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DESCRIZIONE DELLE FASI

1. TAGLIO DEL DNA TRAMITE GLI ENZIMI DI RESTRIZIONE

I DNA pud essere tagliato in punti precisi con
SEQUENZE SIMMETRICHE es CTTAAG
da ENZIMI DI RESTRIZIONE di origine batterica

servono ai batteri per tagliare parti
estranee di DNA virale

\

i tagli possono essere PIATTI
ATTAAT
TAATTA
o COESIVI

GAATTC
ogni enzima taglia in corrispondenza di una stessa sequenza generando segmenti di diversa
lunghezza ma con UGUALE ESTREMITA' (con A, o con T, o con C o con G)

. . . - . . . un solo frammento non ¢
si ottengono gruppi di frammenti con uguale estremita per ogni enzima utilizzato "leggibile” o non pud

essere sufficiente per

SiMOLTIPLICANO | FRANg\ENﬂ una sintesi proteica
METODO PER CLONAGGIO BATTERICO METODO PCR
METODO DELLA REAZIONE A CATENA DELLA
si realizza il VETTORE POLIMERASI

si inserisce il frammento in un PLASMIDE o in si prepara la "PIASTRA"
VIRUS o in un TRASPOSONE con l'aiuto del DNA ~ FRAMMENTI + PRIMER + DNA POLIMERASI

LIGASI . . . : .
1. si scalda a 90°C: il DNA si svolge e si separano i

VETTORE = PLASMIDE +FRAMMENTO DI due filamenti o~ _ _

RESTRIZIONE 2. si raffredda a 50°C: i primer si attaccano ai

filamenti riconoscendo I'estremita complementare
3. si scalda a 72°C: si ha la duplicazione

4. si raffredda a temperatura ambiente: il DNA si
riavvolge

5. siripete da 1 a 4 tante volte ottenendo TANTE

S| SELEZIONANO | BATTERI che hanno assunto  COPIE DI CIASCUN FRAMMENTO

si inserisce il vettore in un BATTERIO
(I'ingresso & spontaneo quando si mettono batteri a
contatto con i vettori)

il vettore avendo introdotto una COMPONENTE e VeV cony W
RADIOATTIVA o un GENE SELETTIVO (es. ANS AL
resistenza ad un antibiotico o enzima metabolico) cycle 1§ ONTFS NN
Tag pol AW AN
N\ N\,
NNAR A RA
e Vo WS 1
w=°°° cycle 3
|
2 087,152 coples ——— T NI NI NI

AN

NARAARA

LIBRERIE GENOMICHE o BANCHE GENOMICHE
tanti gruppi di frammenti clonati ottenuti da una molecola di DNA

/ \
il metodo per clonaggio € piu . . .
lento e meno sicuro il metodo PCR ¢é veloce ed efficiente
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3" FASE: RICOSTRUZIONE SEQUENZE NUCLEOTIDICHE

A. ANALISI DEL DNA

I DNA & in forma di frammenti che si possono ottenere
da

taglio di DNA con enzimi di restrizione

m-RNA tramite la TRASCRITTASI INVERSA,

1. Si raccolgono campioni identici di una
molecola di DNA trattati con differenti tipi di
enzimi di restrizione e poi clonati (metodo PCR)
2. Ciascun gruppo di frammenti di DNA ottenuti
con uno specifico enzima di restrizione vengono tampone
separano tramite elettroforesi in base alla Sotodg
diversa lunghezza

3. Si ricostruisce la sequenza riunendo tutti i
risultati dell'individuazione di frammenti diversi di
ciascun enzima come in un "puzzle"

direzione della gel di agarosio
migrazione del DNA
i

A
setbatoi
di tampone

pozzelti
dei campioni

bp
Figura 40.2 Elettrofaresi su gel di agarosio del DNA.
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METODO SANGER

Come si fa a sequenziare il DNA?

GLI STRUMENTI DELLA RICERCA

i ddNTP sono nucleotidi privati di un
ossigeno a livello di gruppo ossidrile che

forma il legame fosfodiestere tramite il

i 1, quale i nucleotidi si legano fra di loro.
e T Questi ddNTP quindi, dove si inseriscono

impediscono la crescita della catena

nucleotidica

TR

GCTP dIGTP ddTTP doATP

adingo ok
determinare I sequenza dell bas
(o stampo).

