


.~ In Biologia, clonare un organismo significa ottenere da un individuo
. una popolazione di organismi geneticamente identici.

_ In Biologia Molecolare clonare un tratto di DNA significa ottenere

~ un insieme di molecole di DNA identiche a quelle di partenza.




TECNOLOGIA DEL DNA RICOMBINANTE

Ha reso possibile . permettendo di
ISOLARE

AMPLIFICARE frammenti di DNA
SEQUENZIARE

Perché manipolare i geni?

1) Pexiifratd Lirt:are e 'sizudi o delll
fisiologica;

2) per identificare il prodotto di un gene e/o per ottenerne la
sovraespressione;

3) per studiare la relazione fra struttura e funzione delle proteine;

4) per identificare componenti cellulari che interagiscono con particolari
sequenze di acidi nucleici o con particolari domini proteici

(@)



. studio del maccanismi di replicazione genica e
el |l oespressi one nei " procarie

per ottenere microrganismi in grado di
urre compost. come | 01 ns
a crescitae

%
-.




PROCEDURA di CLONAGGIO

ASOLAMENTO del gene

ANSERZIONE del gene in uWVETTORE PLASMIDICO

ANTRODUZIONE del vettore plasmidictN CELLULE
VIVENTI per propagarlo.




Cosa serve per un clonaggio ?

AGene (DNA di interesse)
AEnzimi di restrizione
ANA ligasi

Alettore

ACellula ospite



DNA Cloning

DNA cloning is a technique for C) . -+
reproducing DNA fragmentslt can be DNA fragment
achieved by two different approachg4)
cell based,and (2) usinc;

(PCR). In the celtbased
approach, a. IS required to carry the
DNA fragment of interest into the host
cell. The following figure shows the
typical procedure by using as
the cloning vector.

The essential steps in DNA cloning using plasmids as
vectors. Antibiotic
(a) DNA recombination. The DNA fragment to be cloneq
inserted into a vectofThe recombinant vector must also
contain an antibioticesistance gene (not shown).

(b) Transformation. The recombinant DNA enters into t
host cell and proliferatedt is called "transformation”
because the function of the host cell may be altekzmrma
E. colicells are difficult to take up plasmid DNA from thg
medium. If they are treated with CaCl2, the transformatj
efficiency can be significantly enhancedtven so, only o
cell in about 10,000 cells may take up a plasmid DNA
molecule.

(c) Selective amplification. A specific antibiotic is added
kill E. coliwithout any protectionThe transformedt. colii
protected by the whose product @
inactivate the specific antibiotidn this figure, the numbe
of vectors in eack. colicell are not the same, because
may also reproduce independently. (d) Isolation of recombinant DNA clones
(d) Isolation of desired DNA clones.

oroliferates
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‘Sono (classe delle idrolasi) in grado di tagliare
" | legami fosfodiesterei del DNA per dare frammenti specifici.

5 e atitoliv ittt " e nedadumziond densetdaziena del DNA sono

separate. Non hanno bisogno di ATP.

taglio casuale

3 sono
~enzimi bifunzionali e necessitano di
- ATP come coenzima.

taglio in siti
specifici (24-26 coppie
di basi a valle del sito di
riconoscimento). PRt




Genoma di E. cofi

Iniezione di DNA
lineare del fago &

Siti cos

Siti cos

(50000 bp)
¢ Siti cos uniti

DNA circolare del fago &

Gene + Sito Att

batterico )
g:* Genoma di £. col

Ricombinazione
del fago A
e del DNA di E. coli

Progenie del fago A l
con un gene batterico

Tagli per I'escissione normale del fago
- —
S
g’ Lisi della cellula Tagli per I'escissione del fago
di E. coli con un gene batterico

PV, MR
g&v ‘% Q?r’i-@ Lnlnjuggge e replicazione

-

Incapsulamento del fago



Sono enzimi di necessari per degradare il DNA
virale dei batteriofagi

EcoRl will not
cleave methylated

Methylated
DMNA

Riconoscono sequenze di 4,6, o 8 coppie nucleotidiche



Genoma di £. coli

i - Endonucleasi “Modificazione” del DNA A-K
Ceppo di £. coli K12 di restrizione in replicazione
infettato dal fago A-K

Viene prodotta Il DNA metilato non é tagliato
una progenie #-K

< DNA -C

o

) - Endonucleasi
Ceppo di £. coli K12 di restrizione
infettato dal fago A-C

Nessuna progenie i-C Il DNA non metilato viene tagliato



Commonly used restriction enzymes.

Enzyme

SLAATT O

= TTAATS

Note: The "Recognition site" of a restriction enzyme is also calledesikeiction site. In this

column, the first line is from 5' to 3' and the second line is from 3' tbH&.arrow indicates the
cleavage sitelf the cleavage site is not at the center, the restriction enzyme will generate sticky ¢
which can bas@air with other DNA fragments cleaved by the same restriction enzyfrtbe
cleavage site is at the center, the restriction enzyme will geriduaiteends.



e 14-1Recognition, Cleavage, and Modification Sites o

Gli enzimi di restrizione possono
generare estremita piatte (  blunt
ends) oppure estremita coesive
(sticky ends).
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Sito di riconoscimento
edi taglio
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