La tecnologia
del DNA ricombinante

La tecnologia del DNA ricombinante, detta pure clonazione dei geni o clonazio-
ne molecolare, & un termine generico che si riferisce a numerosi protocolli speri-
mentali che portano al trasferimento di informazione genetica (acido deossiribo-
nucleico, [DNA]) da un organismo a un altro. Non si pud ridurre a un solo in-
sieme di merodi la tecnica applicabile a un simile obiettivo, ma gli esperimenti sul
DNA ricombinante seguono spesso lo schema sotto illustrato (figura 4.1).

« Si estrae il DNA (DNA clonato, inserto di DNA, DNA bersaglio, DNA estra-
neo) dall’organismo donatore, lo si taglia (lo si digerisce) enzimaticamente ¢ lo
si unisce (legatura) con un'altra entitd di DNA (vettore di clonazione) formando
cosi una nuova molecola di DNA ricombinaro (costrurro vettore di clonazio-
ne-inserto di DNA, costrutto di DNA).

* Questo costrutto vettore di clonazione-inserto di DNA viene trasferito ¢ man-
tenuto dentro una cellula ospite. Lintroduzione di DNA in una cellula ospire
di natura batterica si dice trasformazione.

« Si identificano ¢ si selezionano (si separano, si isolano) le cellule ospiti che han-
no assunto il costrutto di DNA (cellule trasformate) da quelle che non lo han-
no assunto.

* Ove occorra si pud preparare un costrutto di DNA tale che il prodotto pro-
teico codificato dalla sequenza di DNA clonato venga prodotto dalla cellula
ospite.

La tecnologia del DNA ricombinante si & sviluppata dalle scoperte della bio-
logia molecolare, dell’enzimologia degli acidi nucleici ¢ della genetica molecolare
sia dei virus batterici sia degli elementi di DNA extracromosomico (plasmidi). La
tecnologia del DNA ricombinante non esisterebbe, perd, se non si disponesse di
enzimi (enzimi di restrizione, endonucleasi di restrizione) che riconoscono sequenze
specifiche del DNA a doppio filamento e che tagliano entrambi i filamenti del
DNA in corrispondenza di tali sequenze.

Le endonucleasi di restrizione
Ai fini della clonazione molecolare & necessario tagliare ripetutamente in fram-

menti distind e riproducibili sia il DNA di partenza, che contiene la sequenza ber-
saglio, sia il vettore di clonazione. Costringendo il DNA cromosomico isolato a
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Figura 4.1 |l procedimento di clonazio-
ne del DNA ricombinante. Si separa dal-
I'organismo di partenza un segmento di
DNA mediante un‘endonucleasi di restri-
zione e lo si insensce in un vettore di clo-
nazione. Poi si introduce il costrutto vet-
tore di clonazione-inserto di DNA nelle
cellule ospiti bersaglio, identificando e cok
tivando le cellule che portano il costrutto.
Se occorre, il gene clonato sara espresso
nella cellula ospite e la sua proteina sara
prodotta e raccolta.
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passare per un ago a lume sottile oppure sottoponendolo a sonicazione si otten-
gono segmenti di DNA a doppio filamento lunghi da 0,3 a 5 kb (migliaia di cop-
pie di basi). Sfortunatamente un procedimento siffatto induce la segmentazione a
" caso, per cui, ogni volta che si tratta un campione di DNA, si genera un insieme
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di frammenti differente. La clonazione molecolare ¢ divenuta possibile solo dopo
la scoperta di enzimi barterici capaci di tagliare le molecole di DNA, internamen-
te, in corrispondenza di determinate sequenze di coppie di basi. Gli enzimi sud-
detti si chiamano endonucleasi di restrizione di tipo II.

Una delle prime endonucleasi di restrizione di tipo II a essere caratterizzata &
stata quella del batterio Escherichia coli, denominata EcoRI. Lenzima si lega a una
regione del DNA contenente una specifica sequenza palindromica (in questa re-
gione i due filamenti, letti secondo la stessa polarita, per esempio da 5 a 3", sono
identici) di 6 coppie di basi (bp) e taglia tra i residui di guanina e di adenina di
ciascun filamento (figura 4.2). Esso scindé specificamente il legame internucleoti-
dico tra l'ossigeno del carbonio 3' dello zucchero di un nucleotide ¢ il gruppo fo-
sfato legato al carbonio 5" dello zucchero appartenente al nucleotide adiacente. La
scissione del DNA, sfalsata simmetricamente, produce due estremita complementari
a un solo filamento, ciascuna estendentesi per quattro nucleotidi. Cosi stando le
cose, ciascun prolungamento a un filamento termina con un gruppo fosfato 5’
mentre il gruppo ossidrile 3’ del filamento opposto & retratto.

Oltre a EcoRI sono state isolate centinaia di endonucleasi di restrizione di tipo
11 da vari ceppi batterici. 1| protocollo di nomenclatura di questi enzimi & quello
stesso che vale per FcoR; il genere & indicato dalla lettera maiuscola; le due lette-
re minuscole che seguono individuano la specie. Si omette spesso dal nome la de-
signazione del ceppo ¢ i numeri romani servono a designare I'ordine di cararteriz-
zazione di varie endonucleasi appartenenti allo stesso organismo. Ad esempio, Hpal
e Hpall sono le endonucleasi di restrizione isolate per prima e per seconda, ri-
spettivamente, dall’ Hzemophilus parainfluenzae.

Le sequenze palindromiche in corrispondenza delle quali la maggior parte del-
la endonucleasi di restrizione di tipo II si legano e tagliano la molecola DNA si
chiamano siti di riconoscimento. Alcune endonucleasi di restrizione digeriscono
(scindono) il DNA lasciando prolungamenti fosfato 5" (estremita sporgenti, estre-
mita coesive), alcune lasciano prolungamenti ossidrile 3’ e alcune tagliano I'ossa-
tura di entrambi i filamenti all’interno del sito di riconoscimento, producendo mo-

Figura 4.2 Taglio simmetrico e sfalsato di un bre-
ve frammento di DNA ad opera dell'endonudeasi
di restrizione di tipo Il EcoRl. Le frecce grandi in-
dicano i siti di taglio dell'ossatura del DNA. S, zuc-
chero deossiribosio; P, gruppo fosfato; OH, grup-
po ossidrile; A, adenina; T, timing; C, citosing; G,
guanina. La sequenza di riconoscimento di £co-
RI & evidenziata nel rettangolo tratteggiato.
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Figura 4.3 La scissione con estremita nette di
un breve frammento di DNA ad opera dell'en-
donucleasi di restrizione di tipo Il Hind|l. Le frec-
ce grandi indicano i siti di taglio nell'ossatura del
DNA. Per le abbreviazioni vedi la didascalia della
figura 4.2. In evidenza la sequenza di riconosci-
mento di Hindll.
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Enzima Sito di riconoscimento Tipo di estremita recisa
EcoRl GtA-A-T-T-C Prolungamento fosfato 5
C-T-T-A-A+G
BamH| Gt G-A-T-C-C Prolungamento fosfato 5’
'C-C-T-A-G1 G
Pstl C-T-G-C-A'G Prolungamento ossidrile 3
G1+A-C-G-T-C
Sau3Al LG-A-T-C Prolungamento fosfato 5’
C-T-A-G 1
Pl C-T-G*C-T-G Estremita nette
=T 4 0=AC
Hpal G-T-T*A-A-C Estremita nette
C-A-AtT-T-G
Haelll G-G*C-C Estremita nette
: C-C+G-G
Not| G4 C-G-G-C-C-G-C Prolungamento fosfato 5'

E-G=C-C-6=G-C+G

lecole di DNA terminanti pari (nette) (figura 4.3). Il sito di riconoscimento per i
vari enzimi pud essere lungo quattro, cinque, sei, otto o piit coppie di nucleotidi
(tabella 4.1). Grazie alla frequenza con la quale ricorrono nel DNA i loro siti di ri-
conoscimento, per la maggior parte dei protocolli comuni di clonazione moleco-
lare si utilizzano le endenucleasi di restrizione che tagliano entro siti di quattro e
di sei coppie di nucleotidi.