ANTP fluorescentsha inirio I sintes,

Fiamento stampo

Nelleempio il risulato mostra cosa

silegaalla T presente el lamento
dasequendiar. Se casualmente i ega 5 3
QAT A invece di dATR I sintes T\ Bettroforest
siarresta, Viene cos oftenuta una série
diframmentidi langhezza diferene,
ognuno dei qualitermina
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B. LA LOCALIZZAZIONE DEI "LOCI"
1. Si costruisce la SONDA

Si marca radioattivamente o si colora con colorante fluorescente un breve segmento di
DNA o RNA complementare alle sequenze nucleotidiche da ricercare

2. Si scalda il DNA in presenta delle sonde

il DNA si separa nei due filamenti
3. si raffredda

il DNA si appaia con le sonde
4. si separano i segmenti di DNA ibridizzati con le sonde

attraverso l'uso di strumenti che riconoscono la marcatura si distinguono e si separano i
DNS ibridizzati da quelli normali

vengono utilizzati per individuare sequenze
specifiche

GENI MUTANTI

es. metodo sulle SEQUENZE RFLP
sequenze riconoscibili per diversi siti di
restrizione in base a diverse zone di DNA
satellite rispetto a quelle di un gene sano



IL DNA RICOMBINANTE E LE BIOTECNOLOGIE.notebook

4" FASE: LE UTILIZZAZIONI DEL DNA RICOMBINANTE

PRODUZIONE DI

PROTEINE UMANE ~ VACCINI
DA PARTE DI UN

BATTERIO

CURA DELLE MALATTIE GENETICHE

PRODUZIONE DI PROTEINE UMANE: IL CASO
DELL'INSULINA

(altri esempi SOMATOSTATINA - ORMONE
SOMATOTROPO - ERITROPOIETINA)

May 02, 2018

REALIZZAZIONE DI UN
ORGANISMO
TRANSGENICO

dall'm- RNA umano dell'insulina si ottiene un DNA PRIVO DI ISTONI
tramite I'enzima TRASCRITTASI INVERSA

si realizza la SONDA
(plasmide- virus- trasposone)

si inserisce in"un batterio o pit
CLONAGGIJe SELEZIONE

si induce utilizzando FATTORI DI
TRASCRIZIONE la sintesi delle proteine
nel batterio

il batterio prot!uce insulina umana che
viene poi estratta

VACCINI: si costruisce un DNA virale non
virulento (che non ¢ in grado di duplicarsi) con
ANTIGENI che inducono la produzione di
anticorpi nel soggetto "vaccinato"

Composizione vaccini HPV

particelle simil-virali (“Virus-like Particles”, o VLP)
+
Adiuvanti

CURA DELLE MALATTIE GENETICHE: la sonda ha legato il DNA
che contiene il GENE SANO

si inocula nel soggetto malato

la sonda inserisce il'gene sano nel DNA del soggetto

il gene sano funziona

cellule staminali virus vettore

es. CASO DELLA SCID ( malattia causata dalla
mancanza di recettori per la maturazione dei linfociti)

si inserisce il gene che entra in un punto casuale del
genoma

2 bambini si ammalano di leucemia
causa: l'inserimento casuale ha "sbloccato" il sistema

in coltura portatrici

ortatore.
tel gene difettoso  del gene normale)

i

52@ ill

lungo i vasi sanguigni.

| prelievodi
midollo osseo,

cellule in fase di mitosi,

di controllo della divisione cellulare

T virus, introdotti nell’organismo con aerosol ¢ iniezioni, si diffondono

T ceppi di virus che retrotrascrivono il loro genoma ad RNA in DNA ¢ lo
integrano nel genoma della cellula infettata, sono impicgati nella terapia in
vivo. I piit usati sono i retrovirus, che tuttavia inseriscono il DNA solo nelle
cosi le cellule che

non si

/

4 \
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el sangue

In Vivo Gene Therapy

Tissue
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00
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ORGANISMO TRANSGENICO: si introduce in una
cellula riproduttiva un gene estraneo che conferisce
nuove caratteristiche all'organismo che si formera

Topi chimerici e transgenici

ot gharcoi e d napecors
i donat

e prlota s
Per fare un organismo transgenico si deve arrivare a
trasformare le cellule della linea germinale oppure il nucleo
dello zigote. Nel topo in cui & problematico intervenire sugli uni
e sull'altro & stato utilizzata la blastocisti su cui gia veniva fatta
sperimentazione. La facilita di uso dipende dal fatto che si
riconosce pit facilmente da uno zigote e si riesce a trovare
facilmente nell'utero di una topolina accoppiata durante la
notte. Dopo I'accopiamento in poche ore si forma un tappo
vaginale che & il segno dell'avvenuta fecondazione. La topolina
da accoppiare viene trattata con estrogeni per far avvenire
I'ovulazione e per aver un buon numero di blastocisti.

| primi topi chimerici sono stati ottenuti iniettando direttamente
il DNA nella blastocisti che lo riassorbe e con buona probabilita
riesce a trasformare le cellule.
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dividono, come i neuroni o le cellule epatiche. Benché gli adenovirus siano
capaci di lavorare su cellule non in mitosi, la loro azione espone le cellule
ad essere distrutte dal sistema immunitario. Inoltre, sembra che
I"integrazione del DNA non sia definitiva. Entrato nella cellula, il DNA-
ricombinante dei virus da luogo alla trascrizione inversa.
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