Amplificazione/Clonazione

Ibridazione/Sonda

Sequenziamento



Sonda molecolare a DNA

Sonde radioattive o “calde”, marcate con radioisotopi,
le piu sensibili (picogrammo).

Le sonde “fredde" sono marcate con biotina, una
vitamina idrosolubile (vitamina H) che si lega alle basi e
con digossigenina, uno steroide vegetale che modifica
chimicamente nucleotidi pirimidinici.

La biotina viene riconosciuta da una proteina batterica,
la streptavidina, con la quale instaura un legame ad
affinita talmente elevata da essere considerato uno
dei piu forti conosciuti in biologia.

La digossigenina incorporata nei nucleotidi pirimidinici
viene invece legata da un anticorpo specifico.

La visualizzazione dell'interazione sonda-molecola
bersaglio avviene pero solo se la streptavidina e
I'anticorpo anti-digossigenina sono coniugati con
fluorofori o enzimi (come la fosfatasi alcalina e la
perossidasi) che permettano I'emissione di luce o la
produzione di un colore in saggi di chemiluminescenza o
colorimetrici.

| frammenti di DNA si trasferiscono
esattamente come sono ordinati nel
gel di agorosio

Ibridazione con sonda marcata

| frammenti di DNA

complementari alla sonda sono

visibili per autoradiografia o
chemioluminescenza —



Le sonde sono usate per identificare (saggi di
ibridazione) o isolare (saggi di purificazione)
sequenze specifiche in una popolazione

eterogenea di DNA.



Saggi di ibridazione
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Costruzione di una mappa di restrizione per
EcoRI e BamHI in un frammento di DNA
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Saggi di ibridazione

Si puo frammentare con enzimi di restrizione
tutto il DNA genomico
e valutarne specifici profili di frammenti di
restrizione



SOUTHERN BLOTTING

o DNA cellulare

Digestione con enzima di restrizione l
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Elettroforesi su gel
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Dopo colorazione con bromuro di
etidio, i frammenti di DNA sono
visibili ai raggi UV
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Saggi di ibridazione

Un sito di restrizione, e quindi il profilo
di restrizione di un pezzo di DNA
digerito con il relativo enzima di
restrizione, puo variare per:

-Mutazioni

-Polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs)



Saggi di ibridazione

Diagnosi di malattia genetica la
cui mutazione patogenetica
altera un sito di restrizione:

'esempio dell'anemia falciforme



Saggi di ibridazione

Gene della globina  normale (Hb-A) e della
globina f mutata dell’anemia falciforme (Hb-S)

p-globina
Hb-A Ddel

ONA 5 GTGCACCTGACTCCTGAGGAG 3
3 CAGGTGGACTGAGGACTCCTC s

1 2 3 4 5 6 7
mRNA 5 GUGCACCUGACUCCUGAGGAG ¥

Polipeptide Val [His]Leu! Thr 'Pro [GIUIGIGI - La mutazione (causa della
malattia) modifica un sito di
Hb-S restrizione

(6]

DNA " GTGCACCTGACTCCTGTGGAG 3
3 CAGGTGGACTGAGGACACQTC s

1 2 3 4 5 6 7
mRNA 5 GUGCACCUGACUCCUGUGGAG 3

Polipeptide val His Leu Thr Pro 'Val Glu -




Saggi di ibridazione

a) Siti di restrizione Ddel

(% (Allele mutante dell'anemia falciforme)

Gene per la
p-globina

DNA
376 bp N

Ddel Ddel
g* (Allele normale)

175bp| 201 bp

AP | P

Ddel  Ddel Ddel

Il Southern Blotting
permette di fare
diagnosi molecolare di
malattia



Saggi di ibridazione

Diagnosi di malattia genetica
ASSOCIATA ad un polimorfismo
hon patogenetico:

I'esempio della fibrosi cistica



Saggi di ibridazione

Quando il gene responsabile della malattia
non e noto la diagnosi puo servirsi del
Polimorfismo di Lunghezza dei Frammenti
di Restrizione

(RFLP)

Alcuni siti di restrizione del genoma sono polimorfici (SNPs).

Un particolare polimorfismo puo essere strettamente associato
ad un gene patologico (di cui si ignora sequenza e mutazione) e

quindi segregare con esso.




Saggi di ibridazione

L'analisi degli RFLP consiste:
§ nell'analizzare le sequenze non codificanti adiacenti a un gene

§ nel tipizzarle mediante digestione con enzimi di restrizione

§ nel confrontare i risultati della frammentazione nei soggetti
appartenenti a un medesimo nucleo familiare.

L'utilizzo di sonde specifiche per le regioni adiacenti il gene
contenenti siti di restrizione polimorfici possono evidenziare
I'associazione tra uno specifico RFLP e il fenotipo patologico.

Quelle sonde potranno essere utilizzate per la diagnosi.



Saggi di ibridazione

Gli RFLP possono servire all'identificazione,
isolamento e caratterizzazione di un gene
malattia

Intere famiglie con alta incidenza di fibrosi cistica furono
studiate per la presenza di polimorfismi di siti di restrizione
strettamente associati alla malattia.

