
Tecnologia del DNA e  

la genomica  



• La tecnologia del DNA ricombinante permette di 

unire in laboratorio il DNA di organismi diversi 

 

• Permette di manipolare il DNA di un organismo 

allo scopo di produrre nuovi geni con nuove 

caratteristiche 

 

• Sono numerose le applicazioni pratiche della 

tecnologia del DNA ricombinante  

DNA ricombinante  



• Taglio del DNA con enzimi di restrizione  

• Generazione del DNA ricombinante 

• Costruzione libreria genomica 

• Impiego di sonde di acido nucleico  

• Formazione del cDNA 

• PCR 

• Elettroforesi su gel  

• Souther Blotting 

• Sequenziamento del DNA 

• DNA microarray  

Tecnologie del DNA  



Taglio del DNA  
con enzimi di restrizione  





Digestione con 
enzimi di 

Restrizione 



Generazione del DNA ricombinante 







Il primo farmaco da biotecnologie è stato l’insulina umana ricombinante.  

La principale attività dell’insulina è la regolazione del metabolismo glucidico. 
 

 

Nel batterio Escherichia coli è stato  introdotto un gene codificante per  l'insulina, 

isolato a partire da cellule umane. Dopo questa manipolazione, il batterio 

ricombinante produce  un'insulina assolutamente identica a  quella secreta dalle 

cellule del pancreas umano. 

Categoria farmacoterapeutica: 
Humulin R (Regolare) A10A B01 
Humulin I (Isofano) A10A C01 
Humulin 10/90, 20/80, 30/70, 40/60 e 50/50 (Miscele) A10A D01 
Humulin L (Lenta) A10A E01 
Humulin U (Ultralenta) A10A E01 
 









Costruzione di libreria genomica 



genoteca 



Per genoteca di DNA  Per genoteca  di mRNA 



Impiego di sonde di acido nucleico  



• Formazione del cDNA 



La reazione a catena della polimerasi (in inglese: Polymerase 

Chain Reaction), comunemente nota con l'acronimo PCR, è una 

tecnica di biologia molecolare che consente la moltiplicazione 

(amplificazione) di sequenze di acidi nucleici dei quali si 

conoscano le sequenze nucleotidiche iniziali e terminali.  

 

L'amplificazione mediante PCR consente di ottenere in vitro molto 

rapidamente la quantità di materiale genetico necessaria per le 

successive applicazioni. 

PCR 



L’invenzione della PCR 

• Ideata da Kary 
Mullis nel 1983 

 

• La prima 
pubblicazione è 
apparsa nel 1985 

 

• Premio Nobel per la 
chimica nel 1993 





Polymerase Chain Reaction - PCR 

PCR 

amplificazione 

DNA 

(singola molecola) 

Molte 

molecole 



Com’era l’analisi genetica prima 

della PCR? 

• Il Southern blotting (1975) permetteva un’analisi 
approssimativa dei geni (RFLPs, inserzioni & 
delezioni) 

 

• Il sequenziamento del DNA (1978) richiedeva che i 
geni venissero prima clonati in appositi vettori 
(plasmidi o fago  l) 

 

• La costruzione di genoteche e lo screening potevano 
richiedere molti mesi e le genoteche dovevano essere 
preparate per ciascun individuo analizzato 



DNA polimerasi 

di Thermus 

aquaticus 

Thermus aquaticus è un batterio termofilo isolato per la prima volta nelle 

pozze di acqua calda del parco nazionale di Yellowstone, negli  (Stati Uniti ).  

È divenuto famoso nel campo della biologia molecolare dopo la sensazionale 

invenzione di Kary Mullis, la reazione a catena della polimerasi (PCR), che ha 

rivoluzionato il modo di fare ricerca in questo ed in molti altri settori e che 

portò l'eccentrico scienziato al premio Nobel per la chimica nel 1993; la sua 

notorietà è dovuta alle caratteristiche di estrema termostabilità di un suo 

enzima, la DNA polimerasi (commercialmente detta Taq polimerasi), 

componente fondamentale della miscela di reazione nell'amplificazione del 

DNA per mezzo della PCR (che richiede numerosi cicli di riscaldamento per 

favorire la denaturazione del DNA). 

 

 Prima della sua scoperta, per effettuare l'amplificazione del DNA con tecniche 

di laboratorio, era necessario aggiungere nuovo enzima dopo ciascun ciclo di 

riscaldamento, favorendo così la possibilità di inquinamento del campione e 

non permettendo la completa automazione del processo. 
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fase 1:  DENATURAZIONE 

La doppia elica di DNA stampo è aperta al calore   



fase 2:   ANNEALING 
I primers si appaiano alle sequenze complementari sul DNA 

stampo    

55-60°C 



72°C 

fase 3:   ESTENSIONE 
La DNA polimerasi allunga gli inneschi e 

 produce 2 nuove catene di DNA   



IL PROCESSO SI RIPETE                  

    





Siti dei primers 

DNA estratto dal campione 

DNA target 

Lunghezza DNA amplificato 



Ad ogni ciclo il numero di molecole di DNA 

“copiato” raddoppia 



• PCR 





Quanto è potente la PCR? 

