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Riassunto

Una neoplasia & caratterizzata da una in-
controllata riproduzione cellulare, per una
cessazione di risposta ai meccanismi di con-
trollo di proliferazione, in seguito a dan-
ni a carico del patrimonio genetico cellu-
lare. Lo studio di tali passaggi prevede |'u-
tilizzo corrente di tecniche di biologia mo-
lecolare, attualmente imprescindibile in
ogni determinazione clinico-scientifica.
La moderna biologia molecolare si avvale
di sistemi di clonazione e di studio geno-
mico degli acidi nucleici messi a punto agli
inizi degli anni 80 e via via sviluppati sino
ai giorni nostri, sulla scorta di geniali in-
tuizioni e ripetuti tentativi in laboratorio.
In questo articolo parleremo della nascita
della PCR (Polimerase Chain Reaction), del
suo continuo sviluppo sino alla messa a
punto della metodica automatizzata del-
la Real Time, delle varie indagini moleco-
lari sul DNA e sull'mRNA, mediante il re-
cupero da frammenti congelati o paraffi-
nati o da sangue o campioni tissutali.
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INTRODUZIONE

Il termine “oncologia” deriva dal greco on-
cos = massa e logos = studio ed ¢ quella bran-
ca della medicina che si occupa dello studio
delle neoplasie. L'oncologia si divide a sua
volta in due discipline che hanno caratteristi-
che diverse ma sono tra loro complementa-
ri. L'oncologia sperimentale che individua
tutte quelle specialita che studiano i mecca-
nismi molecolari alla base delle neoplasie,
e I'oncologia clinica che individua tutte quel-
le specialita mediche che si occupano della
diagnosi e del trattamento terapeutico dei
tumori.

Dal punto di vista biologico, un tumore ma-
ligno ¢ caratterizzato da una incontrollata ri-
produzione cellulare, a sua volta determina-
ta da una cessazione di risposta ai meccani-
smi di controllo di proliferazione, per danni
a carico del patrimonio genetico cellulare.

[ tumori, nonostante il meccanismo biologi-
co di sviluppo sia unico, possono manifestar-
si in molteplici modi; costante ¢ pero 'au-
mento del numero di cellule cancerose, do-
vuto alla maggiore velocita di riproduzione
cellulare, motivo per cui un maggior nume-
ro di cellule tumorali si moltiplica ed un mi-
nor numero di esse muore, mentre quelle che
sopravvivono continuano a moltiplicarsi. La
crescita tumorale segue una impostazione
geometrica: ¢ molto lenta all'inizio, ma acce-
lera all'aumentare della massa del tumore. La
dimensione critica di un tumore ¢ di circa 1

centimetro cubico, raggiunta tale dimensio-
ne il tumore inizia a crescere molto veloce-
mente e a dare luogo ai primi sintomi, e di-
venta diagnosticabile mediante visite medi-
che ed analisi biochimiche e strumentali. Al-
l'anatomia patologica spetta il compito di con-
fermare la natura, il grado di malignita (o gra-
ding) e l'estensione (o staging) del tumore,
in particolare attraverso 'esame istologico dei
tessuti che ormai viene integrato da tecni-
che molecolari di indagine gnomica che scan-
dagliano gli acidi nucleici (DNA ed RNA) e/o
si concentrano sullo studio proteomico del-
l'espressione proteica.

In questo articolo, spiegheremo meglio qua-
li sono le indagini strumentali molecolari pit
utilizzate in ambito genomico per lo studio
delle neoplasie ginecologiche (1-3).

LA scorerTA DELLA PCR

NELLA DIAGNOSTICA MOLECOLARE

Nel 1983 Kary Banks Mullis, un biochimico
statunitense, risolveva il problema principa-
le della genetica del tempo, cioe quello del-
le troppo esigue quantita di DNA di cui gli
operatori disponevano per effettuare i loro
studi sul genoma. I metodi allora esistenti,
per aumentare la quantita di DNA, infatti era-
no lunghi, molto complessi, imprecisi e co-
Stosi.

