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Il funzionamento della PCR
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La reazione a catena della Polimerasi:
PCR: polymerase chain reaction

Si basa sulla esecuzione ciclica ripetuta piu volte delle fasi di:
-denaturazione (denaturation)

-ibridazione (annealing)

-sintesi (extension) del DNA complementare allo stampo

utilizzando 2 primers complementari alle sequenze esterne (a
sinistra ed a destra) del pezzo di DNA che si desidera amplificare.

Poiché la denaturazione richiede alte temperature, si utilizza un
enzima termoresistente, la Tag DNA polimerasi (dal micro-
organismo termofilo Termophylus aquaticus).
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Small DNA fragment moves further
through gel than large fragment
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Place mixture in the weall of
an agarose or polyacrylamide
gel. Apply electric field
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 la PCR puo essere effettuata su DNA genomico,

- per identificare un determinato individuo (medicina legale)
- per identificare la presenza di un determinato
microorganismo (ad es. un microorganismo patogeno)

- per individuare eventuali mutazioni

- per clonare regioni genomiche

* la RT-PCR consente di amplificare solo | geni che vengono
trascritti: la PCR utilizza come substrato il cDNA che e stato
ottenuto mediante trascrizione inversa (RT) di un mRNA

-> |a RT-PCR ci da informazioni sui geni che vengono
trascritti da un determinato tipo cellulare, in un determinato
momento

- puo essere utilizzata per clonare regioni codificantsi



