Esperienza 2: gli enzimi di restrizione

Gli enzimi di restrizione sono delle proteine siizteate dai batteri per proteggersi dalle infezioni
virali (batteriofagi). Questi enzimi tagliano il D®Nvirale in punti specifici. Questo meccanismo di
resistenza ai batteriofagi, denominata restrizifmestudiata da W. Arber all’'Universita di Ginevra
negli anni '60. Egli ottenne, con D. Nathans e Hit§, il premio Nobel di Medicina nel 1978 per
la scoperta e le applicazioni degli enzimi di regine.

Soggetti enzimi di restrizione, taglio del DNA, separaaograzie all’elettroforesi sul gel di
agarosio, complessita dei genomi, carte di restizi
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Introduzione

Quando i batteriofagi infettano un battere, essettmil suo DNA. Senza sistema di difesa adatto, i
batteriofagi potrebbero riprodursi e dunque listrbattere. Per resistere a questa infezione, il
battere sintetizza gli enzimi di restrizione cheanimentano il DNA virale sconosciuto.
Parallelamente, il battere possiede delle metitzegbaci di modificare (metilare) il loro DNA per
non essere riconosciuti dagli enzimi di restrizione

Oggi sono disponibili in commercio molte centindiaenzimi di restrizione. Questi enzimi fanno
parte degli strumenti (forbici molecolari) indisamili ai biologi molecolari. Questi strumenti
permettono di tagliare il DNA per isolare alcurarfimenti, per costruire delle carte genetiche (carte
di restrizione), per creare delle nuove combinazibrdNA, ecc. Gli enzimi di restrizione hanno
permesso I'avvenimento della biologia molecolare.

Il nome di un enzima di restrizione indica la suigioe: Sau3A proviene dé&taphylococcus aureus

3A, BamHI proviene daBacillus amyloliquefaciens H, EcCoRI proviene daEscherichia coli, Mspl
proviene da Moraxella species, Kpnl proviene daKlebsiella pneumoniae. Questi enzimi
riconoscono e tagliano delle sequenze di nucleatidito specifiche chiamate siti di restrizioni.
Questi siti sono solitamente palindromici, sarelabelire che essi sono composti di sequenze
nucleotidiche identiche sulle due catene, ma c@ntazioni antiparallele.

Schema rappresentante il taglio delle due Esempdb taglio fatto da diversi
catene di DNA fatto dall'enzimaEcoRI. enzimi di restrizioni.
DNA a doppia elica Enzima di restrizione Sito di restrizione Risultati dopo il taglio
1 L’enzima di restrizione 3 i EcoRI
¢ in contatto col DNA. *-*-{'F}' .
L 1R]NS GRATTC > G AATTC
CTTAA CTTAA G
Mspl
2 L’enzima di restrizione 5 ﬁ| = g%g > gGC CG%
si lega a una sequenza QF1 9 HI
specifica sul DNA. 'l Tlﬁ‘I A
EcoRV
GATATC GAT ATC
CTATAG + CTA TAG
3 L’enzima di restrizione —
taglia le due catene del :.\[ﬂ.;.T i Kpnl
DNA in punti precisi. c T.a Al i CGTACE GGTRC .
CATGG -> Cc CATGG
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4 L’enzima si libera del H HIIEE |

DNA, che ora & frammentato
in due pezzi.

A dipendenza del numero di nucleotidi riconoscilienzima di restrizione taglia il DNA piu o
meno frequentemente. Per esempio, per questa esperiutilizzeremo due enzimi diversi che
riconoscono rispettivamente 4 e 6 nucleotMispl (CCGG) eBamHI (GGATCC). Mediamente
questi due enzimi tagliano il DNA tutte le 256 (4&)4096 (46) paia di basi. Le estremita dei
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frammenti ottenuti possono essere formate da diemeali lunghezza uguale, chiamate estremita
piatte (blunt ends) o presentare una catena pigalwell’altra. In questo caso le estremita sono
chiamate estremita coesive (sticky ends). Il madagliare dipende dall’enzima di restrizione.
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L’'esperienza

I DNA usato in questa esperienza € quello deirpldsche utilizziamo nel nostro laboratorio. |
plasmidi sono dei DNA circolari, relativamente mbtc Il plasmide pUC19 conta circa 2600
nucleotidi. Esso serve da “vettore” per clonareg#ii. Il plasmide pUC19-TIF1 contiene in piu un
frammento di DNA di lievito di circa 5800 pb (pai& basi). Per avere un paragone, il DNA del
batteriofagoX (lambda) € piu grande (circa 50'000 pb, 50 kpb)}romosoma di un battere
(Escherichia coli) contiene 3'500'000 pb (3'500 kpb), il genoma lgelito (2 x 16 cromosomi)
contiene 2 x 14'000'000 pb (14'000 kpb) e i 2 xx&8nosomi di un essere umano contengono 2 X
3'000'000'000 pb (6'000'000 kpb). In lunghezza, @risponde a 1,4 mm per il cromosoma
batterico, 4,3 mm per i cromosomi del lievito e et i cromosomi umani.

