


DNA ricombinante

« La tecnologia del DNA ricombinante permette di
unire in laboratorio 1l DNA di organismi diversi

* Permette di manipolare 11 DNA di un organismo
allo scopo di produrre nuovi gemi con nuove
caratteristiche

 Sono numerose le applicazioni pratiche della
tecnologia del DNA ricombinante
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Taglio del DNA
con enzimi di restrizione

Enzima di restrizione Hindlll

BJ

Estremita coesive

FIGURA 15-1 Taglio del DNA con un enzima di restrizione

Molti enzimi di restrizione, come Hindlll, tagliano il DNA a livello di sequenze di basi palindromiche,
producendo due estremita complementari, dette “sticky ends” o “estremita coesive”. Le frecce nere
indicano i siti di taglio dell’enzima.



EcoRi taglia i due filamenti di un DNA
in due punti diversi, a livello di una

seguenza di riconoscimento palindroma. . . .
a P EcoRi taglia a livello

AN delle due frecce rosse

DNA

5" CGATCCAGGAATTCATCCAGCC 3 AGGCTCTAGAATTCTTCTAGCT
3 GCTAGGTCCTTAAGTAGGTCGG 5’ TCCGAGATCTTAAGAAGATCGA

' ;

CGATCCAGG AATTCATCCAGCC AGGCTCTAG AATTCTTCTAGCT
GCTAGGTCCTTAA GTAGGTCGG TCCGAGATCTTAA GAAGATCGA

CGATCCAGGAATTCTTCTAGCT
GCTAGGTCCTTAAGAAGATCGA
A

é Le estremita adesive possono unirsi mediante\ é | due frammenti separati
legami idrogeno con estremita adesive del DNA portano appendici
complementari derivanti da altri DNA, di basi non appaiate,

il DNA ricombinante che ne risulta pud che costituiscono

essere saldato dall’azione della DNA ligasi. N “estremita adesive”.

N
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&P In una vaschetta Una serie di piccoll infossamenti
per elettroforesi, | O nel gel {(pozzetti) viene riempita

con soluzioni di DNA. )

Digestione con DElle =
due elettrodi
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é Nel migrare verso |I'elettrodo positivo, |
frammenti di DNA pid brevi si muovono
pit velccemente (guindi arrivanoc pid
lontanc) di gus=lli pia lunghi.
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METODO DI RICERCA

Perché si usa?

Un plasmide trasporta DNA estraneo in una cellula ospite batterica, dove sono fatte molte copie del
gene di interesse, quando la cellula batterica divide. Queste copie vengono utilizzate in molti tipi di
ricerca, per esempio, per ottenere il prodotto genico codificato dal DNA estraneo.

Come funziona?

DNA di interesse derivante da un altro organismo

RYA\YLI ITHEITEL T TTZ AN

o Il plasmide ed il DNA di un altro organismo
sono tagliati con lo stesso enzima di H

Plasmide derivante
da un batterio

restrizione (in questo esempio Hindlll)
per produrre molecole con estremita
complementari a singolo filamento.

Frammento di DMNA idoneo al clonaggio

Rl 11111 LPNTY

® | due tipi di molecole vengono
miscelati cosi che le loro estremita
coesive si appaino. La DNA ligasi
forma quindi legami covalenti
nei punti di giunzione, unendo
i frammenti.

© 1| DNA ricombinante & trasferito in
una cellula ospite, dove viene copiato
e trascritto per la sintesi del prodotto genico.

FIGURA 15-2 Inserimento di DNA estraneo (gene di interesse) in un vettore di clonaggio
(in questo esempio, un plasmide batterico) per generare DNA ricombinante




Vettore di espressione

. i N
/Promotore li Un vettore di espressione

/Sequenza per il comprende anche

legame del ribosoma le sequenze appropriate
> <" per ottenere

la trascrizione
\Terminato re e la traduzione entro
della trascrizione la cellula ospite.

