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Genomica strutturale: Mappa fisica del genoma

February 2001 - Publication of the first draft of the human genome ¢ > C CRAB o PN o SESICH 9.0

m} ational Library of Medicine ) NCBI  National Center for Biotechnology Information Login

Human Genome Resources at NCBI Download  Browse  View  Learn

Search for Human Genes

== [ [ soarn |
- N
CE=
THE S - =
HUMAN /7 #=d Hegag =
GENOME == == 2¥g9g =
3 - m e AEE L ==5a ”
& SRR S S AN= R y"galz
= A8 R =gl = ="i=2n
3 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 19 20 21 22 X Y MT
Select a chromosome to access the Genome Data Viewer
< C @& ncbinlm.nih.gov/genome/gdv/browser/gene/?id=7157 B a & ‘..Q C

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

Genome Data Viewer

Share this page Reset All More Info»
c Chr 17 (NC_000017.11): 43,084,867 - 43,084,913
Homo sapiens
pla. pl22  pl3) ] pi. Pl a1 qn. q 21, 2. E 92132 92132 q 0231 q232 q233 232 q24.3 q25. 9252 q25.
(human) 13.3 122 plad 2 n.2 1.1 m1 qnz 12 211 212 q21.31 2132 2133 q22 231 q232 9233 23.2 q23.3 q25) 25.2 q25.3
L — | I 1 . L e )
Assembly: GRCh38.p13 — A w — - 1 — T N T T T T W
Search assembly 4 | Regionv BRCA1 ¥ pp | NM 0072944 v (> c00OOGOGOOOOGOOOOCOORROOR00D
|Q BRCAT c>| Gene Transcript Exons: click an exon above to zoom in, mouse over to see details
Examplesh | & ncooonizaa- Qo § @ me= = A Tools~ | ¥ Tracks» ¥, Download v @ 7 =
‘43,984,3?8 143,084 880 ‘43,884,398 I43,I384,9@B |43,BB4,91@
Genes \iCTGTATTAGTCIC'QCTGTCICIICCATCACATCTAACCTCTACGTG
T Name Location CGlCATllTCAGTGATGACAGTGTTGGTAGTGTAGATTGGAGATGCA’“
BRCA1 Chr17: 43,044,295 - 43,125,483 a Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Relsase 109.20200228 2L & X
BRCA2 Chr13: 32,315,480 - 32,399,672
RAD51 Chr15: 40,694,774 - 40,732,340
BARD1 Chr2: 214,725,645 - 214,809,711
BABAM1 Chr19: 17,267,376 - 17,279,353 * * *
BAP1 Chr3: 52,401,004 - 52,410,105 - - -« - - - -
BRIP1 Chr17: 61,679,186 - 61,864,120 i i i . , i i O x
00, a%}n%gﬁggg'ckrd%gj?gu% mlﬁgq;:neggate NCBI Homo sapiens Annotation Release 109.. |4
LOC111589215 Chr17: 43,124,495 - 43,127,162 ¥ Genssz, Ensembl release 3% s el o x
¥ Pick Assembly € h
— o x
ﬁﬂé%ntllnjgcﬁg' ﬁac‘ﬁ%ggguﬁé?nslhiggmnge —
Assembly Swilch organism Cited Variations, dbSNP bl53 v2 & x
Warning: No track data found in this range —
GCF_000001405.39 (GRCh38.p13) v | Live RefSNPs, dbSNP bl53 w2 s Lkl & x
- B/A rs981340525 I /A rsS52636154 [ C/T rs14555628176 R C/A rs1166413663 T A/G rs1B42051265 EEEE C/G/T rs939355793 RN G/A
Locations for Gene TP§3 5962274973 M G/C rs927966946 NN C/T
Sequence Location
NC 000017 11 7 668 402 - 7 687 550 RNA-seq exon coverage, aggregate (filtered), NCBI Homo sapiens Annctation Release 109 - log base 2 scaled O x

RNA-seq intron-spanning reads, aggregate (filtered), NCBI Homo sapiens Annotation Release 109 - log base 2 scaled E Feedback



geriome

HUMAN
GENomE (%

S

( .v.‘yﬁ‘ =\




HG 1990. 3 miliardi di dollari in 15 anni. HUGO (Human

NZ. A7\ Genome Organization)