Un marcatore RFLP che segregava debolmente con il gene

malattia fu utilizzato per individuare il cromosoma su cui e
situato il gene CF (cromosoma 7).

Furono usati quindi RFLP noti del cromosoma 7 tra cui ne furono
individuati due strettamente associati al gene malattia (7q31-32).




Saggi di ibridazione

Cromosoma 7

Gene della fibrosi cistica




< Lungo segmento di DNA cromosomico »
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Regione

Isolare un clone bersaglio
per incominciare da clonare

il camming

m

l Subclonare un piccolo frammento
. ed usarlo come sonda per trovare
@ un clone sovrapposto in una banca
l genomica

| Ripetere, come sopra

“ Ripetere, come sopra

l

H Ripetere, come sopra

==
Regione
bersaglio

Passi del cammino: clonato

Saggi di ibridazione

Il gene della Fibrosi Cistica
fu identificato tramite
"Chromosome Walking”, cioe
camminando sul cromosoma 7



Saggi di ibridazione

Nel 68% dei pazienti la malattia € associata alla delezione di
3 nt successivi con conseguente perdita dell'aminoacido
fenilalanina nella proteina.

Nel resto dei pazienti si sono ritrovate piu di 60 mutazioni diverse.

La sequenza del gene e della proteina prodotta ha permesso
I'elaborazione di un’ analisi computerizzata che ha individuato
due domini proteici: uno transmembrana e uno di legame all’'ATP.

La mutazione piu frequente colpisce proprio la parte
centrale del dominio transmembrana.



ALTERAZIONE DI UN CANALE DEL CLORO
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)

<

ALTERAZIONI TRASPORTO ELETTROLITICO
ALTERAZIONE DELLE SECREZIONI MUCOSE

INFEZIONE INFIAMMAZIONE

S

ALTI LIVELLI DI Cl- NEL SUDORE

SECREZIONI ESOCRINE MUCOSE DENSE



Diagnosi di malattia genetica
tramite analisi di polimorfismo
hon patogenetico:

'esempio del Retinoblastoma
Ereditario



Esempio di diagnosi prenatale di presenza dell’ allele mutato per il
Retinoblastoma (RB)

Uomo affetto RB ereditario

Donna sana sottoposta a diagnosi prenatale del 2° figlio

1° Figlio affetto RB




Il gene responsabile del retinoblastoma e localizzato a livello

della banda 1.4 del braccio lungo del cromosoma 13 (13q14)




Procedura diagnostica:

1- prelevare e isolare i due cromosomi omologhi 13 del padre, della madre,
del figlio affetto e del probando (prelievo villi coriali).

2-digestione con un enzima di restrizione.

3- analisi del pannello di restrizione.

, i due cromosomi genereranno un numero diverso
di frammenti.




Per conoscere quale dei due cromosomi sia portatore del gene
per il retinoblastoma si sottopone il materiale genetico della

madre e del figlio affetto all'azione del medesimo enzima e si
confrontano i risultati con quelli paterni.

3 Cr13 Cr.13 Cr13 Cr.13 Cr.13M Cr.13P
& om.1 Om.2 om.1 Om.2

N DO s

Padre madre figlio affetto



Utilizzo di RFLP per tipizzazione
del DNA:

Gli esempi dell’ Attribuzione di
paternita e dell'Identificazione
dell’'autore di un delitto



Saggi di ibridazione

Impronte di DNA (DNA fingerprinting): I
satelliti

Cromosomi Individuo A Individuo B

omologhi l l l l

Taglio con enzima di restrizione e
analisi mediante elettroforesi su gel,
Southern blot e sonda a singolo locus

Numero delle 1
ripetizioni 10 —

Visualizzazione dei

l =S¥ & reskizions risultati della sonda




Tipizzazione del DNA per

attribuzione di paternita

© 110NA & prelevato
dalla madre, dal
bambino e dal
presunto padre. In
analisi separate, il
DNA & tagliato in Marcatore
frammenti con di pesi

e Elettroforesi su gel del
DNA di ciascun
campione e dei
marcatori di pesi
molecolari

&é ;

Madre

Bambino pragnto

L

padre

Marcatore

(3]

(6]

Saggi di ibridazione

Preparato Southern
blot dal gel

Soluzione 1
sonda l

Il filtro viene incubato
con una sonda di DNA

radioattivo. La sonda
di DNA silega a
specifiche sequenze
del DNA sul filtro

L'eccesso di sonda
€ lavato via,
lasciando la sonda
radioattiva ibridata
al filtro

L'autoradiografia. &
preparata. La
distribuzione

delle bande per
ciascun campione
un DNA fingerprint
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Tipizzazione del DNA per PER di STR

attribuzione di paternita

Amplificazione tramite PCR di STRs e analisi delle dimensioni

Attribuzione di paternita
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Tipizzazione del DNA per PER di STR

attribuzione di paternita

Esclusione di paternita
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Tipizzazione del DNA per Saggi di ibridazione

identificazione autore di
delitto

Sexual Assault Case

Evidence Koo

Known s
S J 7780 /&

& oo /s OO e
CUL s N 8OO
LIPS ILL P E»‘r%hm P

DNA samples from:

