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Identificazione e quantificazione degli Identificazione e quantificazione degli 

acidi nucleiciacidi nucleici

DNA DNA 

RNARNA
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ESTRAZIONE DEGLI ACIDI NUCLEICIESTRAZIONE DEGLI ACIDI NUCLEICI

DNA genomico RNA
messaggero

totale

1) OMOGENIZZAZIONE – LISI
Soluzione alcalina concentrata (EDTA-SDS); Guanidina tiocianato per l’RNA

2) DIGESTIONE CON DNase O RNase

3) ESTRAZIONE CON SOLVENTI ORGANICI fenolo, cloroformio, IAA

4) PRECIPITAZIONE IN ETANOLO ASSOLUTO

5) CENTRIFUGAZIONE
RNA 14000xg, 4°C

DNA genomico, 5000xg, RT
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DNA genomicoDNA genomico
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ANALISI DEL DNAANALISI DEL DNA

• PCR

• southern blot

• estrazione da tessuto – cellule

• purificazione
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PolymerasePolymerase ChainChain ReactionReaction (PCR) (PCR) 

quando abbiamo materiale da studiare in quantità molto piccola

• nella diagnosi di malattie genetiche

• nello studio di mutazioni genetiche che stanno alla base 

dello sviluppo di tumori

• nello studio di infezioni virali o batteriche
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• DNA template

• dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

• Taq polimerasi

• Primer senso

• Primer antisenso

• Mg++

• H2O

PolymerasePolymerase ChainChain ReactionReaction (PCR)(PCR)
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THERMOCYCLERTHERMOCYCLER
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5’ acgtgtcatacgtactgatcacgtgactgacctagcttcgactgactgtcaacgtgtcatgactgactcagtac

tagctagcttcgactgactgtcaacgtgtcatgactgactgcagtcagctagctagcttcgactgactgtcaacg

tgtcatgactgactgcagtcagctagctagcttcgactgactgtcaacgtgtcatgactgactgcagtcagctag

ctagcttcgactgactgtcaactgactagctgcgtacgtacgtactgatcacgtgactgactgctagcgtcacgc 3’

3’ tgcatgactagtgcactgactg 5’

P ANTISENSO

P SENSO

5’ acgtactgatcacgtgactgac 3’
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SCHEMA SCHEMA DIDI 1 CICLO 1 CICLO DIDI PCRPCR

PRIMER 1

(ANTISENSO)

PRIMER 2

(SENSO)

94°C; 5min

30-55°C; 30 sec

65-75°C; 2-3 min
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Prodotto della PCRProdotto della PCR
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SouthernSouthern BlotBlot

è una tecnica usata per rivelare la presenza di specifiche 

sequenze di DNA in una miscela complessa

- Estrazione e purificazione

- Restrizione

- Corsa elettroforetica
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SouthernSouthern blotblot
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SouthernSouthern blotblot
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RNARNA

• elevata quantità di RNA in una cellula

• facilità nel purificare l’RNA

• facilità nell’ottenere la mappa dell’RNA 

• più facilmente decodificabile rispetto al DNA
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mRNAmRNA
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ANALISI DELLANALISI DELL’’ mRNAmRNA

• RT-PCR 

• NORTHERN BLOT

• IN SITU HYBRIDIZATION

• DIFFERENTIAL DISPLAY
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RTRT--PCRPCR
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• RNA template

• Trascrittasi inversa (primer

antisenso…TTTTTTTTTTTT..)

• dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

• Taq polimerasi

• Primer antisenso

• Primer senso

• Mg++

• H2O

RTRT--PCRPCR
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NorthernNorthern BlotBlot

è l’analogo del southern blot

ma permette di evidenziare e studiare l’mRNA
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NORTHERN BLOTNORTHERN BLOT
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Accorgimenti:

• Denaturare l’mRNA

• Sterilizzare 

• Pulire gli strumenti con NaOH
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NORTHERN BLOTNORTHERN BLOT
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L’ibridizzazione in situ è una metodica che utilizza delle sonde 
(probes) di mRNA, marcate radioattivamente, che possono 

essere usate per ibridare l’mRNA
direttamente sul tessuto.

