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I1 DNA ¢ il materiale ereditario

1928: Grifttith
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19353: 1l modello del DNA a doppia




11 codice genetico
1961: 1l codice ¢ a triplette (Crick e Brenner)
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* Chain-terminating or “nonsense” codons
1 Also used in bacteria to specify the initiator formyl-Met-tRNAMst
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1968: Nobel a Nirenberg Khorana e Holley per la
decifrazione del codice




1970: Scoperta della prima endonucleasi di restrizione di tipo |l
(Hindll) isolata dal batterio Haemophilus influenzae

Le endonucleasi di restrizione di tipo Il riconoscono e
tagliano specifiche sequenze palindromiche del DNA

EcoRl 5-GAATTC-3°  5-G-3 -AATTC-3
3-CTTAAG-5 3'-CTTAA- 3'-G-5

Kpnl  5-GGTACC-3'__ 5-GGTAC- 5-C-3
3'-CCATGG-5 3-C-5 -CATGG-5

Hpal 5-GTTAAC-3 __ 5-GTT-3’ 5'-AAC-3’
3-CAATTG-5  3-CAA-5 3-TTG-5'




1972: Paul Berg produce la prima molecola di DNA ricombinante
utilizzando EcoRl

1973: Trasformazione in E. coli del primo plasmide ricombinante
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Cloning into a plasmid




1977: 11 sequenziamento del DNA

Maxam e Gilbert: sequenziamento chimico

Sanger: sequenziamento per terminazione
della catena nucleotidica




1986: Reazione a catena della
polimerasi1 (PCR) (Mullis)

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

WW*‘“"‘”W ‘HII~ el i Polimerasi termostabile

1 minut 94 °C

L dal batterio termofilo

Thermus aquaticus

¥ Step 2 : annealing
3 st e |

45 seconds 54 °C

forward and reverse
5 primers !!!

2 Step 3 : extension’

2 minutes 72 °C
only dNTP's




1989: Identificazione ¢ clonaggio del gene della
fibrosi cistica (T'sui, Riordan, Collins)

Malattia autosomica recessiva
Incidenza: 1/2500
Frequenza di portatori: ~ 1/50

CYTOSOL

ATP-binding domains




Produzione di insulina umana in
batteri

human cell containing

gene of interest bacterium

bacterial
chromosome

human protein
of interest

~

K N0t 0002-8315-01
3':;‘-&, = BZZ4 10 mL HI310

100 units per mL




1990: Inizio del Progetto
Genoma Umano (Watson et al.)

Ideogran=2|X] contig=2]X] Hs uniGc=2]X] Genei_seqzl
o

1999: completata la sequenza del
I 5 cromosoma 22

Hz.517338

22q11.1 ‘
NT_011519. H5.517357

izt 2001: completata la prima stesura del

Hz. 449585
Hz.407995

22q11.22 I . genoma umano

2004: completato il sequenziamento
- ] (numero stimato di geni 20.000-25.000)

22912.3

22913.1

22913.2

[-NT_011521.
22913.31 ‘
NT_011523.

e
22413.33 P NT 113815,
NT011526.




Genomica: analisi de1 genomi
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Figure T24.1

Table 24.1 Milestones in Genomic Sequencing

Genome (Importance) Size Year
Phage ¢X174 (first genome) 5,375 1977
Hemophilus infiuenzae (bacterium, first organism) 1,830,000 1995
Mycoplasma genitalium (bacterium, smallest genome) 580,000 1995
Saccharomyces cerevisiae (yeast, first eukaryote) 12,068,000 1996
Methanococcus jannaschii (first archaeon) 1,660,000 1996
Escherichia coli (best studied bacterium) 4,639,221 1997
Borrelia burgdorferi (the spirochete that causes Lyme disease) 910,725 1997
Caenorhabditis elegans (first animal, roundworm) 97,000,000 1998
Arabidopsis thaliana (first plant, mustard family) 120,000,000 2000
Human chromosome 22 (first human chromosome) 53,000,000 1999
Drosophila melanogaster (a favorite genetic model) 180,000,000 2000

Human (working draft of the “holy grail” of genomics) 3,200,000,000 2001




Trascrittomica: analisi
dell’espressione dei1 genomi




Proteomica: analisi delle proteine
codificate da un genoma
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Metabolomica

Analisi dei profili metabolici per caratterizzare le risposte ad alterazioni genetiche
o ambientali

Molecole primarie

Molecole secondarie

Profilo chimico




Farmacogenetica

Variazione individuale del metabolismo e della distribuzione dei farmaci
Geni singoli

Carenza di G6PD (1956)

* | soldati afro-americani che
assumevano il farmaco
antimalaria primaquine
sviluppavano un’anemia
emolitica e una riduzione
dell’attivita del’enzima G6PD.