Lo scienziato ispirandosi ai meccanismi di re-
plicazione del DNA, che avvengono nella cel-
lula, per la prima volta parlo di PCR (Polime-
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Summary

Biomolecular Technologies in
Gynecological Tumor Diagnosis:
from PCR to Real Time

A tumor is characterized by an uncontrol-
led cellular reproduction, for a stop in the
proliferating control mechanisms, for a
DNA damaging in the genomic heritage.
The study of such passages foresees the uti-
lization of techniques of molecular bio-
logy, currently strictly linked to each scien-
tific and clinical evaluation.

The modern molecular biology avails of
cloning systems and of genomic study of
nucleic acids, adjusted since the beginning
of 80’, and successively developed till to
our days, basing on genial intuitions and
repeating laboratory attempts. In this ar-
ticle, we discuss on the newborn of PCR
(Polimerase Chain Reaction), on its deve-
loping till to the current automatic method
called Real Time, of the various molecular
exams on DNA and mRNA, by their reco-
vering in frozen sections or in paraffined
tissues or in bloody samples or in tissue col-
lections.
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rase Chain Reaction) e, in una delle piu an-
tiche e prestigiose riviste americane di divul-
gazione scientifica, Scientific American, pub-
blico un articolo in cui scriveva: “Iniziando
da una singola molecola di DNA, la PCR ¢ in
grado di generare 100 bilioni di molecole si-
mili, in un solo pomeriggio. La reazione ¢
semplice da eseguire. Essa richiede solo una
provetta, alcuni semplici reagenti e una fon-
te di calore. Il DNA che si desidera copiare
puo essere puro, Oppure puo essere una pic-
cola parte di una miscela estremamente com-
plessa di materiale biologico. Il DNA puo pro-
venire da un campione tissutale ospedaliero,
puo essere prelevato da un singolo capello,
da una goccia di sangue essiccato rilevato sul-
la scena del crimine, puo provenire da tes-
suti celebrali imbalsamati o da fossili di resti
di mammouth congelati nei ghiacciai e risa-
lenti a 40.000 anni fa”.

Con queste brevi righe lo scienziato metteva
quindi in risalto, non solo l'estrema sempli-
cita della tecnica, ma anche la sua enorme
versatilita e molteplicita di impiego. (4)

11 13 ottobre 1993 la Royal Swedish Academy
of Science assegno il premio Nobel per la
Chimica al Dr. Mullis, per la sua invenzione
sulla PCR e al Professor Michael Smith per la
messa a punto di tecniche di mutagenesi si-
to specifiche.

E da tale momento che la biologia moleco-
lare ricevette un forte sviluppo, tale da cam-
biare radicalmente I'approccio allo studio de-
gli acidi nucleici, conclusosi poi con il pro-
getto Genoma Umano (con una non previ-
sta grande accelerazione sui tempi di attua-
zione).

La possibilita di disporre di quantita virtual-
mente illimitate di un determinato frammen-
to di DNA, anche nel caso di materiale di par-
tenza estremamente esiguo o danneggiato da
processi di degradazione, ha di fatto reso que-
sto procedimento come una delle scoperte
pit importanti di tutti i tempi nel campo del-
la biologia molecolare.

Dal punto di vista tecnico, la PCR ¢ un pro-
cesso in vitro che permette, attraverso ['uti-
lizzo di una DNA Polimerasi, 'amplificazio-
ne di un target a DNA o anche ad RNA, pre-
via retrotrascrizione in ¢cDNA, utilizzando I'en-
zima Retrotrascrittasi (RT-PCR). (5-7)

Nelle prime tecniche di amplificazione veni-
va usata la DNA Polimerasi I di E. Coli, un
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enzima di 109 kDa privato pero, dei primi
323 amminoacidi posti all'N-terminale. Con
un enzima dotato di tale attivita infatti, si an-
dava incontro al rischio della degradazione
dei primers, quindi ¢ stato preferito andare a
modificare tale proteina rimuovendo questa
parte cataliticamente scomoda.

Per tale motivo, si ¢ assegnato a questa Po-
limerasi, il nome di Frammento di Klenow,
rappresentando essa, solo una parte (un fram-
mento appunto) dell'intero enzima. Tuttavia
un limite importante di questa Polimerasi mo-
dificata era la sua termolabilita alle alte tem-
perature raggiunte durante le fasi di denatu-
razione, che costringeva l'operatore a dover-
la aggiungere a ogni ciclo e che impediva al-
l'intero metodo di essere duttile (8).

