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1. Origine ed evoluzione delle biotecnologie
Biotecnologia:

“Scienza che si occupa delle
tecnologie che utilizzano organismi
viventi o molecole da essi prodotte

a scopi agroalimentary,
farmacologici e diagnostici al fine di
migliorare le condizioni di vita”

(Karl Ereky, 1917)
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1. Origine ed evoluzione delle biotecnologie

Tipi di biotecnologie

TRADIZIONALLI

Tecniche senza
consapevolezza scientifica

eProduzione di bevande
alcoliche, pane, yogurt,
formaggi

eSelezione di specie animali
e vegetall

MODERNE

Dopo le scoperte sul ruolo del

DNA

e|lngegneria genetica
eEditing genomico
eSequenziamento
eBiologia sintetica

Necessarie riflessioni su
biosicurezza, etica e morale
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1. Origine ed evoluzione delle biotecnologie

. Un batterio geneticamente modificato
Avery dimostra

: ; Cohene produce la somatostatina umana
Caormanon soper o
& il DNA creanoil Sono messe :" 'al.’°'at°'|'|°|
1944 Viene pubblicato PINTO DA apunto le ainngtr:\caace v
su Nature 'articolo ricombinante | - tecniche di 2010 Primi
di Watson e Crick 1973 mappatura ll Progetto Genoma pazienti
Griffith scopre sulla struttura Martin Geller de!la posizione .Umapo.map pa tutti curati con
: . gy " - dei geni i geni di Homo sapiens :
il fattore di a doppia elica identifica 1989-2003 tecniche
trasformazione del DNA le DNA ligasi 1978-80 CRISPR
1928 1953 1967 | | l l 2016
} | - | | | | | | | — {
1928 1961 1975 1983 1997 2013
Fleming ricava Aber, Nathans e Kohler e Kary Mullis La pecora Charpentier
I'antibiotico Smith isolano gli Millstein mette apunto  Dolly é clonata e Doudna
penicillina enzimi di restrizione creano gli la PCR da cellule sfruttano
da una muffa 1952 anticorpi somatiche il sistema
Hershey e Chase 1970 monoclonali adulte CRISPR/Cas9
stabiliscono che Viene
il materiale genetico isolato I'enzima 1978
Figura 11.1 e costituito da DNA trascrittasi inversa  Boyer crea un batterio ricombinante
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2. Come isolare un gene di interesse

Isolarlo nella
cellula con enzimi
di restrizione

'

Crearlo per
sintesi chimica

Ricavarlo da
un frammento di DNA
e duplicarlo con
PCR

Retrotrascriverlo
a partire dal mRNA

v

- Genoteche
- richiede molto
tempo e risorse

- Uso di trascrittasi inversa e DNA polimerasi
- biblioteche di cDNA
- Esempio: produzione di insulina
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2. Come isolare un gene di interesse

Endonucleasi di restrizione: enzimi che tagliano il DNA
guando incontrano sequenze specifiche dette siti di restrizione.

Nome dell’enzima { Batterio di origine

Alul | Arthrobacter luteus

Smal Serratia marcescens
EcoRI Escherichia coli

BamHI Bacillus amyloliquefaciens
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Sequenza di restrizione

5'-AGCT-3
3'-TCIGA-5'

succhGG-y

3'-GGG

5'-GAATTC-3'
3'-CTTAAG-5'

5-GGATCC-3’
3-CTTAGG-5

Taglio
SIMMETRICO
(blunt ends)

CCC-5’

Taglio

9'-AG CT-3'
3'-TC GA-5’

5'-CCC GGG-3'

3'-GGG CCC-5’

5'G AATTC-3'
3'-CTTAA G-5%'

9'G GATCC-3'
3'-CCTAG G-5’




2. Come isolare un gene di interesse

Endonucleasi di restrizione: enzimi che tagliano il DNA
guando incontrano sequenze specifiche
(TAGLIA)

-+

Ligasi: enzimi che legano i frammenti di restrizione
(INCOLLA)

DNA RICOMBINANTE
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3. L'elettroforesi su gel di frammenti del DNA

Tecnica che sfrutta le differenze dimensionali e

fisico/chimiche dei frammenti di DNA per separarli.