Non ¢ possibile esagerare 'importanza che le endonucleasi di restrizione di tipo
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Lelettroforesi su gel

Lelettroforesi su gel & una tecnica di impiego comune per la
tisoluzione delle proteine e degli acidi nucleici. In generale si
dispone un campione di una certa macromolecola (proteina,
DNA o RNA) in un pozzetto all'estremita (o vicino all'estre-
mitd) di una marrice di gel. Il gel per elettroforesi & compo-
sto da un reticolo semisolido, aperto, di filamend lineari in-
terconnessi. I1 gel viene fatto solidificare a forma di una lastra
sottile contenente un certo numero di pozzetti. Dopo avere
caricato i pozzetti con i campioni si applica un campo elet-
trico alle due estremita del gel, sicché le macromolecole cari-
che della stessa dimensione vengono sospinte nello stesso sen-
so, verso uno dei poli, lungo il gel, sotro forma di bande di-
stinte e invisibili. La distanza percorsa da ciascuna banda nel
gel dipende dalla massa delle macromolecole che la costitui-
scono e dalle dimensioni delle aperture (i pori) del gel stesso.
Le macromolecole piit piccole si spingono pilr avanti di quel-
le piit grandi.

Lavanzamento dell’elettroforesi su gel si segue osservan-
do la migrazione di una sostanza colorata (e quindi visibile:
il tracciante) lungo il gel. Il tracciante & un composto a bas-
so peso molecolare elettricamente carico che si introduce nel
pozzetto, insieme con il campione, all'inizio dell'esperimen-
to; quest ultimo rermina quando il tracciante ha raggiunto
P’altra estremica del gel. Le bande, che si allineano lungo una
corsia in corrispondenza di ciascun pozzerto, si rivelano co-
lorando il gel con un colorante specifico delle proteine, del
DNA o del'RNA. Quando il materiale della banda & pre-
sente in quantita sufficiente a fissare il colorante ¢ le singole
macromolecole del campione hanno dimensioni nettamen-
te diverse, si osserva una serie di bande distinte. Diversamente
le bande non risultano osservabili. Se la differenza di di-
mensione tra le macromolecole ¢ piccola o nulla ¢ il cam-
pione & concentrato, quel che si osserva’e uno striscio di ma-
teriale colorato, Lintensita di una banda colorata rispecchia
la frequenza con la quale una macromolecola ricorre nel cam-
pione. ‘

La massa molecolare relativa (peso molecolare) di una ma-
cromolecola frazionata su gel (banda) si deduce da una curva
di riferinento basara su una serie di macromolecole di massa
molecolare relativa nota (marcatori di dimensione) che copre
il campo di separazione del gel ¢ che viene caricata in una del-
le corsie laterali del gel utilizzato per il campione o a entram-
be (corsie di calibrazione). Il logaritmo della massa moleco-
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lare relativa del marcatore di dimensione ¢ correlato con la
mobilita relariva (Rf) nel gel. 1l valore Resi definisce come il
rapporto tra la distanza percorsa dalla banda e quella percor-
sa dal colorante (fronte ionico). Si riporta in grafico la rela-
zione tra il logaritmo della massa molecolare relativa di cia-
scun marcatore di dimensione e il corrispondente R, Suc-
cessivamente, valendosi della sudderra curva di calibrazione,
si calcola la massa molecolare relativa di ciascuna delle bande
rivelate lungo la corsia. Le unita di misura per la massa mo-
lecolare relativa delle proteine e degli acidi nucleici a unoea
due filamenti sono rispettivamente il dalton, la base e la cop-
pia di basi. La ragione per la quale si includono nel gel dei
campioni anche i marcatori di dimensione ¢ che la mobilita
delle macromolecole varia da una corsa elettroforerica all'al-

tra.

1l gel preferito per separare le proteine & la poliacrilam-
mide. Copolimerizzando I'acrilammide monomerica e la bi-
sacrilammide (che fornisce i legami trasversali) si forma un
reticolo di filamenti di poliacrilammide lineare interconnes-
si. La dimensione dei pori del gel di poliacrilammide & deter-
minata dalla concentrazione dell'acrilammide e dalla sua pro-
porzione rispetto alla bisacrilammide. Per molte applicazio-
ni, prima dell’elettroforési, si tratra il campione proteico con
il detergente anionico sodio dodecilsolfato (SDS). L'SDS si
fissa alle proteine e dissocia gran parte di quelle costituite da
pit1 catene. Le proteine rivestite di SDS presentano rapporto
carica/massa simile e, di conseguenza, la separazione delle ca-
tene SDS-proteine si basa principalmente sulla dimensione,
mentre risulta soppresso I'effetto della conformazione, Uelet-
troforesi su gel di poliacrilammide-SDS al 10% di poliacri-
lammide risolve proteine varianti tra 20 e 200 kDa.

Lagarosio, un polisaccaride ricavato dalle alghe marine,
si usa routinariamente come matrice di gel per separare elet-
troforeticamente le molecole degli acidi nucleici di media di-
mensione. Un gel di agarosio all’1,0% risolve catene duplex
di DNA lunghe da 600 a 20000 bp. Per frazionare molecole
di DNA contenenti milioni di coppie di basi, DNA denatu-
rati ¢ RNA denaturadi si adoperano speciali sistemi clettrofo-
retici basati sul gel di agarosio. Per scopi particolari, inoltre,
si usano gel di poliacrilammide anche per separare molecole
di DNA. Ad esempio, le catene di DNA di sole sei coppie di
basi, differenti le une dalle altre per un solo nucleotide, si pos-
sono risolvere su gel di poliacrilammide al 20%.

11 rivestono nella clonazione dei geni. Trattando un campione di DNA con uno
di tali enzimi e ammettendo che siano stati tagliati tutti i siti di riconoscimento,
si produce sempre la stessa serie di frammenti. Per di piti, trattando di volta in vol-
ta la molecola di DNA con singole endonucleasi di restrizione differenti e poi con
combinazioni di endonucleasi di restrizione, & possibile realizzare mappe fisiche
che designano 'ordine lineare dei siti delle endonucleasi di restrizione presenti in
un determinato segmento di DNA. La posizione dei siti di taglio si pud ricavare
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Figura 4.4 |l rilevamento (mappatura) dei siti
delle endonucleasi di restrizione. A. Digestione
con endonucleasi di restrizione e separazione
elettroforetica dei frammenti. Un segmento di
DNA purificato viene tagliato separatamente con
EcoRl e con BamH| (digestione individuale), poi
con entrambi gli enzimi (digestione dappia). Le
linee orizzontali sottostant! a ciascuna digestione
rappresentano schematicamente la collocazione
dei frammenti di DNA (bande) nelle corsie del
gel dopo ['elettroforesi e la colorazione del DNA
con il bromuro di etidio. | numeri denotano la
lunghezza dei prodotti di digestione (frammen-
ti) espressa in numero di coppie di basi. B. La
mappa delle endonucleasi di restrizione dervante
dalla digestiorie e dalla separazione elettroforeti-
ca illustrate in A.
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dall'analisi della dimensione dei frammenti, che si determina mediante elettrofo-
resi su gel di agarosio (Box 4.1). Ad esempio, si riporta in figura 4.4A la dimen-
sione dei frammenti prodotti da varie digestioni. Si pud dedurre che questo seg-
mento di DNA possiede due siti BamHI e due siti £coRI disposti secondo un or-
dine specifico e con un numero determinaro di coppie di basi a separarli.

La mappa di restrizione si formula confrontando la dimensione dei frammenti
prodotti in ciascuna digestione singola con quelli provenienti dalla digestione
doppia. Nell'esempio illustrato in figura 4.4 I'analisi si svolge come segue. Dato
che ogni digestione singola separa una molecola lineare di DNA in tre frammend,
il segmento di DNA originale deve contenere due siti per ciascuna endonucleasi
di restrizione. Il frammento di 300 bp prodotto dalla digestione singola con Eco-
RI rimane intatto dopo la digestione doppia, mentre vengono tagliati i frammenti
EcoRI di 850 ¢ di 500 bp. Di conseguenza i due siti £zoRI distano 300 bp e nel-
I'intervallo non ¢ presente alcun sito BamHI, mentre vi & un unico sito BamHI
in ciascun frammento EcoRI da 850 e da 500 bp. Quanto al frammento da 950
bp cui di origine la digestione singola con BamHI, nella digestione doppia esso
viene tagliato da EcoRI in tre segmenti (250 + 300 + 400 = 950 bp). Se ne de-
ducé che i due siti BamHI si collocano 250 bp e 400 bp su ciascun lato dei sit
EcoRI. La digestione con BamHI scinde il frammento EcoRI da 850 bp in fram-
menti di 200 e di 600 bp, ¢ uno dei siti £coR1 dista 250 bp da un sito BamHI,
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sicché la regione di 600 bp deve contenere una delle esuremita della molecola ori-
ginale. Adottando la stessa logica si nota pure che la digestione con BamHI taglia
il frammento EcoRI di 500 bp in frammenti di 100 e di 400 bp e che uno dei siti
FeoRI dista 400 bp da un sito BamHI; di conseguenza la regione di 100 bp deve
comprenderé I'altra estremira della molecola originale. Nella mappa finale (figu-
ra 4.4B) le ubicazioni assegnate ai siti delle endonucleasi di restrizione si accor-
dano con la lunghezza dei frammenti osservata in ognuna delle reazioni di dige-
stione.

