Clonaggio Molecolare

\ DNA del vettore
DNA da inserire:inserto
1) DNA genomico '
2) DNA sintetico Di . . .
1gestione con enzimi
3) DNA da PCR L oasestion
4) cDNA , direstrizione

Ligasi

v

Trasformazione delle cellule di E.coli

v

Selezione dei trasformanti



Separazione del DNA
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DNA genomico

Figure 2.17 A zoo blot with a probe from the human
Y chromosomal gene zfy identifies cross-hybridizing
fragments on the sex chromosomes of other mammals
and birds. There is one reacting fragment on the Y
chromosome and another on the X chromosome. Data
kindly provided by David Page.
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Manipolazione del DNA - Nucleasi

(a) Esonucleasi Taglio Taglio

Legame idrogeno

Nucleotide
! l } Legame fosfodiesterico

(b) Endonucleasi Taglio
!
)OS0000080000000
! ! ! !



Manipolazione del DNA - endoNucleasi

(a) Nucleasi S1 Interruzione a singolo filamento
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(c) Endonucleasi di restrizione
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Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

(a) Molecole del vettore

Joy GG

Ogni molecola del vettore deve
essere tagliata una sola volta
e sempre nella stessa posizione

(b) Molecola di DNA contenente il gene da clonare

M4 Gene
=
f\.*/g /

Grande molecola di DNA Frammenti di DNA sufficientemente
piccoli da poter essere clonati

Gene




Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

(a) Produzione di estremita piatte

-N-N-A-G-C-T-N-N- Alul -N-N-A-G G=F=N—IN=

~N-N-T-C-G-A-N-N- —N—N—T—C\ G-A-N-N-
/

N=AGCoT Estremita piatte

(b) Produzione di estremita coesive
=N-IN-GfnieTaTaC-N=N= _FeoRl o sN=N=g JAsmelel=G-N=N-=
~N-N-C-T-T-A-A- G-N-N- —N—N—C—T—T—Axﬁ\ G-N-N-

Estremita coesive

(c) Estremita coesive identiche prodotte da endonucleasi di restrizione differenti

~N-N-G G-A-T- C-C-N-N-
= N=N=CoCTaRG G-N-N-
~N-N-A G-A-T-C-T-N-N-
Byl Al L o
-N-N-T-C-T-A-G A-N-N-
~-N-N-N G-A-T-C-N-N-N-
SaU3A . . . . .

~N=N=NZEST A5 N-N-N-



Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

Enzyme Recognition site Type of cul end
EcoRlI G'A—A—T—T—C 5-phosphate extension
A, I
BamHI G!G—A—T—C—C 5’-phosphate extension
C—C—T—A—C:C
Pstl C—T—G—C—A'G 3"-hydroxyl extension
Ghs T
Sau3Al 'G—A—1—C 5’-phosphate extension
ikt S
Poull C—A—G!C—T—G Blunt end
C—T—CC=A—C
Hypal G—T—T ‘A—A—C Blunt end
C—A—A  T—T—G
Haelll G—G ! C—C Blunt end
C—-C.6G
Notl G!C—G—G—C—C—G—C 5-phosphate extension

C—(GC—C—C—-G—GC—LC; G




Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

(a) Produzione di estremita piatte

~N-N-A-G-C-T-N-N- Alul -N-N-A-G C-T-N-N-

~N-N-T-C-G-A-N-N- —N—N—T—ﬂ G-A-N-N-
|

N=AGCoT Estremita piatte

(b) Produzione di estremita coesive
SNl s Tal=Nols _EeoRl o sl=NSE  Senslel=giisl-
~N-N-C-T-T-A-A- G-N-N- —N—N—C—T—T—Axﬁ\ G-N-N-

Estremita coesive

(c) Estremita coesive identiche prodotte da endonucleasi di restrizione differenti

~N-N-G G-A-T- C-C-N-N-
~N-N-C-C-T-A-G G-N-N-
~N-N-A G-A-T-C-T-N-N-
Byl i . @ b
-N-N-T-C-T-A-G A-N-N-
~-N-N-N G-A-T- C-N-N-N-
SaU3A . . . . .