Questa tecnica prevede 6 fasi:

1. Preparazione del gel.
2. Raccolta dei campioni di DNA da analizzare.

3. Caricamento dei campioni nei pozzetti del gel.
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3. L'elettroforesi su gel di frammenti del DNA

4. Separazione dei frammenti di DNA tramite
elettroforesi.

5. Colorazione delle molecole di DNA con bromuro
di etidio € misurazione della distanza percorsa
dal pozzetto.

6. Determinazione della curva standard per
determinare le dimensioni dei frammenti.

SCOPI:

-valutare il peso molecolare dei frammenti

-estrarre singoli frammenti di interesse

-individuare il gene di interesse (con sonde molecolari)
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4. Localizzare un gene tramite sonde
molecolari

Le sonde molecolari sono frammenti specifici di DNA o RNA
marcato, che si appaiano (ibridazione o annealing) a tratti di
DNA bersaglio complementare o molto simile (a singolo

filamento)

Si costruiscono per clonazione in vettori molecolari, con
trascrittasi inversa, con PCR, per sintesi chimica.
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4. Localizzare un gene tramite sonde
molecolari

| marcatori possono essere di due tipi.

Radioattivi (sonde calde)

32p o) 3SS

-molto sensibili

-rivelazione con lastre
autoradiografiche

-problemi per la natura radioattiva

Non Radioattivi (sonde fredde)
-Fluorocromi, rivelati con
microscopio a fluorescenza
-Biotina o digossigenina, rivelate
indirettamente con tecniche
immunoenzimatiche o Mab
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Tecniche di ibridazione su filtro

DNA non radioattivo
tagliato con
un enzima .

~~
di restrizione Oreg/

Marcatori di
dimensione
del DNA ,

#

Gel di
agarosio Spugna / :

Separazione di frammenti
di DNA mediante elettroforesi
su gel di agarosio

SCOPO: La tecnica del

Southern Blotting permette

. . 7
Soluzione alcalina ~

Pila di tovaglioli

h Filtro di nitrocellulosa
di carta

Filtro di con il DNA attaccato

nitrocellulosa

/
/

/'/

Ibridazione della
sonda di DNA con
i frammenti separati
per elettroforesi

| frammenti di DNA separati P Sacchetto

sono trasferiti per capillarita di plastica
su un filtro di nitrocellulosa D
.,»/'/;7:
” Sonda di DNA
. radioattivo
L’ibridazione della sonda di DNA nel tampone

radioattivo con i frammenti di
DNA li rende visibili dopo
esposizione su lastre per raggi X

Frammenti di DNA
radioattivi dopo

di analizzare i polimorfismi | ridaione
e individuare specifiche ">
mutazioni. -
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Tecniche di ibridazione in situ (FISH)

SCOPQ: La tecnica di ibridazione in situ identificare la posizione
del gene, oltre che la presenza.

MRNA (citoplasma) DNA (cromosomi)

SONDA
%omosomi

cellule su O Q

vetrino

permeabili O O /

alla sonda ‘

®@ 050 J R 4

analisi espressione genica ricerca di traslocazioni
cromosomiche
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5. Inserire geni nelle cellule: 1 vettori molecolari

Un vettore molecolare e un elemento genetico
extracromosomico che puo contenere e trasportare un
frammento di DNA esogeno (inserto) e mantenerlo stabile
nella cellula ospite.