‘) Iniziativa privata

CELERA

A PECorporation Business

February 2001 - Publication of the first draft of the human genome

- Escherichia coli (in rappresentazione dei

natllre procarioti)
¥ }ngan - Il lievito Sccharomyces cerevisiae (eucarioti
. OeHBReR unicellulari)

ECNGRE e
gie: Gy HUMAN
GENOME

- Drosophila melanogaster e Caenorhabditis
elegans (animali multicellulari con genomi
moderatamente complessi)

- Mus musculus (mammifero).
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Procedura per il sequenziamento genomico

Choose Genomic DNA Extraction Kits for: TshcquLOﬂSFhFcr

1. Isolamento del DNA genomico DUWK -

’
- v\:‘l
s A\
Plant DNA

2. Clonaggio del DNA
2.1. Frammentazione del DNA: digestione enzimatica
2.2. Unione del frammento di DNA a un vettore di clonaggio: DNA ricombinante

2.3. Introduzione del vettore ricombinante nella cellula ospite: trasformazione

2.4. Coltura delle cellule trasformate: cloni batterici

3. Sequenziamento del DNA: Tecnologie Sanger e NGS



Clonaggio del DNA

1. Gli enzimi di restrizione (o endonucleasi di restrizione). Frammentazione del DNA
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Figure 8.2 Examples of how restriction enzymes cleave DNA.
a) Cut with Smal

Table 8.1 Characteristics of Some Restriction Enzymes

Organism in Which Recognition Sequence ‘
Enzyme Name  Promunciation Enzyme Is Found and Position of Cut*
| ‘ R o , & [ccCgaa ¥
Enzymes with 6-bp bam-H-one Bacillus 5-G'GATC C-3 - -
Recognition Sequences amyloliquefaciens H 3-CCTA GTG-S' 3 G B[ 3 5
. Ccepo Bglll “bagel-two” Bacillus globigi 5 '-AlG ATCT-3' t
genere speuez 3LTCTAGAS
E R I “echo-R-one” Escherichia 5 '-le ATTC-3
CO coli RY13 3'—CTTAArG—5'
Blunt ends
Haell “hay-two” HaemoPhi[us 5:-R GCG ClY—B: (estremité platte)
aegypticus 3 -YTC GCGR-5
“hin-D-three” Haemophilus 5 '—AI'A GCTT-3' .
influenzae Ry 3“TTGC GATA—S’ b) Cut with BamHI *
o = Wr v [
Pstl P-S-T-one Providencia 5"CTGCAG-3 ’ ’
stuartii 5 '—GTA CGTC-5 5 G GAT C C - 3
’ o \\ ~ ’
Sall “sal-one” Streptomyces 5 '-GlT CGAC-3" 3 2 . S
albus 3"CAGCTG-5' 4
Smal “sma-one” Serratia 5'cc ClG GG-3'
MAFCesCEns 366 gece c-5'
E ith4.b Haelll “hay-three” Haemophil stedlccs’ 5 Gou 3 5 overhanging 5 #GATCC 3
nzymes with 4-bp el y-three aemophilus - - = z —
Recognition Sequences aesypticus £ ] e G-5" 3 GYGTAGP 5t (SUCKY) ends o ﬁ 5
| (estremita sporgenti
Hhal “ha-ha-one” Haemophilus 5'6coc-3’ . , )
haemolyticus 36,6 C 65" . in 5’ (coesive))
c) Cut with PstI
Hpall “hepa-two" Haemophilus 5 '—ClG Gec-3' L
parainfluenzae 316G CTC—S‘ 5 CTGCAG 3
Sau3A “sow-three-A" Staphylococcus 5 '-16 ATC-3" 4 I 7 G; 5
aureus 3A 3. GTAGT-S' .
Enzyme with 8-bp Notl “not-one” Nocardia 5.6 ClG GCCGC-3'
Recognition Sequences otitidis-caviarum 3'.CGCCG GTC G-5'
Enzyme with Recognition BstX1 “b-s-t-x-one” Bacillus 5"CCANNNN NIN TGG-3' 5 G TG CA wl 3 k2 3 overhanging 5 PG 3
Sequence Containing a stearothermophilus 3IGGET NNNNNN ACC-5 = . -
Nonspecific Spacer Sequence g’ Gd 5 (St|cky) ends d . 5
"In this column the two strands of DNA are shown with the sites of cleavage indicated by arrows. Since there is an axis of twolold rotational (estrem |té sporge nti
try i h iti , the DNA molecules Iting fi the clea trical. Key: R = purine; Y = pyrimidine; . .
ﬁTzngiywln::eﬁE N:EOEI'].I wn Sl:qu.l:m molecu prezil lﬂE Tom (= v‘a&e are s)f!nm.l: rcal l:)’ Purln.e p)'rlm e In 3' (Coeslve))