"'\

-«— BamHlI
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—
_— Gene estraneo

Un gene estraneo e inserito a
livello di un sito di restrizione.

BamHI

V<

—— Gene estraneo

™~ BamHI

Cellule di E. coli vengono trasformate
mediante un vettore di espressione
ricombinante.

Il gene estraneo viene
e 8 el espresso in E. coli
grazie alla presenza
MRNA Protein del vettore di espressione.

——




Il primo farmaco da biotecnologie e stato l'insulina umana ricombinante.
La principale attivita dell'insulina ¢ la regolazione del metabolismo glucidico.

Nel batterio Escherichia coli e stato introdotto un gene codificante per linsulina,
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 BO1

Humulin I (Isofano) A10A CO1

Humulin 10/90, 20/80, 30/70, 40/60 e 50/50 (Miscele) A10A DO1
Humulin L (Lenta) A10A EO1

Humulin U (Ultralenta) A10A EO1



Gene della
B-galattosidasi

Promotore Promotore

/ /

Gene della

catena A
Gene per - dell’insulina
la resistenza

a un antibiotico

Gene per -~
la resistenza
a un antibiotico
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@ Proteina di fusione

Gene della

b Si inserisce un gene per ciascuna catena
B-galattosidasi

dell'insulina vicino a un gene per la
B-galattosidasi che ha un alto livello di

espressione.
Gene della

catena B
dellinsulina

Si trasformano cellule di E. cofi
mediante i vettori di espressione
ricombinanti e si selezionano le
cellule transgeniche in base alla
loro resistenza a un antibiotico.

Proteina di fusione
B-galattosidasi-catena A
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Si purificano le
proteine di fusione.
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Si combinano
le due catene
polipeptidiche
in modo da
ottenere

insulina
funzionale.

Si separano chimicamente
le catene polipeptidiche
dell'insulina dalla
B-galattosidasi.
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Ponte disolfuro M

Insulina attiva

B-galattosidasi-catena B




Le fermmine donatrici
vengono sottoposte

a un trattamento
ormonale per ottenere
una superovulazione.
Dopo l'inseminazione,
si recuperano gli ovuli
fecondati.

Un transgene umano
viene iniettato negli ovuli
fecondati.

Gli ovuli col
transgene sono
trapiantati in
fermmine accettrici.

Si fanno crescere i
piccoli; una volta che
hanno raggiunto la
maturita, vengono
selezionate le
fermmine che
producono nel loro
latte la proteina
umana.

Si estrae dal
latte delle

pecore
transgeniche

la proteina La proteina )
umana. trasformata in farmaco

viene somministrata
ai pazienti.




Le piante normali
nell’acqua salata
appassiscono.

Queste piante
transgeniche

crescono bene
in acqua salata.




Costruzione d1 libreria genomica




Costruzione libreria genomica

METODO DI RICERCA

Perché si usa? Una libreria genomica & una raccolta di tutti i frammenti di DNA del genoma di un organismo; una
libreria cromosomica & una raccolta di tutti i frammenti di DNA di un cromosoma specifico. Ciascun
frammento di DMNA viene "conservato” in un clone di cellule batteriche ricombinanti. Gli scienziati

usano librerie genomiche e cromosomiche per isolare e studiare geni.

I T I T 1
l Frammento l Frammento lFrammenIo Frammento l

DNA umano

con enzimi di restrizione per generare

L @ Il DNA genomico umano & tagliato
1 una popolazione di frammenti.

del DNA

Produzuone
di DNA umano e plasmidi batterici

l ® La DNA ligasi combina frammenti

ricombinante contenenti un gene che conferisce

resistenza ad un antibiotico.
Gene per-

la resistenza
all'antibiotico Trasformazione e plasmidi ricombinanti sono

Q introdotti in batteri sensibili
all’antibiotico.

Batterio senza l

plasmide

Batteri senza plasmide
non si moltiplicano

© | batteri sono incubati in un mezzo di
coltura contenente "antibiotico. Solo le
cellule che hanno incorporato il plasmide
sono in grado di crescere.