Schema dell’esperienza:

1 I1 DNA & mescolato con un 2 T campioni sono posati su gel 3 Uncampo elettrico permette 4 Alla fine della migrazione,
enzima di restrizione. Gli di agarosio. di far migrare e separare i il gel di agarosio & posato
eppendorf sono allora incubati frammenti di DNA. sulla luece blu. Un filtro
a 37°C per permettere il taglio arancione permette di
del DNA. — visualizzare i frammenti

= di DNA. 11 gel pud cosi
ooy 2 essere fotografato.

Gel d"agarosio
Filtro arancione

7907 LT

iy

Luce blu
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Protocollo

Siccome pipettare e difficile e impiega molto temeaneglio che 4 gruppi digeriscano il plasmide
pUC19 (eppendorf 1, 2, 3) e gli altri 4 gruppi digeano il plasmide pUC19-TIFI (eppendorf 4, 5,

6).

1) Digestione:

2)

Numerare 6 eppendorf.
Aggiungere gli elementi come descritto nella tadbglli sotto (i volumi sono inl).

UC19- Tampon de
HO |pUC19 |P TIF] digesgon 105 | BamHI | Mspl
tubel | 12.5 1 - 1.5 - -
tube 2 11.5 1 - 1.5 1 -
tube 3 8.5 4 - 1.5 - 1
tube 4 12.5 - 1 1.5 - -
tubes | 115 - 1 1.5 1 -
tube 6 8.5 - 4 1.5 - 1

Attenzione: lasciare gli enzimi sul ghiaccio e @samna punta nuova ogni volta che si
pipetta.

Mescolare pipettando 3-4 volte.
Incubare la reazione a 37°C 30-60 minuti.

A ogni tappa € possibile congelare le reazionirginaare I'esperienza la volta seguente.
Preparazione del gel di agarosio:

Durante la digestione, preparare il gel d’agaro§aesto gel € una matrice che permette di
separare le molecole di DNA in un campo elettricobase alla taglia. 1 frammenti piccoli
migrano piu velocemente di quelli grandi. La conagione di agarosio si sceglie in funzione
della taglia dei frammenti da separare. Per questgerienza, utilizziamo un gel a 1,5%
d’agarosio.

Pesare 1,05 g d’agarosio e metterlo in un erlenmagy50 ml.

Aggiungere 70 ml di tampone per elettroforesi (TB&

Fare bollire (forno a microonde, placca riscaldanbecco Bunsen).

Lasciare raffreddare il liquido (a circa 60°C).

Mettere i guanti di protezione.

Aggiungere 7ul di SYBR-safe (intercalante che permette di viszare il DNA) e
mescolare agitando I'erlenmeyer.

Versare l'agarosio nella vaschetta preparata conpatiine per formare i pozzetti
(attenzione, se I'agarosio e troppo caldo, il cotee dell’elettroforesi si deformal).

Le vaschette per I'elettroforesi possiedono decqlicblocchi in plexiglas per proteggere gli
elettrodi. Spesso i contenitori sono deformatb#cchi non entrano piu. Basta dunque tagliare,
dopo solidificazione, una piccola lamella d’agaodsi alto e in basso per liberare gli elettrodi.

Quando il gel e freddo e solido, aggiungere un tamepd’elettroforesi (TBE 1x) nel
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3)

4)

Mettere i guanti e togliere delicatamente il pettin

Migrazione dei campioni sul gel d’agarosio:

Recuperare gli eppendorf.

Aggiungere 2ul di tampone di tampone di caricamento (blu). Qaiesbluzione densa
permette di depositare correttamente i campionpoeketti. Essa contiene un colorante blu
che serve a seguire la migrazione dei campioninder&lettroforesi.

Caricare il gel mettendo @ di marcatore nel primo pozzetto e (I7di digestione negli altri
pozzetti.

Accendere il trasformatore. Le molecole di DNA saramicate negativamente dai gruppi
fosfati. (Attenzione alla polarita: la migrazioridasdal nero al rosso!).

Gel d’agarosio ] .
Buchi dove mettere

/ il campione
O — /
mmm | ANNNNNNNNNNNNANNY

il B A A AN
[ MWMWR—J——’ Frammenti di DNA

Campo elettrico

V| — | vwwn
@

Far migrare a 100V.