La soluzione a tale problema si ebbe piu tar-
di, con la scoperta, nelle calde acque delle
sorgenti geotermiche del Parco Nazionale di
Yellowston (uno dei piu grandi ecosistemi
intatti della zona temperata presenti sulla
Terra, negli USA) di una forma di vita estre-
mofila, un batterio, il Thermophilus aquati-
cus. (4,9).

Nel 1969 due ricercatori, Thomas Brock e
Hudson Freeze, che lavoravano per I'Univer-
sita dell'Indiana, riportarono in letteratura, l'e-
sistenza di questo batterio a cui si interesso
in particolar modo Mullis che all'inizio degli
anni ‘80 stava tentando di perfezionare il me-
todo della PCR.

In quel periodo, Mullis lavorava per la Ce-
tus Corporation, in California, una delle piu
antiche e importanti compagnie bio-tecnolo-
giche del Mondo; il dr. Mullis intui che, uti-
lizzando la DNA polimerasi del Thermophi-
lus aquaticus, avrebbe potuto evitare di ag-
giungere a ogni ciclo 'enzima, in quanto, la
Taq -nome che fu dato a questa polimerasi -
era termostabile e manteneva la sua attivita
fino a una temperatura massima di 97,5°C per
almeno 5-6 minuti. A temperature leggermen-
te pit basse, invece, la funzione enzimatica
viene conservata per tempi maggiori e piu
precisamente a temperature di 92°C si osser-
va un dimezzamento dell’attivita catalitica do-
po ben 130 minuti, mentre a 95°C dopo 40
minuti. Inoltre l'efficienza dell'enzima, calco-
lata come numero di nucleotidi incorporati
al secondo, aumentava proporzionalmente
con la temperatura e mostrava un optimum
a 72°C (_con 150 nt/sec): a 55°C si aveva un
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efficienza di 24nt/sec, mentre a 70°C di
60nt/sec. (4,10)

Con tali evidenze, Mullis realizzo la possibi-
lita di automatizzare il processo di amplifica-
zione del DNA, riuscendo a coniugare velo-
cita e specificita, in quanto difficilmente le al-
te temperature consentono la formazione di
appaiamenti aspecifici fra gli acidi nucleici.
Questo permetteva ai primers di andare a le-
garsi a regioni specifiche del DNA, che quin-
di venivano duplicate esponenzialmente a
ogni ciclo. (10,11)

LUTILITA DALLA CLASSICA PCR

E LIMITI DELLA TECNICA

Da quanto enunciato, appare evidente che la

PCR resta una tecnica molecolare che per-

mette di amplificare selettivamente, median-

te una reazione a catena, sequenze di DNA

o RNA di interesse clinico, che successiva-

mente possono essere processate in modo

diverso in base al tipo di scopo.

La possibilita di automatizzare tale processo

mediante ['utilizzo della Taq, ha portato all'i-

deazione di una macchina programmabile, il

termociclatore, grazie alla quale si possono

impostare le diverse temperature del proces-
so insieme ad altri parametri (tempo, ramp
rate, ect...)(12).

Il processo di amplificazione si articola in tre

fasi distinte che avvengono a temperature dif-

ferenti:

* Denaturazione (94-95°C): durante questa fa-
se si ha l'apertura della doppia elica di
DNA, quindi il DNA passa da doppio a sin-
golo filamento.

e Annealing (40-68°C): 1a temperatura della
fase di annealing puo variare e viene cal-
colata sulla base della temperatura di mel-
ting dei primers, che viene chiamata tem-
peratura di dissociazione ed ¢ indicata con
“Td”. La temperatura di dissociazione equi-
vale alla temperatura alla quale i primers
si trovano per il 50% della loro lunghezza,
in forma denaturata. 1l calcolo che viene
eseguito per stabilire la temperatura di an-
nealing, cio¢ la temperatura alla quale i pri-
mers andranno ad appaiarsi con il DNA
stampo (o template).