Batteri con plasmide

sopravvivono e si Piastra con terreno genOTeca

moltiplicano contenente antibiotico

FIGURA 15-4 Costruzione di una libreria genomica o di una cromosomica




Per genoteca di DNA Per genoteca di mRNA

DMNA genomico r RIMNLA
I I

Gl RINA
messaggeri sono
copiati in cDMNA
mediante la
trascrittasi inversa.

I DMNA genomico
viene tagliato

frammenti.
Plasmldl
M A

Cellule del batterio £. colfr

o o & un vettc:-re
P ‘\\
-

plasmldlco si

unisce a un
frammento,

-

Le cellule di E. coli '

vengono trasformate
dai plasmidi
ricombinanti.

formando un DNA
Genoteca Ogni colonia della genoteca Genoteca
contiene un frammento del DNA di cDNA

N piccoli
CDN..-""—"'-..
— // —
ricombinante.
genomico originale, o un cDMNA
dernvato da un MmRN.AL




Impiego di sonde di acido nucleico

METODO DI RICERCA

Perché si usa? Una sonda radioattiva di acido nucleico rivela la presenza di sequenze complementari di DNA in una

libreria genomica.

& | cloni di una libreria genomica sono conservati nei pozzetti
di una piastra come quella mostrata a late. Una libreria
costituita dall'intere genoma di un arganismeo occupa
molte di queste piastre, che sono chiuse con un
coperchio e conservate impilate una sull"altra.

Come funziona?

¢

u © Le cellule di ciascun clone sono trasferite in una posizione

* & & ®» & & 5 @9
e e e s oo eae specifica di una membrana di nylon o di nitrocellulosa.
il o L I CE B L La membrana & quindi trattata con agenti che provocano
Membrana il o S e la lisi delle cellule batteriche per rilasciare i plasmidi
. 8 & 8 8 00 08 . . - .
BmaEaTEmE con i frammenti di DNA genomico.
S &5 & » & & & &8
* & & & & & & @0
@ & & ®» & & & & @»
* & & » & & 8 & &
®* & & ® & & & & @®
€) La sonda marcata con traccianti radicattivi & aggiunta
i alla membrana e si appaia con le sequenze nucleotidiche
ad essa complementari {in questo caso, il gene d'interesse).
Sonda di DNA a singolo filamento
marcata radioattivamente (
corrispondente al gene I
di interesse
Membrana
Sacchetto : 2 @) Libridazione & rivelata ponendo la membrana contro una

lastra per raggi X, che & in seguito sviluppata. |l tracciante
Posizione del radloa‘gtwo Iega;c_io a!la Isolnda pro_duce Csiulllallastra una
plasmide con macchia scura che rivela la posizione del clone
il gene di interesse recante il gene d'interesse.

FIGURA 15-5 Uso di una sonda di acido nucleico per identificare una specifica
sequenza di DNA in una libreria genomica




 Formazione del cDNA

D Lo produzione del cDMNA dipende dal processamento dell RN
che si wverifica mnel nucleo per generare I'mREhA maturo.

Esone Introne Esone Intromne
1 L

Esona
1

DA il un CrormoSorma T L
eucariotico rascriZironne
Pre-mRmnNA Maturazione dell” RS

(rimozionae degli imntromi)

m B MNA maturo

9 L'rm RS maturo &
estratto, purificato ed
imncubato con la
trascrittasi inversa per
produrre un cDMNA =
singolo filamento
complementare _~ Transcrittasi inversa

all" MmN
A NS NLNFOOQ mrna matro
Copia di cDMNA

dell mBR MNA

e

EP Ernzimi specifici
degradanmno I'mRMNAC

f—

RMNA degradato
—~a

i_

A

€ La DMNA polimerasi &
utilizzata per sintetizzare
il secondo filamento di

(B0] N PN

DA —— e
polimearasi

B 1 risultato finale &

una maolecola di
cDMNA a doppio

filameaento.

cDMNA a doppio filamento

FIGURA 15-6 Formazione del cDMNA



PCR

La reazione a catena della polimerasi (in inglese: Polymerase
Chain Reaction), comunemente nota con |'acronimo PCR, e 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 quantita di materiale genetico necessaria per le

successive applicazioni.