Crime  SuSpect Suspect  suspect
soEne w1 wa w3



SAGGIO STANDARD SAGGIO REVERSE

SONDA marcata in soluzione  ANALIZZARE orroorros
s marcato

I
RSN AN A A

[iil

SONDA non marcata

I
AN A A R &

i

CAMPIONE non marcato

legato a un
supporto solido

l IBRIDAZIONE l IBRIDAZIONE
1 duplex sonda-campione :
pil sequenze marcate
non legate
J2 i ng/
l LAVAGGIO

. duplex
; sonda-campione

Saggi di ibridazione
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Saggi di ibridazione

FISSARE SONDE OLIGONUCLEOQTIDICHE
O A DNA A PRECISE COORDINATE
, SULLA GRIGLIA

I microarray

~_~ microarray con oligonucleotidi
o DNA

ACIDI NUCLEICI ETEROGENEI
DEL CAMPIONE CON UNA
MARCATURA FLUORESCENTE *

non molte sequenze
di questo tipo

molte sequenze
di questo tipo f

E ACQUISIZIONE DIGITALE
<+ DELL'IMMAGINE

SCANSIONE LASER l

SEGNALE SEGNALE
FORTE DEBOLE
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(A) nucleo esterno
nucleo centrale con la superficie streptavidina
di magnetite polimerica legata
di ferro idrofobica covalentemente

(B) DNA genomico
di un paziente
i (il gene che fa parte
di una determinata
pathway X & mostrato
in arancione)

e me—— frammenti di DNA

geni clonati
appartenenti
al pathway X legati
alla biotina (@)

/ formazione

- .?’ i eteroduplex

L s
<=7
460

biglie magnetiche
ricoperte
di streptavidina

Saggi di purificazione

formazione

/\ \ 7 \
| I di eteroduplex

‘ catturati dalle biglie

di streptavidina
magnete i

leluizione

sequenze purificate di geni appartenenti
al pathway X di un paziente
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Amplificazione/Clonazione

Ibridazione/Sonda

Sequenziamento



Sequenziamento

SEQUENZIAMENTO DEL DNA
metodo dei didesossinucleotidi

=
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4 1
e
H H
Didesossinucleoside

trifosfato

(il normale precursore del
DNA ha OH in posizione 3')



Sequenza clonata
da analizzare
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Sequenziamento
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Sequenziamento

- - "
Sequenziatori a fluorescenza
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dda D 4c@ :
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Sequenziamento

Sequenziamento automatico del DNA
con marcatori fluorescenti

ATG ACCATG ATTACGCCAAGCT CTAAT ACGACTCACT ATAGG mﬂ TACGCCT C‘.llﬂ ACCGGTCOGGAAT TCCOGGGTCGACCCACGOCGTCCGGAANAACAATAGCTTCCTCTATGCTCTC
10 20 1
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CTGCCT TCCCAGCCACCCGCAAMGGCTAACAACG ACATTACT TCCATCACAAG
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, , Sequenziamento
Next Generation Sequencing

(NGS)

Sequenziamento contemporaneo di un grande numero di
frammenti di DNA diversi.

Possibilita di sequenziare velocemente interi genomi e
interi frascrittomi.

Possibilita di sequenziare e quindi identificare tutte le
porzioni del genoma occupate da specifici fattori
trascrizionali o da specifiche modifiche epigenetiche
(ChIPseq)



: : Sequenziamento
Next Generation Sequencing d

(NGS)
Illumina sequencing system

(A) (B)
due tipi di sequenze
adattatrici specifiche

: Ty sintesi piegamento piegamento
fissate sulla superficie del DNA ¢~ del DNA ¢~ ¢ del DNA
] | I e
- sintesi i i sintesi
g i del DNA - E del DNA
|| 2 B[4 N 5 3 alinll ANER
o i i Pl
e 4 ' =2 v [|v=>| |
f etz el
7 A

i cluster di DNA o ) ) .
[l monoclonall Amplificazione isotermica a

ponte (cluster)
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: : Sequenziamento
Next Generation Sequencing d

(NGS)
Illumina sequencing system

(A) 0 N, o
0 )J\/o \I)\/ 0 i
ﬁ \/\O H/\/
HN I o
O)\N
000
4
(B)
cicLo |
primer di
sequenziamento oligonucleotide
specifico per adattatore

I'adattatore @‘@
: ¢ OYr

| ¥, ) (m
| lavaggio, acquisizione
dell'immagine
a quattro colori

|
|

incorporazione
dei quattro nucleotidi,
ognuno marcato con
un fluorofero diverso

taglio del fluoroforo
e del gruppo
terminale, lavaggio

cicLon

A® CCG GO T@

SOPRA: CATC T

S0TTO: ccceec
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, , Sequenziamento
Next Generation Sequencing