1l taglio mediante endonucleasi di restrizione si applica anche in un‘altra ma-
nicra. Digerendo due diversi campioni di DNA con la stessa endonucleasi di re-
strizione che produce un taglio sfalsato (lo stesso prolungamento 5" 0 3 o estre-
mita coesiva) e poi mescolandoli, per effetto dell'appaiamento delle basi tra i pro-
lungamenti (regioni sporgenti) si possono formare nuove combinazioni di DNA
(figura 4.5).

Da soli gli enzimi di restrizione non bastano per la clonazione molecolare. In-
nanzitutto, quando si allineano le estremita estese (sporgenti) create dall'enzima
di restrizione (per esempio BamH]I), i legami a idrogeno delle basi che si appaia-
no non sono sufficientemente robusti da tenere unite due molecole di DNA. E ne-
cessario un mezzo per ricostituire il legame internucleotidico tra Possidrile 3" e il
gruppo fosfato 5' dell'ossatura ai due siti in cui il legame & spezzato (incisure, nick).

Figura 4.5 La reibridazione dei prolungamenti
complementari dopo taglio sfalsato con un‘en-
donucleasi di restrizione di tipo Il Due frammenti
differenti vengono tagliati con 'endonucleasi di
restrizione BamHl, mescolati e reibridati. Non si
illustrano tutte le possibili combinazioni di DNA
reibridati. | quattro frammenti generati dalla di-
gestione con BamHI possona reibridarsi gli uni
agli altri formando una qualsiasi tra sei possibili
molecole di DNA diverse. La discontinuita nel le-
game fosfabiestere in un filamento del DNA du-
plex (a due filamenti) si chiama incisura (nick).
In soluzione i legami a idrogeno tra le quattro
coppie di basi interposte tra le incisure dei fila-
menti opposti sono sufficientemente forti da te-
nere unite le molecole di DNA per lunghi perio-
di. A C, G e T rappresentano | nucleotidi.
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Figura 4.6 La modalita di aziane della DNA-|i-
gasi T4, L'enzima DNA-ligasi T4 forma legami fo-
sfobiestere congiungendo i gruppi fosfato 5 e
ossidrile 3’ in corrispondenza delle indisure lun-
£0 |'vssatura del DNA a due filamenti. A. La le-
gatura del DNA con estremita coesive, B, La le-
gatura del DNA con estremita nette. A G, Ce T
rappresentano i nucleotidi,
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11 problema si puo risolvere con l'ausilio dell’enzima DNA-ligasi, solitamente de-
rivato dal batteriofago T4, Tale enzima caralizza la formazione di legami fosfobie-
stere alle estremira dei filamenti di DNA gia uniti dall’appaiamento tra le basi dei
due prolungamenti. Esso lega pure le estremitd nette che vengono in contatto quan-
do entrambe si fissano sull’enzima (figura 4.6).

In secondo luogo, la capacita di saldare due diverse molecole di DNA non sa-
rebbe di per sé utile se non nel caso in cui la nuova combinazione di DNA (cio2
il DNA ricombinante) fosse in grado di perpetuarsi in una cellula ospite. Una del-
le molecole di DNA deve fornire I'informazione biologica per il mantenimento,
nella cellula, del DNA ricombinato; I'altra deve contenere il gene scelto della clo-
nazione. Il problema si risolve utilizzando i vertori di clonazione.

In terzo luogo, la digestione del DNA di partenza con una endonucleasi di re-
strizione produce una miscela di diverse molecole di DNA e, dopo la legatura con
un vertore di clonazione, si forma un certo numero di costrutti di DNA differen-
ti. Deve esistere il modo di identificare la combinazione di DNA che nella cellula
ospite contiene la sequenza di DNA bersaglio. Procedimenti di selezione atti a ri-
velare le cellule ospiti che recano un particolare costrutto verore di clonazione-in-
serto di DNA risolvono il problema.

| vettori di clonazione plasmidici

I plasmidi sono molecole circolari di DNA a doppio filamento e capaci di aurore-
plicazione che si mantengono nei batteri come entita extracromosomiali indipen-
denti. Possiedono plasmidi virtualmente tutti i generi di batteri. Alcuni plasmidi
recano I'informazione necessaria a trasferirsi da una cellula all’altra (plasmidi F),
altri codificano resistenza agli antibiotici (plasmidi R), altri sono portarori di una
serie specifica di geni che consentono di utilizzare metaboliti inconsueti (plasmi-
di degradativi) ¢ alcuni non hanno geni codificanti evidenti (plasmidi criprici).
Quanto alla grandezza i plasmidi possono variare da meno di 1 kb a oltre 500 kb.
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Ciascun plasmide contiene una sequenza che funziona da origine della replicazio-
ne del DNA; in assenza di un tale sito esso non ¢ in grado di replicarsi dentro la
cellula ospite.

Alcuni plasmidi sono rappresentati dentro la cellula ospite da 10-100 copie; li
si definisce plasmidi a elevato numero di copie. Altri mantengono da 1 a 4 copie
a cellula ospite ¢ si dicono plasmidi a basso numero di copie.gE raro che la popo-
lazione dei plasmidi presenti in una cellula costituisca pit1 dello 0,1-5,0% appros-
simativamente del DNA totale. Quando nella medesima cellula ospite non rie-
scono a coesistere due o pitt plasmidi si dice che essi appartengono a uno stesso
gruppo di incomparibilita. Plasmidi di gruppi di incompatibilica differenti posso-
no perd mantenersi insieme nella medesima cellula e tale coesistenza ¢ indipen-
dente dal numero di copie dei vari plasmidi. Si sono trovati organismi che con-
tengono fino a 8-10 plasmidi differenti. In casi siffatti ciascun plasmide puo esse-
re sede di funzioni diverse, pud possedere il suo particolare, esclusivo, numero di
copie e ognuno appartiene a un diverso gruppo di incompatibilita. Alcuni pla-
smidi, a causa del carartere specifico della loro origine della replicazione, sono in
grado di replicarsi in una sola specie di cellula ospite, altri possiedono origini del-
la replicazione meno specifiche e sono capaci di replicarsi in un certo numero di
specie barteriche. Tali plasmidi si chiamano rispertivamente plasmidi a campo di
ospiti ristretto e largo.

Come elementi genetici autoreplicanti e autonomi, i plasmidi possiedono gli
ateributi fondamenrali che ne fanno potenziali vettori del DNA clonato. I plasmidi
naturali (non modificati, non ingegnerizzati) mancano spesso, pero, di parecchie
importanti caratteristiche che sono necessarie per servire da verrori di clonazione
di qualira elevata. Tali caratteristiche sono: (1) piccole dimensioni, necessarie per-
ché la resa del trasferimenrto di DNA esogeno (estraneo) in E. coli diminuisce si-
gnificativamente se i plasmidi superano i 15 kb di lunghezza; (2) siti di riconosci-
mento di endonucleasi di restrizione esclusivi (unici) nei quali possa essere clona-
to I'inserto di DNA; (3) uno o piit marcatori genetici per identificare le cellule ac-
cettrici recanti il costrutto vettore di clonazione-inserto di DNA. Ne consegue la
necessita di ingegnerizzare geneticamente i vettori di clonazione plasmidici.

