TECNICHE DI GENETICA MOLECOLARE Clonaggio
Metodo per produrre numerose copie di un frammento di DNA, che puo

Tecnologia del DNA ricombinante interessare un gene (clonaggio genico) o una sequenza che non codifica geni.

Gene for human

> Recombinant growth hormone

Clonaggio del gene di interesse EcoRl DNA
Gene for human
growth hormone
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* Isolamento del gene
* Inserzione in un elemento genetico autoreplicante
(vettore di clonaggio: plasmide, cromosoma virale)

* Trasferimento in una cellula ospite Human Cell Sticky
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Un gene clonato puo essere utilizzato
per la sintesi di sostanze chimiche di
vario interesse:

* Insulina EcoR1
« Ormone della crescita (hGH) Un gene clonato puo essere oggetto di studi struttura-funzione: enzima di restrizione con attivita
o .. * Sequenziamento endonucleasica isolato da E. coli

* Confronto con sequenze depositate in banche dati
* Confronti con geni simili che presentano sequenze simili



, _ o . , TR
Per effettuare studi su geni o frammenti di DNA & necessario che

tali sequenze siano disponibili in grande quantita ed in forma pura. l“"””“
-1 I I | I
Amplificazione in vivo o in vitro Primer
| | | | | ] 111 | |
Tappe del processo di amp"ficazionem POLYMERIZATION DENATURE & ANNEAL
* Isolare la sequenza di DNA o il gene di interesse;
* Inserire il gene in un cromosoma autoreplicante uun ‘_MHHHIH\IHHJHHHM
(minicromosoma); , ‘
: - . . T T
* Introduzione del minicromosoma in E. coli e —

replicazione del DNA ricombinante (amplificazione).

MULTIPLE COPIES OF GENE (D

sito EcoRI

Tappe del processo di amplificazione in vitro — PCR
* Sintesi di brevi filamenti di DNA (primer) complementari alle

PiR b | prodotti della PCR possono sequenze fiancheggianti la sequenza di DNA o il gene di
EcoRl Bamhi essere analizzati (sequenziati) interesse;
o sottoposti a clonaggio. * Utilizzo dei primer per consentire alla DNA polimerasi di
B < avviare la replicazione (amplificazione) del gene.

BamHI
BamHI

Vettore e prodotto di PCR tagliati con

MR ELLY gli stessi enzimi di restrizione e ligati

%

La PCR (polymerase chain reaction) puo essere utilizzata solo
se si conoscono le sequenze nucleotidiche adiacenti al gene o
alla sequenza di interesse!!!

ecombinant vector



Isola dalle cellule il DNA
genomico contenerite il gene
dinteresse e taglia i DNA

in frammenti.

sl

Visione dinsieme del clonaggio di
frammenti di DNA in un plasmide
batterico.

Taglia un plasmide
batterico circolare
per linearizzario,

Inserisci i frammenti di DNA
genomico nel plasmide,

per generare molecole di DNA
ricombinante. || DNA ricombinante
¢ 1l DNA di due origini dwerse legato
insierne, Qui, le molecole di DNA
ricombinante sono | plasmidh

Frammento di DNA

TTEOTTTOTTaTT

Introduci le molecole ricombinant|
in cellule batteriche; ciascun batterio
nceve un plasmide diverso,

Mentre | batter crescono ¢ si dividono,
i plasmidi ficombanant si replicano e in
tal modo amplificano il pezzo di DNA
inserito in essi,

Identifica | batterio contenente

Il plasmide con | gene d'interesse
inserito al suo interna. Cresci in coltura
tale batterio per produrre grandi quantita
di plasmide e poter fare esperimenti

con Il gere d'interesse.

Stephen L. Wolfe
Elementi di Genetica
EdiSES



Per poter procedere al clonaggio/sequenziamento < ClOning VS. PCR

sono necessari enzimi di restrizione (endonucleasi) R T

(a) In vivo (b) In vitro
Endonucleasi — tagli casuali all’interno di una catena di DNA. “‘-‘S"‘C"“e"zyme

Vector Ligase ‘mﬂ

Endonucleasi di restrizione — tagliano il DNA in siti specifici. o l S b |
Endonucleasi di restrizione Tipo Il - tagliano il DNA solo in | ' Dok -
corrispondenza dei siti_di restrizione (indipendentemente ( ORI —_—
dalla specie di provenienza del DNA).

I
Bacterial l DNA

genome  polymerase ——
= 5

Sequenze di riconoscimento e siti di taglio di alcune tipiche endonucleasi di restrizione

: Numero di sequenze di
sequenza di riconoscimento per cromosoma di
riconoscimento?
Enzima Fonte e siti di taglio® Fago A Virus SV40
; (J/\ A TTC

EcoRI Escherichia coli ceppo RY13 s 2 5 1

CTT AAG

1

s : Clone of bacterial cells
Hincll Haemophilus influenzae ceppo R, GTPy PuAC 34 7

CAPu PyTG O Enzymes that bind to DNA [ Primer for DNA polymerization
HindIIT Haemophilus influenzae ceppo Ry z\l;\(;. CTT! 6 6

TTC GAA

T L] L] . L] L] . L]
i Funzione biologica endonucleasi di restrizione
Hpall Haemopbilus parainfluenzae CC GG 750 1 ¢
GG CC
T
. ’. . L]
, AG'CT Protezione dall’invasione di DNA estraneo
Alul Arthrobacter luteus . 143 34
"l'(: GA . . . . . . .
' (sistema immunitario dei procarioti)

“L’asse di simmetria in ogni sequenza palindromica di riconoscimento ¢ indicato da un punto rosso. Pu indica che I'una o 'altra purina
(adenina o guanina) puo essere presente in questa posizione; Py indica che puo essere presente I'una o 'altra pirimidina (timina o citosina).
b . . . . . .. . ¢ . r . . . . . . . .

'La posizione di ogni taglio ¢ indicata da una freccia. Nota che con qualche endonucleasi di restrizione i tagli sono sfalsati

(in diverse posizioni sui due filamenti complementari).



Sito di restrizione

per EcoRl
4—‘*_—_\

L'enzima di restrizione

EcoRI taglia lo scheletro

zucchero-fosfato, come indicato
Estremita coesiva dalle frecce.
.-

¥ . CTTAAS Ye S
—
Estremita coesiva

Frammenti di DNA con le

stesse estremitd coesive possono

appaiarsi. Qui & mostrato un

4 frammento di DNA che s'inserisce
tra altri due frammenti, come

si verifica quando un frammento

di DNA s'introduce in un

plasmide batterico.

Un altro frammento di DNA
prodotto per digestione con EcoRI

Rottura a singolo filamento
nello scheletro zucchero-fosfato

sl

30
Rotture a singolo filamento
nello scheletro zucchero-fosfato
sono sigillate dalla DNA ligasi.

5‘

3!
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Gene d'interesse

{ dinteresse ¢ taglia i| DNA
in frammenti.

Jﬁk
™

Frammento di DNA
genomico inserito

Isola dalle cellule il DNA
genomico contenente il gene

Plasmide Figura 8.2
batterico Visione d'insieme del clonaggio di

frammenti di DNA in un plasmide
O batterico.

Taglia un plasmide
batterico circolare
per linearizzarlo,

U Inserisci i frammenti di DNA

genomico nel plasmide,

per generare malecole di DNA
ricombinante. Il DNA ricombinante
2 il DNA di due erigini diverse legato
insierne. Qui, le molecole di DMA
ricombinante sono i plasmidi
ricormbinanti.

Molecole di DNA
ricombinante

Stephen L. Wolfe
Elementi di Genetica

n Intreduci le molecole ricombinanti
in cellule batteriche; ciascun batterio
riceve un plasmide diverso.

