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Come disegnare primers con Annhyb
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primer antisenso
(DO NOT create oligo with the clipboard sequence, 
dovete fare “copia e incolla” in questa casella)

primer senso 
(create oligo with the clipboard sequence)
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PROGETTO DETTAGLIATO BIOTECNOLOGIE CELLULARI 

1 - Studio delle sequenze presenti in banca dati riguardanti la NRG1-typeIII-beta 3 
2 - Scelta dei primers per amplificare la NRG1-typeII I-beta 3 di ratto (tenendo 
conto del fatto che poi la cloneremo in frame in un vettore esprimente la GFP).
3 - RT-PCR
4 - Clonaggio di NRG1-typeIII-beta 3 in vettore pCR-bluntII-TOPO
5 - Sequenziamento
6 - Subclonaggio in vettore di espressione pEGFP-C3 (proteina ibrida NRG-EGFP)
7 - Subclonaggio in vettore di espressione pIRES-puro2
8 - Subclonaggio in vettore di espressione con coda FLAG per identificazione della 
proteina
9 - Subclonaggio di NRG1-typeIII-beta3 in vettore virale adenoassociato pAAV-MCS
10 - Subclonaggio di NRG1-typeIII-beta3-FLAG in vettore virale adenoassociato pAAV-
MCS

NB Per ogni clonaggio e sub-clonaggio studio delle digestioni enzimatiche che 
consentono di verificare il corretto orientamento dell’inserto, con previsione delle bande 
attese in caso di clonaggio senso o antisenso 
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STOPATGD E F Grat

I PCR

II PCR (nested)

S
olo per uso didattico -

vietata la riproduzione o la vendita



http://www.invitrogen.com/
Vettore di clonaggio del prodotto di RT-PCR
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Clontech

Vettore di espressione per 
ottenere proteina ibrida
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- Quale vettore devo usare per avere la GFP nella regione citoplasmatica?

NG
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?
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❋ per semplicità non faremo due cicli di PCR, ossia una PCR seguita da una “nested”
PCR, bensì una sola reazione: scegliete dunque una sola coppia di primers per 
amplificare

❋ tenete conto del fatto che la NRG1-III-beta 3 andrà poi clonata in frame a valle di 
EGFP nel vettore pEGFP-C3: nel primer al 5’ inserite un sito di restrizione che faciliti il 
clonaggio  e mantenga il frame di lettura

❋ i siti di restrizione devono essere entrambi compatibili con il multiple cloning site del 
vettore pEGFP-C3 e non devono tagliare la NRG1…
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TAC AAG TAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG 

❋ Attenzione al frame di lettura ❋

Esempio: decido di inserire il sito EcoRI nel primer a monte :

EGFP

EcoRI

Così otterrò:

TAC AAG TAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CNN NNN NNN NNN ATG NNN 

EGFP NRG1linker

Altro enzima di restrizione

Dovrò fare attenzione alle triplette codificanti la NRG1 e fare in modo che il sito per 
l’enzima di restrizione sia inserito nel primer in modo da mantenere le triplette di 
EGFP in frame con l’ATG della NRG1 (l’ATG può anche non essere compreso nel 
primer, bensì molte basi dopo:

Es:  5’- GA ATT CNN NNN NNN NNN ATG NNN NN-3’
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❋ i siti di restrizione che metterete non devono tagliare né dentro l’inserto, né il vettore 
per il sub-clonaggio (fate l’analisi della mappa di restrizione dei vettori e dell’inserto con 
neb cutter: fate la lista degli enzimi che non tagliano e cercate fra questi quelli presenti 
nell’MCS del vettore con la GFP)

❋ le coppie di primers devono soddisfare i seguenti criteri:

1- avere Tm simile (circa 55°C calcolati col metodo Allawi)
2- finire con G o C 
3- avere un contenuto di G e C pari almeno al 50%
4- non formare strutture secondarie (con Annhyb: tools -> test for dimers and hairpin
loops, evitare 5 tacche di seguito)
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TAC AAG TAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CNN NNN NNN NNN ATG NNN 

NRG1EGFP linker

❋ provate a tradurre in aminoacidi le triplette fra l’EGFP e la NRG1: non devono 
essere presenti STOP
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Per l’analisi di restrizione e l’identificazione degli ORF potete utilizzare il 
sito NEB cutter:

http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php

Per tradurre una sequenza nucleotidica in aminoacidi potete utilizzare 
Annhyb, ma questo programma è consigliato soprattutto per disegnare i 
primers (verifica che i due primers non formino loop, omodimeri o 
eterodimeri, 5 tacche successive indicano un legame forte) 

http://www.bioinformatics.org/annhyb/
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