(NGS)
Illumina sequencing system



Studio dell’'espressione genica

-Northern Blotting
-Reverse Transcriptase-PCR
-Western blotting

-MicroArray trascrizionale



Microarray

DNA clones test reference excitation

RNA1 Sl RNA2 @
Ea e
reverse

transcription

> ; label with
g fluor dyes
PCR amplificatio 1 2 “!?-e?
purification l k’};‘&, g@t
e ‘!_\\p
robotic .
printing __s%%
E:E:-

computer
hybridize target analysis

to microarray




Fibroblasts Fibroblasts
without serum

l Isolate total mRNA

: Reverse-transcribe
Green dye \lto cDNA labeled with
a fluorescent dye

e
i

Mix
cDNAs hybridized to ! :3::2 : lrzr: ;o DNA

DNAs for a single gene
v Wash

Measure green and red
/ / Y fluorescence over each spot
e —

o e e | I 1 \
iESESTadsa
Pl el y
O i I H:H\\ b
T ——1 Array of \
A= 1l
- .1t  8600genes
t —— == — |

A If a spotis green, expression of that gene decreases
in cells after serum addition

B If a spotis red, expression of that gene increases in
cells after serum addition

Figure 5-29a
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company









RNAseq

RNA totale
l Arricchimento con oligo dT

(per permettera il sequenziamento)

mRNA 5' aAAAn 3
Frammentazione
_ KO
== —
— [ ] _
l Sintesi del cONA
l Mappatura al genoma di riferimento
Genoma di
arimsanta I E R
Rl = T -
L

CGonteggio delle read e valutazione
dell'espressione differenziale

L'RNA-Seq ¢ una tecnica per l'analisi del trascrittoma e la sua quantificazione basata sulle tecnologie
di Next-Generation Sequencing. I sequenziatori forniscono una valutazione dell'espressione genica
attraverso le READS, ovvero le sequenze che identificano I'ordine in cui si susseguono le basi azotate
che compongono il gene; il numero di read per ciascun gene (mappato su genoma o trascrittoma di
riferimento) viene detto COUNT e costituisce una misura dell'espressione genica. Nella figura le
read vengono visualizzate come frammenti rossi allineati al genoma di riferimento.
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Il clustering gerarchico utilizza la matrice delle
distanze per costruire clusters (gruppi di geni con
profili di espressione simili)

!I.;I:'1 . . i = . Npa
—{ P T . geni con profili di espressione simili
@@ Tl  sono vicini.

Proaz | « La lunghezza dei rami & inversamente
| M proporzionale al livello di similarita.

EEEE Le gradazioni del rosso indicano un
aumento dell’'espressione genica.

_ * Le gradazioni del verde indicano una
2 diminuzione dell'espressione genica.

Raggruppamento di geni con profili di espressione simili
(valutati in quattro diverse linee cellulari)



Linee cellulari




CIUSTer'”"g Analysls Raggruppamento di geni con livelli di

espressione simili

| | I—

Raggruppamento di linee cellulari con
profili di espressione genica simili
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Proteomica

~

Elettroforesi bidimensionale-Spettrometria di massa
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Elettroforesi Bidimensionale

Le proteine sono separarate
per carica (gradiente di pH)
e per grandezza.

Protein pH 4.0

mixture
Separate Isoelectric
ir'_l first _ focusing (IEF)
dimension
by charge
pH 10.0
Apply first gel
to top of second H
pH40 C—r—rxrr—xrx 1 pH10.0
.o .
-
-
Separate " . 3 SDS
:jr‘;:::;t:.li;?:n i - electrophoresis
-

by size




stable pH gradient
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Isoelettrofocalizzazione

at low pH,
the protein
IS positively
charged

at high pH,
_the protein

IS negatively

charged

at the isoelectric

+@+ §+ point the protein

has no net charge
and therefore no
longer migrates in
the electric field;
for the protein
shown the
isoelectric pH

is 6.5
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Carica positiva Carica nulla Carica negativa

pH acido pI pH basico
alta [H*] bassa [H*]




Protein pH 4.0
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n focusing (IEF)

pH 10.0

pH 4.0 X —1pH 100

Separate
in first
dimension
by charge
[y
w
L=
=)
D e
QG
- [} =2 o
3 29 =
T L
Q. —_— o
AT I rry
Separate
in second
dimension

by size

= SDS
o electrophoresis




Colorazione del gel elettroforetico

1. Coomassie staining da 50- a 100-volte meno sensbile della -
colorazione argento ma relativamente semplice e pit quantitativo. I
blu di Coomassie & migliore per la spettrometria di massa perché la ~
colorazione argentica & incompatibile.

2. Silver staining ¢ il metodo non-radioattivo piu sensibile (sotto 1
ng). Si tratta pero di un processo multi-step complesso che ha
alcuni passaggi critici.

3. Fluorescent staining SYPRO™ ha una sensibilta intermedia fra -
le due colorazioni precedenti. Richiede l'utilizzo di uno scanner per
fluorescenza ed e compatibile con la spettrometria di massa.

R



Ogni macchia corrisponde ad una proteina




Proteoma di
fegato adulto
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Analisi comparativa di estratti proteici




Identificazione di una proteina tramite
spettrometria di massa

Metodo:
matrix-assisted laser desorption ionization time of flight
(MALDI-TOF)



-Una macchia ritagliata dal gel &
digerita da una proteasi in piccoli
peptidi.

-T peptidi vengono sottoposti ad una
alta carica che li ionizza e li rende
volatili.

- La proteina ridotta a peptidi e
ionizzata viene accelerata da un
campo elettrico (20.000V) e

lanciata in un tubo di volo (TOF).

