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PREFAZIONE

La Genetica € forse la branca della scienza che ha avuto il piu veloce e importante sviluppo
nell’ultimo ventennio. Il Progetto Genoma Umano, completato nel 2003, ha fornito ai ricercatori
gli elementi di base per la comprensione della struttura del Genoma. | miglioramenti tecnologici e
bioinformatici degli anni seguenti hanno permesso di iniziare a comprendere il funzionamento del
genoma e i meccanismi biologici alla base delle malattie umane. Non sono mancate sia le difficolta
interpretative sia le “sorprese” legate alla complessita del funzionamento del genoma. E prevedibile
un ulteriore importante e rapido sviluppo nei prossimi anni. In particolare, & atteso nel prossimo
decennio il trasferimento delle conoscenze ottenute in laboratorio alla pratica clinica, in ambito
diagnostico, prognostico e terapeutico.

Per questo € ambizioso il progetto di preparare un libro di introduzione alla Genetica Medica. La
rapidita con cui si accumulano nuove conoscenze rischia di rendere qualunque libro non adeguata-
mente aggiornato.

Tenendo conto di queste limitazioni, abbiamo scritto questo libro per fornire una base per gli stu-
denti delle Scuole di Medicina e Biologia che intraprendono gli studi di Genetica.

Questo volume € particolarmente ricco di schemi, tabelle e immagini che possono aiutare lo
studente nella comprensione di concetti a volte complessi. Ha un indirizzo decisamente didattico
e introduce in maniera semplice e diretta alla complessita dello studio della Genetica Medica. Le
informazioni dei vari capitoli forniscono non solo le conoscenze di base, ma anche quelle relative
agli sviluppi della ricerca applicata alla Genetica Medica, consentendo allo studente di affrontare lo
studio di argomenti specifici o la comprensione di articoli scientifici.

La possibilita di avere la versione digitale del testo e di applicativi per integrare il libro con altre
fonti (lezioni, diapositive, articoli scientifici) & un ulteriore elemento che rende piu agevole ed effi-
cace lo studio della materia.

Gli Autori
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| genomi di organismi appartenenti a una stessa
specie presentano delle differenze nella sequenza
nucleotidica, che sono riconducibili ad eventi muta-
zionali.

In generale per polimorfismo s'intende l'esisten-
za di differenze tra individui, sia a livello del DNA
(polimorfismi del DNA) sia a livello delle proteine
prodotte (polimorfismi proteici).

Un locus é considerato polimorfico se presenta
almeno due alleli dei quali il piu raro ha una frequen-
za maggiore dell'1%. Gli alleli con una frequenza mi-
nore dell"1% sono detti invece varianti rare e sono
quelli a cui & riconducibile la maggioranza delle ma-
lattie genetiche.

Polimorfismi a livello del DNA
| polimorfismi proteici (ossia le differenze a carico

di porzioni genomiche codificanti proteine) rappre-

sentano solo una piccola quota, intorno al 5%, della

variabilita genetica. La grande diversita genetica
presente in una popolazione, da cui deriva l'unicita
genetica di ogni individuo, &€ quindi da attribuire so-
stanzialmente ai polimorfismi del DNA che interes-

sano per la maggior parte il DNA non codificante e

di conseguenza non sono apprezzabili a livello feno-

tipico. E stato, comunque, dimostrato che il DNA di

due individui non imparentati differisce per circa un

nucleotide ogni 1000 e differenze si osservano an-
che a carico delle sequenze ripetute sia relativamen-
te alla lunghezza che al numero di copie.

Riassumendo, una sequenza di DNA puo esiste-
re in forme diverse, che possono essere identificate
grazie a varie procedure, quali Southern blotting,
PCR, DNA chip.

Molti polimorfismi costituiscono importantissi-
mi marcatori genetici, essendo forme alleliche fa-
cilmente distinguibili e quindi comparabili ad alleli
codominanti di un locus mendeliano (assenza di
dominanza e recessivita).

Di seguito analizzeremo i principali tipi di poli-
morfismi:

- polimorfismi di singoli nucleotidi o SNP (Sin-
gle Nucleotide Polymorphism);

- polimorfismi di restrizione o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism, polimorfismo di
lunghezza dei frammenti di restrizione);

- polimorfismi di ripetizione o minisatelliti o
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats, nu-
mero variabile di ripetizioni in tandem);

- sequenze microsatelliti o STR (Short Tandem
Repeats, ripetizioni brevi in tandem);

- variazioni del numero di copie o CNV (Copy
Number Variations).

Polimorfismi di singoli nucleotidi
(SNP)

Per polimorfismo di un singolo nucleotide
(SNP) s'intende la variazione di un singolo nucleo-
tide in un locus. Tale classe rappresenta senz’altro il
tipo di polimorfismo piu comune: il sequenziamen-
to del genoma umano ha evidenziato, infatti, che tra
due individui non imparentati esiste una differenza
nucleotidica ogni circa 1000 nucleotidi. Libridazione
ad alta stringenza con oligonucleotidi specifici con-
sente la tipizzazione degli alleli di un SNP e quindi
con l'impiego di microarray € possibile tipizzare si-
multaneamente centinaia di migliaia di SNP. Oggi le
moderne tecniche permettono di analizzare tutti gli
SNP presenti in un genoma.