Mentre i batteri crescono e si dividono,
i plasmidi ricombinanti si replicano e in
tal modo amplificano il pezzo di DNA
inserito in essi.

Batterio

Cromosoma
batterico

Progenie
di batteri

B 1centifica il batterio contenente

il plasmide con il gene d'interesse
inserito al suo interna, Cresci in coltura
tale batterio per produrre grandi quantita
di plasmide e poter fare esperimenti

con il gene d'interesse.



Endonucleasi di restrizione
Protezione dall’invasione di DNA estraneo

Subito dopo la replicazione del proprio DNA,
le cellule devono proteggere il proprio DNA
dall’attacco delle endonucleasi di restrizione.

metilasi sito-specifiche

Metilazione di uno o piu nucleotidi della
sequenza bersaglio.

Le endonucleasi di restrizione, di solito, riconoscono
sequenze palindromi all’'interno del DNA.

Palindrome
@\ Mirror repeat
»dr TTAGCAC(I}T(I}(IJT?I? ¢ - TTAGCACCACGAT
W (i 1 A S
| O | O (O O N N O O I )
AATCGTG
ERAS RS AATCGTGGTGCTA

Molte endonucleasi di restrizione producono tagli sfalsati
nei filamenti della doppia elica, generando frammenti di

restrizione che possono andare incontro a rinaturazione in
seguito all’'intervento della DNA ligasi.

Altre endonucleasi di restrizione tagliano nello stesso punto
entrambi i filamenti, generando estremita tronche.

[Taglio sequenza-specifico del DNA ad opera di EcoRl]e[protezione dal taglio mediante metilazione. ]

Metilasi EcoRl

Y
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AG Sequenza di
nconoscimento
di EcoRl

Sequenza di

riconoscimento
g metilata

Re]
o Legame delfenzima bloccato
dai gruppi metiici.

Endonucleasi
EcoRl
3%
o L'enzima s lega
alla sequenza di
nconoscmento,

2 subunita

.1-55"3
@ Lenzima taglia
ciascun filamento
diDNAtrala G
elaA,
A
|

taglio sfalsato




. . . . . Siti di taglio di EcoRI
Le endonucleasi di restrizione tagliano

una specifica sequenza di coppie i ey (S N
. ge . . DNA della GAATTC GAATTC DNA della
nucleotidiche, indipendentemente CTTARG CTTRAG specie 2
o e -3w :w
dall’origine del DNA. & eaem 5
¢ l QO Digestione con endonucleasi
di restrizione EcoRlI.
Da una miscela di DNA di diver rigin _
)a una miscela d d.d ersa origine et serrrer) rrTrTReeereeeR S wrvrer) yrrrrrrrrer) -
si generano frammenti diversi che con it = iy (, (‘IH:A -
. . N compiementan ’
presentano identiche estremita sfalsate asingolofilamento ° Lo
° SS,
(complementari). \ /bo Miscelazione dei DNA digeriti
¢ e incubazione in condizioni
di riassociazione.
Frammenti di DNA di origine diversa, PR T P Vintairaiitteid el 5
. - - GAATTC GAAIIC
trattati con lo stesso enzima di CITANG CITAAG
. . . . | iR R0 {plinfalilllle ;mm 5
restrizione, possono unirsi tra loro. T 7—'
‘L Appaiamento nucleotidico tra le estremita complementari

a singolo filamento delle molecole di DNA tagliate

DNA RICOMBINANTE

X35
o Trattamento dei filamenti
di DNA riassociati con

DNA ligasi.
C TTTTTTTTTTTTTTTTT R e aaaaaaa daa s i e e
DNA della GAATTC GAATTC DNA della
specie 1 CTTAAG CTTAAG specie 1
P ) PESTISTSTNSESS GRS
Sito di taglio di EcoRl Sito di taglio di EcoRI

Primi esempi di DNA ricombinante
Geni fago A — DNA circolare del virus SV40
Frammento di restrizione EcoRI di una molecola di DNA — plasmide circolare autoreplicante — E. coli

Molecole di DNA ricombinante




Per le diverse applicazioni del DNA ricombinante, VETTORI DI CLONAGGIO
dopo aver ottenuto la molecola ricombinante @€ ===) «plasmidi

necessario procedere alla produzione del clone * Cromosomi virali
(AMPLIFICAZIONE). ...

Caratteristiche richieste

* Origine di replicazione
* Marcatore genetico dominante selezionabile (atb")
* Un sito di taglio unico per le endonucleasi di

Molto comune é l'uso di vettori di clonaggio contenenti
una sequenza polylinker, con piu siti di restrizione unici.

restrizione
HOCH,
Gene per la Origine di replicazione del fago f1 Ho Qo
resistenza . . . ne . f-Galactoside linkage OH
all ampicillina < Vettore di clonaggio plasmidico Bluescript Il HocH, / : ?3
r . g . e . ge 0
ame') vettore fasmidico con parti di fago M13 e parti di plasmidi “T<OH >4-°-Kou >¢
pBluescript I a=>acl__ (18 siti di restrizione unici) N g
(2961 np) . e
\\ e Quando del DNA estraneo viene inserito nel sito di policlonaggio Ao
Promot ~ . - . .
e >, (MCS), la funzione (B-galattodidasica) di LacZ’ viene arrestata.
/ \\\ =
1 y . Le colonie blu sintetizzano p-galattosidasi,
[glgg:ﬁfdg'arep"caz'omj __aaff “>~]  che, scindendo X-gal (sostanza incolore), T
J—— £ g‘eheaun_a\sostanza colorata (blu) e galattosio. e a
il Sito di policlonaggio (MCS) e ol @'
- Hincll = SR Le colonie ey e
7 _ Accl _ % bianche hanno e
/ Kpnl  Apal Xhol  Sall Clal HindIIl EcoRV EcoRI Pstl Smal BamHl Spel Xbal Noti Sacll Sacl . e
7 e Py T W TR f i i f Incorporato -y
5'- GGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC - 3'\_ DNA estraneo = :

3'- C‘CATGGCFCGGGGGGGAGCT’CCAG‘C’T‘GCCATAGC’TATTCGA‘ACTA’TAGCTTAA’GG’ACGTCGGG’CCCCCTAG*GTGATC’AAGATC‘TCGCCGG:ZGGTGGFGCCACCJCGAG -5*



I plasmidi, in qualita di vettori, possono

ospitare solo piccole molecole di

estraneo (max 15 kb).

Per il clonaggio di geni o molecole di DNA
di grosse dimensioni (fino a 600 Kb) si

DNA

utilizzano come vettori BAC, PAC e YAC.

Antigene
nucleare 1

del virus
di Epstein-Barr X@%%

oriP del virus
di Epstein-Barr

BAC e PAC si replicano in E. coli

PAC (vettore navetta: si replica sia in
pur” E. coli che in cellule di mammifero)

Unita
regolativa
della
replicazione
del plasmide
fagico P1

Vettore navetta
PAC
pJCPAC-Mam1

Gene
sacB di
Bacillus subtilis

BamH1

Notl

]
Unita regolativa della replicazione
litica del fago P1

Vettori e dimensioni massime dell’inserto
e Plasmidi 15 Kb

* Fasmidi (parti di fago M13 e parti di plasmidi) 15 Kb
* Fago A 23 Kb
* Cosmidi (plasmidi con estremita coesive del fago A) 44 Kb il

EcoRI l EcoRV

BamHI

* BAC (cromosoma artificiale batterico) 300 Kb
e PAC (cromosoma artificiale plasmidico) 300 Kb pel._
* YAC (cromosoma artificiale di lievito) 600 Kb

/Sall
651

pBR322

4361 bp

Plasmidi
Plasmidi pBR Nd/el
pochi siti di restrizione per il clonaggio

Plasmidi pUC
piu piccoli e con molti siti di restrizione unici

Il gene sacB di B. subtilis codifica per la levan saccarasi.