-La velocita di volo dipende dalla
massa e caratterizza oghi peptide.

-Uno spettro di massa sara
confrontato con spettri teorici di un
data base e la proteina potra essere
identificata.

Intens it —s

Ol massa




v

a




Digestione proteolitica “in gel” della proteina

Massa (peso molecolare)= identita’ della proteina?  Nol!

Tripsina -

 ———

Peptide mass fingerprint

Proteolytic enzymes Cleavage specificity
Chymotrypsin Phe and Try
Trypsin Arg and Lys

Lys-C protease Lys

Arg-C protease Arg



L'energia del laser colpendo la
matrice ne provoca la rapida
eccitazione con conseguente
passaggio degli ioni della matrice e
dell’ analita in fase gassosa.

La proteina ionizzata viene
accelerata da un campo
elettrostatico (20.000V) e espulsa
in un tubo di volo (TOF)

A+ MxH= AH"+ Mx-

Time-of-flight
Mass Ahalyser

Extraction grid

e

‘ Desorbed “plume’ of
Pulzed laser beam /matrix and analyte ions
]
% il = Analyie
= Matrix
‘ 3 ® = Cation {eq. Na* or HY)
]
- -
e o,
> .
Sample 5 e . o ° : ’
plate ' a5 .
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L] - - o B . -
L] - ,-
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Time-of -Flight Mass Analyzer

lon Source Flight Tube

+20 kV

Detector

0
\
N
|




Time-of -Flight Mass Analyzer

lon Source Flight Tube

Detector

Il TOF e' un cronometrol!
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Oltre il proteoma

L'Interattoma

Relativamente poche proteine generano nodi
da cui partono molte interazioni. La maggior
parte delle proteine contrae poche
Interazioni.

Le mutazioni inattivanti le proteine dei nodi
possono essere letali (ridondanza).

Alcune proteine stanno in nodi da cui
partono interazioni simultanee che
sottostanno ad una funzione cellulare (nodi
party).

Alcune proteine sono al centro di nodi che
collegano tra di loro le reti di interazione
delle singole funzioni cellulari (nodi date).
Queste ultime sono il vero fulcro del
proteoma e le loro mutazioni sono
gravissime.




A Proteome-Scale Map
of the Human Interactome Network
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Ricostruito il social network delle proteine
umane

Aiuta a scoprire i geni che causano i tumori

T o




Amicizie 'pericolose’

""Una volta scoperto che le proteine associate alla stessa malattia hanno
una maggiore probabilita di essere interconnesse fra loro - spiega Roth -
e possibile usare questo network di interazioni come strumento
predittivo per trovare nuove proteine del cancro e i geni che le
producono’’.

Grazie a questa metodica, i ricercatori hanno verificato che ben 60 dei
geni che avevano identificato come possibili cause di tumori rientrano
realmente in quei circuiti molecolari che ‘accendono’ la malattia.



Citometro a flusso e Fluorescence Activated Cell Sorter




Fluidica

Ottica

Funzioni del FACS

#

Elettronica —p

Sorter

q

Le cellule in sospensione viaggiano
in un flusso laminare in fila indiana

La singola cellula disperde/devia
(scatter) la luce di un raggio laser
(ed emette fluorescenza)

I raggi della luce deviata e della
fluorescenza emessa sono raccolti,
filtrati e convertiti in valori digitali
che sono salvati in un computer

Le cellule con le caratteristiche
richieste vengono separate dal resto
della popolazione



Sheath fluid —s

MNozzle
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Laser light source

Sample
(stained cells in suspension)
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Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'

7

Fluorescence emitted from

/ stained cells detected

’ Forward and side scattered
light from all cells detected

Funzione fluidica



Funzione ottica 1

Forward Scatter (FSC)

—
Q
n
©

-

FALS Sensor

Forward angle light scatter



Quando viene usata una sorgente laser, la quantita di
luce scattered nella direzione frontale (lungo lo stesso
asse della luce) viene rilevata nel canale del forward
scatter, o scatter frontale, o 180° scatter.

L'intensita del forward scatter & correlata alla
dimensione, alla forma ed all'omogeneita della cellula



Side Scatter (o 90 gradi light scatter) (SSC)

FALS Sensor
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R .........

-h.---

e wﬁ%

-----f..._f-...- --

Laser
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90LS Sensor



Quando viene usata una sorgente laser, la quantita di
luce scattered di lato (perpendicolare all'asse del
laser) ¢ rilevata nel canale del side o 90 gradi
scatter, o right scatter, o scatter laterale.

L'intensita del side scatter e correlata alla
complessita ottica (granulosita) delle cellule: rugosita
della superficie e numero di organuli citoplasmatici.




La dimensione, la forma e la complessita
delle cellule sono considerati parametri
intrinseci dal momento che possono
essere ottenuti senza sottoporre il
campione a particolari procedure di
marcatura
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Funzione ottica 2

Marcatura del campione con
fluorocromi

Common 350 457 488 514 610 632
J0nm 400nm 500 nm 600 nm 00nm

Laser
lio l" PE-TR Corij;
" Texas Ked

I

=irilefitisr;

PE

Figura 3- Spettri di eccitazione e di emissione di alcuni dei fluorocromi di piit ampio impiego.