~N=N-NZE-T- R N-N-N-



Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

(a) Siti di restrizione sul DNA di A

Q 1IO 2.0 3.0 4,0 4|9|<b
Bglll: 6 siti
(b) Dimensione dei frammenti BamHlI: 5 siti
Bglll Sall: 2 siti
l 122010
[ 113286
[ 19688
12392
1651
415
60
BamHl
I 116841
[ 17233
l 16770
I 16527
l 15626
[ 15505
Sall
| 132745
115258

[
1499



Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

| : | | I Aggiungere | I
Aggiungere 2 ul Aggiungere Incubare fenolo 0 EDTA o
di tampone 0.5 pl di Byl a37°C scaldare a 70 °C
per Bglll + 1,5 pldiH,0 per 1 h per 15 min
> > >
Y N, W N SO
““335 “;’3’ W 7
- -7
RT3 .1 di DNA \ e/ — 51 7 — DNA di A S
(a) dix(16p) (b (0) (d) digerito (e)



Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

Pozzetti per caricare i campioni

—— Ay — — = —
Gel di agarosio

Supporto di materiale plastico
che non scherma la luce UV

Immergere il gel in una soluzione
di 0,5 wg ml~' di EtBr per 15 min

Le bande di DNA
emettono fluorescenza




DNA genomico

Dimensioni del DNA genomico (Kb)

E.coli 4.0 X 103
S.cerevisiae 1.3 X 10¢
A.thaliana 1.3 X 10°
Z.mais 1.5 X 107
D.melanogaster 1.8 X 10’
Topo 2.3 X 10°
Uomo 2.8 X 10°
X.lavis 3.0 X 10°




DNA genomico

Enzyme |Sequence| E.coli |A.thaliana | C.elegans Drosophila | H.sapiens
ApaI |GGGCCC 15000 25000 40000 6000 2000
Avr IT | CCTAGG | 150000 15000 20000 20000 8000
BamHI | GGATCC 5000 6000 9000 4000 5000
DraI |TTTAAA 2000 2000 1000 1000 2000

Dimensione media dei frammenti dopo restrizione




DNA genomico

sonication time [min]

L 5:Q  £0.55 1 12,58 SUY.SXTO2.91945




Enzimi di Restrizione
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Manipolazione del DNA - Enzimi di restrizione

(a) Produzione di estremita piatte

~N-N-A-G-C-T-N-N- Alul -N-N-A-G C-T-N-N-

~N-N-T-C-G-A-N-N- —N—N—T—ﬂ G-A-N-N-
|

N=AGCoT Estremita piatte

(b) Produzione di estremita coesive
SNl s Tal=Nols _EeoRl o sl=NSE  Senslel=giisl-
~N-N-C-T-T-A-A- G-N-N- —N—N—C—T—T—Axﬁ\ G-N-N-

Estremita coesive

(c) Estremita coesive identiche prodotte da endonucleasi di restrizione differenti

~N-N-G G-A-T- C-C-N-N-
~N-N-C-C-T-A-G G-N-N-
~N-N-A G-A-T-C-T-N-N-
Byl i . @ b
-N-N-T-C-T-A-G A-N-N-
~-N-N-N G-A-T- C-N-N-N-
SaU3A . . . . .

~N=N-NZE-T- R N-N-N-



Enzimi di Restrizione

GAATTC
CTTAAG

EcoRI

G AATTC
CTTAA G

DNA polymerase

\}

GAATT  AATTC
CTTAA TTAAG

DNA ligase

]
e GAATTAATTC
CTTAATTAAG

Xmnl Asel or
Msel

TspS091

GAATT AATTC
CTTAA TTAAG

Y

G AATTC

CTTAA G
(Identical to EcoRI cleavage)

Recognition Sequences
Asel AT/TAAT Tsp5091 JAATT

Msel T/TAA  Xmnl GAANN/NNTTC

GAAT TAATTC
CTTAAT TAAG




Clonaggio Molecolare

\ DNA del vettore
DNA da inserire:inserto
1) DNA genomico '
2) DNA sintetico Di . . .
1gestione con enzimi
3) DNA da PCR L oasestion
4) cDNA , direstrizione