Fermare il trasformatore quando il blu di migraaa@ariva a circa 1 cm dal fondo del gel.
Mettere i guanti e prendere il gel. Disporre sudmpada blu e mettere sopra il filtro
arancione per visualizzare i frammenti di DNA.

Fare una foto.

Analisi dei risultati:

Osservare le carte di restrizione.

Osservare i frammenti ottenuti. Localizzarli suflarta di restrizione. Alcuni hanno una
taglia troppo simile per essere separati sul gagja’osio. | frammenti troppo piccoli non
sono visibili sul gel a 1,5% d’agarosio.

| plasmidi non digeriti hanno delle forme partiadiehe non migrano come il DNA lineare.
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IMspl
Mspl

Mspl Mspl
BamH Mspl
Mspl
Mspl
Mspl Msp!
Mspl
puC-19 Mspi:- pUC19-TIF
_ 2686 pb .
Mspl P 8297 pb

" Mspl

Mspi Msp]

Mspl BamHI

Mspl
. Fi
I | Mspl Mspl | Vel
Mspl Mspl Mspl
Digestion '}I;‘;:::n‘:: Taille (ph) Digestion I}I&r;lrl;r:“c:: Taille (ph)
5611
BamHI 1 2686 BamHI 2 2686

501 147 26 1550 489 147
489 111 1113 404 110
404 110 1101 331 67
M 12 331 67 Mspl 1 842 278 34
242 34 838 242 34
190 34 501 190 26

Carte di restrizione dei plasmidi pUC19 e pUC19-TIFI(per i sitiMspl e BamHI). Il numero e la taglia dei
frammenti ottenuti dopo la digestione con gli eniziihrestrizione sono indicati nella tabella. Néagmide
pUC19-TIFI, un framment®BamHI, contenente il gene TIFI del lievito, & statsento nel sitoBamHI del
plasmide pUC19. (ApR: gene di resistenza all’antibo ampicillina ; Ori: origine di replicazione Ide
plasmide ; lacZ: parte alfa del gene batterico Jaifiante per I8-galactosidase. La funzione del gene lacZ &
spiegata nell’esperienza di clonaggio). Nel plagmptdC19-TIF, il frammento del lievito (TIF) € ingernel
gene di lacZ. E per questo motivo che il gene lac®parato in due parti (lacZ’ e ‘lacZ). Questoegann &
dunque piu funzionale nel plasmide pUC19-TIFI.
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Taille
en pb

M

pUC19

pUC19-TIF1

Non
digere BamHIl Mspl

Non
digere BamHIl hspl

M

Esempio di un
risultato:

M: marcatore della
taglia. | plasmidi
pUC19 e pUC19-
TIFI, digeriti 0 no
con gli enzimi di
restrizioneBamHI o
Mspl sono stati
separati sul gel
d’agarosio. Da
notare che i plasmidi
digeriti hanno delle
forme particolati che
non migrano come |l
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Materiale

- Pipette automatiche (P20) e punte.
- Pipette automatiche (P200) e punte.
- Eppendorf.

- Apparecchio per I'elettroforesi.

- Blocco di riscaldamento.

- Tampone per elettroforesi (TBE 1x).
- Agarosio.

- Soluzione di SYBR-safe.

- Enzima di restrizion®amHl.

- Enzima di restrizion&lspl.

- Tampone di restrizione 10x.

- Tampone di caricamento.

- DNA pucCi9.

- DNA pUC19-TIFI.

- Marcatore della taglia.

- Acqua sterile.

- Propipette.

Stoccaggio del materiale:

Gli enzimi di restrizione sono stoccati in congetat (-20°C). Gli eppendorf sono messi sul
ghiaccio per il prelevamento durante I'esperienzgoeo messi in congelatore dopo averli usati.
Solo gli eppendorf di digestioni che contengondNA e I'enzima (o il DNA solo) sono incubati a
37°C.

I SYBR-Safe & stoccato in frigo (4°C). Bisogna ltedo dal frigo circa 30 minuti prima
dell'utilizzazione cosi la soluzione sara ben sidub

Il marcatore, il tampone di restrizione 10x e thf@one di caricamento sono stoccati in congelatore
(-20°C), decongelati e tenuti a temperatura ambidotante I'esperienza.

I DNA é tenuto in congelatore (-20°C), decongelattenuto a temperatura ambiente e rimesso a -
20°C dopo l'utilizzazione.

Il resto del materiale puo essere tenuto a temy@raimbiente.
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