Il vettore di clonazione plasmidico pBR322

Nel decennio 1980-1989 uno dei vettori di clonazione plasmidici meglio studia-
ti e pilt ampiamente utilizzati a fini generali fu pBR322. In generale i verrori di
clonazione plasmidici si designano mediante una p minuscola, che sta per plasmi-
de, e con qualche abbreviazione che pud avere significato descrittivo oppure, come
per pBR322, aneddotico. Il BR di pBR322 & un riconoscimento dell’opera dei ri-
cercatori E Bolivar e R. Rodriguez, che crearono il plasmide; quanto a 322, si trat-
ta di una designazione numerica significativa in relazione a quei ricercatori. Il pla-
smide pBR322 comprende 4361 bp ¢, come mostra la figura 4.7, reca due geni
per la resistenza agli antibiotici. Uno di essi conferisce la resistenza all’ampicillina
(Amp"), I'altro la resistenza alla tetraciclina (Tet'). Il plasmide suddetto contiene
pure siti di riconoscimento singoli BamHI, Hind 11l e Sall all'interno del gene
Tet"; un sito anch’esso unico ¢ quello I compreso nel gene Amp'; un unico sito
EcoRI che non appartiene ad alcun DNA codificante; infine un'origine della re-
plicazione che funziona solamente in £. coli. Si mantiene in E. coli in un numero
di copie elevato e non & facile trasferirlo in altri batteri.

In che modo il pBR322 funziona da vettore di clonazione? Si tagliano le mo-
lecole circolari, chiuse di pBR322 con un enzima di restrizione che riconosce un
sito posto all'interno dell'uno o dell’altro dei geni per la resistenza agli antibiori-
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Figura 4.7 La mappa genetica del vettore di clo-
nazione plasmidico pBR322. Siti di riconosdmente
esclusivi di Hindlll, Sall, BamHlI e Pstl sono pre-
senti nei geni per la resistenza alla tetraciclina
(Tet") e all'ampicillina (Amp"). Il sito di riconosci-
mento esclusivo di EcoRl & collocato appena al
di fuori del gene per la resistenza alla tetracicli-
na. Lorigine della replicazione funziona nel bat-
terio E. coli. La sequenza completa del DNA di
pBR322 & costituita da 4361 bp.
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Figura 4.8 La clonazione di DNA estraneo in un
vettore plasmidico. Dopo |l taglio mediante en-
donudleasi di restrizione e il frattamento con la
fosfatasi alcalina si lega il DNA plasmidico con il
DNA bersaglio digerito con I'endonucleasi di re-

strizione e si saldano due delle quattro incisure.

Questa configurazione molecolare & stabile & le
due molecole di DNA sono unite in modo cova-
lente. Dopo l'introduzione nelle cellule ospiti | a-
cli di replicazione che seguono producone nuo-
ve molecale di DNA circolare complete e prive
di incisure.
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Trasformazione

Cellula ospite

ci e che scinde il DNA plasmidico una sola volta, creando singole molecole lineari
di DNA dotate di estremita coesive. Si combinano tali molecole lineari con il DNA
bersaglio preparato a partire da un altro organismo. Tale DNA era stato tagliato
con lo stesso enzima di restrizione che aveva generato le stesse estremita coesive
presenti nel DNA plasmidico. La miscela di DNA si tratta poi con la DNA-liga-
si T4 in presenza di ATP. In tali condizioni si producono diverse combinazioni di
legatura differenti, compreso il DNA plasmidico originale ciclico. Per diminuire
la quantita di questo particolare prodotto di legatura indesiderato si trarea la pre-
parazione del DNA plasmidico tagliato con I'enzima fosfatasi alcalina, cosi da eli-
minare i gruppi fosfato 5" dal DNA plasmidico reso lineare. Per conseguenza la
DNA-ligasi T4 non pud legare le estremita defosforilate del DNA plasmidico li-
neare (figura 4.8). I due legami fosfobiestere formari dalla DNA-ligasi T4 dopo la
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saldatura e la ciclizzazione del DNA plasmidico trattato con la fosfatasi alcalina
con P'inserto di DNA digerito con I'endonucleasi di restrizione (che mette a di-
sposizione i gruppi fosfato) sono invece sufficienti a unire le due molecole, nono-
stante la presenza di due incisure (nick) (figura 4.8). Dopo la trasformazione que-
ste incisure vengono saldate dal sistema di DNA-ligasi della cellula ospite e inol-
tre, cosa per altro indesiderara, framment del DNA da clonare vengono anch’es-
si uniti tra loro dalla DNA-ligasi T4.

Trasformazione e selezione

1l passo successivo, nella tecnica del DNA ricombinante, richiede I'assunzione del
DNA clonato da parte di E. eoli. Il processo con il quale si introduce DNA puri-
ficato in una cellula barrerica si dice trasformazione. Per quanto concerne £. coli
uno dei merodi di trasformazione richiede il tractamento preliminare delle cellule
con cloruro di calcio (CaCl,) a temperatura elevata. La trasformazione, turtavia, &
un procedimento inefficiente, giacché tipicamente non si riesce a trasformare pitt
i una cellula su mille. In altre parole la trasformazione lascia la situazione preesi-
stente: la maggior parte delle cellule non ha acquistato alcun plasmide. Per di pits
un certo numero di cellule & stato trasformato da DNA plasmidico ciclizzato sfug-
2o alla defosforilazione ad opera della fosfatasi alcalina, altre cellule hanno ac-
quisito DNA non plasmidico e alcune sono state trasformate dal costrutro pla-
smide-inserto DNA.

Come si & detto prima, la cellula batterica non pud mantenere DNA extracro-
mosomico privo di un'origine della replicazione e cid fa si che I'assunzione di DNA
non plasmidico non abbia conseguenze negli esperimenti di DNA ricombinante.
Per essere certi che il costrutto plasmide-DNA clonato venga perpetuaro nella sua
forma originaria, occorre che le cellule ospiti di E. coli manchino dei geni per le
endonucleasi di restrizione; solitamente, poi, non saranno capaci di effettuare scam-
bi tra molecole di DNA, perché saranno state rese negative alla ricombinazione
‘RecA"). In un batterio che non produce endonucleasi di restrizione & meno pro-
fabile che il costrutto plasmide-inserto di DNA sia degradaro. Inoltre, nella cel-
lula ospite incapace di ricombinare I'inserto di DNA non subira alterazioni cau-
sate da event di ricombinazione omologa.

Dopo la fase di trasformazione ¢ necessario identificare nella maniera pit faci-
I« possibile le cellule contenenti i costrutti plasmide-DNA clonato. Nei sistemi
pBR322 recanti il DNA bersaglio inserito in un sito BamHI tale identificazione
specifica si effertua in due tempi. Innanzitutto si procede alla piastratura delle cel-
lule provenienti dalla miscela di trasformazione su un mezzo contenente l'anti-
biotico ampicillina. In tali condizioni saranno capaci di crescere solamente quelle
cellule che possiedono pBR322 intatto o costrutti pBR322-DNA clonato, perché
entrambi i tipi dispongono del gene Amp*. Quanto alle cellule non trasformate,
esse saranno sensibili all’'ampicillina. Il sito BamHI di pBR322 si trova all'interno
del gene per la resistenza alla tetraciclina (figura 4.7), per cui 'inserimento del
DNA entro tale gene interrompe la sequenza codificante e causa la perdita della
resistenza alla tetraciclina. Di conseguenza le cellule contenenti questo costrutto
plasmide-DNA clonato risultano resistenti all’ampicillina e sensibili alla tetraci-
clina.-Quelle contenenti DNA pBR322 ciclizzato, invece, contengono il gene Tet’
intatto e si dimostrano resistenti sia all’ampicillina sia alla tetraciclina.

Il secondo tempo del procedimento di selezione opera la distinzione tra le due
possibilitd sopra descritte. Le cellule che crescono nel mezzo contenente ampicil-
lina vengono trasferite in un mezzo contenente tetraciclina. Ogni posizione di ino-
culo sulla piastra di agar-tetraciclina corrisponde al sito di una colonia sulla pia-
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stra originaria di agar-ampicillina. Le cellule che costituiscono colonie sulle pia-
stre di agar-tetraciclina contengono pBR322 riciclizzato, perché, come si era ac-
cennato prima, esse sono resistenti a entrambi gli antibiotici. Le cellule che non
crescono sulle piastre di agar-tetraciclina, invece, sono sensibili alla tetraciclina e
recano il costrutto pBR322-DNA clonato.

