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CITOGENETICA

CLINICA:
Anomalie numeriche e strutturali dei cromosomi ed effetti a livello
fenotipico;
MOLECOLARE:

Struttura del singolo cromosoma, eterocromatina, NORs, SCE, ecc.;

EVOLUZIONISTICA:

Relazioni citotassonomiche tra le specie;

DI MODIFICAZIONE:
Modificazioni dell’'assetto genetico, Micromanipolazione degli embrioni,

DNA ricombinante, ecc.
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Fig. 1. Schema del ciglo csllulare ¢ aspetto del nucleo nei differenti periodi che lo
cenaeuoao Swmeessione dei vari periodi del ciclo cellulare e corrispondenti variazioni
nell’aspetto del nucleo.
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ngura 4 - Cromnsoma eucariotico: A, al microscopio elettronico; ‘B, schema in-
trypresativo in metafase; C e 1), in interfase (Du Praw, 1971).
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Figura 3 - Classificazione dei cromosomi eucariotici
in baze alla posione del centromero.
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Figura 1= Metafase umana al miecroscopio ottico,



TN u.{'*

P -

= ‘9 . L X

!:..3.
b.

g
= 4

graslocazico
e |

,
v_")
¥ A
S A
o)
-

_’«;
2.

o



v
i M

Vipe Mt'
Matiicola @ 5439
Azienda *, 3




i
N

YY

“ o

" 28

L)

® y *
¢
’.uca )
LAY “%
0
i ot on
B 3 P
A 08 00
8 ) 10
AR no on
14 15 16
nA Al RE
20 2 22
[ X, AR
e 2 28

»x =D¢
x ape

: 3

=
=
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Figura 10 = Cromesoma 1 dell’uomo con il bandeggio G definito nella
Conferenza di Parigi (1971).
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CLASSIFICAZIONE DELLE ANOMALIE CROMOSOMICHE FINORA RISCONTRATE NEGLI ORGANISMI ANIMALI

O VEGETALI
Condizione terminologia Interpretazione citologica
A : Anomalie numeriche
Aneuploidia Monosomia (2n-1) Perdita di un cromosoma
Trisomia (2n+1) Aggiunta di un cromosoma
Tetrasomia ( 2n+2) Aggiunta di una coppia di omologhi
Doppia trisomia (2n+1+1) Aggiunta di due cromosomi non omologhi
Nullisomia ( 2n-2) Perdita di una coppia di omologhi
Euploidia Aploidia ( n) Un solo genoma
Triploidia ( 3n) Tre genomi
Tetraploidia(4n) Quattro genomi
Autotetraploidia(4n) Quattro genomi della stessa specie
Allotetraploidia(4n) Quattro genomi di specie o generi diversi
B: Anomalie strutturali
traslocazione (a)Fusione centrica Fusione di tipo centromero-centromero (C-C)
(b)Fusione a tandem Fusione tra telomero e telomero (T-T) e tra
telomero e centromero (T-C)
(c)Reciproca Trasposizione di segmenti
Inversione (a)Pericentrica Inversione di due segmenti cromosomici intorno al
centromero
(b)Paracentrica Inversione di due segmenti cromosomici non
interessante il centromero
Delezione (a)Terminale Perdita di un segmento cromosomico terminale
(b)Interstiziale Perdita di un segmento cromosomico interstiziale
Rottura (a)Terminale Discontinuita nella struttura cromosomica
localizzata nei telomeri
(b)Interstiziale Discontinuita nella struttura cromosomica
localizzata in regioni intermedie
Duplicazione Raddoppiamento di un segmento cromosomico

Gap o segmento acromatico

Discontimuita di colorazione ma non di struttura




Sindrome di Down
Trisomia 21

Frequenza: 1/700 nati

Fenotipo: viso arrotondato e profilo facciale piatto,
fessure palpebrali oblique, naso piccolo e largo,
orecchie malformate, bassa statura e aspetto
tozzo del corpo, cardiopatie congenite e deficit

Immunitari, ritardo mentale.

Eta media di sopravvivenza: 50 anni.