Polimorfismi di restrizione (RFLP)

L'analisi di genomi di individui diversi ha dimo-
strato che in seguito a digestione con enzimi di re-
strizione, seguita da elettroforesi e quindi da Sou-
thern blotting, si ottengono frequentemente per un
medesimo tratto di DNA frammenti di restrizione di
diversa lunghezza (polimorfismo di lunghezza dei
frammenti di restrizione). Cid € dovuto ad una dif-
ferenza di una singola base che determina la perdita
o la comparsa di un sito di restrizione per uno speci-
fico enzima. In Figura 3.1 & mostrato il procedimen-
to che permette l'identificazione di questo tipo di
polimorfismo. Osservando il DNA dei due individui,
notiamo che é presente una differenza: nell'indivi-
duo 2 vi & una coppia GC al posto di TA in un sito
di restrizione per lI'enzima BamHI. Questa mutazio-
ne ha comportato quindi nell'individuo la perdita
di un sito per I'enzima, per cui l'ibridazione con la
sonda identifichera nell'individuo 1 due frammenti
di diverso peso molecolare e nell'individuo 2 un solo
frammento piu lungo.

Oggi gli RFLP sono solitamente identificati con
una procedura che prevede l'amplificazione della
regione genomica di interesse, la digestione del pro-
dotto di PCR con l'enzima appropriato ed una corsa
elettroforetica per separare i vari frammenti ottenuti.

Gli RFLP sono polimorfismi a locus singolo e
biallelico, in quanto gli alleli possibili sono solo due.

Polimorfismi a livello del DNA 17
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RFLP. Dopo digestione con |’enzima BamHl, il Southern blot produce profili diversi sul gel.

Polimorfismi di ripetizione (VNTR)

Questo tipo di polimorfismo & dovuto alla pre-
senza di un numero variabile di sequenze ripe-
tute in tandem. Gli alleli, quindi, differiscono per
il numero di corte sequenze di DNA, uguali o piu o
meno uguali, presenti tra due siti di riconoscimento
di un enzima di restrizione. Come illustrato in Figura
3.2, i frammenti di restrizione di diversa lunghezza
possono essere rilevati da una sonda che riconosce
una sequenza unica nel genoma, al di fuori delle se-
quenze ripetute, ma compresa tra i due siti di taglio.

Attualmente, una piu rapida identificazione di
questo tipo di polimorfismo é realizzabile mediante
PCR e grazie all'impiego di primer oligonucleotidici
chericonoscono tratti esterni alle sequenze ripetute.

I VNTR rappresentano un polimorfismo a singo-
lo locus, ma multiallelico, proprio in virtu del nu-
mero variabile di sequenze ripetute.

Questi polimorfismi sono noti anche con il nome
di minisatelliti.

Microsatelliti o STR

Gli STR sono simili ai VNTR, in quanto anch'essi
contengono un numero variabile di sequenze ripe-
tute, con l'unica differenza che in essi la sequenza
e breve, dell'ordine di 2-6 nucleotidi. Le ripetizioni
piu frequenti sono quelle dinucleotidiche, partico-
larmente la sequenza “CA” (“TG" sul filamento com-
plementare). Il numero variabile di ripetizioni di ogni
microsatellite & riconducibile ad un tasso di mutazio-
ne maggiore di queste sequenze, a sua volta causa-
to, nella maggior parte dei casi, da errori durante la
replicazione del DNA. La DNA polimerasi, durante la
replicazione, nel copiare sequenze ripetute di questo
tipo pud compiere errori di “scivolamento’, compor-
tando duplicazione o delezione di una ripetizione.
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Sebbene esistano meccanismi atti alla riparazione
(mismatch repair), talvolta questi falliscono, con con-
seguente variazione del numero di sequenze ripetu-
te. Gli STR, presenti in numero pari a circa 100.000 e
distribuiti abbastanza uniformemente ad una distan-
za media di 30 kb, sono altamente polimorfici nella
popolazione e quindi altamente informativi.

In Figura 3.3 é illustrata I'analisi di un STR me-
diante PCR. Il microsatellite in esame & una ripetizio-
ne AATG (4 nucleotidi). Nella popolazione ci sono 6
alleli che presentano un numero di sequenze ripetu-
te variabile. Grazie all'impiego di due primer, P1 e P2,
che silegano alle regioni fiancheggianti la sequenza
ripetuta, € possibile I'analisi del marcatore.

| polimorfismi del DNA trovano un importantissi-
mo impiego come marcatori nell’analisi del linkage,

nell'identificazione personale e nella diagnosi di ma-
lattie genetiche.

Variazioni del numero di copie o CNV
(Copy Number Variations)

Dall'analisi di un numero sempre maggiore di
genomi umani e scaturito che le variazioni possono
interessare anche tratti molto pit ampi di DNA. | po-
limorfismi CNV, ossia la presenza di un numero di-
verso di copie, sono riconducibili a duplicazioni (nu-
mero maggiore di copie) o delezioni (numero mino-
re di copie) di tratti genomici di estensione variabile
da un migliaio a milioni di basi. Le CNV, che possono
interessare il genoma in misura del 10%, possono es-
sere in alcuni casi rare ed in altri frequenti.

Polimorfismi a livello del DNA 19
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Analisi di un STR mediante
PCR. Nella parte in basso il
marcatore viene impiegato
per un accertamento di pa-
ternita (compatibilita con-
fermata).
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