Da ciascuna delle colonie provenienti dalle piastre di agar-ampicillina si im-
piantano colture individuali sensibili alla tetraciclina; piti spesso, si raccolgono in-
sieme cellule delle colonie resistenti all'ampicillina e sensibili alla tetraciclina e se
ne fanno sottocolture. Pitr tardi si potra fare luogo a ulteriori procedure di sele-
zione per identificare le cellule che contengono il costrutto specifico pBR322-DNA
clonato. Localizzazioni alternative per la clonazione le offrono in pBR322 i siti
Hindlll e Sall del gene per la resistenza alla tetraciclina e il sico Psz1 del gene per
la resistenza all’ampicillina. Quando a tale scopo si utilizza il sito di riconoscimento
Pstl, lo schema selettivo rimane basato sullo stesso principio,,ma si inverte la sen-
sibilica agli antibiotici; la prima serie di piastre conterra dunque la tetraciclina, la

seconda I'ampicillina.

Aleri vertori di clonazione plasmidici

1l plasmide pBR322 ¢ stato un vettore di clonazione ben concepito. Possiede perd
solo pochi siti specifici di clonazione e la sua utilizzazione esige laboriosi procedi-
menti di selezione. E stato percid inevitabile che si mettessero a punto aleri siste-
mi. Ad esempio, il plasmide pUC19 ¢ lungo 2686 bp e contiene un gene per la
resistenza all’ampicillina, un segmento regolabile del gene per la B-galatrosidasi
(lacZ'") dell'operone per il lattosio di E. coli, un gene lacl che produce una protei-
na repressore che regola I'espressione del gene lacZ', una breve sequenza con pi
siti di clonazione esclusivi (cioé £¢oR1, Sacl, Kpnl, Xmal, Smal, BamHI, Xbal,
Sall, Hincll, Accl, BspMI, Pstl, Sphl e Hindlll) e Porigine della replicazione da
pBR322 (figura 4.9).

1l procedimento di selezione di pUC19 ha questo fondamento logico. Quan-
do si fanno crescere le cellule recant pUC19 immodificato in presenza di isopro-
pil-B-D-tiogalatropiranoside (IPTG), che agisce da indurtore dell'operone lac, il
prodotto del gene lzc/ non ¢ in grado di legarsi alla regione promotore-operatore
del gene lacZ’, sicché quest’ultimo (codificato nel plasmide) viene trascritto e tra-
dotto. La proteina /acZ' si combina con una proteina codificata dal DNA cro-
mosomiale formando una B-galattosidasi ibrida attiva. In pUC19 la sequenza di
clonazione multipla & stata incorporata nel gene lacZ' del plasmide senza interfe-
rire con la produzione della B-galattosidasi ibrida funzionante. Infine, se & presente
nel mezzo il substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galattopiranoside (X-Gal),
esso viene idrolizzato da questa B-galattosidasi ibrida in un prodotto blu. In rali
circostanze le colonie che contengono pUC19 immodificato si presentano blu.

Negli esperimenti di clonazione con pUC19 si taglia il DNA da un organismo
di partenza con una delle endonucleasi di restrizione per le quali la sequenza di
clonazione multipla contiene un sito di riconoscimento. Tale DNA viene mesco-
lato con i plasmidi pUC19 inizialmente trattati con la stessa endonucleasi di re-
strizione e, in seguito, con la fosfatasi alcalina. Dopo la legatura per mezzo della
DNA-ligasi T4, si introduce la miscela di reazione mediante trasformazione in
una céllula ospite capace di sintetizzare quella parte della B-galattosidasi (LacZa)
che si combina con il prodotto del gene /zeZ" a formare 'enzima funzionante. A
questo punto si esegue la piastratura delle cellule ospiti su un mezzo che contie-
ne ampicillina, IPTG e X-Gal. In presenza dell'ampicillina le cellule ospiti non
trasformate non saranno in grado di crescere. Le cellule contenenti plasmidi rici-
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clizzati possono, invece, crescere in ampicillina; potendo formare B-galattosidasi
funzionante, esse daranno luogo a colonie blu. Al contrario, le cellule ospiti re-
canti il costrutto plasmide-DNA clonato producono nel medesimo mezzo colo-
aie bianche. La ragione & che, solitamente, il DNA inserito nel sito dell’endonu-
cleasi di restrizione all’interno della sequenza di clonazione multipla disgrega la
giusta sequenza dei codoni del DNA (griglia di lettura) del gene leZ’ impeden-
do la produzione di una proteina LacZ’ funzionante, sicché non si produce alcu-
a2 B-galarrosidasi ibrida attiva. Mancando l'attivita B-galattosidasica, le colonie
non trasformano I'’X-Gal del mezzo nel composto blu e rimangono bianche. Le
colonie bianche (positive) successivamente devono essere selezionate per identifi-
care quelle che recano una specifica sequenza di DNA bersaglio.

Sono stati escogitati molti altri vettori di clonazione oltre a pBR322 e a pUCI19..

Alcuni possiedono geniali sistemi di selezione per identificare i cloni in possesso
di costrurd inserto-vettore. Ad esempio, un vettore derivante dalla serie pUC reca
un gene che, una volra espresso, codifica una proteina che uccide la cellula. Il gene
uccisore della cellula (gene suicida) viene fuso nella giusta griglia di lettura con il
gene laeZ'. Una cellula che rechi il plasmide intatro e non incontri nel mezzo al-
cun IPTG non sara capace di sintetizzare la proteina suicida. Se vi & I'inserto, e an-
che I'IPTG, si produce una proteina suicida non funzionante, perché con ogni pro-
babilird I'inserto disgrega la griglia di lettura del gene suicida. Per contro, in pre-
senza dell'IPTG, le cellule in possesso del plasmide e non dell'inserto sintetizzano
la proteina suicida e vengono uccise. Le cellule non trasformate sono sensibili a un
antibiotico, mentre i cloni ricombinanti possiedono, come parte del vettore, un
gene che conferisce resistenza all’antibiotico. In altre parole, le sole cellule che so-
pravvivono in presenza dell'IPTG e dell’antibiotico sono quelle recanti Iinserto di
DNA. Uno dei geni suicidi urilizzati in questa maniera codifica un enzima che im-
pedisce la legatura delle rotture a doppio filamento nel DNA cromosomiale. Que-
ste rotture del DNA si accumulano provocando la morte della cellula.

Pur progettati ingegnosamente, parecchi vettori conservano turti, in linea di
principio, i due requisiti basilari della tecnologia del DNA ricombinante: un as-
sortimento di siti di clonazione e un metodo facile per identificare le cellule in pos-
sesso di costrutti plasmide-DNA clonato. Occorre notare che i siti esclusivi delle
endonucleasi di restrizione assolvono una duplice funzione nella ricerca con il DNA
ricombinante: sono indispensabili per inserire il DNA nel vetrore di clonazione e
permettono di recuperare dal vertore la sequenza di DNA inserita. In altre parole,
una volea clonato in un sito un frammento di DNA, lo si pud recuperare taglian-
do un costrutto plasmide-DNA clonato purificato con I'endonucleasi di restrizio-
ne originale, in quanto I'evento di inserimento crea due sid di riconoscimento agli
estremi della sequenza di DNA clonata. Occasionalmente il sito di riconoscimen-
to iniziale viene distrurto ¢ in tal caso diviene difficile recuperare il frammento di
DNA clonaro. E possibile clonare un frammento di DNA recuperato entro vetto-
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Figura 4.9 Mappa genetica del vettore di clona-
zione plasmidico pUCI19. La sequenza di clona-
zione multipla contiene siti esclusivi per le en-
donudeasi EcoR|, Sad, Kpnl, Xmal, Smal, BamH|,
Xbal, Sal\, Hincll, Pstl, BspM|, Sphl e HindIll e ser-
ve a inserire il DNA clonato. Il plasmide contiene
un gene per la resistenza allampicilling, un‘origi-
ne della replicazione che funzionz in £ coli e il
gene lacl, che produce un repressore che bloc-
ca, in assenza dell'induttore IPTG, la trascrizione
del gene lacZ’. La sequenza di DNA completa di
pUC19 & lunga 2686 bp.
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LA PIETRA MILIARE

1l taglio del DNA mediante I'endonucleasi di restrizione R; da luogo a estremita coesive

MERTZ, J. E. e Davis, R. W.
Proc. Narl. Acad. Sei. USA 69:3370-3374, 1972

La tecnologia del DNA ricombinante richiede un vettore che
trasporti il DNA clonato, I'unione specifica tra il verrore ¢ le
molecole del DNA clonato (inserto) a formare un costrutto
vettore-inserto di DNA, l'introduzione del costrutto vetto-
re-inserto di DNA nella cellula ospite e l'identificazione del-
le cellule che hanno acquistato il DNA clonato. Se non esi-
stessero le endonucleasi di restrizione di tipo 11 sarcbbe im-
possibile attuare normalmente la tecnologia del DNA ri-
combinante. Questi enzimi facilitano lo sviluppo dei vettori
(vedi, per esempio, Bolivar et al., Gene 2:95-113, 1977) e
sono indispensabili per clonare i geni nei vettori. Nel 1968
Meselson e Yuan (Nazaure 217:1110-1114) dimostrarono che
la capacita di un ceppo di E. coli di impedire lo sviluppo di
un virus batterico (batteriofago) era dovuta a un enzima del-
la cellula ospite che ragliava il DNA del batreriofago infet-
tante.