Requisiti per un vettore:

-facile ingresso nella cellula ospite

-stabilita e compatibilita con la cellula ospite
-capacita di autoreplicazione

-presenza di siti di restrizione unici
-presenza di geni marcatori selezionabili
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6. | vettori batterici: 1 plasmidi

Plasmide pBR322

Un plasmide € una molecola Ospite: E. coli
circolare di DNA o Hindlll
extracromosomico a doppio '
filamento dotato di Pstl ~y «— BamH
replicazione autonoma

: Gene per

rispetto al cromosoma la resistenza |~ ¥

cellulare. Si trova nei batteri  al'ampicillina |~

r '::l;-..‘
e nei lieviti. (@amp’) \|Gene per
V'la resistenza
’alla tetraciclina
T ] Origine della (tet")
CaratteﬂSthhe duplicazione (ori)

-piccole dimensioni

-p0OSsSoNo essere presenti in numerose copie

-presentano un sito multiplo di clonaggio (polylinker)

-geni marcatori (resistenza antibiotici)

-svantaggio: possono ospitare frammenti di 10 000 nucleotidi al
massimo
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7. Altri vettori: batteriofagi, cosmidi, BAC e YAC

BATTERIOFAGI o fagi
possono trasportare DNA di dimensioni superiori rispetto ai plasmidi
(10-22 kpb)

COSMIDI (plasmidi + DNA fagico)
-possono trasportare DNA di grandi dimensioni (45 kpb)
-possono replicarsi come un plasmide

BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
derivano dal fattore F di E.coli

YAC (Yeast Artificial Chromosome)
-inserti molto lunghi (2000 kpb)
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8. Come usare i vettori di espressione

Vettore di espressione

contiene gli elementi regolatori per la trascrizione e traduzione
corretta:

-sito polylinker (in cui viene inserito il DNA esogeno)
-gene promotore

-sequenza che lega il ribosoma

-gene terminatore v
Procariotico

potenziali problemi in caso di
produzione di proteine ricombinanti
tossiche per la cellula

Eucariotico
espressione transiente: se |l
genoma non € integrato
produzione stabile, se il genoma €
integrato
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9. Le caratteristiche delle cellule ospiti

1. Devono fornire un ambiente adatto per il vettore (facilita di
replicazione e inserimento)

2. Devono riprodursi facilmente, velocemente e con costi bassi
(anche in vitro)

3. Devono avere mutazioni compatibili con i geni marcatori
(caratteristiche che facilitano la selezione dei ricombinanti)

4. Devono essere geneticamente stabili (bassa frequenza di
mutazioni)

5. NON devono produrre enzimi di restrizione

6. NON devono essere patogene per 'uomo
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9. Le caratteristiche delle cellule ospiti

Esempi di VANTAGGI SVANTAGGI
cellule ospiti
Escherichia coli | molti ceppi compatibili con plasmidi | procarioti non possono
ingegnerizzati effettuare modifiche post-
traduzionali

Bacillus subtilis @ metaboliti secreti nel terreno di coltura

Lieviti divisione rapida; non possono effettuare
(Saccharomyces | facilmente coltivabili; GLICOSILAZIONE
cerevisiae) genoma di dimensioni ridotte.
Cellule di insetto | coltivabili in vitro; difficile produzione su larga
possono effettuare glicosilazione; scala
costi ridotti; non possono effettuare tutte le
non infettabili da patogeni umani. modifiche post-traduzionali
Piante vasto numero di proteine producibili;

non infettabili da patogeni umani;
possibile produzione su larga scala;
costi ridotti.
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10. Trasferire il DNA all'interno di una cellula

Trasformazione mediante shock
termico

Elettroporazione

Metodo biolistico

Le cellule batteriche sono immerse
in una soluzione di ioni calcio a
bassa temperatura. La
temperatura viene poi innalzata
oltre i 40°C e riportata in tempi
brevi a 2-4°C. Lo shock termico
provoca la formazione di pori a
livello della membrana cellulare,
permettendo I'ingresso del vettore
plasmidico

Le cellule batteriche o eucariotiche
sono sottoposte per pochi secondi
a un campo elettrico che,
alterando il potenziale elettrico di
membrana, provoca l'apertura di
canali che consentono l'ingresso
del vettore.

