Metodi di sequenziamento

e Sanger (enzimatico)

« Maxam e Gilbert (chimico)



Metodo di Sanger

primer
uattro dNTP (incluso 32PdNTP)
NA polimerasi
ddTTP ddCTP ddGTP ddATP
BVVVNANANAN——— BN NN——— NAVVANANNN——— AV ANNANN———
BV NNN—— BV NANN——— ANNANN——— ODVANN———
BN NNAN—— VN N—— oNWN——o ovVWA——
BVVVNNNAN——— VVVVVNN——— ANV VNNNNN———

nuovo DNA

dideossinucleotide
terminatore
La catena neosintetizzata termina quando un ddNTP é incorporato al posto di un dNTP

Denaturare e separare su gel di poliacrilammide




Metodo di Maxam e Gilbert

o DNA singolo filamento
. marcato ad una estremita

G (A+G) C (C+T) A>C 4 o 5 reazioni di modificazione
£ base-specifiche
32p

ACACTGAACGTTCATGTCGA . . .. Es. metilazione delle G con
dimetilsolfato

me
32
PACACTGAACGTTCATGTCGA....

me
azp
ACACTGAACGTTCATGTCGA . . ..

me
32|
PACACTGAACGTTCATGTCGA....

me Rottura del filamento in
corrispondenza della base
- l modificata mediante piperidina
ACACT
32p
ACACTGAAC
ap
ACACTGAACGTTCAT

s2p
ACACTGAACGTTCATGTC

|

Separare i frammenti marcati su gel
di acrilammide

FIGURE 13.2
Sequencing by the Maxam-Gilbert chemical degradation of DNA method.



Gel di poliacrilammide di sequenza
IERR

TCGA




Confronto metodi di sequenziamento

Sanger

<rapida e semplice attuazione
< disponibilita di kit
<*necessita di primer

“*sensibile a strutture
secondarie

Maxam e Gilbert

lunga preparazione del DNA
s*reazioni da mettere a punto
s*relativamente economico
ssstrutture non influenti

ssutilizzabile per oligonucleotidi



Sequenziamento automatico

| prodotti fluorescenti della
reazione di terminazione
migrano lungo una singola
corsia su cui passa

il rivelatore

(@]

G
Unita laser di e.cc.italfnento G I
e &
T
Griglia
di diffrazione

\

Qo 0O o 4 0o o 4

Fotomoltiplicatore

Analisi computerizzata
e assegnazione
automatica delle basi

Figura 2.39 Rivelazione automatizzata della fluorescenza di sequenza, utilizzando una singola corsia di un
gel e un fotomoltiplicatore.



Sequenziamento con Tag polimerasi

Denaturazione

5' I 3
3" |5l

d

5 TRt 3'

3 ] 5

DNA a doppia elica
denaturato a temperatura >94 °C

Reazione di estensione/terminazione Reazione di annealing dei primer
Marcatura Primer
Cycle
sequencing
(un ciclo) 5
La Taq polimerasi copia la sequenza target fino | primer marcati si legano
allaggiunta del terminatore (per esempio ddA) alle sequenze bersaglio

Figura 2.38 Schema semplificato del cycle sequencing. I primer marcati consentono I'amplificazione lineare.
Durante le reazioni di estensione e terminazione, si incorporano nella sequenza crescente i didesossiribonu-
cleotidi, terminatori della catena. Questo avviene in quattro reazioni separate (A, C, G e T). Si separano poi
i prodotti su gel di poliacrilammide e si analizza la sequenza. Il diagramma indica solo gli eventi che avven-

gono nella reazione A.



Trasferimento di acidi nucleici
(Blotting)

e Southern

e Northern



Schema ibridazione

Filtro nel
“sacchetto
* per alimenti” t
sigillato y 3
Gel Filtro l
Si rimuove
la sonda Sonda ibridata
non legata con la sequenza
DNA complementare
Si ibrida con una sola trasferito
nel filtro

sonda di acido nucleico

Esposizione alla |
lastra per raggi X

Autoradiografia




Metodi di trasferimento

e Capillare

e Elettroblot



Schema trasferimento

La soluzione passa attraverso
il gel e le salviette di carta

sziona
Salviette di carta 7

Filtro di
notrocellulosa



Assemblaggio del blot capillare

vaschetta
tampone

carta SMM
- carta SAMM

= }é membrana nylon




Assemblaggio dell’elettroblot

membrana nylon
carta 3MM

gel

spugneue

@ _

tampone



Analisi di espressione con Northern blot

RNA da cellule .
non stimolate RNA da cellule stimolate

sonda
Fos

sonda
G3PDH

(,_—A\_ﬁr'_‘_,_,—ﬂ""ﬁh_\“

15min  30min 60 min

4+ mMRNA Fos

-4 mMRNA G3FPDH



Altre tecniche di analisi

e Estensione del primer (primer extension)

e Protezione dalla S1/RNasi (mapping)

e RT-PCR



Estensione del primer

mRNA totale
mRNA globina
3’ 5
oligo antisenso
marcato
ibridazione
Vv

—

estensione con RT

L 4

—

Analisi dei frammenti
estesi su gel di sequenza

V 6 acmc c

frammento Fler
protetto — —

et



Protezione da RNasi (RNase

mRNA totale

.

inizio trascrizione
mRNA globina

3 5
sonda RNA antisenso

—

ibridazione

v

5" (—
] EEe———ee——eecaegls 5

trattamento con RNasi
W
L]
———

Analisi dei frammenti
protetti su gel di sequenza

V 6 acmc c

frammento
protetto

et

Protection)



Analisi interazioni DNA-proteine:
saggio di footprinting

Estratto Frammento di restrizione
nucleare od oligonucleotide
60,0 — Prokina —
sl Spl lMurcaturo
00° terminale con 32P
R —
sdese *Nessuno protfeina
aggiunta
32 32p
i W B
Sp1 silega al lDNosi |
GC box
32p b 32p
[ . —
|
{1 P m—
| I

I ﬁ:
. 0
(I
Protetta Elettroforesi
dal taglio Autorodlogroﬁa

Footprint —{
(impronta)

-{@ 0

(a) Lastra per raggi X



Analisi interazioni DNA-proteine:

saggio EMSA

Frammento di restrizione

od oligonucleotide Estratto
. ot
Marcatura o % ©0
terminale con 32P 60 no
azp 0 © 0

o O
u—_——l] 32P MiSCUinO

DNA
senza
aggiunta
i - -
proteine
Elettroforesi
Autoradiografia Legame
| specifico

s Complesso DNA-proteina

[ P Frammento di DNA libero

Lastra per raggi X

da parte di Sp1
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