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INTRODUZIONE DNA e RNA

COS’E IL DNA?

I DNA (acido deossiribonucleico) € una molecolae cbontiene l'informazione

genetica nelle cellule, costituita da due catemsptementari di nucleotidi avvolte in
una doppia elica. E in grado di autoduplicarsi vesela stampo per la sintesi di
RNA.

COS’E L'RNA?

L’'RNA (acido ribonucleico) € una sostanza chimicateesimile al DNA; € una
classe di acidi nucleici caratterizzati dalla przse dello zucchero ribosio e di
uracile, una base azotata.

L’RNA e coinvolto nei processi di sintesi proteicamprende mRNA, tRNA, rRNA.

Esso e il materiale genetico di molti virus.

DIFFERENZE tra RNA e DNA:

- Nei nucleotidi del’RNA lo zucchero e il ribosion®n il deossiribosio.

- La base azotata timina, che si trova nel DNA, ngmesente nel’lRNA; al suo
posto 'RNA contiene una pirimidina molto similéyracile (U), che, come la
timina, si appaia solo con I'adenina.

- La maggior parte dellRNA é costituito da un filame singolo, mentre il
DNA é costituito da due filamenti.
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PLASMIDE

I PLASMIDE (chiamato anch& ETTORE) e una piccola molecola circolare di
DNA; esso, allinterno della cellula, contiene infeazioni minori rispetto al

cromosoma batterico.
In generale, i plasmidi possono trasportare quslgiane e possono autoduplicarsi
all'interno dei batteri, per cui risultano uno strento fondamentale per la tecnologia

del DNA ricombinante.

Nella figura che segue si spiega come si possoondupre batteri utili alluomo
mediante I'introduzione di plasmidi in una cellblatterica.



Prima di tutto il plasmide viene estratto
dal batterio, e contemporaneamente viene
rimosso da un’altra cellula il DNA che
trasporta un gene di particolare interesse
(nel caso del nostro esperimento si tratta
di un gene che codifica la fluorescenza).
Un pezzo di DNA contenente il gene
viene inserito nel plasmide dando origine
a DNA ricombinante; la cellula batterica

acquista il plasmide mediante
trasformazione.
Questo batterio ricombinante

geneticamente manipolato viene poi
clonato in grandi quantita per produrre
copie multiple del gene.



Nel nostro caso, la proteina che codifica la flsoemza € gia stata inserita nel
plasmide pGLO.

Questo plasmide, con cui viene condotto il nosgpeemento, possiede un geme
(origine di duplicazione), un gene per la resistealf antibiotico ampicillina Amp"),
uno per il controllo del metabolismo dello zuccharabinosio Ara C) ed uno per la
sintesi della protein&EP, il cui gene proviene dalla medusa tropicadeduorea

victoria”).



OPERONE ARABINOSIO

Due concetti fondamentali sui promotori prima degjare I'operone dell’arabinosio:
o | promotori si trovano prima di ogni gene e somomiosciuti dal’lRNA
polimerasi.
o | promotori sono delle sequenze regolatorie chenp#ono la trascrizione dei
geni.

L’RNA polimerasi si lega al promotore, legge leamhazioni e le trascrive.
Il repressore, in questo caso Ara C, si lega adlfafpre, e impedisce 'avanzata
del’RNA polimerasi.
Togliendo I'arabinosio (il repressore) 'RNA ¢ lilaedi trascrivere la GFP.



TRASFORMAZIONE BATTERICA

COS’E LA TRASFORMAZIONE BATTERICA ?

Essa € una tecnica di biologia molecolare messato per facilitare I'introduzione
di plasmidi nei batteri. Cio si ottiene modificandlcune proprieta chimiche e fisiche
delle pareti e delle membrane cellulari, con l'iegw di sostanze chimiche (Ca€l
cloruro di calcio) associate a rapidi sbalzi di pematura o di scariche elettriche ad
alto voltaggio (elettroporazione); ne deriva quinduna temporanea
permeabilizzazione delle cellule al DNA esogeno.

| batteri fatti poi crescere in piastre contenégtieno di coltura danno origine a cloni
di cellule trasformate, che esprimono i geni por@al plasmide incorporato.
L’aspetto fenotipico delle cellule risulta cosieaidtto rispetto al modello iniziale.