[ ’invenzione della PCR

* |deata da Kary
Mullis nel 1983

« Laprima
pubblicazione e
apparsa nel 1985

* Premio Nobel per la
chimica nel 1993
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Polymerase Chain Reaciion - PCR

PNA PCR

# \Vilojfre

(singola molecola) amplificazione

molecole




Com’era I’analisi genetica prima
della PCR?

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

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

 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

aguaticus
Thermus aquaticus e un batterio isolato per la prima volta nelle
pozze di acqua calda del , negli (Stati Uniti).
E divenuto famoso nel campo della dopo la sensazionale
invenzione di , la (PCR), che ha
rivoluzionato il modo di fare ricerca in questo ed in molti altri settori e che
porto l'eccentrico scienziato al per la chimica nel 1993; la sua
notorieta e dovuta alle caratteristiche di estrema termostabilita di un suo
enzima, la (commercialmente detta ),

componente fondamentale della miscela di reazione nell'amplificazione del
per mezzo della PCR (che richiede numerosi cicli di riscaldamento per
favorire la denaturazione del ).

Prima della sua scoperta, per effettuare I'amplificazione del con tecniche
di laboratorio, era necessario aggiungere nuovo enzima dopo ciascun ciclo di
riscaldamento, favorendo cosi la possibilita 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 e aperta al calore

DNA STRANDS ARE SEPARATED
BY HEATINGS

94°



fase 2: ANNEALING

| primers si appaiano alle sequenze complementari sul DNA
stampo

UNATTACHED ANNEALED
PRIMERS PRIMERS
é\ 55-60°C
=L Ll
N ool

%



fase 3: ESTENSIONE
La DNA polimerasi allunga gli inneschi e

produce 2 nuove catene di DNA




IL PROCESSO SI RIPETE

THE PROCESS IS REPEATED.

949° C
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DNA target

i

i

Lunghezza DNA amplificato

DNA estratto dal campione




Ad ogni ciclo il numero di molecole di DNA
“copiato” raddoppia

1 P 3 4




Come funziona?

METODO DI

RICERCA

Perché si usa?

In poche ore la PCR & in grado di amplificare quantita estremamente piccole di DNA generandone
milioni di copie.

3'5’

DNA a doppio
filamento di partenza

. & Il DNA & denaturato (separato nei
ﬂ 5 singoli filamenti) con il riscaldamento.
—Primer

3 ) | primer si legano alle sequenze
: complementari su ciascun filamento di
e Primer S'ﬁ

! | e

Ogni filamento di DNA funziona da
stampo per la sintesi del DNA
catalizzata dalla Tag DNA polimerasi. |l
numero delle molecole di DMNA

raddoppia ad ogni ripetizione del ciclo.

¥ N ¥ N ¥ N

La miscela di reazione iniziale include una piccolissima quantita di DNA a doppio filamento, i pre-
cursori del DMNA (deossiribonucleotidi), specifici primer di acido nucleico e la Tag DNA polimerasi
termostabile. La reazione di PCR coinvolge ripetuti cicli di denaturazione, attacco dei primer ed

estensione del filamento, eseguita da enzimi che sfruttano I"appaiamento di basi complementari.

FIGURA 15-7 Amplificazione del DNA tramite la reazione di polimerizzazione a catena (PCR)

Ciclo |

Ciclo Il




PCR. Denaturation 94°C

b 30000000000000

g TP

(Andy Vierstracte 199)




Quanto e potente la PCR?