La ricerca di Mertz e Davis stabili che endonucleasi di:

restrizione Ry, ogei chiamata £coRL derivante da £ cols taglia
il DNA in un sito specifico e produce prolungamenti com-

plementari, In breve, dopo che il DNA cra stato lincarizzato
trattandolo con FcoR], alcune delle molecole formavano mo-
lecole di DNA circolare grazie a legami a idrogeno; trattando
il campione con una DNA-ligasi rali molecole venivano con-
vertite in molecole circolari di DNA chiuse da legami cova-
lenti. T prolungamenti di rutte le molecole di DNA tagliate
erano uguali e se ne stimava la lunghezza in quartro-sei nu-
cleotidi, mentre il sito di riconoscimento avrebbe avuto sei
coppie di nucleotidi. Merwz e Davis conclusero che «...¢ pos-
sibile “ricombinare” qualsiasi coppia di molecole di DNA con-
tenenti siti Ry in corrispondenza dei loro siti di restrizione me-
diante ['azione consecutiva dell’endonucleasi Ry e della DNA-
ligasi, generando molecole di DNA ibrides. La scoperta che
FeoRT aveva la capacita di gencrare estremita coesive fu uno
dei pid importanti contributi allo sviluppo della tecnologia
del DNA ricombinante, in quanto mise a disposizione, nelle
parole di Mertz e Davis, un «modo semplice ... per generare
in vitro molecole di DNA ricombinante specificamente orien-
aey,

T

ri di clonazione destinati al sequenziamento del DNA oppure entro vettori pro-
gettati specificamente per ottenere elevati livelli di espressione (trascrizionc e tra-
duzione) del gene clonarto.

Per turti i procedimenti di clonazione molecolare di routine si adopera . cofi,
organismo ben noto ai ricercatori, ma spesso si ricorre, come cellule ospiti, ad al-
tri batteri, quali Bacillus subtilis e Agrobacterium tumefaciens. In molte applicazio-
ni & possibile dotare i vettori di clonazione che funzionano in E. co/i di una se-
conda origine della replicazione che consenta al plasmide di replicarsi in una cel-
lula ospite differente. Questi cosiddetti vettori di clonazione navetta consentono
ai ricercarori di effercuare le prime fasi di clonazione in E. coli ¢ poi di introdurre
un costrutto completamente sviluppato in una cellula ospite differente. Per di pi
i ricercatori hanno costruito un certo numero di vettori plasmidici i quali, anziché
contenere un'origine della replicazione del DNA a campo di ospiti ristretto ne con-
tengono una a campo di ospiti ampio. Vettori siffatti si prestano a essere udilizza-
ti con vari microrganismi differenti.

Creazione e screening di una genoteca (libreria)

Spesso lo scopo degli esperimenti di biotecnologia consiste nell'isolare geni che co-
dificano proteine. Negli organismi procariotici ciascuno di questi geni strutturali
possiede un dominio codificante continuo nel DNA genomico; negli eucarioti, in-
vece, le regioni codificanti (esoni) dei geni strutturali sono inframmezzate da re-
gioni non codificanti (introni). Di conseguenza per i geni procariotici e per quel-
li eucariotici si deve fare ricorso a strategie di clonazione differenti.

Nei procarioti la sequenza desiderata (DNA bersaglio) frequentemente & costi-
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suit2 da una minuscola porzione (0,02%) del DNA cromosomiale totale. Allora il
problema & come clonare e selezionare la sequenza di DNA scelta come bersaglio.
A ale scopo si taglia il DNA completo dell’organismo con una endonucleasi di re-
serizione, inserendo poi ciascuno dei frammenti in un vettore. Successivamente sara
m=cessario identificare la particolare linea cellulare (clone) che reca la sequenza di
DNA bersaglio, isolarla e caratterizzarla. La suddivisione del DNA genomico in
ciementi clonabili ¢ il loro inserimento in cellule ospiti si definisce creazione di una
zenoreca (libreria, banca di cloni, banca genica). Una genoteca completa com-
prende, per definizione, tutto il DNA genomico dell’organismo di partenza.

Una maniera di creare una genoteca consiste nel trattare il DNA proveniente
da un organismo con un’endonucleasi che taglia entro sid di quattro nucleotidi
\per esempio Sau3Al), che teoricamente taglia il DNA approssimativamente ogni
256 bp. La reazione di digestione viene effettuata in condizioni tali che la dige-
stione stessa avvenga solo parzialmente e in questo modo si formano tutti i fram-
menti possibili (figura 4.10). Dato, perd, che i siti dell'endonucleasi di restrizionc
non hanno una localizzazione casuale, alcuni frammenti possono risultare eccessi-
vamente grandi ai fini della clonazione e in questi casi la selezione potra avvenire
su una genoteca incomplera, il che pud rendere difficile ¢ perfino impossibile tro-
vare una particolare sequenza di DNA bersaglio. Il problema si pud aggirare co-
stituendo una genoteca con un’altra endonucleasi di restrizione.

Creata la genoteca, occorre identificare i cloni (linee cellulari) in possesso del-
la sequenza bersaglio. Si applicano diffusamente tre metodi di identificazione: I'i-
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Figura 4.10 Digestione parziale di
un frammento di DNA con un‘endo-
nucleasi di restrizione di tipo Il. Di so-
lito le digestioni parziali si effettuano
variando il tempo o la quantita del-
l'enzima adoperato. In alcune delle
molecole di DNA I'endonucleasi di
restrizione ha tagliato in tutti i siti
(marcati ciascuno RET), mentre in al-
tre molecale si sono avuti meno ta-
gli. | risultato desiderato & un cam-
pione nel quale le molecole di DNA
hanno tutte le possibﬂi-\l\tinghezze.
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Figura 4.11 Llibridazione del DNA. Si denatura
il DNA e si tengono separati | due filamenti, soli-
tamente fissandoli a una matrice solida quale una
membrana di nitrocellulosa o di nailon. Si dena-
tura la sonda di DNA marcato (spesso lungo ap-
prossimativamente 100-1000 bp) e lo si aggiunge
al DNA denaturato. In queste condizioni si pud
verificare |'ibridazione (appaiamento delle basi)
tra la sonda di DNA e il DNA immobilizzato. Si
lava la membrana per eliminare il DNA sonda
non ibridato e poi la si analizza. Se la sonda si
ibrida con il DNA, la si pud rivelare con un me-
todo che ne identifica la marcatura. Se la sonda
nen si ibrida, non si rivela nulla. Gli asterischi de-
notano la marcatura (segnale) del DNA sonda.

Sonda a un
filamento
marcata * %* *

! Questo rermine inglese significa essenzial-
mente «wagliatura, «discriminazione», quindi an-
che wselezione ». Lo si conserva perché sintetico
della descrizione di un procedimento che viene il-
lustrato nel testo e, come tale, accettato anche nel
linguaggio scientifico italiano. [NV.4.T]
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bridazione del DNA con una sonda di DNA marcata, seguita dallo screening' ra-
diografico per il marcatore della sonda; lo screening immunologico per il prodot-
to proteico; lo screening per 'attivita della proteina.

