Clonaggio e studio dell'espressione dei geni

(a) | geni sono espressi attraverso la trascrizione e la traduzione
Gene

Molecola di DNA
lTrascrizione

RNA — """ — [RNA, tRNA

lTrad uzione dell’'mRNA

’%%roteina

(b) Alcuni geni contengono introni

Introni
4—;"&—— Molecola di DNA
lTrascrizione
Il trascritto primario
contlene ancora introni
Pr men
oo ocessamento
mRNA maturo
privo di introni
lTraduzione

Jﬁaﬁoteina

() | trascritti di RNA includono regioni a monte e a valle del gene
Gene
DNA

RNA

Segnale di inizio Segnale di terminazione
della trascrizione della trascrizione



Clonaggio e studio dell'espressione dei geni

Bande dell’/RNA

ribosomiale P -
o o Gel di RNA
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D 3
MRNA =— ——=AAAAA

lSintesi parziale del cDNA
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TTTTT

3’ 5!
Generazione di un cDNA
a doppia elica

LOO000000000000000000C

Estremita 5’ differente Estremita 3’ identica
da quella dell'mRNA a quella dell'mRNA
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(a) Ibrido DNA-mRNA ,
Introni

/l\

DNA

RNA

(b) Trattamento dell’ibrido con la nucleasi S1

DN}mﬁﬂ&ﬂEﬂ&[ﬂm&rﬁdo DNA-mRNA

RNA
Nucleasi S1

Le regioni di DNA a singolo
DNAmﬁﬂLm—tmLHm_ filamento vengono degradate

RNA Il trattamento con
lalcali degrada I'RNA

\/—\ Regioni di DNA a singolo filamento
che erano protette dall’RNA
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Gene
— C - o

I : l Il frammento Sau3A viene

Frammento Sau3A . N
di 400 bp inserito in un vettore M13

Sau3A

Sau3A
DNA a singola elica

l Ibridazione all'mRNA

Regione a doppia elica

Nucleasi S1 s

Nucleasi S1

ONA 7

RNA

Trattamento con alcali

— [IDNA

Determinazione delle dimensioni
per elettroforesi: nell’esempio, 150 bp

150 bp
1

-
Sau3A T Sau3A

Sito di inizio della trascrizione
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S : ; 3’ : _
l Ibridazione del primer
4 -
: . l Allungamento con la trascrittasi inversa
Primer
‘_3, 5/ Denaturazione dell’RNA e determinazione
della lunghezza del DNA:
nell’esempio, 239 nucleotidi
Confronto con la sequenza del DNA
v
............ DNA
J 239 bp l\
Sito di inizio della trascrizione Posizione dell’estremita 5’ del primer

Primer extension
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RNA
Ibridazione del

primer a DNA

5/ v 3’

=

Sintesi del cDNA con la
trascrittasi inversa

3’
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5’

cDNA Denaturazione

\

5 Race xﬁ

NNNN

Agglunta di una coda poli(A)
con la trasferasi terminale

) AAAAANNNN

l Ibridazione del secondo primer

=

Sintesi del secondo filamento
con la polimerasi Tag

T

}

Proseguire come in una normale PCR
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Sequenze di regolazione Promotore
: / N ‘ Gene
| |
200 bp

Promotori
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12 3 4 5 Gene
| I | Iﬂr
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l Digestione con endonucleasi di restrizione
\1/\ /\
5
r ! \’/—‘

lAgglunta della proteina regolatrice

\)/\ \/\
20 r’/"

l

La mobilita dei frammenti viene determinata tramite elettroforesi su gel

Gel Retardation
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1 2
. N—

Gel di agarosio

Pista 1: frammento Sol NNt
di DNA libero

Pista 2: frammento ‘AQA'
di DNA legato alla proteina

Gel Retardation



Clonaggio e studio dell'espressione dei geni

Proteina

regolatrice
Coppia di basi
Molecola di DNA
lDNasi |
@& o0
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proteina legata

e
Frammento di DNA
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rotetto da una
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DNAse Protection
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DNAse Protection