IN SITUIN SITU HYBRIDIZATIONHYBRIDIZATION
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1) PREPARAZIONE DEL TESSUTO

- congelamento a -80° C

- taglio al criostato (12 �m)

- fissaggio del tessuto 

- trattamento con anidride acetica 

2) IBRIDIZZAZIONE CON PROBE (RNA o cDNA)  MARCATO CON 35S

3) RISCIACQUI PER RIDURRE IL BINDING ASPECIFICO

4) AUTORADIOGRAFIA

IN SITUIN SITU HYBRIDIZATIONHYBRIDIZATION
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DIFFERENTIAL DISPLAYDIFFERENTIAL DISPLAY

Tecnica che consente di amplificare e visualizzare tutto 

l’mRNA presente in un tessuto, permettendo 
l’identificazione 

di geni non noti
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Esempio di Differential Display tra due linee cellulari 
differenti di Candida albicans. L’esperimento prevedeva 
l’utilizzo di un primer 3’ T11C e di nove differenti primer
5’. I prodotti dell’amplificazione sono fatti correre in 
parallelo nel gel. Le bande specifiche delle singole linee 
cellulari sono indicate da frecce rosse. 
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CLONAZIONE CLONAZIONE DIDI GENIGENI

Isolare e riprodurre un gene

PCR

Inserzione in un plasmide

Studi successivi
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INSERZIONE NEL PLASMIDEINSERZIONE NEL PLASMIDE
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REPLICAZIONEREPLICAZIONE
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Aggiungere ampicillina al mezzo di coltura
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Struttura dei plasmidi                      

Vengono utilizzati vettori contenenti:

- il gene per la resistenza all’ampicillina
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i batteri che hanno inglobato il plasmide sopravvivono in 
presenza di ampicillina

i batteri che non hanno inglobato il plasmide non sopravvivono 
in presenza di ampicillina
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Struttura dei plasmidi                      

Vengono utilizzati vettori contenenti:

- il gene per la resistenza all’ampicillina

- il gene Lac Z (gene per la β-galattosidasi)
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Plasmidi con esatta inserzione del cDNA

Gene LacZ interrotto:        no produzione β-galattosidasi

Plasmidi con mancata inserzione del cDNA

Gene LacZ intatto:           produzione β-galattosidasi

colorazione blu delle colonie batteriche 

in presenza di IPTG e XGAL
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- L’insulina è prodotta delle cellule β del pancreas e regola il metabolismo dei carboidrati

- Prima dell’82 era possibile somministrare solo insulina dal pancreas di bovino o suino

PRODUZIONE DELL’INSULINA UMANA CON LA TECNOLOGIA 

DEL DNA RICOMBINANTE
1. produzione di proinsulina, inserendo nei batteri il gene completo e quindi convertendo 

la proinsulina, prodotta dai batteri, in insulina, come avviene nelle cellule normalmente;

2. produzione da parte di due colture batteriche separate (rispettivamente 

ingegnerizzate con i geni che codificano per le catene (A e B) delle singole catene 

polipeptidiche e quindi legandole chimicamente tra loro per ottenere la molecola attiva.

Per ottenere il gene dall’insulina umana:

- isolare l’RNA messaggero che codifica per l’ormone insulina dalle cellule del pancreas 

che lo contengono in gran quantità e usare la trascrittasi inversa per fare una stampo 

di cDNA;

-sintetizzare chimicamente in laboratorio il gene della proinsulina umana o delle singole 

catene dell’insulina umana legando nel corretto ordine le basi nucleotidiche desunte 

dalla sequenza di amminoacidi nella molecola della proinsulina e insulina.