Ligasi

v

Trasformazione delle cellule di E.coli

v

Selezione dei trasformanti



DNA ligasi

Gene

DNA

o Gene
ligasi

_|_

DNA
da clonare

Vettore DNA ricombinante



Igasi

DNA |

ATP

T4 DNA ligase

PPi

Enzyme-AMP

Enzyme

E.coli DNA ligase

NMN

NAD*

AMP




(a) Struttura di un polinucleotide che mostra (b) Nella doppia elica i filamenti di nucleotidi
le differenze chimiche tra estremita 5’-P e 3’-OH sono antiparalleli

5’ 5' 3/

— 'O_
AN
N 3’ 5’
CH2 Base
O
(o) La ligazione avviene tra le estremita 5’-P e 3'-OH

5 3! 5 3"
3/ 5[ 3/ 57

Un nucleotide

L (0]
A\
_O—P\= o) l
O\ 5’ 3/
CH2 Base
©
3’ 5’
(@)
AN
00— \= (0]
O\
CH2 Base
(0]

OH
L,



DNA ligasi

Dna Ligasi:
T4 Dna Ligasi - Agisce su qualsiasi estremita’

E.Coli Ligasi - Agisce su estremita’ coesive




DNA ricombinante: enzimi di modificazione

Fosfatasi Alcalina - s’cou 5°Gon
3’CTTAAp 3’CTTAA0H

Polinucleotide chinasi - 5o 5°Gon
3’CTTAA0H 3’CTTAAp

|

DNA da inserire:
1) DNA genomico DNA del vettore
2) DNA sintetico R Di . . .

1gestione con enzimi
3) DNA da PCR 1gestion
4) cDNA , direstrizione

| )

Ligasi



DNA ricombinante: linkers e adattatori

EcoRI

Decameric |c c GlAATTCGG 3
linker G G CGETMAGIEE ] 5
molecule

Foreign Linker -
DNA molecules
EcoRI
Vector | DNA
ligase

l
0L
'




DNA ricombinante: linkers e adattatori

5'-HO-CGATCCCCGGG-OH

3- HO-GGGCCC-P
Adaptor molecule T4 DNA
HO OH ligase, ATP
P OH HO'—P
HO P ¥ HO— OH

Polynucleotide

kinase, ATP

OH
P P OH
Vector H|6' | | 5 p

OH P




Manipolazione del DNA - Nucleasi

(a) Esonucleasi Taglio Taglio

Legame idrogeno

Nucleotide
! l } Legame fosfodiesterico

(b) Endonucleasi Taglio
!
)OS0000080000000
! ! ! !



DNA ricombinante: enzimi di modificazione

Dna nucleasi:

Esonucleasi di A - Agisce in dir. 5’ -> 3’

Esonucleasi III - Agisce in dir. 3’ -> §’

Esonucleasi Bal31 - Agisce in entrambe le direzioni

Endonucleasi S1 - Agisce sul DNA a singolo filamento

5 GAATTon
3’CTTAAp

5 GAATTon
3’CTTAAp

5 GAATTon
3’CTTAAp

5’GAon
3’CTTAAp

5°GAATTon
3°Cp

5°Gon
3’CTTAAp

5> pAAon
3’ouTTp

5°GAonu
3’CTp




(a) La reazione fondamentale

Innesco
r '
-A-T-G—-
—T-A-C-G-T-A-A-C-G-T-A-
3’ I 5’
Stampo

(b) DNA polimerasi |

Interruzione (gap)
~A-T-G- G-C-A-T-
A GT-AAC G T A

(¢) Il frammento di Klenow

~AET-G= G-C-A-T-
—T-A-C-G-T-A-A-C-G-T-A-

(d) Trascrittasi inversa
-A-T-G—-

-u-a—-Cc-g-u—-a—-a—c-g-u-a-—

Stampo di RNA

Manipolazione del DNA - Polimerasi

Filamento
neosintetizzato
5! ' I 3¢
ATGCATT-G-CAT-
—T-A-C-G-T-A-A- C—G—T—A—5 ,
3 !