Sequenza
di regolazione

DNA

/

Proteina
legata

Regione protetta

=t
S il

Molecole di DNA

Marcatura delle estremita
e incubazione
con la proteina regolatrice

Marcatura o
terminale \0/@’_

(b)

(a)

Proteina legata

Digestione parziale con DNasi |

o— ,Q\ O—’@ ~~ Le molecole di DNA vengono
tagliate in corrispondenza
o— O~ dei legami fosfodiesterici

0— —@— non protetti dalla proteina
o— —O~

Rimozione della proteina,
separazione elettroforetica
e rilevazione del segnale

(c)

Dimensioni dei
frammenti di DNA
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-
Pista 1: controllo (DNA senza proteina legata) Regione a cui
Pista 2: campione sperimentale (DNA con proteina legata) era legata

la proteina
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Sequenza di  Sequenza di
regolazione  regolazione

positiva negativa
(enhancer) (silencer) Promotore
l l l Gene
|
Espressione del gene
Delezione

dell’enhancer

Delezione
del silencer

>~ o— NN

\b Diminuzione

dell’espressione

L g L g

|
\-b Aumento dell’espressione

| promotori trascrizionali



Gene? Prodotto genico

lacZ -galattosidasi

neo Neomicina fosfotrasferasi

cat Cloramfenicolo acetiltrasferasi
ahfr Diidrofolato reduttasi

aphlv Igromicina fosfotrasferasi

lux Luciferasi

GFP Proteina fluorescente verde
uidA B-glucoronidasi

Geni Reporter
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Saggio fenotipico

Saggio istochimico
Resistenza alla kanamicina
Resistenza al cloramfenicolo
Resistenza al metotrexato
Resistenza all'igromicina
Bioluminescenza
Fluorescenza

Saggio istochimico
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Sequenza di regolazione

per |'espressione tessuto-specifica
l Gene reporter

FE
\-> Espressione genica

tessuto-specifica

el
)

Digestione, ligazione

La sequenza di regolazione
e stata deleta

|
|
\> Il gene & ora espresso

In tutti i tessuti

Geni Reporter



Clonaggio e studio dell'espressione dei geni

Mutazione,
es. sostituzione
nucleotidica T—=A

Gene *
— I N — I e

*

Proteina Mutazione,
es. sostituzione
amminoacidica

l l lle—Leu

Proprieta : Proprieta
della proteina — Comparazione — (g5 proteina
normale mutata

Mutagenesi



(a) Delezione di un frammento di restrizione

Alul Alul Digestione con
Alul, ligazione

>

Gene ¢
normale

Proteina normale

(b) Rimozione di nucleotidi a un sito di restrizione

EcoRl
_ﬁ_ EcoRlI ‘_l] Ligasi
¢ =
—’
¢ Bal31 degrada

le estremita

Proteina normale

(c) Inserzione di un oligonucleotide

EcoRlI

EcoRlI Ligasi
e _F© > 5= igasi

+ S B
v

9880

Proteina normale

Oligonucleotide
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Alul

* Gene
contenente
¢ la delezione

090

Proteina con una
grossa delezione

Piccola delezione
+
+

f\/‘/JOO

Proteina con una
piccola delezione

Inserzione

4

Proteina

destabilizzata

Mutagenesi
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LO0O0000000000000000CC

Denaturazione,
ibridazione
dei primer

5’ 3 5’ 3'

ﬁ mutazione

3’ 5’ 3’ 5/
PCR
5’ 3’ 5’ 3’
00000000000 000000000
3’ 5/ 3’ 5/

Ibridazione dei filamenti
con la mutazione

5' 3f
1LICE I
3’ 57

Ciclo di PCR finale

v

JOOOOOOOOOO00OOOO

Mutazione

Mutagenesi



Clonaggio e studio dell'espressione dei geni

Oligonucleotidi

sovrapposti
St /N Bl
T 5 S [ ] J00C ] o 0
3’ >
DNA polimerasi,
DNA ligasi
v
@m@
DNA di

nuova sintesi

Geni sintetici e mutagenesi