Frequenza dei siti di restrizione nel DNA. In generale, quanto piu corta sia la sequenza del sito di restrizione
di un enzima, piu & probabile trovarlo nel genoma e piu frammentato risultera il genoma dopo della
digestione enzimatica.
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Gli enzimi di restrizione che producono estremita coesive sono particolarmente utili nel clonaggio del DNA

DNA 1 I DNA 2 |

5 GAATTC 3 g

¥ CTTAAG & -
T r

5 Gou 3 5 AATTC 3 Cut with 5 Gol 3 5 BAATTC 3

EcoRlI, leaving

3 CTTAAp & ¥ wG 5 3 CTTAAp & FwG 5

“sticky” ends
DNA ligasi ‘ L'unione tra due frammenti
\_ _ 5 B@AATTC 3 / di DNA di origine diversa &
— , ,"17 .
¥ SCEEARGT 5 alla base della tecnologia
L 5 GAATTGL 3 J del DNA ricombinante.

3 CTTAAG ¥~

Recombinant
DNA molecules

Se un vettore di clonaggio e un frammento di DNA vengono tagliati con lo stesso enzima di
restrizione (per esempio EcoRl), avra luogo I'appaiamento (annealing) delle basi nelle

estremita coesive.
rDNAmsert

\‘f/\\“ﬂl LL77Q

X 3

‘bwa&

Cloning vector ~ Foreign DNA Ends of vector and foreign DNA fragment Recombinant DNA
anneal and are mixed with DNA ligase



2. | vettori di clonaggio

- Plasmidi. Nei vettori di clonaggio plasmidici derivati di E.coli possono essere clonati
frammenti di DNA fino a 15 kb.

- Batteriofagi

- Cosmidi: vettori che presentano caratteristiche sia dei vettori plasmidici sia dei
batteriofagi. Possono contenere inserti di DNA di 40-45 kb.

- Cromosomi artificiali. Sono i vettori che possono accogliere i frammenti piu grandi di
DNA

Vettori di clonaggio plasmidici: derivati da plasmidi circolari trovati in natura nei batteri.
Questi vettori vengono modificati in laboratorio (“ingegnerizzati”) perché abbiano le seguenti
Ca ratteristiche: Sxirl StrfII Efig[ Spf] Silml EC(JR] Hm*dIH SillI A};HI

I I

L[]
A 4 t 4 4 4 A 4 i
BstXI  Notl Xbal BamHI Pstl EcoRV Clal ~ Xhol Kpnl

SitO dl Clonaggio Multiple cloning‘site (polylinker)

multiplo o polylinker

lacZ™
sequenza
. .:— | d’origine della
pBluescript 11~ LMF1
(2,961 bp) replicazione (ori)
tli'J‘flr."H
marcatore /
di selezione —
ori = Origin of repication Vettore di clonaggio plasmidico pBluescript Il.

amp® = Ampicillin resistance gene
lncZ* = Part of B-galactosidase gene



Figure 8.5 Insertion of a piece of DNA into the plasmid cloning vector pBluescript Il to produce a recombinant
DNA molecule.
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Colony with insert

Colony with no insert




Cromosomi artificiali: | cromosomi artificiali sono vettori di clonaggio che possono accogliere
frammenti di DNA molto grandi, formando molecole di DNA ricombinante simili a piccoli

cromosomi.

a) A bacterial artificial chromosome (BAC) vector

anf—]l Sph
o ¥ HindIIl

7
/

/ lacZ*

/
'l

" pBeloBACT 1 |

(7.5 kb)

R |
cam
y

F factor origin

cam® = Chloramphenicol resistance gene
lacZ* = Part of f-galactosidase gene

| BAC possono contenere inserti fino a 300 kb.

b) A yeast artificial chromosome (YAC) vector

<« |leftatm ——» <«— Rightarm —s
B N 5 o e |
TEL TRP1 ARS CEN — LIRA3 TEL
Restriction
o ) sites for
Origine di cloning
replicazione

Marcatori di selezione TRP1 e UARS3

| vettori YAC sono quelli che possono contenere gli
inserti piu lunghi di DNA (fino a 2 Mb)

Questi cromosomi artificiali non vengono replicati
nei batteri, ma nelle cellule di lievito.