o Estensione (70-74°C): a questo punto si atti-
va la Taq polimerasi che provvede ad al-
lungare la sequenza di DNA a partire dal-
Pestremita 3-OH dei primers.
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Grazie a questa cascata di eventi, tale tecni-
ca appare dunque estremamente versatile e
precisa, giacché, a partire anche da una sin-
gola molecola di DNA stampo, la PCR ¢ in
grado di aumentare esponenzialmente la
quantita di acido nucleico. (4,9,12)
Partendo da una singola molecola di DNA
doppio strand, alla fine del processo, dopo
un numero predefinito di cicli (n°® cicli), si
ottengono un numero di copie dello stampo
pari a 2n.
In questo modo, teoricamente, dopo 20 cicli,
da una sola copia se ne sono formate 10 6 ,
dopo 30 cicli 10 7, e cosi via di seguito. Ta-
le andamento esponenziale spiega la grande
sensibilita della PCR nella messa in evidenza
di quantita anche minime di DNA.
Il numero di cicli impostabili, inoltre, varia a
seconda delle necessita e della quantita di
partenza del campione di acido nucleico. Un
ciclo completo di amplificazione che com-
prende le tre fasi, di denaturazione, annea-
ling ed estensione, viene ripetuto solitamen-
te da 25 a un massimo di 40 volte. Il limite
superiore € imposto da alcuni problemi, che
elencheremo di seguito:
e ingombro sterico (che aumenta la proba-
bilita di appaiamenti aspecifici dei primers)
e terminazione dei primers nella mix di rea-
zione
e diminuzione dell'efficienza dell'enzima nel
tempo. Inoltre 'accumularsi a ogni ciclo,
di gruppi fosfato derivati dai precursori
(dNTP), a seguito dell'incorporazione di
questi nel neo-filamento ¢ anche un fatto-
re che influisce negativamente sull’attivita
catalitica dell'enzima che di conseguenza
viene inibita.
Da quanto detto appare evidente che ¢ inu-
tile superare i 40 cicli; nel caso in cui sia stret-
tamente necessario disporre di una maggior
quantita di prodotto, la maniera corretta di
procedere consiste nell’allestire una seconda
reazione di PCR partendo dal primo amplifi-
cato (4,13-15).

EvoLuzIONE DELLA PCR cCLASSICA
NELLA ATTUALE METODICA DI
UTILIZZO

Il metodo proposto da Mullis, per superare i
limiti della classica PCR ha rivoluzionato, la
biologia molecolare e la genetica, non solo
per la sua estrema utilita e sensibilita, ma an-

che per la sua semplicita di realizzazione,
considerando il numero limitato di reagenti
e di strumentazione richiesta.

La miscela di reazione deve contenere sol-
tanto:

e DNA target, rappresentato da molecole di
DNA, cDNA, o da frammenti di questi che
fanno da stampo per I'enzima. L'estratto di
DNA puo essere lineare o circolare, mono
o bicatenario, integro o degradato.
Primers (forward e reverse), cio¢ coppie di
sequenze oligonucleotidiche ottenute per
sintesi chimica e disegnate in modo tale da
legarsi specificamente al template delimi-
tando la zona di interesse da amplificare.
Ogni coppia di primers ha le sue concen-
trazioni e condizioni ottimali di reazione,
da determinare di volta in volta sperimen-
talmente ai fini della messa a punto di un
protocollo di lavoro definitivo. Il disegno
dei primers, oltre a essere deciso sulla ba-
se dell'importanza clinico-diagnostica del
tratto di DNA che si vuole amplificare, de-
ve anche tener conto di altri parametri co-
me la lunghezza e la composizione in ba-
si. Primers che superino di molto i 16nt di
ampiezza o che contengano tratti di se-
quenze complementari alle due estremita,
possono formare strutture secondarie ab-
bastanza stabili causate da appaiamenti in-
tramolecolari che diminuirebbero di con-
seguenza, la loro capacita di legarsi al tem-
plate, quindi I'efficienza della reazione.
Desossiribonucleotidi, i “mattoni” con i qua-
li la polimerasi costruisce ex novo, parten-
do dal primer e scorrendo lungo il target,
nuove sequenze nucleotidiche.