La presenza della levan saccarasi e letale per alcune cellule (produce
metaboliti tossici da saccarosio — selezione negativa).

In seguito all’inserzione di DNA estraneo, nel sito di inserzione BamH1,
non viene prodotto I’enzima levan saccarasi codificato dal gene sacB.
Le cellule che riescono a crescere in un terreno di coltura contenente

saccarosio al 5% contengono l'inserto di DNA estraneo nel gene sacB.




Clonaggio di un gene d'interesse
in un vettore plasmidico

SCOPO: |l clonaggio di un gene produce molte copie d'un gene d'inte-
resse, che possono essere utilizzate, per esempio, per determiname la se-
quenza di DNA, per manipolare il gene in espenmenti di ricerca di base,
per capire la sua funzione e per produrre la proteina codificata dal gene.

PROTOCOLLO:
Sito di
restrizione

1. Rompx le cellule e isola il
DNA, genomico contenente
i gene d'interesse. Tagha il
DINA genomico utiizzando
un enaima di restnzione.

Gene

omp”

L S
_—— s Shaamas \
Frammenti di DNA con estremith coesive

di DNA ¢ di DNA senza
il gene d" lmnsu il gene d' mtemu

0 O ©

Plasmidi ricombinanti

Plasmide richiuso senza
alcun mutto di DNA

Batteri trasformati con plasmidi

Selezione:

| batteri trasformati crescono su
terreno contenente ampicilling, grazie
al gene omp” presente sul plasmide.

Screening:
Le colonée blu contengono
batteri con un plasmide non “"m‘m"l
ricombinante in cul il gene locZ* e 83
& intatto,
Le colonie bianche conts bmdconunplasmdodcomb‘mﬂn clo un

ttore con un frar t inserleo Identificata la colonia bianca con L] gene dl
Interesse, questa pud essere cresciuta per prod grandi g adip

Stephen L. Wolfe
Elementi di Genetica

Cene
locZ*

Vettore

plasmidico

per il

clonaggio

per renderio

lineare. Il sto
. dh restriaone

per lenzima &

Vettori plasmidici di donaggio
taghati con un enzima di
restrizione per produrre

estremita coesive

con plasmidi

Batteri non trasformati J
non possono crescere sul
terreno che contiene ampicillina,

Fom per gent conc. @ Lucigen Carperation,

Mg, Wi

2. Taglia un vettore
o clonaggio
plasmidico
circolare con
lo stesso enzima
i restnzione

allintermo del
gene locZ”.

3. Combina i
framments &
DNA genomico
taghato con il
plasmide taghato,
Le molecole
i DNA si
unirRNNo tramite
appaamento
defle basi alle
loro estremita
coesve: agaiungs

DNA ligasi per
sigilare l'unione.
@ Il risultato €
\ . una miscela
o plasmidh
> ncombinanti e

Batten non trasformati

non ncombinanti,

4. Invroduci |
plasmidi in
E col tramite
trasformaaone.
In questo
passaggio
alcuni batteri
ACQUISIANNO
un plasmide
ed altn no.

5. Semina
le celile
battenche su una
pastra di terreno
i crescita
contenente
ampiciina ed
X-gal e ncuba
finché non
COMPAIGNO
le colonie.



Possibilita di Amplificazione sequenze DNA mediante [ owa 3 Y AT 7 1 ool
amplificare sequenze pQLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) « Kary Mullis l @ Deturazions, ad . 5°Cpor 15 second
H H . o o . . . BM'WMS
3' [I)NA senza vlelttlo“ Consente di amplificare in vitro sequenze di DNA e
i clonaggio o cellule. . . . 1 s
&8 (fino a 35 kb) senza ricorre a vettori o cellule. l © rovsamento deprimer ogoenciectis
* eiclo 5-1mm"hwmmm3
. . . . . | o pormer a - R
Occorre conoscere brevi sequenze di DNA fiancheggianti la TR TPTTPPFRTPPPPPPPPRA P
sequenza di interesse, per creare degli inneschi sintetici 1 '@ Estersione de priner con Toapokmerss,
H e H H H H H T T T I T T S
oligonucleotidici (primer) necessari per avviare I'amplificazione. 7/ S [ yotooo
| primer forniscono un’estremita 3’-OH libera per avviare PP TR ‘*W\
I'attivita polimerasica. b8 oemrene
J b Appaamento dei pamer oligonuclectidici
. . sm’MnW?-
Fasi della PCR (ripetute molte volte) . Vi S S
1) Denaturazione sequenza da amplificare (~ 92-95°C x ~15"); emdbidbbibbiiteiitiAis NPRVPIRPRVPPRY
2) Appaiamento primer (~ 50-60°C x ~30"); SigrrvrerrerrrTTTYY /1 T rrorrreekS
Primer Primer
3) Replicazione filamenti di DNA (stampo) mediante DNA sarrrrrrTeTTTIITIER O 3 y :
pOlimeraSi (~ 70'72°C X~ 90”)- ?'CF“" 1 Jér‘is!umcoc dei prmer con Taq polmerasi
Le 3 fasi vengono ripetute diverse volte (cicli): S FrrTrTTTTTTTTTTTTTTTYTTYTTTTTYTTY frevrrreTrTTYTTYTYTIIITITTTITTITIITR |
30 cicli di amplificazione — oltre un miliardo di copie della SarvrerrrrrTrTETTTY IR Y
sequenza di DNA (amplificazione esponenziale) serrrrrrrrereeeeee S [
Replicasi s T iy "'W" : !
DNA polimerasi | di E. coli | 3 k-8 molecole
Taq polimerasi (Thermus aquaticus) POSS!bIlIta (.jl- errori: La. Taq. polimerasi non Gt roeus Y. SR
. . . possiede attivita di correzione di bozze (3'—>5’). l . S
Pfu polimerasi (Pyrococcus furiosus) . o 5 cich-32 molecol
i voli (Th i Ii * Amplifica corte sequenze (non superiori a 1
Tli po |.mera5|.(T ermococcus litoralis) qualche migliaio di coppie di basi). il o
TFI polimerasi (Thermus flavus) 1

Replicazione piu fedele (hanno attivita correzione bozze 3’-5’)

'
[ 30 cich-1.073.741.766 molecole ]




La reazione

di polimerizzazione
a catena (PCR)

SCOPO: Amplificare in una provetta una sequenza bersaglio — ossia pro-
durre un grande numero di copie della sequenza { senza clonaggio. |

PROTOCOLLO: Una miscela di reazione di polimerizzazione a catena con-
tiene quattro elementi chiave: (1) il DNA con la sequenza bersaglio da amplifi-
care; (2) un paio di pnmer di DNA, ciascuno complementare ad una delle estre-
mita della sequenza bersaglio; (3) | quattro nucleotidi trifosfato precurson per la
sintesi di DNA (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); (4) DNA polimerast. Poiché la PCR
utilizza alte temperature in alcuni dei suoi passaggy, viene utilizzata una DNA po-
limerasi stabile al calore, tipicamente isolata da un microrganismo che vive ad alte
temperature, come vasche termali e bocche vicino al fondo del mare.

Termociclatore

Strumento che conduce
automaticamente le fasi cicliche di
temperatura per l'amplificazione
di sequenze di DNA in vitro.