Grazie alla trasformazione batterica, nel casondstro esperimento, con I'utilizzo
del plasmide pGLO si sono create colonie di battexsformati che, esposte a
radiazioni ultraviolette, emettono una fluorescenzade, prova dell'avvenuta
espressione fenotipica della GFP.

Sono sempre di pit i geni di organismi viventi ¢dhmo ha isolato e inserito in
plasmidi; tali geni vengono tradotti in proteine dacrorganismi nei quali é stato
inserito il plasmide.

Ecco lo schema che presenta il passaggio da DNAtaipa:

L’obiettivo della nostra esperienza consiste n&dérire in una cellula batterica di
Escherichia coli un plasmide recante geni che waogoi espressi nel fenotipo del
batterio.

La trasformazione e resa possibile dall’effetto borato del CaGle del calore. I
primo agisce come neutralizzatore delle caricheatieg) del DNA plasmidico e dei
fosfolipidi presenti nella membrana della cellulattbrica; il secondo, in forma di
shock termico, permeabilizza la membrana e dilatapgzi gia presenti nella parete
batterica.



Il periodo di incubazione in LB liquido, che segaiéo shock termico, € necessario
per I'espressione della proteina che degrada l'aitfipa. Questa, codificata a livello
genico nel pGLO appena entrato nelle cellule trasébe, si accumula in esse ed
inattiva I'antibiotico presente nelle piastre LB &@Amp — LB Agar/Amp/Ara, dove

i batteri crescono. Nella prima piastra (LB Agarhella seconda vi e la crescita
cellulare, mentre I'emissione di fluorescenza vesdeerifica solamente nella terza
piastra.

PROCEDIMENTO:
Il Dottor Giancarlo ci ha fornito come gruppo dueyette Eppendorf che abbiamo
marcato rispettivamente con i segni “+” e “”, melguali abbiamo aggiunto la
soluzione ST (soluzione di trasformazione ossizaiCh).
Sotto cappa abbiamo prelevato dalle colture sutrpiake cellule batteriche,
utilizzando un’ansa sterile, e le abbiamo risospggsenella provetta + sia nella
provetta -; per svolgere questa operazione abb@dornato muovere energicamente
I'ansa sterile allinterno dei liquidi + e -, in o che tutti i batteri abbandonassero
I'ansa e si sciogliessero nelle soluzioni.
Piu tardi, abbiamo aggiunto SOLO NELLA PROVETTAatdoluzione pGLO, ossia
guella contenente il DNA plasmidico.
Abbiamo trasferito entrambe le provette nel bagaobstatico per 50 secondi, in
modo da provocare uno shock termico; esso perrtiattertura di piccoli pori nella
doppia membrana fosfolipidica delle cellule battesi, in modo da permettere
I'entrata nella cellula del DNA del plasmide. Carsa I'operazione abbiamo messo
le provette in ghiaccio per qualche minuto, in matio permettere la chiusura dei
pori.
Abbiamo poi aggiunto in entrambe del terreno diwal liquido LB, il quale e servito
per la clonazione dei batteri, ossia la loro dwgdione.
Giancarlo in seguito ci ha consegnato tre piastre:

1. LB Agar (contenente semplice terreno di coltura)

2. LB Agar/Amp (contenente terreno di coltura e Ampicillina)

3. LB Agar Amp/Ara_(contenente terreno di coltura, Ampicillina e Aradsio)
Le abbiamo divise tutte e tre rispettivamente ie theta, contrassegnate con i segni
+te-.
Sotto cappa abbiamo trasferito la soluzione depi@morf “+” nelle meta delle
piastre contrassegnate dal +, mentre la soluziaglBEdpendorf “-” I'abbiamo
trasferita nelle meta delle piastre contrassegiate Per svolgere questa operazione,
abbiamo fatto scendere lentamente il contenutee gefiette in gocce, e le abbiamo
stese nelle rispettive meta mediante anse sterili.
La mattina successiva abbiamo osservato i risdtatiuna lampada agli ultravioletti.




Su base teorica i risultati dell'intera esperiesaeebbero dovuti essere i seguenti:

LB Agar

In entrambe le sezioni le cellule batteriche crasco
indistintamente, poiché non vi e la presenza diiaittipa.

LB Agar/Amp

Qui le cellule batteriche crescono solo nella meta
soprattutto in piccole colonie batteriche.