DNA polimerasi; ¢ importante ricordare che
oltre alla Taq, sono oggi disponibili diver-
se Polimerasi termostabili (estratte da altri
microrganismi termofili) solitamente inge-
nierizzate per migliorarne le performances.
Soluzione tampone per PCR, costituita da
KCI, Tris-HCI e MgCI2 in concentrazioni di-
verse in relazione al protocollo sperimen-
tale. Molto importante ¢ la concentrazione
dello ione magnesi che va ottimizzata in
relazione alla presenza di agenti chelanti
(EDTA) e di ioni carichi negativamente.
Con questi accorgimenti Mullis poteva dis-
porre, con la PCR, in non piu di tre ore, di
notevoli quantita di DNA, da sfruttare per of-
frire importanti informazioni diagnostiche e
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di studio (4,9-12).

Usando primer specifici egli poteva identifi-
care la presenza di un virus o di batteri, an-
che in quei pazienti in cui non si era ancora
espressa una risposta immunitaria. (16,17)
Con la PCR si possono attualmente identifi-
care inoltre mutazioni a carico di alcuni ge-
ni per il controllo della crescita cellulare, e
quindi implicati nell'insorgenza dei tumori
(18-22).

L'analisi di sangue e di campioni di sperma-
tozoi attraverso la PCR puo fornire informa-
zioni in casi di aggressioni e violenze carna-
li; inoltre, tale metodica, permette I'analisi e
la ricostruzione del DNA prelevato da cam-
pioni antichi, amplificandone i rari frammen-
ti sopravvissuti (10,23).

NASCITA DEI SISTEMI REAL TIME
Arrivati a questo punto, € necessario specifi-
care, che come tutte le tecniche sperimenta-
li innovative, anche la PCR ¢ andata incon-
tro a un processo di evoluzione che permet-
te oggi di distinguere fra PCR classica e siste-
mi Real Time.

La differenza fra le due tecniche ¢ nel meto-
do adottato per la rilevazione, che nel primo
caso viene effettuata recuperando I'amplifi-
cato al termine della PCR (appunto per que-
sto, la PCR classica viene anche chiamata PCR
allend point) (4,24).

Quindi, gli amplimeri vengono fatti correre
all'interno di un gel per elettroforesi di aga-
rosio o di poliacrilammide (PAGE) in base al
tipo di definizione che si vuole ottenere.

E possibile di conseguenza, fare analisi qua-
litative e quantitative del prodotto riservan-
do uno o piu pozzetti del gel per il carica-
mento di controlli, che possano essere da ri-
ferimento per stabilire la lunghezza dei fram-
menti amplificati e indicativamente la loro
concentrazione (25).

Nel sistema Real Time I'analisi quantitativa
avviene gia durante il processo di amplifica-
zione e viene direttamente rilevata da un soft-
ware, in quanto il Light Cycler ¢ collegato a
un computer, che permette all'operatore di
visualizzare 'andamento della reazione sul-
lo schermo (26).

L'analisi quantitativa ¢ estremamente precisa
e al termine del processo di amplificazione il
sistema calcola la temperatura di melting del-
amplimero, cioe quella temperatura alla qua-
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le il frammento di DNA amplificato ¢ per il
50% della sua lunghezza denaturato.

La temperatura di melting € una misura im-
portante in quanto permette di fare 'analisi
qualitativa del prodotto di amplificazione e
l'utilizzo dell’HRMM, si basa proprio sull’e-
laborazione fine di questo parametro.

La possibilita di disporre gia durante il pro-
cesso di amplificazione, di informazioni quan-
titative, ¢ data su un dispositivo di rilevazio-
ne della fluorescenza, che viene emessa da
opportuni fluorofori, che vengono aggiunti
alla miscela di reazione (27,28).

Per meglio chiarire quanto detto sul sistema
di rilevazione ¢ bene approfondire le carat-
teristiche dei fluorofori utilizzati nei sistemi
Real Time, considerando vari aspetti, tra cui
accuratezza e costi, cercando magari di evi-
denziare nellHRMM il giusto compromesso
tra I'alta risoluzione dell'informazione data e
il risparmio economico.