Screening mediante ibridazione con DNA

E possibile determinare la presenza di una sequenza nucleotidica bersaglio in un
campione di DNA con l'ausilio di una sonda di DNA. Il procedimento si chiama
ibridazione del DNA e si basa sulla formazione di coppie di basi stabili tra la son-
da e la sequenza bersaglio. L'ibridazione del DNA & fattibile perché si pud trasfor-
mare il DNA a due filamenti in DNA a un solo filamento trattandolo a caldo o
con alcali. Il riscaldamento scinde i legami a idrogeno che congiungono le basi del
DNA (denaturazione), ma non influisce sui legami fosfobiestere dell'ossatura. Raf-
freddando rapidamente la soluzione i filamenti rimangono singoli. Se, invece, si
abbassa la temperatura della soluzione di DNA lentamente, grazie all'appaiamen-
to delle basi dei nucleotidi complementari (rinaturazione) pud essere ristabilita la
conformazione elicoidale del DNA. Il processo di riscaldamento del DNA a due
filamenti seguito dal raffreddamento lento si chiama annealing (riassociazione o
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Lautoradiografia
Lautoradiografia serve a determinare il sito di un'entita mar-
cata con un radioisotopo in una cellula o in un campione di
macromolecole frazionato. In linca di principio I'autoradio-
grafia consiste nel disporre una sorgente radioattiva in pros-
simita di una pellicola fotografica radiosensibile, contenente
bromuro d’argento. La radiazione prodotta dalla disintegra-
zione del radioisotopo colpisce I'emulsione fotografica pro-
ducendo clettroni che vengono carturati dai grani cristallini
di bromuro d’argento e riducono I'argento allo stato metal-
lico. T grani di argento metallico vengono resi visibili svilup-
pando la pellicola. In tal modo I'annerimento della regione
esposta della pellicola sviluppara indica che il materiale sot-
rostante ¢ra marcato radioattivamente. Per inciso, si dice fluo-
rografia la tecnica di esposizione di una pellicola fotografica
forosensibile alle molecole che generano direttamente o in-
direttamente luce riducendo 'argento dell’emulsione foto-
grafica. :

Le proteine e gli acidi nucleici marcati radioattivamente
e separati mediante elettroforesi su gel si possono mettere in
evidenza disponendo una pellicola per raggi X su un gel asciu-
gato e sviluppando la pellicola dopo un tempo di esposizio-
ne adeguato. Le fasi dell'autoradiografia vanno tutte svolte al
buio onde evitare I'accidentale esposizione della pellicola alla
luce. Si & messo a punto un certo numero di tecniche auro-
radiografiche per effertuare I'analisi qualitativa ¢ quantitativa
di proteine e acidi nucleici.

Una delle applicazioni principali dell’autoradiografia ¢ la

rivelazione dell'ibridazione di una sonda di DNA marcata ra-
dioattivamente con una molecola di DNA frazionata per via
eleccroforetica. Le molecole di DNA presenti nel gel non,_si
possono ibridare, perd, con una sonda di DNA. Esse vengo-
no quindi trasferite mediante blorting" o elertrotrasferimento
su una membrana di nitrocellulosa o di nailon. Nel processo
le posizioni che le molecole di DNA avevano nel gel si con-
servano nella membrana. Le molecole di DNA trasferite ven-
gono denaturate, ancorate alla membrana e ibridate con una
sonda di DNA marcata radioattivamente. Lautoradiografia
della membrana rivelera se la sonda si & ibridata con una par-
ticolare banda del DNA (o con pitt di una).

Il trasferimento del DNA a una membrana si chiama
Southern blotting, da Edwin Southern, che elabord origina-
riamente tale strategia. Northerh blotting ¢ Western blotting
sono metodi di trasferimento rispettivamente di RNA e di
proteine, da gel 2 membrana. Ovviamente le parole «Northerny
¢ «Western» (rispettivamente settentrionale e occidentale) non
hanno nulla a che vedere con i punti cardinali, ma sono sta-
te coniate dai biologi molecolari da un canto per accreditare
ulteriormente Edwin Southern, dall’altro per distinguere il
genere delle macromolecole trasferite. I due termini sono an-
che un esempio di umorismo biologico.

* Si tratta di una tecnica di trasferimento da un supporto 2 un
altro. In sé blot si pud tradurre «assorbires. [N.d. 7]

idazione). Alcuni dei prodotti del processo contengono molecole di DNA ibri-
vale a dire DNA i cui due filament provengono da molecole di DNA diverse.
In generale per la prova di ibridazione si denatura il DNA bersaglio e se ne fis-
irreversibilmente i filamenti separati a una matrice (per esempio nitrocellu-
o nailon). Spesso il processo di ancoraggio si effettua ad alta temperatura. A
to punto si mettono a incubare i filamenti singoli del DNA sonda, marcati

con un radioisotopo o con altro sistema tracciante, insieme con il campione del
NA ancorato. Se la sequenza nucleotidica della sonda & complementare a una se-
nza nucleotidica del campione, allora si verifica I'appaiamento delle basi (ciod

ibridazione) (figura 4.11). Libridazione pud essere rivelata mediante I'autora-
wografia (Box 4.2) o con altri metodi di visualizzazione, a seconda della narura
a marcatura della sonda. Se la sequenza nucleoridica della sonda non consen-
I"appaiamento delle basi con alcuna sequenza nucleotidica del campione, non
i verifica l'ibridazione e la prova da un risultato negativo. Generalmente le sonde
iano da 100 a oltre 1000 bp, anche se non & escluso I'impiego di sonde pii gran-
1 0 pilt piccole. A seconda delle condizioni della reazione di ibridazione, un ap-
iamento stabile delle basi richiede che nell'ambito di un segmento di 50 basi ne
o complementari pit dell'80%.

Le sonde di DNA si possono marcare in vari modi. Una delle strategie, detta
ctodo dell'innesco (primer) casuale, urilizza una miscela di oligonucleotidi (oli-
meri) casuali sinterici contenente tutte le possibili combinazioni di sequenze di
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Figura 4.12 Produzione della sonda di 5’ 3! DNA di
DNA marcato con il metado dellinnesco
casuale. Il DNA duplex che contiene lase-  3' SHPREEES
quenza destinata a sevire da sonda vie- Denaturazione
ne denaturato € si aggiunge una miscela . g ;
di oligonucieotidi contenente tutte le pos- . Aggiunta di inneschi
sibili sequenze di sei nucleatidi. £ una cer- oligonucleotidici
tezza statistica che alcune delle molecole
della miscela oligonucleotidica debbano L~ Ibridazione
ibridarsi al DNA sonda denaturato e non
marcato. In presenza del frammento di
Klenow e dei quattro dNTP (uno dei qua- 5 \ .
i & marcato, [*]) gli aligonucleotidi legati 5 3
senvono da inneschi per la sintesi del DNA,
|| DNA sintetizzato & marcato e si pud ado- i g 3’ 5t 3 i
perare come sonda per rivelare la presenza
di una sequenza di DNA complementare
in un campione di DNA In questo caso la 5 3 5' 3 5' 3! 5" 3’
sonda marcata & costituita da un certa nu-
mero di molecole di DNA distinte che nel- 3’ 5
['insieme costituiscono quasi 'intera se-
quenza dell'originale DNA stampo non X
R Sintesi di DNA con

frammento di Klenow

e i quattro dNTP

\
5' | I | I 3/
* * ¥ ¥ %k DNA
sonda
* % % * X ¥/ sascato
3 I | l 3
Denaturazione
* % * %k Xk
=gl SRR JEN i X
* X Xk Xk % % Xk
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sei nucleotidi che fungono da innesco nella sintesi del DNA. A seconda della pre-
senza casuale di sequenze complementari alcuni degli oligomeri del campione si
ibrideranno con le sequenze complementari dello stampo non marcato di DNA
(figura 4.12). Dopo avere mescolato il campione di oligomeri con il DNA stam-
po-sonda denaturato, si aggiungono i quattro deossiribonucleoridi (deossiribonu-
cleoside trifosfati [dNTP]) e una porzione della DNA-polimerasi 1 di E. coli det-
ta frammento di Klenow. Il frammento di Klenow conserva sia attivica DNA-po-
limerasica sia quella 3'-esonucleasica, mentre & privo di quella 5'-esonucleasics
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nalmente associata alla DNA-polimerasi I di £. colf). Lattivita 5'-esonuclea-
=2 degraderebbe una parte del DNA neosintetizzato. Con i gruppi ossidrile 3
«=: inneschi casuali ancorati e i filamenti della sonda in funzione di stampi, si
erifica la sintesi di nuovo DNA (figura 4.12). Se si adopera un tracciante ra-
ivo, uno dei dNTP conterra I'isotopo 72D nel fosfato in posizione a. In se-
o sara possibile ricorrere all’autoradiografia per stabilire se le sequenze della
»da marcate si ibridano con quelle del campione di DNA bersaglio.

