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* DENATURAZIONE: riscaldamento in provetta a ca. 92-95°C
* ANNEALING: miscela raffreddata fino a raggiungimento
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reazione a catena della polimera:

. molecola dna contente sequenza di studio riscaldata a 90°C
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per specifica

H fra le basi )
* ALLUNGAMENTO: temperatura di miscela a 68-72°C per dna P

i di

lamento

primer a regioni di
stampo complementari (T differente in base al # di legami ad

per denaturarla

a miscela fredda , inneschi (primer) simmet
opposto si associano a DNA a filamento singolo

nucleotidi e dna polimerasi resistente a calore fanno sintesi di
due nuovi filamenti dna

di nuovo attacco primer e copia con polimerasi , quin
30 cicl
grazie ripetizione del processo posso avere milioni di copie di
dna originale in poco tempo

i orientamento

fasi

]

a partire da innesco oligonucleotidico

dna

Thermus aquaticus con T a 72°, ma sopporta anche T maggiori

1. prima denaturazione 95°x3min
2. dna denaturazione 95°x1min
3. primer annealing 65°x1min

4. primer extension 72°x1min

i che & enzima

<
miscela
acqua sterile 38 ul
10xper buffer 5 ul
mgC12 (per attivita) 2,5 ul
dNTP's Lul
da -priemerFWD 1 ul

i: Taq

primerREV 1 ul

DNA polymeriase 0.5 ul
dna template 1 ul

tot. 50 ul

esempio

1. se decido di clonare il gene di interesse BamHI-EcoRI devo

verificare che gli stessi enzimi non tagliano
nterno della mia sequenza genica
Devo disegnare due oligonucleotidi, uno forward (FWD) con
la sequenza che possiede il sito di riconoscimento
per 'enzima BamHI, compreso cotone di inizio e lungo ca. 15-
30 nt, e uno reverse sul filament complementare che contiene
il sito di riconoscimento per I'enzima EcoRl,con codone di
stop e lungo 5-6 nt
Devo amplificare per PCR della sequenza genica di interesse
oligo disegnati
are il prodotto della PCR preparativa
Digerire con gli enzimi BamHI e EcoRlI per la formazione delle
estremita coesive
Digerire il vettore pOTB7 con BamH1 e EcoRI
Ligare con I'enzima ligasihttps://www.youtube.com/watch?
v=iQsu3Kz9NYo
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dna clonato in vettore di clonaggio mantenuto in ceppo di

mantenimento (E.

coli DH5a)
per esprimere pp codificata da dna clonato, gene viene
subclonato in vettore di espressione: plasmide con

CacCl2
1. crescita di e.col

in terreno ricco di nutrienti e raccolta delle

cellule in fase logartmica di crescita

Ealiad

sud
X € per esp! plasmide ricombinante
dna . . 5. raffreddamento in ghiaccio
. st con taglio con enzimi 5
di restrizione sia il vettore che il gene, o con pcr w“

ricombinante

ceppo di e.coli trasforma in plasmide di espressione

G ——

resistenza

elettroporazione

2. centrifuga e risospensione
schermano le cariche di DNA e con lo sbalzo termico si ha
cristallizzazione di membrana per I'entrata

raffreddamento in ghiaccio o congelamento

ione aliquote e shock termico a 80° con aggiunta di

CaCl2: cationi bivalenti

bagno in acqua a 42° ancora per shock termico
inserimento in terreno con antibiotico per sviluppo e verifica

cellule batteriche con dna sottoposte a veloce scarica elettrica

che permette
trasformazione

» assunzione di dna da organismo

* 1970 Mandel ed Higa: batteri scaldati velocemente in soluzioni
di CaClI2 potevano essere trasformati con dna esogeno =>
batteri competenti= capacita di assumere dna