Ciclo 1
2 molecole prodotte

Sequenza

bersaglio
(Cmsa

STy —> §
| |
DNA contenente la E E
sequenza bersaglio / |
da amplificare | !
54 ¥ :
¥ & !
— \! |
Sequenza | l
bersaglio |
| i
: i
s — R Y

()

Sequenza

bersaglio

1. Denaturazione;
scalda il DNA
contenente la
sequenza bersaglio
per denaturaric in
singoli filamenti.

2. Appaiamento o
annealing: raffredda la
miscela per
permettere ai pnmer
di appaiarsi alle loro
sequenze
complementan alle
due estremita della
sequenza bersaglio.

Stephen L. Wolfe
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molecole

:
e 5-33 hanno

lunghezza
ldema alla

l

" di DNA

\;’]5"’"”

/’-‘
N

3. Allungamento: porta alla 4. Ripet gl stessi passaggl 5. Ripeti gli stessi

temperatura ottimale
per consentire alla
DNA polimeras: di
estendere | pnmer,
utilizzando 1 nucleotidi
tnfosfato precurson
per sintetizzare le
copie complementan
dei due filaments
stampo. Questo
completa un ciclo di

PCR; il nsultato finale &

la produzione di due
molecole.

di denaturazione, passaggl, per

appaiamento e produrre un

allungamento nel ciclo totale di 8

2, per ottenere 4 molecole. Due

molecole. delle otto hanno
la medesima
lunghezza della
sequenza di
DNA bersaglo
{evidenziate in
giallo).



LIBRERIE DNA GENOMICHE

I singoli cromosomi di un organismo possono essere
isolati ed utilizzati per generare i diversi cloni.

Dopo aver ottenuto i diversi cloni plasmidici, che
rappresentano l'intero DNA di un organismo,
viene costruita la libreria genomica (genoteca).

Costruzione libreria genomica

* Isolamento del DNA totale di un organismo;

* Trattamento con endonucleasi di restrizione;

* Inserzione frammenti di restrizione in vettori di clonaggio;

* Introduzione delle molecole di DNA ricombinante in cellule
ospite sensibili ad un antibiotico (trasformazione);

* Replicazione (amplificazione);

950

Gene che
conferisce
resistenza
all'ampicillina

* Selezione cellule trasformate (amp'). ( 1n condizioni che consentono

'ingresso di una singola
molecola di DNA ricombinante
per cellula.

La libreria genomica dovrebbe contenere tutte
le sequenze di DNA del genoma considerato.

amp’

Cosmide pJB8

di E. coli

plasmide con estremita
coesive del fago A

o Isolamento di DNA cosmidico pJB8 di E.coli e di DNA genomico di topo.

DNA di topo

Gene per la p-globina

A

G
4
X
z

“a

X35
© 71aglio del DNA di topo e del cosmide

con I'endonucleasi di restrizione EcoRI.

¥5%
A © Mescolamento del DNA di topo
7 e del cosmide in condizioni di
riassociazione e trattamento

NA del o«

&

cosmide pJB8 <
di E. coli ee

FER

+

DNA di topo
A k“:‘a
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con DNA ligasi.

DNA ricombinante contenente

il frammento di restrizione EcoRlI
di topo inserito nel DNA cosmidico
autoreplicantesi di E. coli

Per esempio, gene che codifica
la catena [-globinica



Clonaggio di un gene d'interesse
in un vettore plasmidico

SCOPO: |l clonaggio di un gene produce molte copie d'un gene d'inte-
resse, che possono essere utilizzate, per esempio, per determiname la se-
quenza di DNA, per manipolare il gene in espenmenti di ricerca di base,
per capire la sua funzione e per produrre la proteina codificata dal gene.

PROTOCOLLO:
Gene 1. Rompi ke cellule e isola il Sito di Gene

s o 2. Tagla un vettore
d'interesse DONA o ta restrizione locZ* t:f :
il gene d'interesse. Tagha il = plasmidico
ene Vettore
DNA gmomd ico utiizzando POaT thmo circolare con
un enama di restnzione. lo stesso enzima

¢'°"'it’° d: restnzione

per renderio
lineare. Il sto
i restrizione
per lenzima é

c==m.,
Vetton plasmidici di donaggio alfintemo del

., cmm.
C -~
— e T
Frammenti di DNA con estremits coesive
estremitd coesive 3. Combina |

taghati con un enzima di

restrizione per produrre gene locZ”.
Inserto di DNA contenente Inserto di DNA senza Plasmide richiuso senza frammenti &
il gene d" lmnc il gene d' mmu alcun inser!o di DNA DNA genomico

taghato con il

plasmide taghato.
Le molecole

di DNA si
uniraNno tramite

appamento
Plasmide non ricombinante delle basi aie
loro estremita
COSSIVE; 3ZRIUNG
DNA ligasi per
sigillare l'unone.
I risultato &
una miscela
dh ptasmidh
ncombinanti ¢
Batteri non trasformati NN ncombinants,
con plasenidi 4. Introduci i

Selezione: A ; plasmidi in
| batteri trasformati crescono su Batteri non trasformati E coli tramite

terreno contenente ampicillina, e non possono crescere sul %
al gene amp” presente :.T'mxa’:.z terreno che contiene ampicillina. trasformazione.

Plasemidi ricombinanti

Batteri trasformati con plasmidi




LIBRERIE cDNA

Nei genomi piu evoluti, la maggior parte delle

sequenze di DNA non é espressa.
¢ mRNA

Approcci alternativi al clonaggio.

Se si considerano le molecole di mRNA é possibile risalire alle
parti_ espresse del genoma e procedere alla costruzione di
librerie di DNA complementare (cDNA)

*Isolamento mRNA totale da cellule;
*Aggiunta primer a DNA formato da nucleotidi T (dT): oligomeri

poli(T);
*Sintesi filamento DNA, complementare al’mRNA (stampo),(?gﬂﬁf

La maggior parte delle molecole di mRNA,
all’estremita 3’, presenta code poli(A)

AGAUCGCUAGUCCGUGCAACGGAGCUAAAAAAAA
5 SLOL0L080 030800000000 0000000000000 §

Impiego di oligo(dT)n (oligonucleotide
Oligo(dT)n sintetico) come innesco

TETTTEET
TTTTIT{T
AGAUCGCUAGUCCGUGCAACGGAGCUAAAAAAAA
o el el el el el BBl

dXTP Trascrittasi inversa

3
TCTAGCGATCAGGCACGTTGCCTCGATTTTTTTT
AGAULGLUAGUL(GUGLAALGGAGCUAAAAAAAA

Molecola ibrida
DNA/RNA

mediante trascrittasi inversa; mRNA | AOBLA8888 8008080000 000803800000 0000 ;
*Degradazione filamento mRNA mediante RNasi H; Sintesi simultanea
*Sintesi secondo filamento di DNA mediante DNA polimerasi che del Se;%ﬂdo filamento
. . . . 1. RNasi H
sfrfjtta i frammenti del!a n:iolecola di mRNA come innesco e, 2. DNA polimerasi |
poi, ne completa la sostituzione. 3. DNA ligasi
*Unione delle rotture mediata dalla DNA ligasi. . 2233333332383 332803388303300s0a2sss
AN ene e e S o e
: AGATCGCTAGTCCGTGCAACGGAGCTAAAAAAAA
‘ flamento ittt bbb A Ao bl 3

Le molecole di DNA a doppio filamento, possono essere

amplificate mediante inserimento in vettori di clonaggio
(plasmidi o fagi), dopo aggiunta di siti di restrizione o code

a singolo filamento sia al cDNA che ai vettori.

Tutti i cDNA clonati a partire dagli mRNA cellulari costituiscono la
libreria cDNA.
Per lo stoccaggio, i cDNA clonati possono essere trasferiti in
micropiastre.




