Isolamento di cloni

(a) Digestione di una grossa molecola di DNA
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Molecola di DNA EcoRl p—1 <
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frammenti di DNA
Gene da
clonare
Inserimento
nel vettore

(b) Molecole di DNA ricombinante risultanti

(c) Tutti i ricombinanti generano colonie




Isolamento di cloni

a) Selezione diretta
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Solo il clone corretto soprawive

(b) Identificazione del clone

Libreria
di cloni

Clone corretto



Isolamento di cloni

(a) Plasmide R6-5

Gene kanf
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Ligazione nel
sito di EcoRl
(b) La ligazione genera 13 molecole di pBR322
di DNA ricombinante differenti
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Trasformazione
di E. coli,
(c) Solo un ricombinante & in grado piastramento

di crescere su agar con kanamicina
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Il terreno contiene Solo il ricombinante
50 pg ml!' con il gene kan®
di kanamicina puo soprawivere

Selezione diretta



Isolamento di cloni

(a) Costruzione del vettore ricombinante

Digestione trpA
con EcoRI
& ||ga2|one

(b) Trasformazione di trpA- di E. coli

trpA- trpA-
Non ricombinante

Ricombinanti

Siti di EcoRl
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(c) Espressione del gene plasmidico

Proteina prodotta
dal gene trpA

Solo i ricombinanti trpA*
riescono a sopravvivere

(d) Piastramento su terreno minimo

Selezione diretta



Isolamento di cloni

DNA cellulare totale

o Siti di Sau3A
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Isolamento di cloni-cDNA

/y mRNA —— Proteina

Geni silenti

Cellula di tipo A

—» MRNA — Proteina

Geni silenti

Cellula di tipo B —» MRNA = Proteina

\b mRNA — Proteina



solamento di cloni-cDNA

(a) Sintesi del primo filamento
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AAAAA > AAAAA
mRNA Coda Appaiamento diun TTTTT
poli(A) innesco oligo(dT) Innesco
Trascrittasi inversa
(b) Degradazione dell'RNA R;\IVA

RNasi HI

v
Frammenti di RNA

TTTTT
DNA pol |
(c) Sintesi del secondo filamento
| frammenti di RNA TTTTT
fungono da inneschi DNA

o . AAAAA
llllllll7lllll TTTTT
DNA a doppio filamento

Inserimento di estremita
coesive, ligazione

(d) Ligazione in un vettore

cDNA

(e) Trasformazione
Cloni di cDNA

Clone della gliadina



Isolamento di cloni-Sonde

(a) Ibrido instabile

Corte regioni non complementari
che non riducono la stabilita complessiva

(c) Ibrido DNA-RNA
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Isolamento di cloni-Sonde
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Isolamento di cloni-Sonde

(a) Marcatura per nick translation (b) Marcatura per riempimento delle estremita

Frammento
di Klenow

87" polimerasi |
T
+ 32P-dATP

Discontinuita Estremita coesiva
(nick) per EcoRl

(c) Marcatura con inneschi casuali
Sonda a DNA a DNA a singola
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doppia elica & elica Aggiunta di Frammento
Denaturazione oligonucleotidi esamerici di Klenow

a sequenza casgale > sp gATP
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DNA
marcato

Alcuni esameri
sl appaiano



Isolamento di cloni-Son

(a) Marcatura con nucleotidi biotinilati

Sonda a DNA

Incorporazione

per nick translation,
riempimento delle estremita
o inneschi casuali

&S w)ridazione
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Rivelazione con avidina
accoppiata a tracciante

fluorescente
BBBB
dedddhe
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(b) Marcatura con perossidasi di rafano (horseradish)

Sonda a DNA

a singola elica Perossidasi di rafano

+ glutaraldeide
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Ibridazione
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Isolamento di cloni-Sonde

GLY-SER—ALA-LYS—LYS—GLY-ALA-THR-LEU-PHE-LYS—-THR-ARG-CYS-GLU="
LEU-CYS-HIS-THR-VAL-GLU-LYS-GLY-GLY-PRO-HIS-LYS-VAL-GLY-PROZ
ASN-LEU-HIS—GLY-GLY-GLY-ILE=PHE-ARG-HIS-SER-GLN-ALA-GLN-GLYZ
TYR-SER-TYR-THR-ASP-ALA-ASN—ILE-LYS—LYS-ASN-VAL-LEU-TRP-ASP=’
GLU-ASN-ASN-MET-SER-GLU-TYR-LEU-THR-ASN-PRO-LYS-LYS-TYR-ILEZ
PRO-GLY-THR-LYS—-MET-ALA-PHE-GLY-GLY-LEU-LYS—-LYS-GLU-LYS-ASPZ
ARG-ASN-ASP-LEU-ILE-THR-TYR-LEU-LYS-LYS—-ALA-CYS-GLU"3

Citocromo C - Yeast



Isolamento di cloni-Sonde

L'appaiamento é sufficiente
a formare una struttura stabile

(b) Ibridazione eterologa tra due specie Probabile clone del
citocromo ¢ di Neurospora
/
Gene del citocromo ¢ /
di lievito marcato \
X
Libreria genomica i

di Neurospora

(c) Ibridazione eterologa all'interno della stessa specie

cDNA della
gliadina marcato \

. Membri della
—_— — N famiglia
° /> multigenica

delle gliadine

Libreria genomica di grano

Sonde eterologhe



Isolamento di cloni-Sonde

Gene del citocromo ¢ Altri geni
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(a) Elettroforesi di DNA digerito con BamHI

Frammenti generati
da BamHI

Salviettine di carta

Membrana di
nitrocellulosa o nylon

Gel

Spugna

Tampone

T
Supporto

() Risultato dell'ibridazione con sonda
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Segnale positivo




(a) Analisi immunologica

Isolamento di cloni-Sonde anticorpali

Colonie

Membrana
Lisi delle cellule
con cloroformio
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L'anticorpo lega le cellule

lisate che contengono
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I'anticorpo primario
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la proteina clonata
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Siaggiunge
I'anticorpo secondario
marcato

L'anticorpo secondario @) * 3

i @)
lega quello primario W
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(b) Risultato dell’autoradiografia

Segnale positivo =
colonia ricombinante
sintetizza la
proteina clonata




Isolamento di cloni-Sonde anticorpali

(a) Gli anticorpi legano molecole estranee

?6 Molecola estranea, per esempio

AL una proteina esogena
%%8 Anticorpi

b) Purificazione degli anticorpi
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Prelevare 10 ml
di sangue
o >

Coniglio inoculato con Sangue Anticorpi
una proteina esogena purificati