Cause della Sindrome di Down

92% dei casi: trisomia del cromosoma 21 (47,XX + 21 0 47,XY + 21)

causata da non disgiunzione meiotica (3/4 di origine materna).
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Cause della Sindrome di Down

3% dei casi: mosaicismo (46,XX /47, XX + 21 0 46,XY [ 47, XY + 21).

5% dei casi: trisomia 21 da traslocazione.

Traslocazione robertsoniana
tra cromosomi acrocentrici non omologhi.

Cromosomi acrocentrici
normali, non omologhi

Rottura e

riattacco n

\

—_— +

Frammento
(generalmente
perduto)

Traslocazione
Robertsoniana



Cause della Sindrome di Down
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Fenotipo Portatore Normale Traslocazione Monosomia Trisomia 14, Monosomia
di e sindrome 21, letale letale 14, letale
N traslocazione di Down
umero o )
cromosomico 4B 46 46 45 47 45

Gameti prodotti da un individuo portatore di una
traslocazione robertsoniana e zigoti prodotti dopo la fecondazione.




Sindrome di Down

Il principale fattore di rischio per la Sindrome di Down e l'eta materna.

Frequenza nascita bambini

ta materna . )
Eta m con sindrome di Down

20 anni 1:1500
25 anni 1:1350
30 anni 1:900
35 anni 1:380
40 anni 1:110

45 anni 1:28




Sindrome di Edwards
Trisomia 18

Frequenza: 1/6.000 - 1/8.000 nati
Fenotipo: fronte stretta, mento e bocca piccoli,
mani serrate e piedi a “picozza”.

Eta media di sopravvivenza: generalmente letale

nel primo anno di vita.
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Sindrome di Patau
Trisomia 13
Frequenza: 1/8.000 - 1/15.000 nati
Fenotipo: Labbro leporino con palatoschisi, pliche cutanee a

livello della nuca, polidattilia.

Eta media di sopravvivenza: generalmente letale nel primo anno

di vita. i! a-
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Sindrome del CRI DU CHAT
(delezione del braccio corto del cromosoma 5)

Frequenza: 1/15.000 - 1/50.000 nati
Fenotipo: caratterizzata da pianto flebile simile al miagolio del
gatto soprattutto nei primi anni di vita, ritardo psicomotorio,

malformazioni dell’apparato gastrointestinale, aspettativa di vita

non significativamente ridotta. [ N O
”? I{ 7,J 31

LS

19 28 21 22 s Y
Karyotype: 46,<.del(5)(p14.2]




rali negli uomini

Tab. 2.10 Aneuploidie del cromosoma X numeriche e struttu-

Cariotipo Fenotipo

Frequenza
approssimativa

XXY Sindrome di Klinefelter

XXXY Vanante della sindrome
di Klinefelter

XXXXY Deficienza mentale di grado
lieve: grave ipoplasia genita-
le: sinostosi radioulnare

XXX Talvolta oligofrenia: occasio-

nalmente anomalie della fun-
zione ovarica

XXXX Fisicamente normale: grave
XXXXX ritardo mentale

mosaici Tipo Klinefelter. talvolta con
XXY/XY e una sintomatologia piu lieve
XXY/XX

mosaicl Tipo XXX

XXX/XX

X0 Sindrome di Turner

mosaici (Turner); grado di manifesta-
XO/XX e zione molto differente
XO/XXX

Varie anoma-
lie strutturali
del cromoso-

ma X

XYy Alta statura: anomalie com-
portamentali occasionali

XXYY Alta statura: per il resto ras-
somiglia alla sindrome di Kli-
nefelter

1700 o
~ 172500 &

Molto rara

1/1000 @

Rara

~35-15% di tutti
1 pazienti con
fenotipo Kline-
felter

Rara
~1/2500 alla

nascita
Non rare

Non rare

1/800 &

Rara

—




Sindrome di Turner
(45,X0)

Frequenza: 1/5.000 nati

Fenotipo: bassa statura, collo corto e largo con presenza di
pliche cutanee, ipoplasia ovarica, amenorrea primaria e

sterilita, malformazioni renali e cardiache.
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Sindrome di Klineftelter
(47, XXY)

Frequenza: 1/700 nati

Fenotipo: aspetto ginoide e longilineo con arti lunghi e

altezza superiore alla media, ginecomastia, ipogonadismo,

azospermia e frequente infertilita, occasionalmente QI

inferiore alla media.
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Sindrome del supermaschio
(47 .XYY)

Frequenza: 1/1.000 nati

Fenotipo: normale con tendenza all'alta statura, fertilita

normale, occasionalmente QI inferiore alla media e disturbi
di personalita.




