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                                             IL SEQUENZIAMENTO DEL DNA
Il sequenziamento del DNA è la determinazione dell'ordine dei diversi nucleotidi (quindi delle quattro basi azotate che li differenziano, cioè Adenina, Citosina, Guanina e Timina) che costituiscono l'acido nucleico.
Sono state ideate diverse strategie per ottenere la sequenza nucleotidica del DNA, noi vedremo la PCR e l’ Elettroforesi.
                                                                 PCR
La PCR o reazione di amplificazione a catena è una tecnica che permette di amplificare una specifica sequenza di DNA milioni di volte in poche ore. La tecnica è stata inventata nel 1983 da Kary Mullis che ricevette per questo il premio Nobel per la chimica. La PCR sta rivoluzionando molte aree della ricerca in genetica, quali la diagnosi delle malattie genetiche, lo studio dei genomi e dell’evoluzione molecolare. In una cellula che sta per dividersi, la duplicazione del DNA implica una serie di reazioni mediate da enzimi specifici, che portano alla formazione di una copia fedele dell’intero genoma. Uno dei passaggi essenziali di questo processo è la formazione di un innesco (primer) per l’attacco dell’enzima DNA polimerasi, la quale poi produce il nuovo filamento di DNA, complementare a quello preesistente. La sintesi consiste nel concatenamento dei nucleotidi a partire da precursori liberi. La PCR consiste nella ripetizione in provetta di questi passaggi per numerosi cicli. Gli elementi essenziali della reazione, ovvero:
 • i primer
 • i precursori 
• l’enzima DNA polimerasi 
• il DNA da duplicare,
 devono essere introdotti nella reazione dallo sperimentatore. Durante la PCR, per separare le molecole del DNA in singoli filamenti, si aumenta la temperatura; e delle brevi sequenze di DNA, sintetizzato artificialmente a singolo filamento (20-30 nucleotidi), vengono usate come primers. Due diverse sequenze di primers sono utilizzate per permettere l’amplificazione della regione bersaglio; un primer è complementare a un filamento di DNA all’inizio della regione bersaglio; un secondo primer è complementare all’altro filamento, alla fine della regione bersaglio. Per effettuare una reazione di PCR, una piccola quantità di DNA contenente il bersaglio è aggiunta a una provetta con una soluzione che contiene: 
• la DNA polimerasi,
 • i piccoli primers oligonucleotidici, 
• i 4 dideossinucleotidi che servono per costruire il DNA, 
• il cofattore MgCl 2. 
La miscela di PCR è sottoposta a una serie di cicli ripetuti che consistono in: 
• Denaturazione del DNA in singoli filamenti (94-96°C)
 • Ibridazione dei primers alla loro sequenza complementare, ad entrambe le estremità delle sequenze (50-65°C) 
• Estensione di ciascuno dei due filamenti di DNA a partire da ogni primer, mediante l’enzima DNA polimerasi (72°C) Man mano che l’amplificazione procede, la sequenza di DNA compresa tra i 2 primer raddoppia dopo ogni ciclo. Dopo 30 cicli si ottiene un’amplificazione teorica di un fattore di un 1.000.000.000. Due importanti innovazioni hanno reso possibile l’automazione della PCR. È stata isolata una DNA polimerasi termoresistente dal batterio Thermus aquaticus. Questo enzima detto “Taq” DNA polimerasi, resta attivo nonostante i ripetuti aumenti di temperatura nei vari cicli; Sono state inventate delle macchine (DNA thermalcycler) nelle quali un computer controlla i ripetuti cambiamenti di temperatura richiesti per la PCR.

                                                                   ELETTROFORESI
I frammenti di DNA si separano mediante elettroforesi su gel
Per separare i frammenti di DNA dopo il taglio con gli enzimi di restrizione si utilizza un gel di agarosio , un polisaccaride che si ricava dalle alghe.
Il gel è posto in uno stampo di forma rettangolare; a una delle estremità del gel si trovano delle piccole cavità verticali chiamate pozzetti, allineate a formare una fila. Ogni campione, composto da una miscela di frammenti di DNA e colorato con una sostanza blu, viene deposto in un pozzetto, quindi si applica al gel un campo elettrico, con il polo negativo posizionato vicino ai pozzetti e il polo positivo all’estremità opposta.
A pH neutro, il DNA è carico negativamente grazie alla presenza dei gruppi fosfato; poiché le cariche opposte si attraggono, i frammenti di DNA migrano verso il polo positivo del campo elettrico. Il gel funziona da «setaccio molecolare»: le molecole piccole, infatti migrano attraverso l’agarosio più velocemente di quelle grandi. Dopo un certo intervallo di tempo si interrompe la corrente elettrica e si esamina la distanza percorsa dai frammenti; per visualizzare il DNA si usa un colorante che diventa fluorescente quando viene esposto alla luce ultravioletta.
I frammenti si presentano come bande e possono essere esaminati o rimossi singolarmente.
A COSA SERVE L’ELETTROFORESI SU GEL?
L’elettroforesi su gel ci fornisce principalmente due tipi di informazione:
1)La dimensione dei singoli frammenti:
Per determinare le dimensioni dei frammenti si pone, in un pozzetto di fianco al campione, un marcatore                         cotituito da DNA di dimensioni note, che serve come standard di riferimento.
2)La presenza di determinate sequenze di DNA.
Una sequenza nota può essere messa in evidenza all’interno del campione mediante l’uso di una sonda di DNA marcata con una sostanza radioattiva. Il campione di DNA viene denaturato (cioè despiralizzato e separato in filamenti singoli) quando è ancora nel gel e immobilizzato. In seguito, il campione viene esposto a una sonda a DNA a singolo filamento contenente una sequenza complementare a quella cercata. Se nel campione di DNA è presente la sequenza che ci interessa, la sonda si unirà ad essa. A ibridazione avvenuta, una macchia di radioattività indicherà il punto in cui la sonda ha intercettato la sequenza di DNA desiderata, mentre le sonde che non si sono legate rimarranno nella soluzione. È quindi possibile prelevare la porzione di gel corrispondente alla zona che contiene il frammento cercato (per dimensione o sequenza) e poi estrarre dal gel il frammento di DNA allo stato puro.
  