Il DNA da inserire viene adeso a
nanoparticelle di oro o di tungsteno
che vengono poi sparate
attraverso la parete cellulare con
una speciale pistola ad aria
compressa, detta pistola genica
(gene gun). Questa tecnica é
utilizzata per la trasfezione di
cellule vegetali.
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10. Trasferire il DNA all'interno di una cellula

Microiniezione Fusione di Trasfezione Bioingegneri Virus
protoplasti naturali apatogeni
In presenza di Uso di Si utilizza il Usati virus
polietilenglicole le | liposomi fattore Ti di derivati da
due cellule contenenti il Agrobacterium particolari
tendono a DNA da tumefaciens in retrovirus
fondersi, e il DNA inserire, Si grado di
delle cellule si pud | fondono alle integrarsi con
ricombinare membrane facilita nel DNA

spontaneamente. plasmatiche di | dell'ospite.
Tecnica usata per | cellule

cellule vegetali eucariotiche in
coltura.

Il vettore plasmidico viene iniettato
direttamente all'interno della
cellula ricevente grazie a un
minuscolo ago di vetro. Questa
tecnica é utilizzata per il
trasferimento di DNA esogeno in
cellule embrionali.
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11. Come selezionare i cloni ricombinanti

Inattivazione inserzionale

a.con plasmide pBR322
b.a-complementazione con plasmide pUC
c.proteina GFP

Plasmide pBR322
Ospite: E. coli JE—
o Hindlll

/ Eco RI
Sac |
Kpn |
Pstl ~, +— BamH| Sma |
Bam HI
Xba |
Gene per - Sal |
la resistenza Sall Bsp MI
all’ampicillina ” ‘ gSthll
(@mp") \\J Gene per Hﬁvd I
/A \ la resistenza
L alla tetraciclina
Origine della (tet")

duplicazione (ori)
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11. Inattivazione inserzionale con plasmide pBR322

Plasmide originario: DNAr Cromosoma
pBR 322 batterico
Tet? s
ene
Amp* donatore
possibili combinazioni:

o Manico
Cellule
A prive di /i sterilizzata
plasmidi J :
/ Terreno non
B _ Cellule selettivo
con —— SEMINA Piastra madre
plasmide
originario
Cellule
C Terreno con
con DNAr ampicillina e
tetraciclina

Terreno con
ampicillina
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11. a-complementazione con plasmide pUC

Sal | pUC19
Bsp MI ricombinante

Sph | // DNA

inserito

Trasformazione di cellule

di E. coli contenenti o
\gene lac Za
Produzione di B-galattosidasi

B-galattosidasi - o non prodotta:
e colonie blu su colonie bianche su
terreno con X-gal terreno con X-gal

Terreno + ampicillina + X-gal
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12. Le librerie geniche: una collezione di cloni

Scopi delle librerie geniche: studio o produzione
commerciale

Coltura V.

@\ di baytteri \ @)\

@ N\
Plasmidi 8@8 — (%) @(\@ @

Le singole colonie
ricombinanti
po vengono isolate
) € ognuna viene
Campione mantenuta come
. —_—
di DNA 7 @Q | una coltura pura,
/ = che rappresenta
\ I'analogo di un
/ \\ , “volume” della
- : . by N libreria genetica
Il campione di DNA | frammenti di DNA e Si ottiene cosi una | batteri assumono . N cosi ottenuta
e i plasmidi vengono i plasmidi aperti cosi miscela di plasmidi i plasmidi e vengono N\ ©\
tagliati con lo stesso ottenuti vengono differenti costituiti coltivati in un terreno N\ )
enzima di restrizione mescolati e uniti fra dal medesimo vettore che consente Nt
loro con la DNA ligasi ma da inserti diversi la selezione dei cloni Singoli cloni
ricombinanti ricombinanti
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12. Le librerie geniche: una collezione di cloni

Librerie a cDNA: ottenute per trascrizione inversa
del’mRNA, forniscono informazioni sui geni trascritti da
un particolare tessuto in una determinata fase dello
sviluppo. Si ottengono per:

1.Estrazione di mRNA dalla cellula;

2.Trascrizione inversa di mMRNA a DNA;

3.Formazione dell'ibrido RNA/DNA a filamento singolo;
4.Eliminazione dellmRNA;

5.Intervento della DNA polimerasi che sintetizza |l

filamento di DNA complementare.
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13. La PCR: reazione a catena della polimerasi

La PCR € una tecnica per 'amplificazione in vitro di frammenti
di DNA.

