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studio della regolazione -
genica della risposta allo
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Relevance to Ecosystem 'Health'
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Perché utilizzare lo studio dell'alterazione
dell’espressione genica nella tossicologia ambientale?

Dose/Concentration

Le modificazioni a livello molecolare
rappresentano il primo stadio,
estremamente precoce, della serie di
eventi che governano i meccanismi di
risposta.
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Metodi per lo studio dell’'espressione

genica

Basati
sull'ibridazione degli ==
acidi nucleici

Basati sulla PCR

(Reazione a catena
della DNA
polimerasi)

Southern/Northern
blotting

Ibridazione /n situ

Microarray a DNA/cDNA

RT-PCR
PCR semi-quantitativa
PCR real-time
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TECNOLOGIA DEL MICROARRAY

Supporti in vefro su cui
sono collocati in posizioni
definite dei frammenti di
DNA.
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Ogni]gc;sizione (spo?)
rappresenta un singolo

gene. /
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contenere
di spot

MICRODARRAY
[CHIP) SEGMENT SPOT CONTAIMING COPIES PART OF ONE
OF A CHIF OF A SINGLE DNA MOLECULE DNA STRAND
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Scanning
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MY?OX- Chip Un microarray per studiare

la risposta allo stress in
M. galloprovincialis

2 SOTTO-ARRAYS con 50 oligonucleotidi
spottati su un supporto in vetro ‘attivato” di

dimensioni 26 mm x 76 mm
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LA Hg?* (750 nM) —
= g n Crene reporter 1D Nommulized expression S0 p-value
‘ 648 (1156 W 38.86) L) 00007
42 2R0 (2646 1w 2976) 0,06 00109
254 (0,77 1o 9.989) 101 00495
187 (1085 w 2.328) 023 0000559
147 (065 o 285 0.in 00232
1,42 (LE2S o 0.28 00163
- h1#l 051 {0426 1o 07 0,06 L0296
3 o 0,69%) 0,08 000162
:I 0.0% 0.000148
F 0,08 0.00254
no7 000154
0,39 (0.291 w0 0.739) 008 0,00 66
037 (0238 w0517 003 1,555
h 0,37 (0,153 1 0645) 0% 000465
Myie_a#2 0,20 (00859 1o 1,034) 0,06 00109
iyl 11 0.27 (0,147 w 0.561) 004 000178
- myte_a# | 0.20 (0,125 10 0.26) 0,01 0.0025
] iyl b2 19 {0111 10 0.523) 0,02 0000889
™
P . oy
Gene reporter 1D Normalized expression sD povalue
'h Cati2 1233 (0.992 to 1.691) 0.22 0.0431%
Mytl_b# 1 0.724 (0.267 to 0.976) 0.27 0.0434%
HspT0#2 0.678 (0.435 to 0.942) 0.18 00141
- Lysaz#2 0.667 (0.477 to 0.925) 0.09 0.00157
] HepT0#1 0.657 (0.292 to 0.952) 0.13 00194
i Mt10#2 0.647 (0.528 to 0.855) 011 000116
Mil0#1 0.622 (0.388 to 0.801) 0.06 0.00256
Mytl_bH2 0.605 (0.229 to 1.022) 0.18 003840
Mi20#1 0.577 (0.244 to 0.866) 0.15 00109
P53#2 0.567 (0.322 to 0.807) 0.13 0.0323%
Helic#? 0.566 (0.349 to 1.133) 0.14 00128
Mvp 0.54 (0325 0 1.54) 0.15 001
o Mrp2 0512 (0.174 to 0.744) 0.07 0.000002
J Actin#l 0.495 (0.279 to L.00T) 0.10 0.00206
i Actink2 0.477 (0.0967 1o 0.896) 0.09 0000648
i)
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Applicazione del mytox-chip al
biomonitoraggio del Visnes fjord (Norvergia)
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DAI DATI DEL
U] MICROARRAY....

b

Messa a punto di metodiche di PCR
L] guantitativa per studiare la

risposta allo stress ambientale

mediante L

GENI SENSIBILI ALLE
ALTERAZIONI AMBIENTALI
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I METODI BASATI SULLA REAZIONE A
CATENA DELLA DNA POLIMERASI (PCR)
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Tag polymerase synthesizes
new DNA strands
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Estensione

Permette l'amplificazione selettiva di singoli
tratti genici, cioé la produzione /7 vitro di un
elevato numero di copie di una specifica
sequenza d1 DNA.

La PCR si basa sulle proprietd dell'enzima
DNA polimerasi di ripetere /in vitro cié che
accade normalmente /n vivo durante il
processo di duplic’L‘Q;;l'Et del DNA, ossia la
sintesi di nuovi filamenti complementari ad un
filamento stampo, e sulla possibilita di mirare
tale sintesi ad uno specifico tratto di DNA
scegliendo opportunamente gli inneschi o
primer.

I primers sono oligonucleotidi sintetici lunghi
10-30 pb, complementari alle regioni
fiancheggianti il frammento genico da
amplificare. Appaiandosi a tali regioni, i
primer costituiscono un piccolo tratto di
DNA a doppia catena, dal quale la DNA
polimerasi pud iniziare la sintesi, ossia
formazione di legami fosfodiesterici tra
I'estremita 3' del segmento iniziatore e il
dNTP complementare allo stampo.

LA PCR
SEMI-QUANTITATIVA

[amplificato]

Elettroforesi

la quantita di un determinato target
prodotto dalla duplicazione in vitro é&
esponenzialmente proporzionale alla quantita

di cDNA inizialmente presente [T
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) Le Hsp70 e la risposta allo stress
termico R
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) LA RISPOSTA AT METALLI PESANTI
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ABC transporter

X X X-O0H GSX
Q
€8
S Pgp
5 x
36
£
o4
2
Iz 2
o
=
3 0
ctr 24h Dt e
V]
<
.2
N
3
e
£
o
L
i S
o
&
E 0 HgZ&
ctr 24h 2
B CH;Hg

4.5)
S. Franzellitti - I biomonitoraggio ambientale attraverso lo studio della regolazione genica della
risposta allo stress ‘:1




