CORSO GIORNO 3

L’argomento di oggi € l'analisi del DNA, cioé quella procedura che ci

L’'analisi del DNA

1. La differenza genetica

consente di individuare le caratteristiche unicheuda specie o di un
individuo che sono codificate nel suo DNA. Premett@ non c’'e tempo di

illustrare la fondamentale procedura skquenziamento,cioé il metodo

utilizzato per arrivare a conoscere l'esatta segaetucleotidica dei singoli
geni di una specie. Oggi questa procedura e auizmatd e molto veloce, per cui i genetisti
conoscono ormai la sequenza completa del DNA dtigsahe specie, uomo compreso. Il progetto
genoma si e concluso nel 2004, in anticipo rispattpuanto previsto grazie alla collaborazione di
molti laboratori di biologia molecolare in tuttomiondo.
Qualunque analisi non puo prescindere dalla comascdella sequenza nucleotidica dei geni da
esaminare, cosa che dunque non é l'oggetto destk$DNA; I'obiettivo di tali analisi & diverso,
cioericonoscere le piccole differenzeéndividuali o di specie nella sequenza nucleotdili base

di un determinato gene.

Geni a confronto: cyt B di pollo e di mucca
( primi 250 nucleotidi)

CTACTAAAAATAATTAACAA 50
CTAATAARMAATTGTARACAR 47

gi|5834843_14893-16035

L3 ATGGCACCCAACATTCGAAAATCCH
gi|60101824_14514-15653 A

===ATGACTAACATTCGAAAGTCCCAC

9115834843 _14893-16035
gi|60101824_14514-15653

CTCCCTAATCGACCTCCCAGC!

9115834843 _14893-16035
gl|60101824_14514-15653

915534843 _14893-16035
9160101824 _14514-15653

RATCTCC 250

9115834843 _14893-16035 CGG TC
CGATACATAC 247

gi[60101824_14514-15653

Vediamo in questa diapos. | primi 250 nucleotidi
( sequenza reale) dgene del cit.B di pollo e di
mucca. Questo gene € allocato ndDNA
mitocondriale e codifica per quel cit b coinvolto
nella catena di trasporto degli elettroni, fase
finale della respirazione cellulare. La sequenza
genica pud essere rintracciata mediante un
apposito database biologico reso disponibile
dagli USA nel sito del NCBI; le sequenze
ottenute possono poi essere comparate da un
software specifico, questo @LUSTALW. Gili

asterischi mettono in evidenza le parti comuni alagnbi i geni. Cosa accade se sequenze simili
ma non identiche vengono sottoposte a taglio camrerli restrizione?
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troveranno sul
polimorfismi nella lunghezza dei frammenti di regtne.

gene le cosiddetRFLP, cioe dei

2 Infatti lo stesso sito di restrizione sara presententrambi i
geni ma messo in punti diversi.

o Se sottoponiamo due DNA diversi al taglio con kssb
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enzima di restrizione, esso produrra frammentidghezza

diversa in quanto i siti di restrizione si trovandifferenti

posizioni sulle due catene.

Ora bisogna separare e mettere

evidenza questi frammenti, attraverso u
procedura dett& LETTROFORESI. Un

supporto di gel-agarosio contiene d
pozzetti nei quali viene inserito il DNA
frammentato; il gel viene appoggiato in u
bagno di soluzione elettrolitica tampone
cui viene applicata una diff. di potenziale
poiché il DNA in soluzione presenta
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striscia di acetato di cellulosa

Fig. 4100 - Migtazione elettroforetica.
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“Fig. 4101 - Vasca per elettroforesi.

cariche negative dovute ai gruppi fosfato, i framthgengono attrattverso il polo positivodella
camera elettroforetica. Si assiste dunque ad urgramone dei frammenti lungo il gel che
chiamiamo corsa elettroforetica. | frammenti pinghi e pesanti si muovono piu lentamente di
quelli corti e leggeri, quindi si avra, a fine carauna separazione dei frammeintibase alla
lunghezzae quindi al peso. | piu leggeri sono quelli ing@sverso il polo +
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Terminata la corsa i frammenti risulteranno aneovésibili a occhio
nudo. Per evidenziarne la posizione sul gel varattati conetidio
bromuro, una sostanza che si insinua nella doppia elicae ch

— —— reagisce agli UV rimandando una luminescenza asaeciTenendo il
e gel a bagno in bromuro di etidio e poi illuminamalcbn luce UV si
- vedranno le bande arancioni corrispondenti ai fremiirdi DNA.
—— Se si analizzano piu campioni di DNA da specie @i@geciascuno in

un pozzetto, potremo apprezzare le differenze eftisppsservando la
—— + diversa disposizione delle bandsul gel.

Vediamo qualche applicazione d&NA fingerprinting tra quelle piu note

IDENTIFICAZIONE DI SPECIE ( per frodi alimentari oppure in diagnostica fittgagicg
PROCEDURE FORENSI ( accertamento di paternita o parentela, identifar@e di una vittima o

di un colpevole...)