200-400 milioni di persone hanno varianti di GBPD che aumentano il
rischio di emolisi

Sono state descritte piu di 70 mutazioni puntiformi.

Una variante comune ha un’attivita quasi normale, ma € associata a
una grave emolisi quando viene esposta a farmaci ossidanti.




Farmacogenetica
o
La Farmacogenetica studia I'associazione tra varianti genetiche di
determinati geni e la risposta a trattamenti farmacologici”

|

Si basa sull’identificazione di polimorfismi SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) a carico di geni coinvolti nella

risposta farmacologica

BgpT @resmpuinst sesrsd 1o SETAAGT S, ., Confrontando la frequenza di tali
g gl polimorfismi presenti in pazienti
. affetti con quella di soggetti sani
—! e possibile identificare SNP
associati ad una specifica risposta

ad una determinato farmaco
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Polimortfismi genetici a carico di geni che
codificano bersagli molecolari dei farmaci

I'adrenorecettore p2
codificato dal gene ADRB2.

Gin Glu

codone 27

Arg Gly
codone 16
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comuni di questo gene

| nisultati di questo studio

suggeriscono che la mutazione SNP
a carico gene ADRB2 puo essere

usata per identificare preventivamente
pazienti a rischio di effetti collaterali
se trattati con una terapla di farmacu b-
agonisti, I nedhas
inalazione




Polimorfismi genetici a carico di geni che
codificano per proteine trasportatrici di farmaci

il gene MDRY, che codifica
la glicoproteina-P.

C T
nt 3435 esone 26

L’SNP nell’esone 26 e associato
ad una alta concentrazione del
farmaco digoxina
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L'SNP nell’'esone 21 e associato
ad una bassa concentrazione del
farmaco fexofenadina




Farmacogenomica

Farmacogenetica + variazione interindividuale dei bersagli de1 farmaci e dei
meccanismi alla base delle malattie

Geni multipli

“Lo studio molecolare dei fattori genetici che determinano [’efficacia e la
tossicita dei farmaci”

I~

Pharmacokinetic examples: drug metabolism Pharmacodynamic examples: drug targets

CYP2D6 ‘ ‘ NAT2 ALOX5 EGFR ‘

(germline DNA) (germline DNA) (germiine DNA) (tumour DNA)

. Autoimmune
Lack of codeine response to
response hydralazine and
procainamide

Nature Reviews | Drug Discovery




La Farmacogenetica e la Farmacogenomica
applicata alla cura del cancro

La farmacogenomica e la farmacogenomica offrono

la potenzialita di mettere a punto terapie anti-tumorali
individualizzate

La timidilato
La tiopurina metiltransferasi sintetasi

e la 6-mercaptopurina e il 5-fluorouracile
nel trattamento
della leucemia




La timidilato sintetasi e il 5-fluorouracile

La genotipizzazione delle vananti
genetiche TSER del gene TS puo
essere utile per individuare pazienti

con risposta variabile al trattamento
con 5-FU o suoi analoghi

Resistenze cliniche al 5-FU che ha come A
target la TS sono associate alla
sovraespressione delle TS in cellule

tumorali 1 cui livelli sono regolati dalle
sequenze polimorfiche ripetute in tandem

nella regione enhancer del gene TS
(TSER)
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QUESTIONI ETICHE

" s E’ Stato a lungo dibattuto e si continua a dibattere sui

problemi di privacy relativo all’uso di test genetici sia
, per predire il rischio di una malattia che per il

trattamento personalizzato di un determinato farmaco.

=i Trattandosi di discipline ancora recenti ed in evoluzione
I'attuale legislazione, soprattutto nel nostro Paese, &
ancora carente nel tutelare i diritti dei singoli
individui in questo campo