Il YAC e un vettore lineale



Costruzione di banche genomiche (anche chiamata libreria genomica o genoteca)

Una libreria genomica & una raccolta di tuttii frammenti di DNA del genoma di un organismo; una
libreria cromosomica & una raccolta di tutti i frammenti di DNA di un cromosoma specifico. Ciascun
frammento di DNA viene "conservato” in un clone di cellule batteriche ricombinanti. Gli scienziati
usano librerie genomiche e cromosomiche per isolare e studiare geni.

Come funziona? Siti dil taglio
) 1

| I 1
l Frammento l Frammento lFrammemol Frammento l

1 2 3

A
DNA umano & 1| DNA genomico umano & tagliato

con enzimi di restrizione per generare
una popolazione di frammenti.

W)O(

Produzione ® L= DNA ligasi combina frammenti

del DNA di DNA umano e plasmidi batterici

ricombinante contenenti un gene che conferisce
resistenza ad un antibiotico.

Gene per
la resistenza
all’antibiotico Trasformazwne ® | plasmidi ricombinanti sono

introdotti in batteri sensibili
@ all’antibiotico.
Batterio senza y l

plasmide

© | batteri sono incubati in un mezzo di
coltura contenente |"antibiotico. Solo le
cellule che hanno incorporato il plasmide
sono in grado di crescere.

Batteri senza plasmide
non si moltiplicano

Batteri con plasmide
sopravvivono e si Piastra con terreno genOTCCG

moltiplicano contenente antibiotico

Banche cromosomiche: In una genoteca genomica, la collezione di frammenti di DNA clonati derivati
da un singolo cromosoma viene chiamata banca o libreria cromosomica. Nel genoma implica la
costruzione di 24 genoteche cromosomiche diverse (una per ciascuno degli 22 autosomi piu i
cromosomi sessuali X e Y).



Digestione genomica:
1) frammentare il DNA genomico in modo di ottenere frammenti di dimensioni simili e

adeguata alla capacita del vettore di clonaggio.
2) per poter ricostruire l'ordine di queste frammenti nel genoma, occorre che in essi ci

siano delle sequenze sovrapponibili.

Due fattori sono fondamentali a questo scopo: |a scelta degli enzimi di restrizione e il
tempo di digestione (digestione parziale del genoma).

a) Partial digestion of DNA by a restriction enzyme b) Resulting fragments may be inserted into
(for example Sau3A) generates a series of overlapping BamHI site of cloning vector
fragments, each with identical 5° GATC sticky ends
,Hybrid site can be
! | 'L l i | l l Erg?‘nent from — [ cleaved by Sau3A,
| ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘ ‘ Sau3A digestion » f-———-I_Q f but not by BamHI
«0 G A C"}‘ﬁ b
- ) A 9,0
Hybrid site - &Y o
can be (;9 o/ O\
cleaved by 1O/ . \
both Sau3A T Cloning |
| vector

and BamHI |




La dimensione dei frammenti risultanti puo visualizzarsi per elettroforesi dei frammenti di

DNA su gel di agarosio .

a) Partial restriction digestion of genomic DNA.

Genomic DNA

Partial digestion with i
a restriction enzyme

Large, overlapping DNA fragments
~— T

Separate the DNA fragments by
size using agarose gel electrophoresis

Agarose gel

Well “Ea //
Buffer 127 X\
solution —=~ &

Large DNA > Small DNA
fragments fragments

b) Agarose gel electrophoresis analysis of genomic DNA
partially digested with restriction enzyme.

