequenze
complementari presenti sul foglio

L'ibridazione e condotta ad un opportuna
temperatura per almeno 18 ore in alto sale
ed in presenza di una soluzione conosciuta
come Denhardt e di DNA carrier

|l filtro e poi lavato in soluzione ipotonica e
ad alta temperatura ed esposto per
I'autoradiografia

Al termine si visualizzeranno frammenti di
DNA di dimensione nota che hanno ibridato
con la sonda

Gel \\ Filtar
-~
Z~ ’,\ A
. /, /,
DNA

transferad
1o filler

Hybndize with unique
nucisic acid probs

Filter in
*Seal-a-Meal *
bag
Remova Probe hybndized
unbound « o complementary
prabe sequance
/’/,\ =
/, o
o
Expose
X-ray film
1o filter PR
Autoragicgram



L'invenzione della PCR

e |deata da Kary Mullis
nel 1983

e La prima
pubblicazione e
apparsa nel 1985

e Premio Nobel per la
chimica nel 1995




Com’era I'analisi genetica prima della
PCR?

e || Southern blotting (1975) permetteva un’analisi
approssimativa dei geni (RFLPs, inserzioni &
delezioni)

e || sequenziamento del DNA (1978) richiedeva che |
geni venissero prima clonati in appositi vettori
(plasmidi o fago A)

e La costruzione di genoteche e lo screening potevano
richiedere molti mesi e le genoteche dovevano
essere preparate per ciascun individuo analizzato



Polymerase Chain Reaction - PCR

La PCR rappresenta la seconda rivoluzione nelle
tecniche di manipolazione del DNA

E’ essenzialmente una tecnica di amplificazione
del DNA

DNA

PCR
Molte
:> molecole

(singola molecola) amplificazione




Polymerase Chain Reaction

e Metodo per I'amplificazione esponenziale di
sequenze di DNA

e |ngredienti di base
— Stampo di DNA o RNA
— 2 primers complementari a differenti regioni dello stampo
— DNA polimerasi termostabile
— 4 nucleotidi
— il buffer appropriato



Schema della PCR

Estrazione del
DNA o

<
DNA <
_ ‘ RNA dal campione

RNA < '

A

D NA »  Rivelazione




TIPICA MISCELA DI REAZIONE
25 o 50pl in una provetta micro Eppendorf (0.2 0 0.5 ml)

COMPONENTE VOLUME Concentrazione
finale

10 X PCR Buffer Sul 1X

10 X dNTPs (2mM) Sl 200pM

Forward primer (5 pmols/pl) S5l 0.5uM

Reverse primer (5 pmols/pl) Sul 0.5uM (25pmols/50ul)

DNA genomico stampo Zl—ll lug

polimerasi termostabile (5U/pl) 0_2u| 1 unita

H,O (a 50pl di volume finale) 27_8u|




| cicli della PCR

e 30-35 cicli ciascuno

comprendente: lnitial. Cycle Cycle
— denaturazione (95°C), denaturalion; 1 2
10-40 sec 95°C , =
o etc.
— annealing (50-65°C), 30- % il f E
120 sec 3
: : : © A
— polimerizzazione 55°C|
(68-72°C),
il tempo dipende dalla
lunghezza del Time

frammento



Quante copie?

e Nessun prodotto fino al 3° ciclo

e 'accumulazione non e un raddoppiamento
completo dopo ciascun ciclo

e Dopo 32 cicli ci dovrebbero essere max
1,073,741,764 copie di lunghezza definita
(~1x10°)



Thermal cycler, AppliedBiosystems




Thermal Cyclers, MJ Research




Sintesi da parte della DNA polimerasi

) 3
“T-A-C-G-T-A-(—-C-T—n =
I I I I . ] | 1 T I

!A-T-G CATGCATGC* *

Uno specifico DNA a singola elica (primer o
innesco) ibrida con I’elica che deve essere
copiata



Come funziona la PCR

e Come fa la polimerasi a sapere quando
fermarsi una volta che ha raggiunto l'altro
orimer?

e PCR animation
nttp://www.dnalc.org/resources/animations/
ocr.html



../../Prof.%20Nigro/Desktop/didattica/Desktop/PCR.EXE

Quanto e potente la PCR?

La PCR puo amplificare fino ad ottenere una quantita
utilizzabile di DNA (visibile su gel) in meno di 2 ore

Lo stampo di DNA non necessita di particolari
purificazione se il frammento da amplificare e di
dimensioni ridotte (fino a 1000bp)

Il prodotto della PCR puo essere digerito con enzimi
di restrizione, sequenziato o clonato

La PCR puo amplificare una singola molecola di DNA
(es. uno spermatozoo)



Elettroforesi su gel . Separa le molecule per dimensione
separazione orizzontale --> Agarosio = DNA ed RNA
separation verticale --> Acrilamide = DNA, proteine ed RNA

le molecole piu piccole migrano nel gel piu velocemente

plata sizes 10.5 x 10cm
20.5 x 20cm
Plastic 20.5 x 10cm

frame 1

2L HE L
l
AN

Anode




Elettroforesi su gel: visualizzazione diretta delle molecole
separazione orizzontale --> Agarosio = DNA ed RNA

b
i
h




Il DNA colorato con bromuro di etidio
emette una fluorescenza di colore rosso-arancio se sottoposto a
luce UV




screening di mutazioni dal DNA genomico

— — — 1 N



Screening di mutazioni dall’'RNA
messaggero con RT-PCR

| cells with naturally high or ectopic
expression for gene of interest

[ | | | | MRNA

u Reverse transcriptase

1R 2R 3R
= 4= 4=

[ [ [ 1 ] cDNA

= = =



PCR Primers

e Primers dovrebbero essere di ~20-30 nt
e || contenuto di G/C dovrebbe essere 40-55%.
e La base al 3" dovrebbe essere una C

e | primers non dovrebbero formare strutture
cruciformi, ecc

e | primers dovrebbero riconoscere una
sequenza unica sul genoma, almeno al 3’



Primers che formano dimeri

+ 5’ -ACCGGTAGCCACGAATTCGT-3"
NEREEEENN
3’ -TGCTTAAGCACCGATGGCCA-5"
e | dimeri di Primers sono un eccellente
substrato indesiderato per la Taq polimerasi



Optimizzare la temperatura di
annealing

e Primers hanno un
temperatura teorica
calcolata cosi:

— 2°CA/Te4°CG/C (e.q.
54°C).

e La temperatura deve
essere confermata
empiricamente

e Usare un gradient cycler.

M 50 52 54 56 58 60




Optimizzare la concentrazione di ione Mg?*

e |'accuratezza della PCR
dipende dalla M 1520253035 40
concentrazione di [Mg?*]
libero

e || [Mg?*] libero € il [Mg?*]
totale meno le
concentrazioni di dNTP,
DNA, primers e le tracce
di EDTA

e \Variare di almeno 0.5mM
tra campioni




Nested PCR = PCR nidificata con una seconda coppia di
primers interna rispetto alla prima coppia

Tarbet DNA

First Set
of Primers t
First Amplxcon

L=F=-J

Second Set
of Primers

Specific amplification of the target DNA

=)




Falsi positivi di PCR

Contaminazione o errore
— nella raccolta del campione
— Durante il trasporto
— Nel laboratorio da parte di altri campioni o controlli
positivi
— Nel laboratorio da precedenti PCR
e Necessita di controlli negativi

Primers non abbastanza specifici
— Fare tests aggiuntivi



La PCR dovra
essere sempre

assemblata sotto

cappa per evitare
contaminazioni e

falsi positivi