ReAL TIME CON LA SYBR GREEN

Si tratta di un noto colorante fluorescente uti-
lizzato nella biologia molecolare per vari sco-
pi, quali identificazione delle bande di DNA
nella gel elettroforesi, analisi quantitative di
DNA in soluzione e nella Real Time viene im-
piegato per seguire le reazioni di amplifica-
zione.

Si tratta di un composto organico aromatico
facente parte del gruppo delle canine asim-
metriche, molecole dotate di attivita fluoro-
fora.

Per le sue caratteristiche il SYBR GREEN ¢ un
colorante aspecifico simile all’etidio bromu-
ro, ma presenta una sensibilita nella rileva-
zione, 25 volte maggiore rispetto all’etidio
bromuro e si pensa sia meno pericoloso ri-
spetto a quest'ultimo, che viene indicato co-
me potente mutageno.

Ufficialmente, il SYBR GREEN viene conside-
rato “non pericoloso”, ma in virtt dell’eleva-
ta affinita con la quale lega il DNA occorre
comunque prestare attenzione quando lo si
maneggia, evitando assolutamente il diretto
contatto con la pelle.

Un’altra caratteristica, che lo rende privilegia-
to rispetto al suo predecessore etidio bromu-
ro, deriva dal fatto che la sua presenza nel
DNA non impedisce l'attivita di numerosi en-
zimi, tra cui quelli di restrizione, le ligasi e le
DNA polimerasi, né impedisce il trasferimen-

to dell'acido nucleico a membrane per ibri-
dizzazioni (Southern Blot) se viene aggiunto
0,1%-0,3% di SDS nei buffer di ibridizzazio-
ne; inoltre tale molecola ¢ membrana-per-
meabile, cioe in grado di entrare in cellule
ancora in vita.
Il SYBR GREEN si intercala nel DNA, prefe-
ribilmente quando questo si trova nella sua
forma a doppio strand e quindi non ¢ molto
adatto per quantizzazioni di RNA o altro DNA
contaminante a singolo filamento (primers,
dNTP derivanti da PCR).

Una volta inseritosi all'interno della doppia

elica si viene cosi a formare il complesso

SYBR GREEN-DNA, che presenta un massi-

mo picco di assorbimento nel blu, a 488 nm.

Segue un decadimento radioattivo con emis-

sione di luce nel verde, e piu precisamente

con un picco massimo a 522 nm. Altri picchi

di assorbimento, sebbene pit deboli, si tro-

vano nella regione dell'ultravioletto (A= 284

nm e 382 nm).

Oltre al SYBR Green originale, sono stati svi-

luppati altri fluorofori simili leganti gli acidi

nucleici, tra cui:

e SYBR Green II (lega preferenzialmente
DNA a singolo filamento e RNA); ha carat-
teristiche simili al SYBR Green I ma ha un
picco di assorbimento a 497 nm)

¢ SYBR Gold

 SYBR Safe (4,29)

REAL TIME CON 1A HRMM

HRMM (High Resolution Melting Master 480)
¢ un prodotto che, mediante I'utilizzo del
nuovo sistema denominato LightCycler 480
real-time PCR, permette di ottenere curve di
melting estremamente accurate, tali da con-
sentire 'individuazione di polimorfismi a sin-
golo nucleotide (Single Nucleotide Polymor-
phisms, o “snips”), cioe variazioni puntifor-
mi della sequenza.

Pit precisamente 'HRMM ¢ un fluoroforo che
lega il DNA nella sua forma a doppio strand,
e appartiene a una nuova famiglia di interca-
lanti, che legano il template saturandolo, cio¢
inserendosi base-base lungo la sequenza del
DNA.

La formula chimica di questo intercalante, co-
si come le sue caratteristiche chimico-fisiche,
sono attualmente un segreto industriale. La
differenza con i fluorofori tradizionalmente
in uso, come SYBR GREEN ed Etidio Bromu-
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10, € che questi si inseriscono in maniera ran-
dom e non saturante nella doppia elica.
Grazie a questa sua caratteristica saturante,
rispetto ai suoi predecessori, 'THRMM ¢ in gra-
do di rilevare la presenza di eteroduplex che
si formano durante la PCR (per es. se il cam-
pione € un eterozigote per una particolare
mutazione).