ANALISI LIBRERIA DI DNA PER ISOLAMENTO GENE D’INTERESSE
* Selezione genetica
‘ * lbridazione molecolare
Selezione genetica o selezione per complementazione
Basata sull’uso di mutanti (mutanti auxotrofi, mutanti resistenti antibiotici, ...)

Selezione genetica

Per esempio, nel caso si voglia procedere all’isolamento (clonazione) Selezione per complementazione
del gene per la resistenza alla penicillina in Salmonella Typhimurium Disponendo di organismi mutanti (E. coli, Saccharomyces
e Costruzione di una libreria genomica di S. Typhimurium cerevisiae, ..) portatori di geni mutanti noti, si puo
resistente all’antibiotico (— cloni di DNA ricombinante, tra cui individuare quale, tra i cloni ottenuti da un altro
quello contenente il gene per la resistenza). organismo contenente l'allele selvatico, € quello in grado
di ripristinare il fenotipo selvatico.
Quale clone di DNA ricombinante della libreria porta il gene della J
resistenza? Cloni di ¢cDNA di lievito possono essere utilizzati per
Individuare quale clone é in grado di trasformare cellule E. coli capire quale di essi & in grado di trasformare cellule di E.
sensibili in resistenti. coli auxotrofe per l'istidina in cellule prototrofe.

. o . . . Cloni di cDNA + colture E. coli his" — colture E. coli his*
e Aggiunta dei diversi cloni di S. Typhimurium pen' a diverse

colture di E. coli pen® (sensibili). A
e Trasferimento cellule E. coli in terreno di coltura contenente
penicillina.

causa dei diversi sistemi di regolazione
dell’espressione genica tra procarioti ed eucarioti,
spesso, per I'analisi di librerie di DNA di organismi

4 eucariotici si ricorre alll'uso di cellule di
. r o o
Solo le cellule trasformate, che contengono il gene pen’, saranno Saccharomyces cerevisiae.

in grado di crescere in presenza di penicillina.




ANALISI LIBRERIA DI DNA PER
ISOLAMENTO GENE D’INTERESSE
* Selezione genetica
Ibridazione molecolare

Primi geni clonati (geni espressi ad alti livelli)
a-globina « reticolociti

B-globina « reticolociti

ovoalbumina <« cellule ovidotto pollo

B chain 1

L po?t
Heme

« chain 1 « chain 2

Creazione sonda marcata specifica per la ricerca
del gene di interesse (es, gene a-globina)

isolamento mRNA
\2
Sintesi cDNA marcato (32P)
(mediante trascrittasi inversa)

Analisi di librerie di cDNA mediante la
tecnica di ibridazione in situ su colonie o su placche.

Analisi genoteca di
DNA per ibridazione

molecolare su colonia

Py
@ Sincesi del cONA radiozttivo
usande I'mRNA purificate
come stampo,

X% Piastramento dei batteri l
o che portano malecnle

Creazione
sonda marcata

——— MRNA purificato (per es. mRNA dell'a< china)

Trascrillast inversa
Nucleasiol trifesfatn mareatl con 32P

b ;
2 DMA riccmbriante 7 s - DINA radioaiivo

su terreno & base di [/
ager e incubazione
fno &la formazone |

di picoole colome. *

Cioni ¢ batlen
che portanc
plasmidi

ricombinant:

»Jbr\

e Fiastramento in replica
di colatie su memieana

[l
—

o
(7]

Successivamente si puo procedere
con la purificazione del DNA del
gene o della sequenza di interesse

Prefevn di una colonia contenente
la sequenza di DNA di interesee
all pizstra di agar e isolamento
del DNA ricombinarte.

N\

N

i rylon.
2
Membrana
L4 di nylan
e
x>o
@ Lsi delle celule in sitv;
denisturazions e
fissazions dei DNA
alla membrana.
__ DA a singolo filamenta
55
5
55 de
- Aggiunta del cDNA
o racioattive
¢ incubazions
N consizoni

di riassociazicne,

l .Id__, - La macchia nera
P sul'autoradiogramma
Indica fa prasenza
— di rachaattivita

s
° Lavaggs ripetuti dellz memiyana
per rmuewere § CONA non
riassociate ef esposizione

ad wia lasTa auteradiografica,

CLNA radinattivo



ANALISI LIBRERIA DI DNA PER
ISOLAMENTO GENE D’INTERESSE
* Selezione genetica
* lbridazione molecolare

Identificazione di una sequenza
di DNA d’interesse tramite
ibridazione del DNA

SCOPO: |'ibridazione con una sonda specifica di DNA permette ai n-
cercatoni di identificare una sequenza selezionata, come ad esempio un
gene, allintemo di una popolazione di molecole di DNA. In questo esem-
pio, lbndazione del DNA é utilizzata per vagliare una collezione di colo-
nie di batten, allo scopo di identificare quelle che portano un plasmide n-
combinante contenente il gene dinteresse.

PROTOCOLLO:

1. Prepara una peastra madre con colonie blan-
che, Wdentificate attraverso il passaggio di
screening bu-bianco descritto nella Figura
8.4, Queste colonie contengono batten con
plasmich ncombinanti, Centinaia o miglaa di
colonie posSSONO essere esaminate per cer-
care il gene d'interesse utlizzando pil piastre
madre,

2. Depore uno speciake filkiro sula piastra. per
raccoghere un po’ di cellule da ciascuna colo-
nia. Questo produce sul filtro una copia della
distnbunone di colome.

3. Tratta il filtro per rompere le cellule e dena-
turare il DNA rlascato in singol flamenti, i
DINA a singolo filamento s appicaca al filtro
nella medesima posizone in cui s trovava la
colona dalla quale denva.

4. Aggungl una sonda a singolo fi-
lamento (DNA o RNA) mar-
cata specdfica per il gene d'inte-
resse e incuba. I traccante pud
essere radioattvo © non ra-
dicattvo. Se il frammento di
DNA insereo nel plasmide n-
combinanie & complementare
alla sonda, | due ibridizzeranno,
coé le loro bast si appaieranno
leccesso di sonda,

5. Indaadua l'evento dibndazione,
cercando |l tracoante dells sonda. Se fa
sonda era marcata con radkoattivo, poni il fit-
tro a contatto con un film fotografico. Il de-
cxdimento ded composto radioattivo im-
pressiona i film, generando una maccha
scura quando # film é sviluppato. Correla la
posizone della macchia scura sul film con la
distnbuzione angnale delfle colonie sulla pia-
stra madre. sola |3 colon@a e utilizzala per
produrre grandi quantita del gene di inte-
resse.

é Stephen L. Wolfe
Elementi di Genetica

EdISES

Replica delle colonie batteriche
Filtro
Sonda DNA
marcata  plasmidico
ﬂ (a singolo  (a singolo
— filamento)  Rlamento)
e %
-
—— -
\ . r N L
B o -
: ! -
—J L , 1
Busta \ e
Filtro +- _ / | In questa colonia & avvenuta
2 S ) ibridazione tra la sonda marcata
Nt 7 e il plasmide rilasciato dai batteri,
" _______| Uibridazione & rivelata nei

ﬂ passaggl successivi,

Film La macchia corrisponde
ﬁ;togr e ad una colonia sufla
siloppato piastra madre

!
:
3
i
&
I

Madeeon, W1



ANALISI MOLECOLARE DNA, RNA, PROTEINE

Separazione macromolecole mediante elettroforesi (in gel di
agarosio o acrilammide) in funzione delle dimensioni e della carica.