Aneuploidie

Monosomie Polisomie

Degli eterocromosomi Degli eterocromosomi Degli autosomi
cariotipo |sindrome cariotipo sindrome cariotipo sindrome
45, X0 Turner 47, XXX Polisomie 47 XX 0o XY.+21 |Down
48. XXXX |del cromosoma X,
49, XXXXX | “superfemmine”
47. XXY Sindrome 47 XX o XY. +18 |Edwards
48, XXXY | di Klinefelter
49, XXXXY
47. XYY e | Sindrome 47 XX o XY. +13 |Patau
48, XXYY |deldoppio Y
47 XX o XY.+8 |Trisomia 8




EUCROMATINA - dispersa durante la fase S, costituita di
DNA nen ripetitivo (sequenze uniche),Replica
precocemente,
ETEROCROMATINA - condensata durante la fase S, Si distingue in:
Replica tardivamente

CROMATINA

costitutiva facoltativa: uno dei due cromoso
(a) sequenze altamente ripetitive wi X nelle femmine dei mammiferi
di DNA, eireca 1000000 di copie, (corpo di Barr, inattivazione,
localizzate nel centromero; compensazione genica)
(b) sequenze moderatamente ripe=-

titive di DNA, circa 100-10.000
copié.

FUNZIONI DELL'ETEROCROMATINA COSTITUTIVA

(a) sequenze altamente ripetitive: DNA di riserva per 1l'eveluzione,
protezione da agenti mutageni, controllo e/o regolazione delle se-
quenze non ripetitive, attraceco delle f;hve del fuso, spnziatori,
struttura portante del cromosoma;

(b) sequenze moderatamente ripetitive: codificano per 1'RNA ribosomiale,
1'RNA transfer, istoni'. Comprendono anche il DNA satellite.

DNA SATELLITE
Moderatamente ripetitive (fino a 400 copie); non codifica per alcuna
proteina. Pare sia implicato nel processeo di appaiamento dei cromosomi
_ in meiosi, nel loro impacchettamento e nel mantenimente della loro
integrita strutturalel.
Viene distinto in :(a) leggero, se ricco di basi A-T
(b) pesante, se ricco di (:si G-C
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Fecondazione

Processo in cui il pronucleo maschile (aploide, n) penetra nell’ovocita I1
femminile per formare lo ZIGOTE (cellula diploide, 2n).

cariogamia
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FASI OPERATIVE

SUPERGVULAZIONE DELLE DONATRICI
INSEMINAZIONE STRUMENTALE
RACCOLTA S
VALUTAZIONE BIOLOGICA

TRASFERIMENTO IN RICEVENTE
CONGELAMENTO |

o

MICROMANIPOLAZIONE

Ty



t -

FASI -~ OPERATIVE .

Superovulazione Inseminazione Raccolta di embrioni

.:v_‘(_,‘,.«ltetex"e‘ Foley '  "
;;pgr’;a r;cco%tgi% Isolamento e valuta- Congelamento o colturs
: <. -zione biolegica in vitro a 37°C ;

|, degli embrioni '

. Trasferimento chirup=  Diagnosi di

S ; e Nascita (9 mesi dopo il
.gico o.non chi co; :
L ° no 4 ‘,__Fq;.!g;._rg : ::’_gravidanza’ trasferimentop)

9 8




MICROMANIPOLAZIONE

SULL’EMBRIONE:
- GEMELLAGGIO STRUMENTALE: SPLITTING

-SESSAGGIO

-CHIMERE

SULL’'OVULO FECONDATO:

-CLONAZIONE

-TRASFERIMENTO DI GENI

-PARTENOGENESI: GINOGENESI E ANDROGENESI



PRODUZIONE DI GEMELLI MONOZIGOTICI

-SEPARAZIONE DI BLASTOMERI

-BISEZIONE DELLA MORULA







IMPRONTA DIGITALE DEL INA (IMA FINGERPRINTS)

QUESTA TECNICA CONSENTE DI OTTENERE UN TRACCIATO ELETTRORIRETICO DI
FRAMENTI DI DNA ALTAMENTE SPECIFICO PER OGNI INDIVIDUD.