La PCR puo amplificare fino ad ottenere
una quantita 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 e di dimensioni ridotte (fino a
1000bp)

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

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



e 30-35 cicli ciascuno

com p ren d € nte : Initial Cycle Cycle
— denaturazione (95°C), denaturation 1 2
10-40 sec _esC ‘ 0 .
— annealing (50-65°C), § Pl F E L/_/
30-120 sec 3
— polimerizzazione " ss°C :
(68-72°C),
Il tempo dipende dalla
lunghezza del Tms

frammento






PCR MULTIPLEX

» permette I'analisi di piu target contemporaneamente
» vengono usati miscele di primers o primers degenerati

3NS5
— 250

210
185

148
103




PCR In situ

[l DNA o 'RNA vengono amplificati direttamente nelle
cellule e nei tessuti morfologicamente intatti




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

Viene stimata 1’iniziale quantita di template di DNA
Basata sulla guanficazione di fluorescenza

Ct (ciclo soglia) e il ciclo soglia al di sopra del quale si ha
I’esponenziale aumento della quantita di DNA prodotto per PCR.

1l ciclo soglia correla con il DNA iniziale

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




Quantitative PCR

Threshold
_____ Cl Limit of

detection




Definition: C, value

Baseline
o

r

dR

) threshold

Ct Cycle #

C,: Fractional cycle number at which the

fluorescence intensity crosses the arbitrary threshold line.

» It 1s the parameter used for quantitation

* C, value of 40 or more means no amplification and cannot be

included 1n the calculations




Real-time PCR is kinetic

Detection of “amplification-associated fluorescence™ at each
cycle during PCR

No gel-based analysis at the end of the PCR reaction
Computer based analysis of the cycle-fluorescence time course

Increasing
fluorescence

Linear plot

PCR cycle




Real Time PCR

TagMan “real- tmw‘ quantitative PCR assay

Primer/probe anneal
to target KNA/DNA

Taq cleaves reporter;
laser lumnates

Kepeat

o




Applications

Gene expression (and microarray validation).

DNA target quantification (nuclear, mitochondrial,
residual DNA in protein preps (QC)).

SNP detection, Allele discrimination, Genotyping,

Haplotyping

DNA Methylation, Apoptosis

Viral load assays, pathogen & GMO detection.
Clinical Diagnostics (Cancer, Therapy Response)
Static reads ("96-well fluorimeter”).




Real-Time PCR Applications II

e DNA damage (microsatellite instability) measurement
* radiation exposure assessment

e in vivo imaging of cellular processes

» mitochondrial DNA studies

e methylation detection

e detection of inactivation at X-chromosome

e linear-after-the-exponential (LATE)-PCR: a new
method for real-time quantitative analysis of target
numbers in small samples, which is adaptable to high
throughput applications in clinical diagnostics,
biodefense, forensics, and DNA sequencing




oresi

METODO DI RICERCA

L'elettroforesi su gel separa molecole, come gli acidi nucleici, sulla base della loro dimensione e
carica mentre migrano attraverso un campo elettrico.

Perché si usa?

Come funziona?

@ 1| gel & preparato versando una soluzione di agorosio o ©® Quando al gel & applicata una corrente
poliacrilamide su un supporto di vetro o di Plexiglas in elettrica, le molecole di DNA, che hanno
un modo da formare uno strato sottile. Quando il gel si carica negativa, si muovono dal polo
e solidificato, i campioni, costituiti da una miscela di negativo verso il polo positivo.
macromolecole (in questo caso, frammenti di DNA di I frammenti piu piccoli avanzano piu
diversa lunghezza) sono disposti nei pozzeti preparati rapidamente e percorrono una distanza
ad un’estremita del gel. maggiore. Le bande di DNA a questo

stadio non sono visibili.

Frammenti di DNA
di dimensioni note

(standard) disposti :\ﬂgler:::'e
\ nel pozzetto ung
" Direzione
Miscele :
disposte del movimento
nei pozzetti Molecole
corte
Gel

Soluzione
tampone

® Questo gel contiene frammenti di DNA separati per elettroforesi.
Il gel & colorato con bromuro di etidio, un colorante che lega il
DNA ed e fluorescente quando esposto a luce UV.