DNA — carica (negativa) costante per unita di massa

COME LOCALIZZARE | GENI SUI FRAMMENTI DI RESTRIZIONE

1) Separazione frammenti di restrizione

di DNA mediante elettroforesi > > —

2) Southern blot trasferimento
molecole di DNA su membrana

di nylon o nitrocellulosa

8-10 cm di fogli

di carta assorbente -

3-4 fogli di carta
Whatman 3 MM

Membrana di nylon 4
Gel di agarosio

Peso

essiccazione

contenente i DNA

74

o

Z

Vasca di vetro resistente
al calore (pirex)

7
Lastra

di vetro

di supporto

Lastra di vetro

Corsia 1: DNA del fago 2. Corsia 2: DNA genomico

tagliato con
Hindlll (marcatori

di Arabidopsis
tagliato con

di peso molecolare) EcoRl

Vg

(a)  Gel di agarosio
colorato con
bromuro
d’etidio.

3-4 fogli di carta
Whatman 3 MM
imbevuti di soluzione
di trasferimento

3-4 fogli lunghi di carta
Whatman 3 MM imbevuti

di soluzione di trasferimento
che fungono da capillari

Autoradiogramma
del Southern blot
della corsia 2

Separazione frammenti di restrizione

+$50
mo Preparazione di un gel di agarosio semisolido con pozzetti per i campioni di DNA.

Versare |'agarosio sciolto
nella camera sigillata

con il pettine in posizione

Nastro adesivo

(che sigilla le estremita della camera)

Ry
Frammenti "e

di restrizione

Elettrodo -

soluzioni di DNA
ne| pozzetti del gel

Gel di agarosio

Re)

9 Rimozione del pettine dopo
la sobdificazione delfagarosio
e montaggio del gel nella
camera elettroforetica.

Elettrodo

di agarosio \S

e inizio dell'elettroforesi,

Elettrodo +

Connessione alla sorgente di energia

Soluzione di trasferimento
(SSC 20 x o NaOH 0,4 M)

di filo di platino

/. Tampone

&50

@ Rimozione del gel dalla
camera e colorazione con
bromuro di etidio.
Fotografia con
fluminazione UV,

e — — —— — d

—
—_——

Plasmide trattato con
EcoRl.
Gli altri

plasmidi
contengono un inserto.

—3.2kb
—1,7kb
-\l.Skb



Northern blot
Tecnica

basata sulla separazione

molecole di RNA mediante elettroforesi.

Sequenza codificante «

ANALISI RNA R oL F

delle A. thaliana

Procedura simile alla Southern blot.

Data la sensibilita delle molecole di
RNA alle RNasi, € necessario limitare le
contaminazioni dei materiali. o

Le molecole di RNA, per eliminare le S )
strutture secondarie, vengono denaturate
formaldeide o altri —
denaturanti al tampone per l'elettroforesi. e

con aggiunta di

Colorazione delle bande con bromuro di etidio >

Trasferimento
dell’RNA alla membrana di nylon
(Northern blot).

Trattamento con sonda per a-tubulina
(ibridizza con i trascritti di 6 geni) ‘(\’6

¢
RNA Extraction 6\0$(
2

TUAI TUA3
R L F R L F

Gene

&" . g
. @-tubulinag  ~%

b= =] - ey @» -I18S

Gene
a;-tubulina

Trattamento con sonde specifiche

Electrophoresis

dimensioni

m— cm—

— RNA separated by size
—-——

e—

Northern Blotting
(Transfer of RNA to membrane)

,

e fissazione

Visualization of labeled
RNA on X-ray film

Esaminando le bande
e possibile risalire alle

ed alle

concentrazioni delle
diverse molecole di
RNA estratte.

Ibridazione con sonde marcate
(radioattive) di DNA o RNA.

Il northern blot, analizzando I'RNA, consente di effettuare
soprattutto studi relativi all’espressione genica:
* In quali cellule e quando viene espresso un determinato gene,
* Grandezza di un mRNA codificato da un gene



@@Cxlls or tissue

Puo essere utilizzato un
primer oligo(dT) oppure
un primer gene-specifico.
T
A differenza di un primer
gene-specifico, un primer
oligo(dT) amplifica tutti gli
RNA della cellula.

ANALISI RNA mediante RT-PCR S
(revers:e transcrlptase-polym.erase ch.am reaction § Estrazione RNA o mRNA dalle cellule
o reazione a catena della polimerasi inversa)
Tecnica basata sull’impiego della trascrittasi inversa. ‘;‘@
. . mRNA 5'YTITIIYIIITIIIlIIIIIIIIIITIITIIITIIIII1171111111!11111ITTIIIIIAAAAAAAAAA(A)[];3
Dopo l'estrazione, le molecole di RNA o : A
. . . ar So _— Primer gene-specifico
MRNA, mediante la trascrittasi inversa, l Trascrittasi inversa
vengono trascritte in filamenti di DNA Ty 5 A3
complementari (cDNA). cDNA . A
S
’ so l Primo ciclo di PCR con il primer reverse
aner reverse
5y e
3Wﬁw h

Questa tecnica, dalla quantita di DNA
ottenuto, consente anche di estrapolare
la quantita di RNA presente nel campione
di partenza.

Consente, inoltre, di verificare se un dato
gene viene trascritto.

Ciclo 1: allungamento del primer reverse
con la Taq polimerasi

CDNA a doppio B N R AR s ane ]
filamento 3|“|““|“||““Ww5

l Amplificazione del cDNA per PCR (molti cicli)
o T T T T T T T T T T
3~+LH-H.LLH.H-I- 5’

Primer reverse Primer gene-specifico

3WW 5
* Ciclo 2: allungamento

i (Molti cicli di amplificazione per PCR)
Grande quantita 5 a3
di cDNA a doppio 3. 5
filamento

[ Separazione, mediante

elettroforesi e studio

dei prodotti dell’'amplificazione.



ANALISI RNA mediante RT-PCR ¢ |
basata sull’impiego della trascrittasi inversa. imim
PIee (=

l RNase H

UL cDNA

l Primer 1
A

FHTITTTITTTTITS
l + Taq polymerase

T Double-stranded -
UL cDNA (target)

reverse transcriptase-polymerase chain reaction

1 copy —| Heat to 95°C to ; T @ polymerase
denature DNA. Primer 2 .uu/w me.
Cool to 37" to Tog @ Primer 1
allow hybridization ‘ll gra o
of primers to DNA poly
-~
2 T O e
Z Ly @ iy, TN
e
When heated to 72°C,
mm"m Taq polymerase extends —> llm
(R \
( complememary strands
) from primers
2 copies—» g < First synthesis cycle resultsin two___
m "”“””" il copies of target DNA sequence uumummum, . .
v Ly Ly L polymerase chain reaction
T <—— Denature DNA — m
o M
3 l SN < Hybridize primers— l
=~
=
S
| O " JIIRE™ l
e -
l LTI srands l A
b l Second synthesis cyclc m 1
Jmmmmmmr, = results in four copies —*
v |y of target DNA sequence T
o SR
v
E
= —



WESTERN BLOTTING
Tecnica basata sul trasferimento delle proteine, dopo elettroforesi, dai gel
a membrane di nitrocellulosa e successiva identificazione con anticorpi.