• La PCR può amplificare fino ad ottenere 
una quantità utilizzabile di DNA (visibile 
su gel) in meno di 2 ore 

• Lo stampo di DNA non necessita di 
particolari purificazione se il frammento da 
amplificare è di dimensioni ridotte (fino a 
1000bp)  

• Il prodotto della PCR può essere digerito 
con enzimi di restrizione, sequenziato o 
clonato 

• La PCR può amplificare una singola 
molecola di DNA (es. uno spermatozoo) 



I cicli della PCR 

• 30–35 cicli ciascuno 

comprendente: 

– denaturazione (95°C), 

10-40 sec 

– annealing (50–65°C), 

30-120 sec 

– polimerizzazione 

(68-72°C), 

il tempo dipende dalla 

lunghezza del 

frammento 



Termociclatori 



 PCR MULTIPLEX 

   permette l’analisi di più target contemporaneamente 

   vengono usati miscele di primers o primers degenerati 



 PCR in situ 

Il DNA o l’RNA vengono amplificati direttamente nelle 

cellule e nei tessuti morfologicamente intatti 



Real Time PCR  

 

La Real Time PCR permette in tempo reale di monitorare la reazione 

di PCR mediante emissione di fluorescenza 

 

Viene stimata l’iniziale quantità di template di DNA 

 

Basata sulla quanficazione di fluorescenza  

 

Ct (ciclo soglia ) è il ciclo soglia al di sopra del quale si ha 

l’esponenziale aumento della quantità di DNA prodotto per PCR. 

 

Il ciclo soglia correla con il DNA iniziale 

 

A concentrazione alta di DNA iniziale si un basso ciclo soglia.  









Real Time PCR 







Elettroforesi  



Permette la separazione di frammenti di DNA/RNA  

da una miscela complessa 

 
 

E’ una tecnica fondamentale per: 

 

•l’analisi (elettroforesi analitica)* 
•la purificazione degli acidi nucleici (elettroforesi preparativa) 

* L a gel elettroforesi analitica analizza la composizione , qualità, quantità  
di un campione di acido nucleico  

Elettroforesi di Acidi Nucleici 

 in gel  



RNA e DNA sono  

carichi negativamente 

- 

catodo 

+ 

anodo 

Quando una molecola carica viene posta in un campo elettrico, essa migrerà 

verso l’elettrodo dotato di carica opposta .  

 

DNA ed RNA essendo carichi negativamente si 

muoveranno verso il polo positivo (anodo).  

1. SEPARAZIONE DI MACROMOLECOLE  

IN BASE ALLA LORO CARICA  



Effetto “setaccio” in un gel uniforme  

(poliacrillamide , agarosio) 

- 

+ 

2. SEPARAZIONE DI MACROMOLECOLE IN BASE ALLE LORO 

DIMENSIONI 

DNA ed RNA migreranno a seconda  

del peso molecolare (paia di basi, bp)  



3. Si versa  l’agarosio sciolto   

nella vaschetta elettroforetica  

1. Si scioglie l’agarosio in polvere in una soluzione  tampone a 100°C 

2. Alla soluzione d’agarosio sciolta vi si aggiunge Etidio Bromuro 

(EtBr) o altro intercalnate  

4. Quando il gel è gelificato,  

Si levano “i pettini “ 

METODO:  FOTMAZIONE  GEL DI AGAROSIO 



Il DNA colorato con bromuro di etidio 
emette una fluorescenza di colore rosso-arancio se sottoposto a luce UV 



Etidio Bromuro (EtBr): 

 

Colorante fluorescente 
assorbe la luce UV a 300 nm 

dando colore giallo-arancio 

Permette di  

A. visualizzare, il campione   
 

B. quantificare il campione 

L’intensità della fluorescenza 

è, infatti, proporzionale alla 
quantità del campione!!! 



ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO 
Consente la separazioni di molecole di 

grandi dimensioni: 0.1 - 20 kb 

Concentrazione  

di agarosio 

Risoluzione  0.8% : 0.5 – 20 kb 

   2% : 0.1 –  3 kb 
 



100V 0,2A 

tampone  

elettroforetico 

generatore di corrente 

Polo + 

Polo - 

gel di agarosio 1.2% 

scatola elettroforetica 

SCHEMA APPARATO PER 
ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO 



100V 0,2A 

Polo + 

Polo - 

Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di 
bromofenolo e Blu di xilencianolo che migrano nel gel a velocità diversa. 

ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO 



100V 0,2A 

Polo + 

Polo - 

ON 

Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di 
bromofenolo e Blu di xilencianolo che migrano nel gel a velocità diversa. 

ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO 



100V 0,2A 

Polo + 

Polo - 

ON 

Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di 
bromofenolo e Blu di xilencianolo che migrano nel gel a velocità diversa. 

ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO 



La distanza di migrazione è 

inversamente proporzionale 

alle dimensioni della molecola  

(ovvero alle sue paia di basi ; 

bp)  

E’ necessario avere un 

marcatore di peso 

molecolare noto, 

 con frammenti di pesi 

molecolari noti. 



Separazione in gel d’agarosio 

 di molecole di RNA 

in condizioni denaturanti 

28S (3400 nt) 

18S (1800 nt) 

Per ottenere una buona separazione dei pesi molecolari durante la 
corsa nel gel, l’RNA deve essere denaturato, ossia le molecole 

devono essere liberate sia da appaiamenti con altre molecole sia da 

strutture secondarie intramolecolari. 

La denaturazione si ottiene con un trattamento termico a 90-95°C) il 

campione e aggiungendo formaldeide al gel. Anche il loading dye 

contribuisce alla denaturazione poichè contiene formaldeide e 

formammide. 



• Souther Blotting 



I dideossinucleotidi o ddNTP, sono deossiribonucleotidi sintetici che presentano 

lo zucchero desossiribosio privo del gruppo ossidrilico in posizione 3'. 

Dideossinucleotide  (ddNTP) e deossinulceotide 

Dideossiadenosina trifosfato 

dNTP deossiribonucleotidi  sono i monomeri del DNA 

http://it.wikipedia.org/wiki/Deossiribonucleotide
http://it.wikipedia.org/wiki/Desossiribosio


• Sequenziamento del DNA 





• DNA microarray  