La fluorescenza emessa da ciascun fluorocromo &
usualmente rilevata in un unico canale di fluorescenza.

La specificita del rilevamento & controllata dalla
selettivita di filtri ottici e di specchi.



Sample

D_ichroic
Flow cell Fllter

i
Sensor g Bandpass
o Filters
@

Il filtro dicroico € posto a 45° rispetto al raggio laser e blocca,
deviandolo di 90°, il fascio di luce di una specifica lunghezza d'onda.
Il band-pass filter permette il passaggio della luce solo ad una
particolare lunghezza d'onda .

Il fotomoltiplicatore (PMT) e un detector molto sensibile del
seghale luminoso.



laser

mixture of cells in liquid

E

new drop —-\ o/

positive
charge

electrical
wire

+ O oreen cell

photomultiplier tube

computer

Funzione sorter

Il computer elabora i dati che
servono a individuare le singole cellule
del flusso laminare.

Il flusso laminare é separato in gocce
contenenti singole cellule tramite
ultrasuoni.

Le gocce vengono caricate
elettricamente.

Le gocce cariche vengono deviate da
elettrodi carichi e indirizzate verso
specifici contenitori.

Le gocce senza cellule vengono
scartate.

In questo caso vengono isolate tre
sottopopolazioni pure di cellule: una
positiva al marcatore verde, una
positiva al marcatore rosso e una
negativa.

Il numero delle cellule in ciascun tubo e il livello di
fluorescenza emessa da ciascuna di esse & noto e
reqistrato.



Ultrasonic transducer

Cell suspension
(forms droplets)

Sheath fluid
Monfluorescent cell

Fluorescent light
detector

Fluorescent cell
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Diagramma schematico
el ciclo cellulare

Ciclo cellulare di cellule proliferanti (es. neoplastiche) e classica
distribuzione del contenuto di DNA cellulare



Controllo | | 10nM

I
i I

100nM

1000nM

Numero di cellule

G GM G GM

b

G

Mentre le cellule di controllo possiedono la classica distribuzione di DNA,
modificando le condizioni di crescita delle cellule (un modello cellulare di carcinoma

ovarico) ovvero aggiungendo un agente anti-mitotico (Taxolo per

24 h

un tempo breve) si osserva che, mentre per dosi intermedie (dell'ordine di 100nM)
si ha un accumulo delle cellule in 61, per le dosi alte (1000nM) si ha un blocco
delle cellule preferenzialmente in G2/M e la comparsa di un picco pre-61. Dose
basse di farmaco non inducono nessuna perturbazione del ciclo cellulare.



HepG2 Hep3B
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Figure 2 - Effect of luteolin on the cell cycle in HCC cells. The cells were, respectively, treated with indicated concentration of |uteolin for 12 h. The percentages of cells in
sub-GG1, G1, 5 or G2'M phases of cell cycle are indicated within each histogram. Results represent three independent experiments.



Manipolazione genetica nelle
cellule di mammifero

Transgenesi
Silenziamento genico

Editing genomico



Topo (Mus musculus)




Sviluppo dello zigote fino allo stadio di blastocisti

2¥edays  compaction

foetilirgd 2 cells
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pollecida  patormal pranuclai




Topi
transgenici

per microiniezione dell'uovo
fecondato

MICROINJECT GENE OF
INTEREST AS LINEAR DNA
INTO MALE PRONUCLEUS

embryo @

INTRODUCE SEVERAL l

SUCH EMBRYOS INTO
PSEUDOPREGNANT
MOUSE




SOMATIC CELLS OF OFFSFRING
> TESTED FOR PRESENCE OF GENE
BIRTH AFTER BIOPSY, AND SELECTED
MOUSE BRED TO TEST FOR GENE
IN GERM CELLS

TRANSGENIC MOUSE

tandemly arranged copies of the gene
are inserted randomly into one
chromosome in each cell

gene gene gene gene
R
L )
tandem array of genes
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Preparazione di cellule staminali embrionali (ES)

Morula:
8 cellule
(2 giorni e '/2)

Morula:
16 cellule
(3 giorni)

Cellule del versante
interno del blastocele

Cellule di nutrimento irradiate

Cellule staminali embrionali

Sezione della
blasticisti

Trofoectoderma

Le
cellule uovo tecondate di topo all'inizio st dividono lentamente.
Dopo quattro giorni e mezzo, formano la blastocisti, una struttura
cava costituita da circa 100 cellule che circondano una cavita
interna chiamala blastocele. Soltanto le cellule ES, che costituiscono
la massa cellulare interna, formano effettivamente I’embrione. Altre
cellule formano il trofoectoderma, che da luogo alle membrane
(amnion e placenta), mediante le quali I'embrione si attacca alla
parete uterina. Le cellule staminali embrionali possono essere
rimosse dalla blastocisti e fatte crescere su cellule di nutrimento
(feeder cells) trattate con una dose letale di radiazioni. [Vedi E.
Robertson et al. (1986), Nature 323: 445].