DNA MgCl, Tampone di Primer Tag dNTP
bersaglio reazione polimerasi
=== === 1. Denaturazione
...... 94.95°C ‘ del DNA stampo
<{e=s= -
— “Ane
=E= * 50-60°C === 2. Annealing
72°C ‘
=== =51 2% 3. Estensione

Questo ciclo viene ripetuto fino a ottenere molte copie di DNA
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13. La PCR: reazione a catena della polimerasi

Applicazioni

diagnosi prenatale, malattie genetiche e infettive, diagnostica
oncologica, studi evoluzionistici, monitoraggio ambientale, ricerca di
OGM, medicina forense

Varianti

-reverse transcriptase PCR, per ottenere DNA da RNA
-PCR Real Time, per misurare 'andamento della reazione in tempo
reale
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14. Le modalita di sequenziamento del DNA

Sequenziare: determinare I'ordine di nucleotidi in un
frammento di DNA.

Metodo Sanger:

1.DNA da sequenziare (max 1000 nucleotidi)
2 .Polimerasi, Primer e dNTP

3.ddNTP con fluorocromi

4.Separazione dei frammenti ed elettroforesi

5.Lettura della sequenza

Procedura di sequenziamento di un intero genoma:

-dividere il genoma in migliaia o milioni di frammentsi
-inserire i frammenti in vettori (BAC o cosmidi)
-sequenziare i frammenti

-confrontare i frammenti e ordinarli con software specifici
(ZANICHELLI
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+ S’EI 3’ primer

Q + DNA polimerasi
oD r.

- + dATP, dCTP, dTTP, dGTP

@ .7 \, Y — v

ddATP ddCTP ddTTP
[TTaTlcecA TTaTlc [TTaTcecaAcT [TTGTCcG
[TTaTlcaaAA [fTaTlcacaaaTTE [TTGTcGGAAGTT [TTGTcaa
[TTaTlcaGAATTCA L J [fTTaTcacaac

% L 5o J

Sequenza di DNA

Primer

[
| |
S4606055 05505
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15. Dal Progetto Genoma Umano alla nascita
de”a genomica Genoma umano

(3x10° nucleotidi)

sequenziamento di:
1989-2003 — genoma umano ( 5% (21 000 geni) w
1996 — genoma di lievito

1997 — Escherichia coli

. : DNA
2000 — Drosophila melanogaster Geni non formante
codificanti

e ==
‘ 3 { 3

- b
odeNA t non ogzli?icante DNA DNA
codificante - : :
(esoni) introni) molto ripetuto ) poco ripetuto
N

A

F 3

. Ripetuto
f?ltp?\tc;jetz\ e disperso
inta casualmente
/ /

A

L 3

!/ \ N\ /
Satelliti Minisatelliti Microsatelliti
(telomeri)
S ) - 7 \ »
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16. DNA microarray o DNA chip

Applicazioni:

-analisi cellule tumorali

-diagnosi di aneuploidie

-ricerca di mutazioni non rilevabili con cariotipo

Punti verdi: geni espressi piu (o
4 solo) nel campione A

- o
|~ =
CCe @

Punti rossi: geni espressi piu (0
solo) nel campione B

Punti : geni espressi a un
livello simileinAe B

<
CecCC

0
0o
9
J
0
> 9
9

o
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16. DNA microarray o DNA chip

cellule normali cellule tumorali
A B
(=] o o
S »-<o% o o7 o © © P
o D
© o o < ® e e -

Purificazione
dellmRNA

€ mRNA 3 £ mRNA 2

Trascrittasi inversa
e marcatura

( cDNA fluorescente ) CCDNA fluorescente )

Mescolare i due cDNA

sonde di DNA non
marcate, a singolo
filamento,
immobilizzate su
supporto solido,
disposte in file
ordinate.

Ibridazione su
microarray
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