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                                            DNA FINGERPRINTING  protocollo
Accendere bagnetto riscaldante. Infilarsi i guanti in latice e camice.
1^ FASE: preparazione del Tampone TAE.

Il tampone deve essere 1x ma viene fornito generalmente concentrato 50x.

Sono necessari 275 ml per ogni piastra e 50 ml per ogni gel quindi 1200mL 1x di tampone sono sufficienti per preparare tre piastre.
2^ FASE: preparazione del Gel di Agarosio e delle celle elettroforetiche.
La concentrazione del gel richiesta per questa esperienza è dell’1% (1gr di polvere di agarosio in 100ml di tampone TAE 1x)
1 cella elettroforetica 7x10 richiede 50 ml di soluzione per il gel e 275ml di tampone per copertura.
Preparare 200 ml di soluzione di agarosio usando una beuta.
sciogliere la polvere nel microonde senza far bollire togliendo la beuta dal forno e roteando di tanto in tanto per sospendere la polvere e finché non diventa trasparente

lasciar raffreddare fino a 60°,

l’insegnante aggiunge Bromuro di etidio sotto cappa 2μl per 100 ml di gel.

Preparare le piastre elettroforetiche usando nastro adesivo e mettendole in piano usando la bolla.

inserire delicatamente i pettini nella piastra, versare lentamente il gel nelle piastre fino ad uno spessore di circa 0,8 cm fino a coprire quasi completamente i denti del pettine.

3^ FASE: idratazione DNA e miscela di enzimi.
Per reidratare i campioni di DNA/tampone aggiungere 200μL di acqua sterile ad ogni fiala di DNA liofilizzato e scuoterla per risospendere il contenuto. Lasciare passare 5-10 min a temperatura ambiente finchè non sono completamente sciolti. Può essere necessario riscaldare delicatamente a 37° per qualche minuto. .0
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Per reidratare la miscela enzimatica costituita da EcoRI e PstI (Escherichia coli e Providencia stuartii), aggiungere 750 μL di acqua sterile e scuotere per risospendere gli enzimi. Lasciare passare 5 – 10 min mantenendo su ghiaccio
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4^ FASE: digestione enzimatica 45’
Contrassegnare sul tappo con pennarello indelebile le 6 eppendorf con i numeri da 1 a 5 ( 5 indiziati)e una con “c”(colpevole). Settare le micropipette su 10μL e prepararsi ad allestire la miscela per la digestione enzimatica:
· Prelevare 10μL da ciascun campione di DNA e trasferire nella rispettiva eppendorf (indiziato n 1 nella eppendorf n 1 e così via…) CAMBIARE OGNI VOLTA IL PUNTALE. Assicurarsi che il campione venga depositato sul fondo della provetta.
· Pipettare 10μL di miscela di enzimi sul fondo di ciascuna provetta. CAMBIARE OGNI VOLTA IL PUNTALE

· Chiudere bene le provette e mescolare dando leggeri colpetti alle provette con un dito e battendo delicatamente sul banco. Centrifugare a impulsi 2 o 3 volte.

· Porre le provette nel bagnetto riscaldante e incubare per 45’
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5^ FASE: allestimento delle piastre per corsa elettroforetica e caricamento campioni DNA nei pozzetti. Corsa elettroforetica 30’.

· Sfilare delicatamente i pettini e lavarli.
· Dopo aver tolto il nastro adesivo dal gel adagiarlo delicatamente nella cella  controllando che i pozzetti siano vicino all’elettrodo nero (-), dopodiché riempire la cella con tampone TAE precedentemente preparato fino a coprire completamente i pozzetti con uno spessore di 1 o 2 mm.
· Tirare fuori i campioni dal bagnetto e colorarli con il colorante di carica “LD” il cui scopo è quello di rendere visibile l’andamento della corsa. Aggiungere 5μL di colorante sul fondo di ogni provetta CAMBIANDO OGNI VOLTA IL PUNTALE. Dare 2 o 3 impulsi di centrifuga.
· Ora i campioni sono pronti per la corsa elettroforetica pertando, USANDO UN PUNTALE NUOVO ogni volta, caricare, con mano ferma e mente serena?!, 20μL di ciascun campione, partendo da “c” e a seguire 1, 2, 3 ecc. in ciascun pozzetto della cella.      (10 frustate a chi buca il pozzetto!)

· Posizionare il coperchio della cella: rosso con rosso e nero con nero; collegare gli elettrodi  con l’alimentatore di corrente, rosso con rosso e nero con nero; accendere l’alimentatore e far correre l’elettroforesi a 100 volt per 30’.
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6^ FASE: osservazione delle bande e interpretazione dei risultati

A corsa ultimata e cioè quando la banda blu del colorante “LD” ha raggiunto i due terzi della cella, spegnere la corrente, togliere delicatamente il coperchio e rimuovere con attenzione il gel e la sua vaschetta dalla scatola. ATTENZIONE: il gel è molto scivoloso, fragile e velenoso per via del bromuro di etidio: usare sempre i guanti. Far scivolare il gel su un foglio di domopak trasparente e appoggiarlo sulla lampada UV. Accendere la lampada e…se siete stati bravi e fortunati , noterete le bande fluorescenti dei frammenti di restrizione. Paragonando i diversi patterns degli indiziati con il DNA del colpevole sarete in grado di stabilire chi è il colpevole.