& 5. Partially digested
genomic DNA

|—2. Uncut genomic DNA
— 3. Completely digested
genomic DNA

| 1. Lambda ladder

.|4




Agarose gel electrophoresis
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Sequenziamento del DNA

Al giorno di oggi esistono due metodi principali di sequenziamento del DNA:

- Il metodo classico o metodo di Sanger, sviluppato da Fred Sanger e basato nel
sequenziamento di DNA mediante didesossinucleotidi.

- E una tecnologia piu moderna, di sviluppo recente, la Next Generation
Sequencing.

Tutti i due si basano nel processo nella reazione di sintesi di una nuova catena di DNA
complementare alla catena stampo.



I. Sequenziamento Sanger o sequenziamento mediante didesossinucleotidi.

Elementi della reazione di sequenziamento:

Il DNA isolato dal clone batterico (DNA stampo
da sequenziare).

Primer: Un oligonucleotide a singolo filamento
che serve per l'inizio della reazione di sintesi di
DNA. La sequenza del primer € complementare
alla sequenza del plasmido adiacente al inserto
di DNA. Universal

sequencing
rimer
P Cloned sequence

5 3 to be an‘alyzed

F P I N 5

_|||||‘ATGACCATGATTI|||_

| ) TemplatleDNA |
Una enzima DNA polimerasi che porta avanti la
reazione di sintesi del DNA

Quattro desossinucleotidi precursori (ANTP,
ossia dATP, dTTP, dCTP e dGTP), e una quantita
inferiore (~1:100) di nucleotidi modificati,
chiamati didesossinucleotidi (ddNTP, ossia
ddATP, ddTTP, ddCTP e ddGTP).

Sequenziatore automatic
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer

a) Deoxynucleotide (ANTP) DNA precursor

"0 0
OO—P—0—P—0—P_—_0— Base
(@) F‘D @] I‘D @] F" 05, (:|-|2 0

o~ o~ (o &

b) Dideoxynucleotide (ddNTP) DNA precursor

IR
-O0O_P_0O0_P_0O_ e T Base
(@) I|3 O I|D (@] I‘D OS, CH, 0
om o o sKH BT
HNE_2/H

H H



pBluescript Il lacZ* gene DMNA

T7 universal sequencing

vector (part) Kpnl site  insert primer annealing site
& - "rrrrrrrﬂJ__I g
g NN .5
SP6 universal sequencing  Sacl site
primer annealing site
Denature to
single strands
Unione dei primer: A
5 - TTTT TITTITITITT ~TTTITTIT ¥
v ...alllL EEENE RN IEN N ERAR RN K
Anneal SP6 universal f/_ Anneal T7 universal
sequencing primer seguencing primer
Ll
STITY & T T TITTTTITIT I T ~TTITT T ¥
7 ...dlL .I.I.I.}.I.I.I.I.I.I.I.I-J.I.I.I.I.I.I.I. - 3'| L
Extension of primer by DNA Extension of primer by DNA
polymerase—this is the polymerase—this is the
sequencing reaction into the sequencing reaction info the
DMNA insert from the left end DMA insert from the right end
Reazione di sintesi e sequenziamento:
Figure 8.11a Dideoxy sequencing.
a) Universal
sequencing
rimer
P Cloned sequence
5 | 3 to be arlnalyzed
oo LLI11ATGACCATGATT )] o
Template DNA
dTTP ddTTP
The normal T nucleotide added The dideoxy T nucleotide added has a
has a 3'-OH making it a template 3'-H which is not a template for addition of
for addition of the next nucleotide  /DNA polymerase DNA polymerase a nucleotide by DNA polymerase; DNA
by DNA polymerase extends primer extends primer synthesis is terminated
using dTTP using ddTTP
5 3 5 3
T
g LI 1ATCGACCRATCATTIIL o . LA1112TCGACCATCATTIIIN] . o

iGentics: A Motecular Approach Russell 3, © 2010 Pearson Education, Inc.