Dopo [l'estrazione, le proteine
vengono denaturate e sottoposte ad

elettroforesi su gel di |western Blotting Procedure K (PVDF: polivinilidenfluoruro)
poliacrilammide in presenza di sodio

. o 1. Load and separate protein 2. Electrophoretically transfer 3. Blockthe membrane  |mmobilizzazione
dodecilsolfato (SDS), A samples on SDS-PAGE fractionated proteins onto PVDF with neutral protein roteine sulla membrana
\ membrane (BSA or milk casein) P
S D
. . g . e ) — Y
| polipeptidi separati vengono St stan
colorati con blu Coomassie o \\ —p J
nitrato d’argento, oppure — // MEMBRANE
trasferiti su membrana di GEL
nitrocellulosa (western blotting). +
e
8. incubate the biut with 5. Incubate the membrane 4, In.cubat-e the mer.'nbrane Identificazione mediante
Perossidasi di rafano (HRP) = chemiluminescent HRP with HRP-labeled secondary with primary antibody  aggjunta anticorpi specifici
substrate and expose to film antibody specificto primary specificto target protein (primari) per la proteina di
tibod .
Detection Signal WESTERN BLOT = % —— |nteresse-
d (colorimetric or chemiluminescent) - 98 1 J‘ 1 I
. \ =1 — B4
Enzyme-conjugated — JIf | CIR C—- g —m———— 52
Secondary Anti
dary lbody/ \ 2 G
- 36
Primary Antibody
W - 22
- — Dopo lavaggi, aggiunta anticorpi secondari marcati (coniugati

Membrane Containing Transferred Protein

con un isotopo radioattivo o un enzima).




Uso enzimi di restrizione — MAPPE FISICHE DEI CROMOSOMI <« sequenze nucleotidiche

la sequenza nucleotidica rappresenta la mappa fisica di un elemento genetico

Frammenti di DNA, ottenuti con le endonucleasi di restrizione,
possono essere separati mediante elettroforesi su gel di
agarosio o di poliacrilammide.

Essendo la carica negativa del DNA costante per
unita di massa, la separazione avviene in base
alla topologia ed alla lunghezza del frammento.

11 gel & costituito dal polimero di agarosio
s0speso in un tampone tra due elettrodi.

I pozzetti presenti nel gel vengono
riempiti con le soluzioni di DNA.

Soluzione

6 Lenzima di
restrizione |
taglia il DNA
una volta,
producendo i

kfralmmeml Ae B.J

N » . »
L'enzima di

restrizione 2 taglia

il DNA una volta,

a livello di una
sequenza
dltfeumc

~

é Usando entrambi i
gli enzimi
contemporanea-
mente, vengono
praticati due tagli

\ncl DNA.

S J

Ogni L o i i | ©
campione

¢ depositato

in un pozzetto R
del gel.

Consente costruzione

mappe di restrizione

‘%

Enzima
1 + 2

-

®

=1 == ==
G
B
E
..

. =
© ©

D

®

Nel corso della migrazione dei frammenti di DNA
verso lelettrodo positivo, | frammenti pit piccoli
si muovono pit velocemente (e dunque avanzano
di pi) dei frammenti di dimensioni maggiori.




Enzimi di restrizione — MAPPE FISICHE DEI CROMOSOMI « sequenze nucleotidiche

Gli enzimi di restrizione consentono la
costruzione mappe di restrizione di geni e
cromosomi.

La mappatura dei siti di taglio e le
dimensioni dei frammenti di restrizione
del DNA possono essere determinati,
mediante elettroforesi, con l'uso di
marcatori di dimensione nota.

Taglio con due endonucleasi
di restrizione diverse

—
=

Taglio con entrambe
le endonucleasi

Il frammento da 2000 pb non scompare: il
taglio di Hind Ill é localizzato all’estremita
opposta al sito di taglio di EcoRlI. =

Molecola/frammento DNA
6.000 coppie nucleotidiche

YRR KRR
(a)

Non tagliato

Taglio con EcoRI
4.000 coppne nucleotidiche 2.000 copple nucleotidiche

\YAYAYAYAYAYAYA\O\M\O\T}KYAWW)\\O\\

alternative

\Y}\Y/\YA\(}Q{A\()\\ |’\YAY}\Y)\Y}\Y}\Y}\Y)\Y}\Y)\Y)\YA\

2 000 coppie nucleot:dlche 4.000 coppie nucleotidiche
(b)
Taglio con HindIII 1.000
5.000 coppie nucleotidiche coppie nucleotidsche

\Y}\Y}\Y)\Y)\Y}\Y)\Y}\V/\Y}\YA\(AY}‘\Y)\Y}\YTY}\Y)\Y)\\

alternative

moqu MROYRNA
1.000 copple nucleotidiche 5.000 coppie nucleotidiche
(c)
Doppio taglio con EcoRI e HindIIl

1.000 3.000 EcoRT 2.000

\Y)Wlb()\Y)\Y}\YA\O\\O\YK\(}Wl’K\OWWK\

alternative

\Y)\Y}\Y}\Y}\Y)\)O/LW\Y}\Y)\Y)\\(}\YAY}\YAY}\| AR

2000 [N 3000 Hind 11 [ RO
(d)

fa) (h) {c) (d)

Marcatori) MNon  Tagliato Tagliato Tagliato
dipeso |tagliato con con con EcoRl
molecolare EcoRl  HindlIl e HindIlI
v v v vy
Coppie
nuclectidiche
10,000 |  j——
5.000 |  i— —
4000 | i— —
3.000 | i— —
2000 | M= — —
1000 | — — —
+ - + + +
fe)

Luso di piu endonucleasi di restrizione
consente la costruzione di mappe fisiche
dettagliate di interi cromosomi (mappe di
restrizione).

\’

Vere distanze fisiche sulla molecola di DNA



La SEQUENZA NUCLEOTIDICA rappresenta la
completa caratterizzazione del gene.

Genomi sequenziati
2442

Virus
Procarioti
Archaea
Batteri
Eucarioti
Mammiferi
pesci
insetti
piante
Funghi

Protisti

105
1978

44
16
40
38
124
47

Sequenziata il 99% dell’eucromatina
del genoma umano

Sequenziamento secondo Sanger (1977)
Definizione esatta sequenza dei nucleotidi sulla catena di DNA

\

Polimerizzazione del DNA in presenza di 2'3’-
dideosiribonucleosiditrifosfato (ddXTP) utilizzati come
terminatori di catena.

Base Base
o- 0 (l)_ ‘ o O O .
~0—P—0—P—0—P—0—CH, 0 “0—P—0—P—0—P—0—CH; 0
Il Il [ | ~ \Cl‘ I I [ |C/ \Cl‘
I\H  Hy| I\H Hy
Y ! Y !
| ol ||
OH H H H
t
3'-OH richiesto per Assenza di 3'-OH;
I'allungamento della catena percio la catena termina
Il normale precursore del DNA Il precursore terminatore di catena
2'-desossiribonucleoside trifosfato 2',3'-didesossiribonucleoside trifosfato
ddATP . - .
— Marcati con fluorocromi diversi
ddGTP
ddCTP
ddTTP dXTP:ddXTP — 100 (300):1

—

la possibilita che un ddXTP venga incorporato
nel filamento in fase di allungamento e 1/100.