L'intercalante puo essere utilizzato a elevate
concentrazioni in quanto non interferisce con
il funzionamento della polimerasi.

Fino ad oggi questa nuova generazione di
fluorofori € stata testata per svariati scopi, ot-
tenendo ottimi risultati seppur con qualche
limitazione, che sara approfondita pit avan-

ti (30,3D).

INDAGINI MOLECOLARI

SU ACIDI NUCLEICI

Il primo passo verso l'indagine molecolare
sugli acidi nucleici parte dall'estrazione e dal-
la purificazione di questi dal campione, che
viene eseguita facendo uso di enzimi proteo-
litici e solventi organici (10).

Solitamente i campioni che giungono al la-
boratorio sono prelievi di sangue, sia midol-
lare che periferico (questo naturalmente di-
pende dal tipo di ricerca che si sta conducen-
do), scraping superficiali (ad esempio di cer-
vice uterina o vulva), e tessuti di vario tipo
(32-35), che prima di essere sottoposti al pro-
tocollo di estrazione del DNA, vanno incon-
tro a un trattamento preliminare pit 0 meno
lungo, in base alle necessita imposte dalle ca-
ratteristiche del tessuto stesso o a eventuali
trattamenti precedenti del tessuto che, per
esempio, puo essere stato incluso in paraffi-
na per esame istologico (30).

Hlustreremo, dunque, i vari protocolli adotta-
ti in base al tipo di campione da analizzare.

RECUPERO DI DNA DA TESSUTI
INCLUSI IN PARAFFINA E DEPOSTI SU
VETRINO

La paraffina ¢ un materiale ceroso, quindi in-
solubile in acqua, ¢ costituita da una misce-
la di idrocarburi a catena lunga e solidi a tem-
peratura ambiente.

Tale composizione la rende particolarmente
resistente all’attacco di solventi chimici acidi
e spesso viene utilizzata per includere tessu-
ti biologici in modo tale da ottenere, median-
te taglio al microtomo, sottilissimi strati di tes-
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suto che vengono depositati su vetrini e, pre-
via colorazione, osservati al microscopio per
indagini istologiche.

Occorre innanzi tutto rimuovere, con vari pro-
cedimenti, tale componente dal campione:
questo ¢ reso possibile solo mediante ['utiliz-
z0 di solventi organici date le caratteristiche
chimico-fisiche della paraffina.

RECUPERO DI DNA
DA TESSUTI CONGELATI
Fra i campioni pervenuti al laboratorio di
biologia molecolare, alcuni consistono di
biopsie di tessuti neoplastici generalmente
asportati a seguito di intervento chirurgico
o biopsia.
[ campioni vengono subito processati, oppu-
re dopo conservazione a -80°C, per ritardare
ovviamente i processi di degradazione. Il pre-
lievo del campione per la diagnosi moleco-
lare ¢ effettuato in area neoplastica, evitan-
do per quanto possibile, zone necrotiche o
componenti tissutali normali.
La massa tumorale si presenta frequentemen-
te come un tessuto eterogeneo: accanto ad
aree carcinomatose, possono essere presen-
ti aree di necrosi, aree flogistiche e compo-
nenti tissutali normali. La possibilita di indi-
viduare mutazioni geniche, naturalmente ri-
sente molto della percentuale di cellule mu-
tate nel campione e quindi delle caratteristi-
che dell'area di tessuto destinata all'analisi mo-
lecolare.

Tali caratteristiche prima dell’estrazione del

DNA, devono essere accuratamente valutate:

una volta individuata I'area esatta da sottopor-

re ad analisi, questa € sminuzzata con bisturi
monouso fino a farle assumere la consisten-
za di un omogenato.