Figure 8.11b Dideoxy sequencing.

b)

5 3
Ll JATGACCATGATT |
5 ¥
Ll JATGACCATGATT|
5 g 37
TA
Ll |ATGACCATGATT]
5 === 3’
TAC
Ll JATGACCATGATT]|
5 = 3’
TACT
Ll JATGACCATGATT|
5 == 3’
TACTG
Ll JATGACCATGATT|
5 ey 3
TACTGG
Ll JATGACCATGATT |
5 rrrrrrr 3
TACTGGT
Ll JATGACCATGATT]
5 pp—p—————
TACTGGTA
Ll JATGACCATGATT|
-5' LI L L L L L L L 3’
TACTGGTACGC
Ll JATGACCATGATT]
5' | L 3’
TACTGGTACT
Ll JATGACCATGATT]
5 | NN BN N N NN N NN NN R R | ¥
TACTGGTACTA
Ll JATGACCATGATT]

In una reazione di sequenziamento, ci sono milioni di
coppie di primer/stampo identiche che subiscono la
stessa reazione di allungamento. Quindi, statisticamente,
alcune reazioni si fermano al nucleotide 1, altre al 2,
altre al 3, etc. Nel complesso, si sintetizzeranno molte
molecole di DNA di nuova sintesi con un numero elevato
di frammenti che terminano in ogni posizione.

— > +
Primer
5 T J
SIIIIIIIIIIIIIIIIIIIS.
Template
ddNTPs
ddTTP -@
ddCTP @
ddATP -@
ddGTP -8 cw'\\\oxy ael
Pivner exrension eechvpphoresss

and choin Yeremnoton

STrrrTr T ¥ Lg’ Detector

5 T §

5 T 5

5 T———— ¥ J

5 s r——) 3

R EEed ‘M'

5 P T T TTTTrT® '1\””%% Chrovnotogrowm
5 e —— ' ‘I‘\ﬂj,«
ST GGTCATAGC €— Sequence
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CT GTCCTCCGCTGCCT TCCCAGCCA GCAAGGCTAACAACGACATTACTTCCATCACA

i Wuu. I

il

il

[ |
“b“ i |
ARG /8 B . A N o AE

Le sequenze di DNA risultanti del sequenziamento si chiamano reads




Il. Next Generation Sequencing (NGS, tecnologie di nuova generazione o
high-throughput sequencing).

VAR P o

Fragments Add adaptors Attach to flowcell

a A
L l.. "l

—
Bind to primer

llumina
" HiSeq 2500 System

0o 4 >» 460 0 44>
O >» 4> 00 > >

Cluster formation

Sequencing Signal scanning

Ogni reazione di sequenziamento NGS produce del ordine di centinaia di
reads per ogni frammento di DNA stampo.



NGS: ogni reazione permette il sequenziamento simultaneo di migliaia di frammenti
di DNA e, la produzione di centinaia di reads per ogni frammento di DNA stampo.

chrM

£.000 bp

607 bp
§.100 bp £.200 bp

£.300 bp §.400 bp .30 bp

IR E

I KN

Risultato di una sola reazione NGS



Sanger: ogni reazione permette il sequenziamento di un unico frammenti di DNA e

produce un massimo di due reads (forwards 5’-3’ e reverse 3’-5).

chrm

[v [t

chrm

8,000 bp 8100 bp 8200 bp 8,300 bp 8.400 bp 8,500 bp
| | | | | | | | | |

11 1IX | I I I1 I I |
11 1x I I I I

Risultato da tre reazioni Sanger




Ricostruzione della sequenza completa di DNA

La ricostruzione della sequenza di DNA originale si basa nell’'assemblaggio dei
reads in base alle sequenze che si sovrappongono.

R 2 2R R 2 A
AR S B

-

-_-—

:

L 3
L §

f
Y

[



Risultato della digestione enzimatica: Frammenti sovrapposti

Risultato del sequenziamento: Reads sovrapposti
5’-AACAGCTT-3’
5’-AGCTTAGTGTGAGAC-3’
5’-TGAGACGTTGCCTTC-3’
5’-CCTTCTTATCCCGCAAC-3’

Assemblaggio della sequenza di DNA:
5’-AACAGCTTAGTGTGAGACGTTGCCTTCTTATCCCGCAAC-3’



Annotazione delle sequenze genomiche: Identificazione dei geni

Due metodi complementari:

I. Metodi computazionali
Identificazione computazionale delle fasi di letture aperte (ORF, Open Reading Frames): Codoni d’inizio (ATG) in
fase (separati da multipli di tre nucleotidi) — —
e codoni di stop (TAG, TAA o TGA). — Open Reading Frame B

ATGACACGATATGAGATATGCATAGAAAGCGAATATAGATAG

—

Il. Clonaggio e sequenziamento di cDNA.