DIAGNOSI DI PREDISPOSIZIONE A MALATTIE

BANDE PRODOTTE DALL'ENZIMA DI RESTRIZIONE Hae IlI

SUINO BOVINO POLLO TACCHINO
___285bp
_ 159bp
__ 153bp
_ 132bp
_ 126bp __126bp
103 bp
____T74b ____T4bp __ T4bp ____T4bp
__ 56bp
BANDE PRODOTTE DALL'ENZIMA DI RESTRIZIONE Alu |
SUINO BOVINO POLLO TACCHINO

_ 359bp _ 359bp
_ 244bp
_ 190bp
— 169bp
_ 115bp

qui vediamo il DNA di due fratelli gemelli ( notal@ coincidenza assoluta

Un esempio pratico & I'accertamento della
provenienza di una carne per prevenire o
accertare eventuali frodi alimentari. Qui
vediamo come si presentano le bande del
cit b di quattro animali diversi se trattato
con due enzimi di restrizione. Spesso
infatti un solo enzima non da risultati:
vedete come Alu non consente di
differenziare pollo da tacchino; |l
trattamento con Haelll e risolutivo.

Un ultimo esempio:

VA

delle bande) confrontato con quello dei genit@ribande dei figli coincidono

o con quelle paterne o con quelle materne. Negéresmani ci sono molti

geni e alcuni presentano maggiore variabilita @li;ah medicina forense

bisogna effettuare il fingerprinting su 8 loci gagrecontemporaneamente per

avere la certezza dell'identificazione. La probiédidli coincidenza N s i,
contemporanea di tutti e 8 i loci e inferiore & Ihiliardi, quanti sono gli

esseri umani stimati sulla Terra.....

DIAPO 13 —riassumiamo allora i passaggi principali dellagadura di
analisi del DNA detta “fingerprinting”, cioé “imprnta digitale”. Il primo
passo lo abbiamo gia compiuto; mentre vi parleglimi di restrizione
stanno tagliando i campioni di DNA nei punti precisti come siti di
restrizione ; si otterranno frammenti di doppiaakthe saranno separati

grazie all’elettroforesi. Una sostanza fluoresceatgace di insinuarsi nella == — ==
doppia elica ci permettera di osservare la dispasezdei frammenti, le : ;

cosiddette “bande” e di confrontare cosi DNA diyansienza diversa. -

L'analisi del DNA

Cerchiamo ora di capire quale parte del DNA di individuo e

opportuno sottoporre ad analisi e come poter dispdirun quantitativo
2. Isolamento e amplificazione i campione sufficiente per effettuarla.



Ogni volta che desideriamo sottoporre ad analiBNIA -
estratto da un vivente, noi abbiamo a disposizic A
l'intero genoma dell'individuo; se pensiamo che ui

Condividiamo

essere umano condivide con uno scimpanze il 99% il 99% dei
geni, comprendiamo come sia importante non la poezi _ _
di DNA che abbiamo in comune, nmguella piccola geni con gli
porzione che ci differenziacome specie ( e, nell'ambitc _ )
SCimpanze

della nostra specie, quelle piccole porzioni che
differenziano come individui). Dobbiamo percio nim@re
ad un metodo che ci permetta di isolare ed anabzgalo qualche gene, tra i tanti presenti nel

campione.

Il metodo piu efficace, preciso e veloce per seleaie ed amplificare un gene e la tecnica detta
PCR, cioé reazione a catena della polimerasi, invematal989 da un allora giovane ricercatore

americano, Kary Mullis, che letteralmente miseiibb alla ricerca genetica e gli valse il Nobel.

| primers Si tratta di avviare artificialmente la duplicazeéodel DNA in un
R —— punto ben preciso del genoma, selezionato grazieosiddetti
o s D RIMERS, cioe brevi sequenze di ribonucleotidi, da 10 a 20,

WY cetined indispensabili normalmente a qualunque DNA-polirserper
primers - . . . .
4= cominciare a copiare. Ce ne devono essere duegnérsegmento
g-———  E

della doppia elica e vengono indicati con le sigi¥ e RW cioe
avanti e indietro. La lorgpecificita € molto alta, nel senso che ogni
gene ha una sequenza iniziale di nucleotidi cleestdssa solo per i
primi tre, poi cambia da gene a gene. Conoscengiami venti
nucleotidi di ogni gene si possono sintetizzareuim laboratorio
chimico i primers artificiali e si puo utilizzagtier una duplicazione

I DNA synthesis

X nucleotide pairs

artificiale.

I DNA del campione, una volta estratto e purif@atiene
miscelato con le molecole necessarie ad una norr

duplicazione, cioé i deossiribonucleotidi, una sglecpolimerasi . peossiribonucleotidi | o 2.

La “mastermix”

i X X o duTe
estratta dal batterioTermophilus aquaticus detta Tag- - Tag- polimerasi @
polimerasi capace di resistere ad alte temperaiugmers - Primers
specifici per la sequenza da isolare e amplificare. * DNA campione UE%(

La reazione a catena prevede una prima fase diuapetella doppia elica

o0 FASE di DENATURAZIONE che si ottiene portando la miscela a
95°C. In seguito quando la temp. Scende a 65°C si hRASE di
ANNEALING, cioé appaiamento dei primers alle sequenze
complementari che si trovano all'inizio del geneaiaplificare.

La temp. viene di nuovo aumentata a 72°C, valotemale per la
funzionalita della tag-pol la quale comincia a eopj € laFASE di
ESTENSIONE , che permette di raddoppiare le molecole del gene
inizialmente presenti. Ogni ciclo di denaturaziomerealing+estensione
viene ripetuto decine di volte da una appareccraatapposita detta
termociclatore. Nel giro di 2 ore vengono prodattee un milione di
copie del gene selezionato dai primers, quantificente per effettuare le

successive analisi.
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