ES calls derived from

pigmentad strain
of mice

l recipient blastocyst
— from albino strain of

clump of ES cells
in micropipatte

ES cells injectad
into cawvity of
blastocyst

injected cells become
incorporated in inner
cell mass of host
blastocyst

blastocyst
develops in
foster mothear
into & healthy
chimaric mouss
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Il primo topo knockout fu creato da Mario Capecchi, Martin
Evans ed Oliver Smithies alla fine degli anni ottanta, ed e valso
loro il Premio Nobel per la medicina I'8 ottobre 2007.

Courtesy of Dr. M. Capecchi, Eccles Institute of Human Genetics.
Noncommercial, educational use only.



Costrutto finalizzato

d neor  tkHSV ad una mutazione
Vettore di

sostituziolne —{ ] [\ 11 ‘j— knock-out

del gene X ——

. Gene X inattivato .



O O O @ (G— Cellule non ricombinanti

Ricombinanti —@) O
con inserzione O O ® (3— Ricombinanti con

casuale O inserzione gene-specifica

® O

Trattare con neomicina
(selezione positiva)

&
O O O K Tl

Trattare con ganciclovir
(selezione negativa)

Cellule ES con inattivazione specifica del gene X

Selezione
positiva e
negativa delle
cellule ES
ricombinanti
portatrici di
una mutazione
knock-out



Iniettare le cellule ES
nella cavita di blastocele
di un embrione precoce

Trasferire chirurgicamente I'embrione
in una femmina di topo pseudogravida

Progenie di colore
bianco omozigote

Accoppiare i topi
x chimerici con topi
bianchi omozigoti

Progenie chimerica

oy B

La progenie di colore nero si sviluppa da cellule
delle linea germinale derivate dalle cellule ES
ed e eterozigote per la inattivazione del gene X

Inoculo in blastocisti di
cellule staminali
embrionali knock-out e
trasferimento degli
embrioni in madri
pseudogravide

e cellule staminali embrionali (ES) eterozigoti per una
mutazione knockout in un gene di interesse (X) e omozigoti per un
gene marker (in questo caso il colore nero del mantello) vengono
trapiantate nel blastocele di un embrione di quattro-cinque giorni,
omozigote per un marcatore alternativo (in questo caso il colore
bianco del mantello). Gli embrioni a uno stadio precoce vengono
quindi impiantati in una femmina pseudogravida. Alcuni dei
discendenti sono chimere, indicate dal mantello bianco e nero. | to)
chimerici vengono quindi incrociati con topi omozigoti per il color¢
bianco del mantello; i figli di questo incrocio che avranno mantello
nero possederanno nella loro linea germinale cellule derivate dalle
ES. Isolando il DNA da una piccola quantita di tessuto della coda, ¢
possibile identificare i topi neri eterozigoti per I'allele knockout.
Incrociando tra loro questi topi neri si ottengono individui omozigo
per I'allele inattivato, cioe topi knockout. [Adattato da M.R.
Capecchi (1989), Trends Genet. 5: 70.]



To date, about 11,000 genes have been knocked out in mice,
which accounts for roughly half of the mouse genome (Vogel,
2007; Sikorski and Peters, 1997). Through a combination of gene
targeting and gene trapping, a global effort is underway to make
a knockout mouse for all of the 25,000 mouse genes (Grimm,

2006).



{al Duchenne muscular dystrophy

a8 Xty w  NOMOwd o
‘l Carriar
Males Fermales
WL 4 Xty i ol g ol
Affected Unaffected Carrier Maoncarrier
{b) Cystic fibrosis
Carrier Carrier
Acﬂﬁ Aﬁ'ﬁ'ﬁ AEFTH A-ll' A-ﬁ- AEFTH A+ Jﬂl+
Affactad Carrier Carrier Moncarrar

{e) Huntington's disease

g A"at s ata+r g
Affected

e e o A* AT At At
L g [ r

Affected Not affected

Malattie genetiche umane di cui
esistono modelli murini knockout



Topi Knock-out condizionali

loxP Cre
mouse mouse
P 4
All cells carry endogenous gene Heterozygous for gene X knock-
X with loxP sites flanking exon 2 out; all cells carry cre gene

|

Cell-type-speciic |

loxP loxP
l promoter
Cells not expressing Cre Cells expressing Cre
—{ T HH 2 HH 3 ==

Gene function is normal

loxP-Cre
mouse

All cells carry one copy of loxP-
modified gene X, one copy of
gene X knockout, and cre genes

Gene function is disrupted

Figure 5-42
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



MUTANTTI CONDIZIONALI PER LO STUDIO DEL TUMORE
MAMMARIO

Nel 50% dei casi di tTumore mammario familiare sono state riscontrate mutazioni
del gene Brcal.