1. Isolamento del RNAm.

Poly(A) tail
V_‘_\
. mRNA 5 AAAAAA S
2. Le molecole di RNAmM vengono usate come stampo et otk o
nneal oligo primer
per la sintesi di molecole complementari di DNA 5 ! e —

\ ¢

(cDNA). Enzime coinvolte: trascrittasi inversa (RT, Reverse trascriptase,

dNTPs produces cDNA:mRNA
Reverse Transcriptase), RNasi-H (un tipo di — R
. . . . . . . I e i o o
ribonucleasi), DNA polimerasi e DNA ligasi. Si ONAS | °

mRNA degraded by RNase H

ottiene una molecola di cDNA a doppia elica che e Degraded RNA fragment
used as primers for new 5 v as
una Cop|a de”'mRNAdl partenza_ DNA synthesis gl L L L LTTTTTT o
DNA
. . . . . polymerase [
3. Inserzione del cDNA (1-5 kb) in vettori di clonaggio. DNA polymerase I synthesizes N
new[F)]NKstrandmsye'z ments S TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T TAGMERE &
. .. . . . andremovesHNAprir?'lers 3II\I\\I\II\IHI\\I\IHIHI\IHTTTTTTS.
4. Trasformazione delle cellule ospiti di E.coli coni
. . . . DNA ligase
vettori ricombinanti. J ,
L. 5II\I\\I\II\I\\IHI\IHIHI\IHATA-A-K3
DNAilragmentsJomedby gl L I LITTTTTT
5. Sequenziamento del cDNA clonato. DNA ligase
. . . . Double- , ,
6. lreads der}vatl di questo cDNA vengono poi smaed TR Y 3000 YK o0
confrontati con le sequenze genomiche per e =
. e . . ( ) /‘\( 3)
I'identificazione dei geni. - N



Promemoria: Sequenziamento genomico

Cells of organism

of interest
1. Isolamento del DNA
~ 2. Frammentazione del DNA
Extract DNA _.__________H DNA fragments of various sizes
. = \ﬁga;se gel electrophoresis
4. Costruzione della JEEAR
genoteca (clonaggio del = / . .
intero genOma)_ Purify DNA from the gel /Ez ¥ J 3 SeIEZ|One de|

—
e . e i

Prepareaclonelibrary __——"  ———me
DMA fragments 1.6-2.0 kb

frammenti di DNA di
e 1. Colluar DNA dimensione adeguata per
Lane 2: DMNA ladder

\ il clonaggio
Obtain end sequences @ u

of DNA inserts

- T Short decoded
End sequences T——__, segments
Enter sequences into computer \
| Overlaps
5. Sequenziamento  Orerag

6. Assemblaggio delle
e sequenze di DNA

into contiguous sequences

Questo approccio di sequenziamento genomico si conosce come sequenziamento
casuale diretto (whole-genoma shotgun)



Sequenziamento in microarray (o chip di DNA)

Sequenziamento di marcatori SNP (Single nucleotide polymorphism).

SNP

ADAY” LRt
P < g C A A é GT

y p A
WNTA

A c G
- G g——
AT

AU S L aca

C Al | GT
SNP-A1 b* snpa1 bt Aplotipi: Sequenze di varianti alleliche che
| N | HB si trovano vicini in una piccola regione di un
+ . . .
SNP-Al 1B NPAZ b cromosoma. Nell’esempio, la combinazione
—_— pap bt di alleli SNP-A1 b* costituisce un aplotipo.
SNP-A2 b | B
SNP-A2 b SNP-A2 b

Microarray di sequenziamento:

VAV
VAV

SNP probe on the microarray slide ——

v \/G‘\/

\/ \/
Wi\/

=

20 um



Sequenziamento in microarray (o chip di DNA)

Cells of organism
of interest

1. Isolamento del DNA

~ 2. Frammentazione del DNA

Extract DNA —_— DNA fragments of various sizes
— —

i

e

——, | — e,

— 3. Denaturalizzaz.ione del DNA

Doppia elica wvolgimento
nativa

i ———
——
————

'

——

Filamenti

S E

4. Costruzione della E 3 3
genoteca (clonaggio del 53 == ¢
intero genoma). E E

by Diagtam of part ofthe hybridized probe cell .