FIGURA 15-8 L'elettroforesi su gel




Elettroforesi di Acidi Nucleici
in gel

Permette la separazione di frammenti di DNA/RNA
da una miscela complessa

E’' una tecnica fondamentale per:

|'analisi (elettroforesi analitica)*
e|la purificazione degli acidi nucleici (eletiroforesi preparativa)

v

* L a gel elettroforesi analitica analizza la composizione , qualita, quantita
di un campione di acido nucleico



1. SEPARAZIONE DI MACROMOLECOLE
IN BASE ALLA LORO CARICA

Quando una molecola carica viene posta in un campo elettrico, essa migrera
verso l'elettrodo dotato di carica opposta.

DNA ed RNA essendo carichi negativamente si
muoveranno verso il polo positivo (anodo).

catodo
anodo

@ e -
= g

RNA e DNA sono Q Aj
R R . _J\

carichi negativamente ‘
e P—O—CH,

OH OH




2. SEPARAZIONE DI MACROMOLECOLE IN BASE ALLE LORO
DIMENSIONI
DNA ed RNA migreranno a seconda
del peso molecolare (paia di basi, bp)

Effetto “setaccio” in un gel uniforme
(poliacrillamide , agarosio)

Miscela
’*‘ ~ Z1__ di macro-
molecole

Gel poroso

L ]
- ‘
'

—_—
Elettroforesi




METODO: FOTMAZIONE GEL DI AGAROSIO
1. Si scioglie I'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 é gelificaté
Si levano “i pettini “

3. Si versa l'agarosio sciolto
nella vaschetta elettroforetica
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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

Permeite di
A. visualizzare, il campione

B. quantificare il campione
L'intensita della fluorescenza
e, infatti, proporzionale alla
quantita del campionelll

Figura 2.12. Il legame dell'etidio bromuro al DNA. L'etidio bromuro & una molecola planare in grado
di intercalarsi tra le basi impilate della doppia elica del DNA. Il legame distorce la doppia elica ed au-
menta la sua lunghezza. Il DNA a cui e legato I'etidio bromuro emette fluorescenza se & illuminato
con luce ultravioletta.



ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO
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SCHEMA APPARATO PER
ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO
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ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO

0.2A

Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di
bromofenolo e che migrano nel gel a velocita diversa.
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Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di
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ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO
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Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di
bromofenolo e che migrano nel gel a velocita diversa.



E’ necessario avere un
marcatore di peso
molecolare noto,
con frammenti di pesi
molecolari noti.

(@) (B) | Taglia |Distanza di

migrazione
(bp) (mm)
< 10000 | 12.00
5 8000 | 12.85
> 6000 | 14.55
© 5000 | 16.12
2 4000 18.24
£ 3500 | 19.74
& 3000 | 21.86
2 2500 | 23.97
£ 2000 | 27.32
5 1500 | 31.72
g 1000 | 38.79
2 750 | 43.29
@ 500 | 50.25
o) 250 | 59.35

La distanza di migrazione e

inversamente

proporzionale

alle dimensioni della molecola
(ovvero alle sue paia di basi ;

bp)

Figura 2.13. Migrazione dei frammenti di DNA attraverso un gel di agarosio. (a) Un gel di agarosio
che mostra la separazione di frammenti di DNA a dimensione nota. (b) La dimensione di un fram-
mento di DNA e la sua distanza di migrazione nel gel. (¢) Grafico della relazione tra la dimensione
dei frammenti e la distanza di migrazione costruito con in risultati mostrati in (b), che mostra come la
relazione tra distanza di migrazione e lunghezza dei frammenti non sia lineare. (d) Grafico della rela-
zione tra il log della dimensione dei frammenti e la distanza di migrazione, che mostra I'esistenza di

una precisa correlazione inversa tra i due parametri.
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Separazione in gel d’agarosio
di molecole di RNA
in condizioni denaturanti

RNA Samples in Denaturing Agarose Gel
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— 28S (3400 nt)

— 18S (1800 nt)

Per oftenere una buona separazione dei pesi molecolari durante la
corsa nel gel, I'RNA deve essere denaturato, ossia le molecole
devono essere liberate sia da appaiamenti con altre molecole sia da
strutture secondarie inframolecolari.

