
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-typeIII-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 

Solo per uso didattico - vietata la riproduzione o la vendita



Estrazione RNA utilizzando Trizol

Valutazione della concentrazione dell’RNA   
Leggo 2 µl in 1ml H2O (RNA diluito 1:500)

Lettura allo spettrofotometro= 0,05 OD
Fattore di conversione: 1OD=40µg RNA / ml

Valuta la concentrazione dell’RNA nella tua provetta esprimendola in µg/µl:

Quanti µl devo prendere per avere 1 µg?



Reazione di retrotrascrizione
Reazione di retrotrascrizione: compila il protocollo, conoscendo la 

concentrazione degli stock e la concentrazione finale

- 10’ 25°C
- 90’ 37°C o 42°C (vedi enzima)
- 10’ 95°C

stock 1 campione concentrazione finale

RNA  µl 1 µg/reazione

Buffer                        5x µl 1x

BSA acetilata      1 µg/µl  µl 0.1 µg/ µl

Triton 1% µl 0.05%

dNTPs 10mM µl 0,5mM

Esanucleotidi 50 µM µl 7.5 µM

RT                       200u/µl µl 200u/reazione

RNAsin 33u/µl µl 33u/reazione

Acqua qb a 25µl µl

Totale 25 µl



NaCl 5M 0,5 M

Volume totale 25 µl

Concentrazione stock Concentrazione finale desiderata

Fattore di diluizione

Quante volte voglio diluire il reagente?



NaCl 5M 0,5 M

Volume totale 25 µl

Concentrazione stock Concentrazione finale desiderata

Fattore di diluizione

Quante volte voglio diluire il mio ingrediente?

5:0,5= 10 volte = fattore di diluizione

Il volume è 25 µl, quanti µl devo mettere?



NaCl 5M 0,5 M

Volume totale 25 µl

Concentrazione stock Concentrazione finale desiderata

Fattore di diluizione

Quante volte voglio diluire il mio ingrediente?

5:0,5= 10 volte = fattore di diluizione

Il volume è 25 µl
Voglio diluire 10 volte il mio ingrediente nel volume finale della soluzione
Metterò 1/10 del volume finale

25 µl :10=2,5 µl



Tris HCl 1M 200 mM

Volume totale 25 µl

Concentrazione stock Concentrazione finale desiderata

Fattore di diluizione

- Quanto TrisHCl devo mettere?



Reazione di retrotrascrizione
Reazione di retrotrascrizione: compila il protocollo, conoscendo la 

concentrazione degli stock e la concentrazione finale

stock 1 campione concentrazione finale

RNA  µl 1 µg/reazione

Buffer                        5x µl 1x

BSA acetilata      1 µg/µl  µl 0.1 µg/ µl

Triton 1% µl 0.05%

dNTPs 10mM µl 0,5mM

Esanucleotidi 50 µM µl 7.5 µM

RT                       200u/µl µl 200u/reazione

RNAsin 33u/µl µl 33u/reazione

Acqua qb a 25µl µl

Totale 25 µl

NB Le unità di misura delle concentrazioni posso essere diverse!!!!
Non c’è solo la molarità, ma anche la %, le unità, ecc…



-A- Quale controllo devo fare per poter poi verificare, con la PCR, che l’RNA non sia 
contaminato da DNA? 
-B- Quale controllo devo fare per poter poi verificare, con la PCR, che nessuno dei 
reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia contaminato da DNA?

RNA 
campione
da analizzare

Conc. 
finale

RNA  µl 1 µg

Buffer 5x µl 1x

BSA acetilata 1 µg/µl µl 0.1 µg/µl

Triton 1% µl 0.05%

dNTPs 10mM µl 0,5mM

Esanucleotidi 50 µM µl 7.5 µM

RT 200u/µl µl 200u

RNAsin 33u/µl µl 33u

Acqua qb a 25µl µl

Totale 25 µl 25 µl                  25 µl

Controllo A Controllo B



STOCK Conc. finale

cDNA campione da analizzare µl

5x buffer Pfu µl ->  1x

primer senso 10 µM µl -> 250 nM

primer antisenso 10 µM µl -> 250 nM

100%  glicerolo µl ->  5%

10mM dNTPs µl ->  100 µM

Taq polimerasi 1u/ul µl -> 1u

Reazione di PCR

Compila il protocollo, conoscendo la concentrazione degli stock e la concentrazione 
finale

- Per ogni campione, amplifico 5µl di cDNA (prodotto della retrotrascrizione)

H2O µl

totale 50 µl



-C- Quale controllo devo fare  per poter verificare, con la PCR, che nessuno dei reagenti 
utilizzati per la PCR sia contaminato di DNA? 