LB Agar Amp/Ara

Qui le cellule batteriche crescono solo nella meta
soprattutto sono fluorescenti sotto i raggi ultodefti.
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PURIFICAZIONE DELLA GFP

Dalle cellule batteriche trasformate con il plasen@GLO viene purificata la GFP,
dopo averla separata dal resto del materiale eedld dalle altre proteine.

La tecnica utilizzata prevede l'uso di colonne catografiche che sfruttano le
caratteristiche chimico-fisiche delle molecole prohe.

All'interno della colonna e presente una matriceviata da microscopiche sferette
rivestite di molecole affini alle sostanze da paoafe; nel caso della GFP, che
presenta una spiccata affinita per le molecolefadiche, la resina utilizzata possiede
caratteristiche idrofobiche, che le permettono diternagire con i residui
amminoacidici della GFP.

Le restanti macromolecole cellulari vengono alloata mediante lavaggio con una
soluzione salina che separa le sostanze idrofila G&P.

Infine la proteina di interesse viene eluita datatrice con una soluzione a bassa
concentrazione salina.

La resina ad interazione idrofobica, utilizzatajuresta esperienza, sfrutta la struttura
terziaria della proteina GFP che presenta una failiradrica cava con i residuli
amminoacidici apolari principalmente esposti vel&sterno. Cio consente la
formazione di legami tra questi e la resina idrafabdella colonna, rendendo cosi
possibile la separazione dalle restanti molecotéwdirsa natura.

Proteina GFP con residui idrofobici all'interno

ﬁ Proteina GFP con residui idrofobici all'esterno

L'obiettivo dell’esperienza consiste nell’'estralaeGreen Fluorescent Protein (GFP)
dalle cellule batteriche di Escherichia coli trasfate con il plasmide pGLO, che
possiede il corrispondente gene.

Il risultato dell’esperimento viene verificato traenosservazione alla lampada UV
della soluzione eluita dalla colonna, la cui flemenza dimostra I'avvenuta
purificazione della proteina.

PROCEDIMENTO:

Giancarlo ci ha consegnato come gruppo una proeettéenente lisato batterico e
guattro Eppendorf numerate.

Il lisato batterico (“lisi"= rottura) € una soluzie contenente cellule batteriche le cui

Y

membrane di fosfolipidi sono state rotte e il can®enuto e stato liberato. In



generale, per rompere le membrane delle cellut®o tre diversi modi: creare uno
shock termico, innalzando la temperatura a 94°{izzdre ultrasuoni in grado di

disgregare le membrane; utilizzare lisozimi (pnoégi in grado di tagliare le

membrane.

All'interno del lisato abbiamo messo del tamponetirazione TI.

Come prima cosa abbiamo aperto il tappo della c@oti interazione e abbiamo
lasciato scendere due gocce di fluido.

Poi con la micropipetta abbiamo aggiunto nella ocodbdella soluzione equilibrante
SE, e abbiamo raccolto I'eluito in un becher.

Dopo aver chiuso il tappo abbiamo caricato la caéooon il campione contenente |l
lisato batterico e la soluzione TI, e le gocce 'éelito le abbiamo raccolte nella
prima Eppendorf.

Nella seconda Eppendorf abbiamo raccolto I'eluitovpniente dal lavaggio della
colonna mediante tampone di lavaggio TL.

Alla proteina GFP abbiamo aggiunto del tampondudzi®ne TE; le prime tre gocce
le abbiamo raccolte nella terza Eppendorf, mewtrestanti nella quarta Eppendorf.

Infine, in ordine di gruppi abbiamo osservato lgedse frazioni dell’eluizione alla

lampada ad ultravioletti.

Ecco lo schema in cui viene illustrato su basei¢aol contenuto delle 4 Eppendorf.

Contiene proteine idrofiliche

Contiene proteine poco idrofobiche lavate via ddampone di lavaggio.

Contiene i residui della soluzione della secondpeporf e quindi qualche
proteina idrofobica.

Contiene la GFP con conformazione a “barile intgrigoiindi sotto raggi
UV appare fluorescente.
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CONCLUSIONE:

Questa per noi € stata un’esperienza molto intenés® anche divertente.

Non capita tutti i giorni di sperimentare una ridmnazione batterica con gli esperti
del Centro di Trieste, i quali sono stati moltopdisibili e pazienti.

Se questa relazione vi ha interessato e incuriesituguriamo di ripetere la stessa
nostra esperienza.