Dopo aver ottenuto il gene, questo viene inserito nel batterio Escherichia coli. I batteri 

ricombinanti coltivati nei bireattori producono l’insulina umana e la secernono 

all’esterno, facilitandone l'estrazione.
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Il primo vaccino ricombinante è stato quello dell'epatite B. 

Applicando le tecniche dell'ingegneria genetica è stato 

clonato in un vettore il gene che codifica per l'antigene di 

superficie del virus e quindi trasferito ed espresso in un lievito, 
il Saccharomyces cerevisiae: il prodotto presenta tutte le 

caratteristiche dell'antigene. 
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TERAPIA GENICATERAPIA GENICA

Terapia mirata a sostituire geni malati Terapia mirata a sostituire geni malati 

o a impedire il funzionamento di un determinato geneo a impedire il funzionamento di un determinato gene

OLIGONUCLEOTIDI  ANTISENSOOLIGONUCLEOTIDI  ANTISENSO
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bloccare mRNA e traduzione di proteine  

OLIGONUCLEOTIDI  ANTISENSOOLIGONUCLEOTIDI  ANTISENSO
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L’oligonucleotide antisenso si lega in modo specifico alla sequenza 
complementare dell’mRNA. 

Il tratto di catena ibrida che così si forma determina per 
impedimento sterico l’inattivazione dell’intero messaggero.
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• Dimensione minima per inibire la traduzione: 15-18 oligomeri

• E’ necessario conoscere la sequenza nucleotidica 

dell’mRNA

• Regioni di mRNA in cui il legame con l’antisenso provoca un 
arresto più efficiente della traduzione
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OLIGONUCLEOTIDI  ANTISENSOOLIGONUCLEOTIDI  ANTISENSO

•• in oncologiain oncologia

•• nella terapia antiviralenella terapia antivirale

•• ricercaricerca
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VANTAGGI

• efficacia

• semplicità progettazione 

• selettività

SVANTAGGI

• scarsa stabilità chimica (bersaglio nucleasi)

• difficoltà attraversamento membrane (dimensione, meccanismi di 
trasporto)

• alti costi di produzione
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ANIMALI TRANSGENICIANIMALI TRANSGENICI

- Aggiunta di nuovi geni

- Eliminazione di uno o più geni (KO)
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APPLICAZIONI:

- modelli di patologie umane

- produzione di farmaci ricombinanti. Es. tPA (attivatore tissutale 
del plasminogeno) secreto nel latte di una topina

- donatori di tessuti e organi da trapiantare 
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Animali geneticamente modificati per produrre biofarmaci: 

- Tracey, pecora che codifica l’antitripsina, una sostanza chiave dell’organismo 
che in una persona su 2000 risulta carente provocando gravi malattie come la 
fibrosi polmonare, enfisema e cirrosi epatica.

- Herman, toro transgenico le cui figlie mucche producono latte con lattoferrina, 
proteina molto rara in grado di curare numerosi mali, dai tumori alle malattie del 
sistema immunitario, che solo la specie umana era in grado finora di produrre 
nel latte materno.

- Genie, scrofa transgenica il cui latte contiene la proteina C del sangue umano.

- Rosie, mucca transgenica il cui latte contiene una proteina umana utile ai nati 
prematuri.

- Grace, capra transgenica nel cui latte è presente una proteina antitumorale.

- Polly, clone transgenico che contiene il gene per una proteina umana, il 
fattore IX.
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Gli animali Knock-out sono considerati una tecnica 

investigativa che tiene conto dell’eliminazione di un 

gene in particolare, nel tentativo di definire che effetto 

ha nell’organismo 

Animali KNOCK Animali KNOCK -- OUTOUT
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TECNICA KNOCK TECNICA KNOCK -- OUTOUT
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Animali Animali conditionalconditional KnockKnock--out out 

• Lo scopo dei Knock-out condizionali è

eliminare un gene in un tessuto, in un organo 

o in una fase particolare di sviluppo. 

VANTAGGI:

-topi Knock-out conditional sopravvivono più

a lungo

-i metodi  sono anche più precisi 
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