-A- Quale controllo devo fare per poter poi verificare, con la PCR, che l’RNA non sia 
contaminato da DNA? 
-B- Quale controllo devo fare per poter poi verificare, con la PCR, che nessuno dei 
reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia contaminato da DNA? 

RT

PCR

PCR:

1- 5µl cDNA del campione da analizzare
A-
B-
C-



STOCK campione Ctr A       Ctr B      Ctr C        MIX Conc. finale

cDNA campione da analizzare µl

5 x buffer Pfu µl ->  1x

primer senso 10 µM µl -> 200 nM

primer antisenso 10 µM µl -> 200 nM

100%  glicerolo µl ->  5%

10mM dNTPs µl ->  200 µM

Taq polimerasi 1u/ul µl -> 1u

Reazione di PCR, con TUTTI i controlli
(provate a compilare il modulo, compresa la mix, ma NON inviatemelo!!!!)

- Per ogni campione, amplifico 5µl di cDNA (prodotto della retrotrascrizione)

H2O µl

totale 50 µl



PROTOCOLLO PCR 

5' 94°C

30'' 94°C 
30'' Tm Allawi 30 x
1'    72°C

10'  72°C

∞ 12°C



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA#

Quale controllo manca?



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# +



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# +

- Devo sempre avere un controllo positivo, per verificare che la reazione di 
amplificazione  sia corretta

- Inoltre, se il campione da analizzare dà un segnale negativo, verifico che l’RNA sia 
“buono” amplificando un’altra sequenza con un’altra coppia di primers (ad es. un 
gene “housekeeping” come l’actina)

CBA# +

actina



STOCK campione Ctr A       Ctr B      Ctr C      ctr +    MIX Conc. finale

cDNA µl

5 x buffer Pfu µl ->  1x

primer senso 10 µM µl -> 200 nM

primer antisenso 10 µM µl -> 200 nM

100%  glicerolo µl ->  5%

10mM dNTPs µl ->  200 µM

Taq polimerasi 1u/ul µl -> 1u

Reazione di PCR, con TUTTI i controlli
(provate a compilare il modulo, compresa la mix, ma non inviatemelo)

- Per ogni campione, amplifico 5µl di cDNA (prodotto della retrotrascrizione)

H2O µl

totale 50 µl



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# +

Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA#CBA# ++

Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# CBA#

CBA#CBA#

3 4

+

++

+Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# CBA#

CBA#CBA#

4

+

++

+

Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# CBA#

CBA#CBA#

+

++

+

Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA#CBA#

CBA#

+ +

+

Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA#CBA#

CBA#

+ +

+
Commenta il risultato



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA#

CBA#

+

+

- Quale strategia potete adottare per evitare di amplificare il 
DNA genomico? Pensateci e trovate una soluzione

CBA# +



Coda di poliA

RT (trascrittasi inversa)

cDNA

1 2 3mRNA

PCR

RT-PCR

4 5 6 7 ...

Promotore
Esone1

Esoni 2,3,4 ...

Introne1

RNA polimerasi
1 2 3 4DNA 

genomico

RNA 1 2 3 4

maturazione dell’RNA (splicing)



-#- campione da analizzare
-A- controllo per verificare che l’RNA non sia contaminato da DNA
-B- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la retrotrascrizione sia 
contaminato da DNA
-C- controllo per verificare che nessuno dei reagenti utilizzati per la PCR sia 
contaminato di DNA

CBA# +

- Disegno i primers su due esoni molto lontani (separati da un introne lungo 
almeno 1000bp, ma possibilmente anche di più) per evitare che durante la 
reazione il DNA genomico venga amplificato.

CBA# +



PCR

Come posso ottenere la mappa esoni-introni?

Coda di poliA
1 2 3mRNA 4 5 6 7 ...

Promotore
Esone1

Esoni 2,3,4 ...

Introne1

RNA polimerasi
1 2 3 4DNA 

genomico

RNA 1 2 3 4

maturazione dell’RNA (splicing)



- di molti geni si può trovare la mappa esoni-introni nel sito ncbi o in ensemble 
già fatta

- se non la trovate, per ottenere la mappa: 

- allineate la sequenza che avete ottenuto della NRG1 con la sequenza  
genomica di ratto 
- otterrete una serie di allineamenti dall’esone più lungo all’esone più corto; 
impostate il programma in modo che gli allineamenti siano ordinati a partire 
dallo start della query
- calcolate le dimensioni degli introni che separano i diversi esoni sottraendo 
le coordinate delle corrispondenti regioni genomiche

























- Identificate sulla vostra sequenza teorica della NRG1 la 
localizzazione dei diversi esoni e calcolate le dimensioni 
degli introni