La denaturazione si oftiene con un trattamento termico a 20-25°C) |l
campione e aggiungendo formaldeide al gel. Anche il loading dye
contribuisce alla denaturazione poiche contiene formaldeide e
formammide.




* Souther Blotting

La tecnica del Southern blotting consiste nel trasferimento su un filtro dei frammenti di DNA se-
parati per elettroforesi, con il mantenimento delle stesse posizioni che occupavano sul gel. | fram-
menti possono essere cosi ibridati con sonde radioattive complementari.

METODO DI RICERCA

Perché si usa?

© Digestione del DNA con | | B
® Caricamento dei frammenti di

DNA sul gel per elettroforesi.

enzimi di restrizione.
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Soluzione tampone Gel di agarosio
© | frammenti di DNA O La soluzione tampone si

sono nelle stesse muove verso |'alto, trasferendo
posizioni che i frammenti di DMNA ad un filtro ©) Visualizzazione dei frammenti di DNA
occupavano sul gel. capace di legarli. con broamuro di etidio e luce UV
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FIGURA 15-2 La tecnica del Southern blotting




Dideossinucleotide (ddNTP) e deossinulceotide

I dideossinucleotidi o ddANTP, sono sintetici che presentano
lo zucchero privo del gruppo ossidrilico in posizione 3'.
Dideossiadenosina trifosfato I' 2
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http://it.wikipedia.org/wiki/Deossiribonucleotide
http://it.wikipedia.org/wiki/Desossiribosio

* Sequenziamento del DNA

METODO DI RICERCA

Perché si usa?

Come funziona? 5

Frammento di DMNA a singolo filamento da sequenziare

I
AT G C T AT GOCT C
L

o
Tt
C

+ddATP +ddCTP

Prodotti di reazione da una miscela
contenente dideossi-ATP (ddATF)

Lincorporazione causale del dideossi-ATP

nel filamento in crescita genera una serie di
frammenti di DNA pid piccoli e tutti terminanti
in una qualsiasi delle posizioni in cui avrebbe
dovuto collocarsi una adenina nella duplicazione
del filamento criginario. Queste posizioni
corrispondono a quelle che nel filamento stampo
contangono timina.

‘/’/7\

+ddGTP +ddTTP

€D Per sequenziare un frammento di DNA, si utilizzano quattro diverse miscele
di reazione, ognuna contenente una piccela quantita di un singolo
dideossinucleotide, per esempio ddATP. Ogni miscela di reazicne
include anche una quantita maggiore dei quattro deossinucleotidi normali
(dATP, dCTP, dGTP. dTTP), primer marcati radioattivamente e DNA polimerasi.

Primer A c G T 3 Fr_gmmen?i
radioattivo JE— T PlUgross
ST TTITTITTITTTTTIT3 o] é
ATGCTATGCTCC a
ddACGATACGAGG , aal Y
3 L1 1 N T | L 11 -
ddA TACGAGG / L = N
I I I I | L1 1 1 i o c
ddA C G A GG / L c
| N I T N ) I | — A
ddA G G / T G
[y R G
e ———
Direzione di Frammenti
+ddATP sintesi 5 pid piccoli

#) | prodotti radicattivi di ogni miscela sono

separati mediante elettroforesi su gel e localizzati
mediante autoradiografia. La sequenza dei
nucleotidi del frammento di DNA neo-sintetizzato
viene cosi letta direttamente dal film fotografico
(5— 3). La sequenza del filamento stampo &

la sua complementare (3"— 5.