LA METODICA UTILIZZATA (METORO DI SOUTHERN) E’ LA SEGUENTE:

1. ESTRAZIONE DEL DNA DAI LEWCOCITI;

2. ISOLAMENTO DEL DNA GENOMICD;
mnummmmmm

a. SEPARAZIONE DE1 FRAMMENTI DI DNA MEDIANTE ELETTROFORESI SU GEL DI
AGAROS10;

5. DENATURAZIONE DEI FRAMMENTT E TRASFERIMENTO DEGLI STESSI DAL GEL
SULLA MEMBRANA DI NITROCELLULOSA;

6. IBRIDAZIONE CON SONDE MARCATE CON ISOTOPI RADIOATTIVI (32P );

7. AUTORADIOGRAFIA (CONTATTO DEL FILTRO CON UNA LASTRA RADIOGRAFICA)

8. LA LASTRA RADIOGRAFICA VERRA’ IMPRESSIGNATA SOLO IN CORRISPONDENZA
DEI FRAMMENTT DI DNA Al QUALT SI E’ LEGATA LA SONDA RADIOATTIVA.



PRODUZIONE DI CHIMERE PER AGGREGAZIONE DI GIOVANI MORULE

la vitro @F@‘_‘“*@“B @
Cmvagto Pionase - 3rc ;
‘stage egQ’s

B

_‘th'VC S 4“ R R e it <

‘(X Vasectomized f')



PRODUZIONE DI CHIMERE MEDIANTE MICROINIEZIONE IN BLASTOCISTI

cell

Inner cell mass

01 mm




PROCESSO DI ENUCLEAZIONE PER IL TRASFERIMENTO NUCLEARE




TRANSGENICI
OBIETTIVO: MODIFICAZIONE DELL'ASSETYO GENETICO BI UN INDIVIDLO

SCOPI: ‘'), MODIFICAZIONE DET PRINCIPALI PROCESSI BIOLOGICI
(acerescimento, lattazione,ecc.)
‘2le MODIFICAZIONE DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA
(aumento della capacitd di resistenza alle malattie,ece.)
‘3. APERTURA DI NUOVE VIE METABOLICME .
(preduzione di orweni, enziwi, auwinescidi,ece,)

METODI:

‘Ve MICROINIEZIONE D1 DNA;

*2'e INFEZIONE DA RB'I‘ROVI&UO;'

'J. MICROINIEZIONE DX CELLULE TRASFORMATE,

LIMETI ATTUALT DELLA TECNOLOGIA TRANSGENICA:

‘1, INPEGRAZIONE A RANDON DEL GENE TRASFERITO IN UNO O PXVU' SENI;

‘2. ESPRESSIONE SCARSA O ADDIRITTURA ASSENTE BEL GENE TRASFERITO :
A CAUSA DELLA MANCANZA DI ‘PROMOTERS® O DELLA PRESENZA DI ‘RERRESSORS';

*J. VARIABILITA' DI ESPRESSIONE DEL GENE TRASFERITO, NON SOLO ENERO MA
ANCME FRA LE LINEE TRANSGENICHE; ‘

‘ds LA FERTILITA' DEI SOGGETTI TRANSGENICI PUO' RIDURSI DRASTICANENTE;

‘$ L'INTEGRAZIONE - DEL DNA PUO' DETERMINARE MUTAZIONI MEL DNA OSPINE




TRASFERIMENTO DI GENI MEDIANTE MICROINIEZIONE

PRONUCLEO FEMMINILE