Seguono i vari passaggi qui sotto elencati:

e un volume pari a circa 50 pl dell'omogena-
to ottenuto ¢ trasferito in sarsted da 1,5 ml,
al quale si aggiungono 100 pl di soluzione
di lisi e 4 pl di proteasi, per favorire I'ulte-
riore lisi del tessuto e la proteolisi delle
deossiribonucleasi lisosomiali, che si libe-
rano durante il trattamento.

e il campione ¢ quindi incubato in termo-
block a 55°C per 3 ore e successivamente
trasferito in stufa a 37°C overnight. Alcuni
campioni richiedono un tempo maggiore
di incubazione, della durata anche di due
o di tre giorni. A distanza di tempo ¢ ne-

cessario andare ad aggiungere nuova solu-
zione di lisi e proteasi, a causa dell'inatti-
vazione di quella messa precedentemente.
una volta ottenuta la completa liquefazio-
ne del tessuto si puod procedere alla fase
successiva, che prevede l'inattivazione del-
la proteasi mediante denaturazione a 95°C
per 10 minuti. Questo ¢ importante, in
quanto, lo scopo finale ¢ quello di andare
a effettuare un'amplificazione utilizzando,
ad esempio, 'HRMM e questo comporta ['u-
tilizzo della Taq Polimerasi, che altrimenti,
verrebbe degradate dalla proteasi al mo-
mento dellallestimento dei capillari per la
reazione.

il campione, a questo punto, dopo oppor-
tuni lavaggi con acqua, € conservato a
-20°C (11-15,37).

RECUPERO DEL DNA DA CAMPIONI DI
SANGUE

I campioni di sangue sono generalmente uti-
li per diagnosticare la presenza di mutazioni
genetiche nel paziente o di anomalie biomo-
lecolari determinate dalle metastasi.

Il sangue pervenuto in laboratorio viene tra-
sferito all'interno di provette Vacutainer da
4ml contenenti I'anticoagulante sodio-epari-
na e un gel (a base di ficoll) che funge da
mezzo di separazione delle diverse popola-
zioni di cellule in base alla loro densita.

La tecnica adottata per isolare le cellule ¢ la
centrifugazione isopicnica in gradiente di den-
sita, dove il gradiente preformato ¢ rappre-
sentato da un gel. Dopo una centrifugazione
a 3100 rpm per 21 minuti, gli eritrociti agglu-
tinati e i granulociti si troveranno al di sotto
del gel, mentre le cellule mononucleate (mo-
nociti, linfociti e altre cellule) si posizioneran-
no al di sopra di esso.

Il plasma sovrastante viene aspirato e allon-
tanato fino a giungere in prossimita dell’anel-
lo linfocitario che appare come una nuvolet-
ta bianca sospesa all'interno del mezzo al di
sopra del gel, che quindi deve essere recupe-
rato in una sarsted da 1,5 ml. Seguono una
serie di lavaggi con acqua.

Il campione di cellule viene conservato a -
2°C nell'attesa di essere processato (13,38,39).

CONCLUSIONI

Da quanto detto appare chiaro che la moder-
na biologia molecolare si avvale di sistemi
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estremamente sofisticati e automatizzati, do-
tati di complessi software e di materiali deli-
ti che si sono avvalsi della biologia moleco-
lare nello studio dei tumori, si sono dovuti
confrontare con notevoli complessita e diffi-
colta nella messa a punto delle tecniche. Do-
po anni di sperimentazioni e tentativi, si ¢
poi giunti, finalmente, alla nascita della PCR,
che, dopo notevoli e progressivi perfeziona-
menti, si & trasformata nella moderna mac-
china replicante quale ¢. Da tale scoperta si
poi passati alla nascita della Real Time, in cui
il processo di amplificazione viene diretta-
mente rilevato da un computer che permet-
te all'operatore di visualizzare I'andamento
della reazione sullo schermo, con estrema
precisione.

Entrambe i metodi permettono di disporre di
notevoli quantita di DNA tumorale, da sfrut-
tare per scopi diagnostici e di studio, quali,
ad esempio, I'identificazione di mutazioni ge-
niche implicate nel controllo della crescita
cellulare e, quindi, nell'insorgenza tumorale.
Al giorno d’oggi non ¢ pensabile ipotizzare
lo studio dei tumori senza la presenza di que-
sti presidi biomolecolari, che permettono I'i-
dentificazione di situazioni gnomiche non al-
trimenti individuabili in altro modo.
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