I metodo di terminazione della catena con dideossinucleotidi & un sistema rapido ed efficiente per sequenziare il DMNA.
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Courtesy of B Slatko, Maw England Biolabs

@Y Una lastra fotografica di
un gel di sequenziamento.
Le quattro corsie rapprasentanc
rispettivamente le miscele di
reazione contenenti i quattro
diversi dideossinucleoti di
A,C, GeT

FIGURA 15-10 Il metodo di sequenziamento del DNA basato sulla terminazione del filamento con dideossinucleotidi




FIGURA 15-11 Un piccolo segmento dell’elettroferogramma con i risultati di un
sequenziamento automatizzato del DNA

Il computer produce la serie di picchi illustrata, mediante la lettura delle bande fluorescenti
sul gel. La base adenina & colorata in verde, la guanina in nero, |a citosina in blu e la timina

in rosso. La sequenza precisa del DNA, decifrata dal computer, appare al margine superiore
della stampa.



* DNA microarray

METODO DI RICERCA

I DNA microarray & una metodica che rivela i livelli di espressione genica di centinaia o addirittura migliaia di
geni specifici in diversi tipi di cellule. Questa tecnica aiuta gli scienziati a comprendere quali geni sono attivi
{o inattivi) ad esempio in cellule trattate con un farmaco specifico rispetto a cellule non trattate, di controllo.

Percheé si usa?

Come funziona?

singolo filamento.

Cellula trattata

S

AVAVAVA VAN

mRBRMNA maturo

e Preparazione del cDMNA
da due popolazioni
cellulari (trattata
e di controlla).

l J,Trascrit‘taSI nversa

l :Copia di cDNA dell'mRBNA

DOOOOOVOVC & YR dl oo

cDMNA con molecole
re ™~

fluorescenti di colore

diverso.
cDMNA

cDNA

mMRMNA (eliminato)

e Scansione dell’array per
rilevare la fluorescenza nei
siti in cui & avvenuta

I'lbridazione.

Laser 2

Emissione

e L'analisi computerizzata
produce una schermata
con codice cromatico.

FIGURA 15-12 Un’analisi di DNA microarray

mRMNA maturo lr

VAVAVAVAVE

o Preparazione del microarray.
Ciascun cerchiolino contiene molte
copie di una specifico cDMNA a

Cellula non trattata (controllo)

S

AYAYAVAVAN

},Trasc rittasi inversa

l :Copia di cDMNA dell'mRMNA

OO0
e N
AVAYAVAVAN

mARNA (eliminato)

Ibridazione delle due popolazioni
di cDMNA con "array.

.,

00 00 5000000000000
000000000000

0000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

0000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

0
0
0
0
0
0
0
0
()

Gene la cui attivita & aumentata nelle cellule
trattate, rispetto al controllo

Gene la cui attivita & diminuita nelle cellule
trattate, rispetto al controllo

Gene attivo sia nelle cellule trattate che in
quelle di controllo

Gene inattivo sia nelle cellule trattate che

in guelle di controllo




cDNA dei
tessuti tumoral

cDNA normale

Si prepara il cDNA totale
del tessuto tumorale
e del tessuto normale.

/ \|

é Entrambi gli insiemi di cDNA
vengono fatti ibridare con un
microarray contenente DNA che
deriva da geni dal valore
diagnostico. Ogni punto
corrisponde a un particolare gene
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Pattern associato Pattern associato é Il colore di un punto indica\
d una prognosi a una prognosi il livello di espressione del
favorevole sfavorevole gene nel tessuto tumorale
C X ) () ® ® O rispetto alla sua espressione
e © ©o O C X ) nel tessuto normale.
® O ® ©o Il pattern dei punti colorati
® 00 ® o060 . fornisce in.formazioni
P ® § importanti sul tumore. )
o000 / Q\O
<
Un punto verde |nd|ca Un punto rosso Un punto giallo indica
che nel tessuto indica che nel tessuto che nel tessuto
tumorale I'espressione | | tumorale I'espressione | | tumorale I'espressione
del gene & piu bassa del gene & piu alta del gene non ¢ diversa
del normale. del normale. che nel tessuto normale.
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