Q20 .
@ Preparazione di reazioni di polimerizzazione del DNA contenente i seguenti componenti:

Flamento stampo 3 - NGTGICAAGA - 5

Fiamento primer 5'mwOH 3’

DNA polmerasi
dGTP, dATP, dTTP, e dCTP

Quattro terminatori di catena 2',3"-didesossirbonucleosidi trifosfato, ciascuno marcato con un fluorocromo differente:

ddGTP, ddATP, ddCTP, e ddTTP. dXTP:ddXTP — 100:1

L0
6 Incubazione della miscela di reazione. | filament sintetizzat terminano con:

Fasi del sequenziamento secondo Sanger

in seguito ai processi di polimerizzazione, si genera una
popolazione di frammenti di DNA.

ddG ddA ddC adT T
A A A A
I 1T L L 1 S—
¥ - NGGIGARGH - 5 > - AGIGIGAAGH - 5 > - NGIGIGRAGH - 5 > - AGIGICRAGH - 5
ww TCACAG™ ww TCA™M ww TCH ww T
W TCAC"\ o5 W TCACO" N TCACAG]G»}
Prodotti ww TCACAGTTCH ww TCACAGTT™
mw TCACAGTTCT™
o
° Denaturazione dei prodott e separazione per elettroforesi su gel di pokacnlammide. -
<=3, Registrazione della sequenza mediante l'uso di un laser,
Caricamento 0 un rilevatore di fluorescenza e un computer

Primer

5~ TCACAGT 3
5~ TCACAG

5 s T CA C A
5~wTCAC

5 e T CA

5 aweT(C
5" mames T
:{ : Rilevatore di 3 5
fluorescenza | |
TGACACT
Computer

Tubo capiliare
| filamenti piu corti si muovono per primi

Tutti i frammenti ottenuti presentano
* una estremita 5’ identica
* Un’estremita 3’ in tutte le posizioni possibili

<« Ogni filamento che si muove durante l'elettroforesi
presenta un nucleotide in piu rispetto al precedente.

2SS
«oo Lettura della sequenza di DNA dall'elaborazione del computer.
10 20 30 40 50
T I T T M 2
TCACAGTTCTCAGCTTCCTTCCTCACAACATCAAGCACAGAATCAATCAA

5




SCOPO: Ottenere la sequenza di un pezzo di DNA, come ad esempio nel
sequenziamento di un gene o dellintero genoma. Qui il metodo & mostrato
con un sistema di sequenziamento autormatizzato.

Figura 8.18 Un metodo di ricerca ‘

Il metodo didesossi il
(di Sanger) peril
sequenziamento
del DNA

¥ &

| —
TETACEACGETACETEGT
Primer di DNA 5 BC AT CC 5

O,
dATP
CH H
H

Desossiribonucleotidi m

DNA
i polimerasi

0
WMATP
H H
i

PROTOCOLLO: At Didesossiribonucleotidi

prectrsors (dd) precursori (marcati
I. Una reazione di sequenza dcTP P i
n n " n mor con molecole fluorescenti)
didesossi ha i seguenti componenti: il fram- dCTP |ddcTR

mento di DNA da sequenziare (denaturato a

singolo filamerito); un primer di DNA che sl appai allestremita 3'
della sequenza da determinare; una miscela dei quattro desossi-
rbonucleotidi precursori per la sintesi del DINA; una miscela dei
quattro didesossinbonudeotidi (dd) precurson, ciascuno mar-
cato con una molecola flucrescente diversz; una DMNA polime-

Stephen L. Wolfe
Elementi di Genetica

rasi per catalizzare la reazione di sintesi del DNA.

2. La sintesi di un nuovo filamento di DNA awviene in direzione
5" — 3' a partire dallestremitd 3' di un innesco o primer. La
nuova sintesi continua finché un didesossirbonuclectide non

viene incorporato nel DNA al posto di un

l

DNA da sequenziare

desossinbonuclectide. Data una grande po-
polaziene di filamenti di DNA stampo, la
reazione di sequenziamento didesossi pro-
duce una serie di nuowvi fllamerti, di tutte le
possibili lunghezze. All'estremita 3' di ca-
scun nuovo filamento si trova un didesossi-
ribonucleotide marcato che termina |a sintesi.

3. | filamenti marcati prodotti dalla reazione sono separati per
elettroforesi su gel. Il principio della separazione & lo stesso
descnitto nella Figura B.9 per il gel di aparosio. In questo caso,
perd, & necessario discnminare tra filamenti di DNA
che differiscono in lunghezza per un solo nucleotide,
cosa che con ['agarosio non & possibile. In questo caso,
percid, i frammenti di DNA sono separati su un gel di
poliacrlammide preparato in un tubo capillare. Quan-
do le bande di frammenti di DNA si muovono vicino al
fondo del tubo, un fascio di luce laser che attraversa il
gel eccita i marcaton fluorescenti su ciascun frammen-
to. La fluorescenza & registrata da un detector e |2 lun-
ghezza d'onda della fluorescenza emessa indica quale
dei quattro didesossinbonucleotidi si trova all'estremitd
del frammento in ciascuna banda.

Primer legato
allo stampo

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI: | ri-
sultati prodotti dal sistema laser sono inviati ad un
computer, che interpreta quale dei quattro possibili
marcaton fluorescenti si trovi allestremita di ciascun
filamento di DINA. | risultati mostrano i colori dei mar-

B e e
TGTACCAGGTACCTGGT

SACJ\TGGTCCATGGACCddA
J ey -~ ————— s it

YTCCATGGACC

Uinserzione di
didesossiribonucleotidi
arresta |a sintesi

MNuova sintesi di DNA
in direzione 53

Gel elettroforetico

TCCATGGAC
TCCATGGA
TCCATGG
TCCATG
TCCAT

Frarmmenti di DNA,
marcati con coloranti
flucrescenti, migrano
attraverso il gel

TCCA
TCC
TC Un_deteclor
registra la

T

fluorescenza
emessa dal DNA
quando colpito
da un fascio laser

Fascio laser che
attraversa il gel

Visualizzazione della sequenza di DNA

Al

TCCATGGACCA
Sequenza ottenuta
dall’esperimento

catori al passare delle bande attraverso il detector. Questi possone essere visualizzati sullo schermo del computer o stampati.
La sequenza del nuovo filamento di DNA sintetizzato, che & complementare al filamento stampo, viene letta da sinistra (57)
a destra (3"). (La sequenza mostrata in questo esempio inizia dopo il primer).



Moderne tecniche molecolari,
in continua evoluzione,
consentono il sequenziamento
dellintero genoma di un
organismo.

Figura 8.19 Un metodo diricerca | Sequenziamento whole-genome shotgun

SCOPO: Ottenere |2 sequenza completa del genoma di un arganisme.

d[ DMNA genomico

L. Isolz il DMNA genomico e rompilo
in frammenti casuali sovrapposti,

PROTOCOLLO:

L .

Frammenti di DNA

RSN
/:__" A

2. Clona ciascun frammerto di DNA

r(\

{qui & utilizzate un vettore di
clonaggio plasmidico).

=

Frammento di DNA
genomico

__ /- | Stephen L. Wolfe
_ Elementi di Genetica | fi [ f & cosl via
EdiSES EdISES

Vettore plasmidico
per clonaggio i

3. Sequenzia il frammento di DNA
genomico contenuto in ciascun clone.

TGAGCTCCTA|
A

' ! Sequenza di DNA del frammento

' I genomico (la sequenza reale & lunga

! diverse centinaia di paia di basi)

: 1
[TGAGCTCCTA
ACCTGATTG cTaAccGAATCTGTA
o !

[GATGCTAAC ,
]

T R e R A T e . SCuenze
_ad =~~~ assemblata

4. Inserisci nel computer le sequenze di DNA dei frammenti e utilizza il computer per com-
binare le sequenze sovrapposte nella sequenza continua di ciascun cromosoma dell'orga-
nismo. Questa tecnica & analoga a prendere |0 copie di un libro che & stato rotto a caso
in pezzi piu piccoli di alcune pagine ciascuno e nassemblare una copia completa del libro,
con le pagine nell'ordine corrette, combinando le pagine sovrapposte dei fascicoletti,

WGS

Basato sulla produzione e sul
sequenziamento di numerosi
piccoli frammenti di DNA a cui

poi € necessario assegnare un
preciso ordine di assemblaggio.

L'assemblaggio dei piccoli
frammenti di DNA si basa sulla
presenza di sequenze
nucleotidiche sovrapponibili
(aventi la stessa sequenza di basi
alle proprie estremita)
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