« Kary Mullis: inventore di PCR

* tecnica

amplificazione di frammenti di dna
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pre

iche entrata di

dna (veloci altrimenti morte organismo)

ievo dna sorgente contenente dna bersaglio e di

vettore di clonaggio
2. frammentazione enzimatica di entrambi e plasmide

cLonaceio

DNE PROTEINE RICC Tl 3.
ottenere dna che codifica una pp (piti semplice creare
cDNA da mRNA)
inserirlo in vettore di clonaggio/espressione
inserire vettore in ospite (E. Coli)
indurre espressione della pp nell'ospite
applicazioni: proteine di interesse terapeutico
(anticorpi, insulina, ormone
della crescita) + proteine di interesse commerciale
(enzimi) + pp da usare come antigeni per produzione
anticorpi + agenti di ricerca di base e applicata

https://www.youtube.com/watch?v=DnT6Qd8mvwQ

inearizzazione enzimatica
igazion
clonaggio

avettore di

nione dna bersagli

isolamento con:

* EDTA: agente chetante che lega ioni Mg 2+ necessari per
attivita dnasiche

* RNAsi: rimuove RNA

plasmidi

* molecola circolare di DNA a doppio filamento presente
cellule batteriche in grado di replicarsi autonomamente da
cromosoma

uno dei primi isolati € pBR322 come antibiotico

contiene: un origine replicativa ( punto di inizio di repl )

* soluzioni che denaturano le pp e dna genomico
Quindi si centrifuga e dna plasmidico (piccolo superavvolto)
recuperato nel surnatante , poi precipita in etanolo.
Quindi concentrazione stimata misurando assonanza DNA a
260 nm: [DNAJ= 50xA260 microgrammi/ml

* introduzione del DNa nella cellula ospite, quindi isolamento
delle cellule con gene clonato

* dna plasmidico estratto e purificato mediante kit

« infine produzione della proteina dal gene clonato

 tutto grazie ad endonucleasi di restrizione

esempi
1. estremita piatte (Haelll): la sequenza di dna doppia elica viene
tagliata due segmenti i ici

W 2. estremita coesive (EcoRl): la sequenza con taglio sfalsato
creando estremita
perché possono formare ponti H tra code a filamento singole
complementari

ENDONUCLEASI DI RESTRIZIONE
enzimi batterici (endonucleasi tipo 1) ch degradano dna
esogeno come meccanismo di difesa

dna) + 2 geni per resistenza ad antibiotici ( 1 per selezionare
plasmide 1 per presenza gene clonato) + multicloning site o
polilinker con siti di taglio per enzimi di restrizione

clonaggio con estremita coesive

plasmide e dna esogeno tagliati ed isolati con stesso enzima
di restrizione (che genera estr. coesive)

iano e ligazione: legame fosfodiestrerico
con DNA ligasi: consumo atp per legare OH5' con P3', a dare
53 ed amp

passaggio difficile perché plasmide puo richiudersi senza dna

che tagliano due filamenti diversamente ( cosi meno prob. che
plasmide si richiuda)

=> risolvo con: aumento moli dna, fosforilazione del plasmide:
ligasi chiude parzialmente il plasmide, altri enzimi legano P
quindi cl

plasmide puC
* gene per la resistenza alla

tetraciclina
origine di replicazione per E.Col

* Multiple Cloning Site (MCS) o
polylinker: siti di restrizione unici pit
comuni

MCS é parte del gene lacZ che

codifica per la b-galattosidasi

LAC operon: sistema di regolazione genica che sovrintende la

regolazione di geni per uso di lattosio

Quando si trasformano cellule di E. coli con il plasmide

pUC, il gene puo essere attivato ag

ngendo nel

terreno l'induttore isopropil-b-D-tiogalattopiranoside

di dna (stessa

da dx a sx) di 4-8 bp

taglio produce estremita piatte blunt ends o coesive sticky
ends

EcoRl: in ordine genere (E), specie (co), ceppo (R), primo ad
essere classificato (I)
non tutte pp tagliano al

stesso modo (vedi tabella slide 3.6)

(IPTG), la cui presenza induce I'espressione della bgalattosidasi.
L'enzima funzionale idrolizza una sostanza incolore

detta 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-galattopiranoside

(X-Gal) producendo un composto blu insolubile.

=> vettori non ricombinati con gene MCS quindi Xgal idrolizzato
per induzione IPGT sono blu, vettori ricombinati in cui si ha
inserto dna al posto di MCS allora Xgal non idrolizzato e placca
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- Appunti e dispense per superare i tuoi esami universitari
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