| nucleotidi del
vecchio filamento
vengono rimpiazzati

f_—/%
AT-GCATTG-CAT-
T-A-CG-T-A-A-CG-T-A-

Solo il gap | nucleotidi del

viene riempito vecchio filamento

con nuovi nucleotidi  rimangono inalterati
f—j%
~A-T-G-C-A-T-T G-C-A-T-

—T-A-C-G-T-A-A-C-G-T-A—

Filamento neosintetizzato
di DNA

|
AT G AT 6 AT
—U-a—-Cc—g-U-a—-a—-c-g-u-a-—



DNA ricombinante: enzimi di modificazione

Fosfatasi Alcalina - s’cou 5°Gon
3’CTTAAp 3’CTTAA0H

Polinucleotide chinasi - 5o 5°Gon
3’CTTAA0H 3’CTTAAp

|

DNA da inserire:
1) DNA genomico DNA del vettore
2) DNA sintetico R Di . . .

1gestione con enzimi
3) DNA da PCR 1gestion
4) cDNA , direstrizione

| )

Ligasi



Enzimi di Restrizione

Intermolecular association

5 AATT

5/

5/ AATT

AATT

5/
TTAA

al: 11—

Sl

Base pairing

AATT

TTAA TTAA .

Intramolecular association

SI

AATT

Y
AA

TTA
A

TTAA

T
T

5/

Base pairing




DNA ligasi

Origin of
replication

Cleavage
site

Tc

=S StAlCE lRestriction

endonuclease

TTAY
AA
17

AATY
A

1T
DNA ligase

Recombinant | seals nicks

plasmid

Transformation, Tc selection

Cleavage site
Foreign DNA / ,

AATT

T ———1LLU

]
I Ll T

Restriction
endonuclease

AATT

T L

TTAA TTAA

B

Recombinant Chromosome

plasmid

e

Transformed bacterial ceIIJ




Clonaggio Molecolare: Fosfatasi alcalina

C Ligase

Alkallne
2Pi < phosphatase
HO

OHOH Ligase x
OHOH .
No reaction
P
P HO Ligase
Foreign DNA
fragment

+ dimers, etc.

/—Nlck
—Transformation
Nick
Host repairs one nick at each
join




Clonaggio Molecolare: DNA Topoisomerasi




Clonaggio Molecolare: DNA Topoisomerasi

(a) Terminazioni del vettore risultanti dal taglio della topoisomerasi

3’ PO, HO 5’
----- C—C—C-T-T7 A—A-G—G—G
----- G=G=G=A-A J-T-C-C—C
50 1@H “@Ip 3

(b) Rimozione dei fosfati dalle terminazioni della molecola da clonare

2 , Fosfatasi
A 3,OF alcalina ’HO\
HO” 3" 5 PO, HO”

(c) Struttura del prodotto generato dalla ligazione HO

OH\

C—C=E—T—T
-- G-G-G—A—A

AHO
OH

/OH

OH

A—A-G—G—G
I —=—€=C—=C




DNA ricombinante: PCR, TA cloning

(@ |

GGTGANNNNNNNNNN--=--=-===—=— == ———
CCACTNNNNNNNNNN=-======-cce—e— e
(b)  Hphl . _
» '
AN—GGTGAACCCGGQKTCGA ———————————————————————— AGAACCCGGGTTCACC /W
VWV CCAC: T TGCE C OGS O ] i i i s i o s st s TCTTGGGCCCAAGTGG AW
1 | s
Hphl
Hphl
Y
VWA~ GGTGAACCCGGGT CCCCGGGTTCACC /W

VWA~ CCACTTGGGCCC TGGGCCCAAGTGG -\




Clonaggio Molecolare

DNA plasmidico
ricombinante a
doppio filamento N\
introdotto in una
cellula batterica -~ r

\

-~
A N
O—-CO raYe
-~
cellula \\ // \
batterica

una coltura cellulare molte copie di plasmide
produce centinaia di milioni  purificato isolato dalle
di nuovi batteri cellule batteriche lisate