La mancanza di Brcal causa una
precoce mortalita embrionale

Mutante condizionale in cui si determina
la rimozione dell'esonell di Brcal solo
nelle cellule epiteliali del tessuto
mammario



Topo Knock/in:

I" esempio della patologia umana da deficit

dell'alfal-antitripsina



P = loxP

Knock/in del transgene reporter lacZ per inattivare un gene X e
monitorarne contemporaneamente la sua normale espressione

110




Sono centinaia i modelli animali di malattie umane a carattere
monogenico attualmente disponibili

Fibrezi cistica K Cftr
Malattie metaboliche e ormonali Ipercolesterclemia familiare KT | Ldlr
Arteriosclerosi K Emnl
Emeofilia A K c/8
Malattie immunologiche ed ematologiche Taleszemia o K Hba
Talezzemia B K Mbb
. . o R Retinite pigmentosa T Rhe
Malattie della vista e dell'udito Degenerazieni della retina P Prph2
- . = Albinizme eculocutanee T Tyr
Disfunzioni della cresta neurale Eindirome i Wisardenbung K MitF i
Merbe di Alzheimer K,T | 4dpp
Malattie neurologiche e neuromuscolari Ataxia telangiectasia K Atm
Sindreme X fragile K Fmnri
Retinoblastoma familiare K Rb
Sindromi familiari di predisposizione al tumore R s : Ape
P P Sindreme di Li-fraumeni K p53
Sindreme di Gorlin K Pteh




Genome Editing

Il sistema CRISPR*-CAs9**

*Clustered Regularly Inter-
Spaced
cas genes Palindromic Repeats

l l l l l Leader[l [I I:l I:I

Repeat-spacer

ke :
Crispr Associated array

Sistema immunitario batterico scoperto come tale nel 2005 quando si noto
che le sequenze spaziatrici hanno origine plasmidica o virale e che i geni
associati a questa regione codificano per proteine con domini elicasici e
nucleasici. Nel 2008 si ¢ scoperto che RNAs derivati dalle CRISPR (crRNAs)

complessati con proteine Cas interferivano con la proliferazione di virus
infettanti E. Coli



Cell membrane

'] Creation of a novel spacer

CRISPR Array \
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L si lega al trascritto pre-crRNA.

Per il legame di Cas9 e per il successivo processamento dei singoli
crRNAs & necessaria una piccola molecola di RNA (il trans-
activating crRNA) codificata da una sequenza a monte del locus
Cas.

1 pre-crRNA (precursor crRNA)

tracrRNA




Il complesso Cas9/tracrRNA/cr raggiunge il DNA target che
viene legato per complementarieta con una sequenza del crRNA lunga
20 nt.

targeting P

DNA R-loop r:;?\ Target DNA
= A formation _ j_/:m cleavage

Ty 1
' HNH Riih

I due strand del DNA target vengono riconosciuti e tagliati da due
diversi domini della Cas9 (HNH per lo strand complementare al
crRNA e RuvC per lo strand opposto).



Ingegnerizzazione del doppio trascritto
tracrRNA/crRNA in un singolo RNA
guida (sgRNA)

Cas9 programmed by Cas9 programmed by
crRNA:tracrRNA duplex single guide RNA
Cas9
Target
DNA

3' crRNA
5 tracrRNA

3"

Linker
loop



Cas9 programmed by
single guide RNA

La semplice modifica della sequenza di 20 nt potra targettare
Cas9 su qualsiasi sequenza di DNA



Se si spinge la cellula a scegliere «Homology Directed Repair (HDR)»
piuttosto che «Non-Homologous End-Joining (NHEJ)» e si fornisce un
DNA templato che puo essere utilizzato per il riparo, il genome editing puo

produrre mutazioni specifiche, non solo K.O. ma anche gain of function.



A. Genome Engineering With Cas9 Nuclease

Donor DNA
Insertion/ l
+ deletion
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Mew DNA Mew DA
Non-homologous Homology directed
end joining (NHEJ) repair (HDR)

C. Localization With Defective Cas9 Nuclease
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Individuare la sequenza che puo rappresentare il segnale di
riconoscimento del sgRNA e disegnare il costrutto

Step 1: Identify a PAM (NGG) sequence in the DNA sequence you would like to target.

GTT GGG GGG AGG GGT CGGE CAA TTG AAC CGG TGC CTA GAG AAG G
cah CCC CCC TCC CCA GCC GTT AAC TTG GCC ACG GAT CTC TTC C

TG &
pC C

LG CGG
O GCC

PAM

Step 2: Determine the 5' start of the actual sgRNA targeting sequence by counting

20 nucleotides upstream of the PAM sequence.

GTT GGG GGG AGG GGT CGLE CAA TTG AAC CGG TGC CTA GAG AAG G
cah CCC CCC TCC CCA GCC GTIT AAC TTG GCC ACG GAT CTC TTC C

TG &
pC C

LT CGG
C GCC

T

P RA



Un unico costrutto per il sgRNA e Cas9

5 CRISP target sequence PAM 3

T T
- AGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCTGGAGTC. . ...
T CAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGAGCTCAG. ...l

1
crRNA (with target sequence)

tracrRMA

..“x multiple crRNA's can be incorporated into a crRNA array i ;
and joined with tracrRNA to form sgRNA >

s . agRNA o Cas®
T . e

-, i o -
sgRNA and Cas9 can be combined in a plasmid to be used for transfecting cells
!

| ; -
W / .




https://it.video.search.yahoo.com/searc

h/video?fr=mcafeedp=malatl+and+crispr
+cas9&type=E211IT127760#id=1&vid=b4
fbbfccb5c5149700e718446cc9bc90adkact

ion=click