S & o
& S & < 2 4. lbridazione con le
e Z > T2 EEEE o sonde SNP (in base

Tt ..a—.-' m al principio di

Individual's labelad ganomic DNA 3
containing a NP allele doas nat

bind fo the SMP probe on the
microarray shide if the two seguence

| o B D ) o Y 51
GGTAATTCAGAAGTAGGGAT
f

Target DNA ¥ s Complementarleté
Tag SNP (labeled) Fluorescent

label

are not perfectly complamentary - ‘ de | Ie basi’ Si forma
Single mismatch between
SNP pfobga and target E:NA i )
prevents base pairing o . d I
A Mo i 42‘;3"3‘?:;“““" una doppla elica
5" c 3
GCCATTAAGT TTCATCCCTA 'b -d | d
CGGTAATTCACAAGTAGGGAT v I rl a tra a Son a
<1

SNP e il DNA
denaturato e
marcato.




Paradosso del valore C

Scarsa correlazione fra dimensioni del genoma e
complessita dell’organismo

Plants - Amphibians
Y Cartilaginous

100 Gb

Protists Insects
AN |

fish Mammals
10Gbl ‘

\
Reptilesi

1Gbl

. .. Birds
Mollusks __ Bony fish

100 Mb|.

10 Mb E <—Fungi
- —Bacteria
1 Mb
100 Kb

Genome size (number of base pairs per haploid genome)




Densita genica: numero di geni per data lunghezza del DNA

Table 1 Genome size, gene number and gene density.




C’e, invece, una correlazione fra frazione del genoma
non codificante e complessita dell’'organismo

100
90
80
20
60
50
40
30

20 — 1

104

Percent of DNA Not Coding for Protein

Prokaryotes One-celled Fungi/  Invertebrates Chordates Vertebrates  Humans
eukaryotes Plants

NONPROTEIN-CODING SEQUENCES make up only a small fraction of the DNA of prokaryotes. Among

eukaryotes, as their complexity increases, generally so, too, does the proportion of their DNA that

does not code for protein. The noncoding sequences have been considered junk, but perhaps It

actually helps to explain organisms’ complexity.



Table of Human Genome Statistics

Topic
Total size of the genome:

Percentage of adenine (A) in the genome:

Percentage of cytosine (C) in the genome:

Percentage of bases not yet determined:
Highest gene-dense chromosome:
Least gene-dense chromosomes:

Percentage of DNA spanned by genes:

Percentage of exons:
Percentage of introns:

Percentage of intergenic DNA:
The average size of a gene:

The longest gene:

Average length of an intron:

Most common length of an intron:
Occurrence rate of SNPs:

Occurrence rate of genes:

Statistic
approximately 3,200,000,000 bp (male, haploid)

54%

38%

6%

chromosome 19 with 23 genes per 1,000,000 bp*
chromosome 13 and Y with 5 genes per 1,000,000 bp*

between 25% and 38%

1.1to0 1.4%
24% to 37%

74% to 64%

27,000 bp*

dystrophin (a muscle protein) with 2,400,000 bp*
3,300 bp*

87 bp*

roughly 1 per 1,500 bp

about 12 per 1,000,000 bp



Ma quanto siamo diversi? Quante basi del DNA lo sono?

Due cellule dello stesso individuo an

Due gemelli identici

8 8
bl

Due di noi a caso

Uno di noi e uno scimpanze

Uno di noi e una banana

ﬁ 4  750/1000



Le differenze genetiche nella nostra specie sono le
piu basse di tutti i primati

orang-utans

humans

Albero evolutivo del cromosoma X:
Kaessmann et al. (2001).



Le differenze genetiche fra popolazioni umane sono le
piu basse fra tutti i primati

Entro popolazioni

Tra popolazioni




Africa is special:
Genetic diversity in
all continents is
often a subset of
African genetic
variation

Tishkoff et al. (1998)




A pointillist view of human evolution and variation: 1

Karly Homo sapiens sapiens
in Africa :




A pointillist view of human evolution and variation: 2

Homo sapiens sapiens
colonizing south west Asia

~100,000 BP

e




A pointillist view of human evolution and variation: 3

Homo sapiens sapiens
~40,000 BP