Per rivelare I'ibridazione senza fare ricorso agli isotopi si pud fissare su uno dei
o dNTP, incorporato nclla fase di sintesi del DNA, la biotina (o altro trac-
re analogo non radioatrivo). Quando una sonda che reca questo tipo di trac-
sante si ibrida con il DNA campione, la rivelazione si basa sul legame con un com-
»sto intermediario (per esempio la strepravidina) che reca I'enzima opportuno.
seconda del sistema adoperato per effettuare la prova, I'enzima puo servire a for-
= una molecola cromogenica (colorata) visibile direttamente, oppure a provo-
¢ una risposta chemiluminescente, rivelabile a sua volta per via fotografica.

Vi sono almeno due possibili fonti di sonde adatte per lo screening di una ge-
steca. Innanzituteo si pud utilizzare DNA clonato da un organismo strettamen-
zffine (sonda eterologa). In questo caso le condizioni della reazione di ibrida-
“one si possono regolare in modo da tollerare un grado considerevole di incom-
atibilita tra sonda e DNA bersaglio, che compensi le differenze naturali tra le due
quenze. In secondo luogo si pud produrre una sonda mediante la sintesi chimi-
=2. La sequenza nucleotidica di una sonda sintetica si basa sulla probabile sequen-
=2 nucleotidica dedotta dalla sequenza amminoacidica nota della proteina codifi-
czta dal gene bersaglio.
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Figura 4.13 Lo screening di una genoteca con
una sonda di DNA marcata (ibridazione di colo-
nie). Si piastrano le cellule provenienti dalla rea-
zione di trasformazione sopra un mezzo solido,
in condizioni che permettono la crescita di quel-
le trasformate ma non delle altre. (1) Da dascu-
na colonia distinta formatasi su questa piastra ma-
dre, si trasferisce un campiane su una matrice
solida quale una membrana di nitrocellulosa o di
nailon. Sulla matrice si mantiene la configurazio-
ne delle colonie della piastra madre. (2) Si lisa-
no le cellule sulla matrice e si denatura il DNA li-
berato, deproteinizzandolc e legandolo irreversi-
bilmente alla matrice. (3) In condizioni adatte al-
I'ibridazione si aggiunge alla matrice una sonda
di DNA marcata. Dopo avere eliminato per la-
vaggio le molecole sonda non ibridate, si analiz-
za la matrice mediante autoradiografia per de-
terminare quali cellule hanno fissato il DNA mar-
cato. (4) Si identifica una colonia della piastra
madre che corispanda & una regione di risposta
positiva sulla pellicola a raggi X. Si esegue la sub-
coltura delle cellule della colonia positiva prove-
niente dalla piastra madre, in quanto possono
portare il desiderato costrutto plasmide-DNA clo-
nato.
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Le genoteche spesso vengono sottoposte a screening mediante piastratura del-
le cellule trasformate sul mezzo di coltura di una piastra madre e poi trasferendo
campioni di ciascuna colonia sopra una matrice solida come una membrana di
nitrocellulosa o di nailon, lisando (disgregando) le cellule, deproteinizzando e de-
naturando il DNA e fissandolo su una matrice. A questo punto si aggiunge una
sonda marcata; se ha luogo I'ibridazione si osserveranno segnali sopra un autora-
diogramma. Successivamente si isolano e si coltivano le colonie provenienti dal-
la piastra madre che corrispondono a campioni contenenti DNA ibrido (figura
4.13). Dato che la maggior parte delle genoteche viene creata a partire da dige-
stioni parziali, potra rispondere positivamente alla sonda un certo numero di co-
lonie (cloni). Il compito successivo consistera nel determinare quale clone, even-
tualmente, contiene la sequenza completa del gene bersaglio. Le analisi prelimi-
nari che sfruttano i risultati dell’clettroforesi su gel e della mappatura mediante
endonucleasi di restrizione rivelano la lunghezza di ciascurt inserto e identificano
gli inserti uguali e quelli che contengono sequenze sovrapposte. Utilizzando se-
quenze sovrapposte si pud riuscire a congiungere sezioni del gene con ulteriori
esperimenti di clonazione. Alternativamente, se un inserto, in uno qualunque dei
cloni, ¢ abbastanza grande da comprendere I'intero gene, allora — in seguito al se-
quenziamento del DNA — sari. possibile riconoscere I'intero gene, perché posse-
dera codoni di inizio e di arresto ¢ una serie contigua di nucleotidi che codifica-
no la proteina bersaglio.

Sfortunatamente non vi & alcuna garanzia che in una particolare genoteca si
trovi la sequenza completa del gene bersaglio. Se fallisce la ricerca del gene intat-
1o, si potra creare un‘altra genoteca con un’endonucleasi di restrizione diversa e la
si potra sottoporre a screening o con la sonda originaria o con sonde derivanti dal-
la prima genoteca. Alternativamente, come si dice piti avanti in questo stesso ca-
pitolo, si possono creare genoteche contenenti frammenti di DNA piti grandi del
gene procariotico medio per accrescere la probabilith che alcuni membri della ge-
noteca rechino una versione completa del gene bersaglio.

Screening mediante saggio immunologico

Se non si dispone di una sonda di DNA lo screening di una genoteca si pud affi-
dare a metodi alternativi. Se, per esempio, una sequenza di DNA clonato viene
trascritta e tradotea, la presenza della proteina, o anche di una sua porzione, si pud
determinare ricorrendo a un saggio immunologico. Dal punto di vista tecnico il
procedimento ha molto in comune con il saggio di ibridazione del DNA. Si col-
tivano tutte le linee cellulari (cloni) della genoteca su piastre madri. Si trasferisce
un campione di ciascuna colonia su una matrice, dove si lisano le cellule e si fissa-
no sulla matrice le proteine liberate. La matrice e le proteine a essa fissate si trat-
tano con un anticorpo (anticorpo primario) che si lega specificamente alla protei-
na codificata dal gene bersaglio. Dopo I'interazione dell’anticorpo primario con la
proteina bersaglio {antigene) si eliminano per lavaggio gli anticorpi non fissati e si
tratta la matrice con un secondo anticorpo, specifico per quello primario. In mol-
ti sistemi di analisi I'anticorpo secondario reca associato un enzima, per esempio
la fosfatasi alcalina. Dopo il lavaggio della matrice si aggiunge un substrato inco-
lore. Se I'anticorpo secondario si & legato a quello primario il substraro incolore
viene idrolizzato dall’enzima associato e da origine a un composto colorato che si
accumula nel sito della reazione (figura 4.14).

Le colonie presenti nella piastra madre e che corrispondono a un risultato po-
sitivo (macchie colorate) sulla matrice contengono o un gene intatto o una por-
zione del gene abbastanza grande da generare un prodotto proteico riconoscibile
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‘anticorpo primario. Dopo la rivelazione mediante saggio immunologico del-
genoteche di DNA i cloni positivi devono essere ulteriormente caratterizzati per
‘dezerminare se qualcuno contiene un gene completo.

Screening mediante attivita della proteina

Libridazione del DNA e i saggi immunologici funzionano bene per molti tipi di
zeni e di prodotti genici. Se il gene bersaglio produce un enzima normalmente non
“abbricato dalla cellula bersaglio, si puo escogitare un saggio su piastra per identi-
Scare i membri della genoteca che recano il gene funzionale per quell’enzima. Ad
esempio, i geni per I'a-amilasi, 'endoglucanasi ¢ la B-glucosidasi di vari organi-
smi sono stati isolati mediante piastratura della genoteca in E. coli su un mezzo ad-
dizionato di un substrato specifico, utilizzando poi un colorante selettivo per iden-
sificare le colonie capaci di utilizzare il substraro.

Se il gene desiderato cadifica un pradotto indispensabile per la crescira di una
cellula ospite mutata, allora si pud costituire la genoteca trasformando queste cel-
lule mutanti. Le cellule che si dimostrano capaci di crescere in mezzo minimo pri-
vo del substrato richiesto devono possedere una forma funzionale del gene bersa-
slio sul vettore di clonazione. Si sono sfruttate varianti di questa forma di com-
plementazione genetica per isolare vari geni importanti, compresi quelli per la bio-

Figura 4.14 Lo screening immunologico di una ge-
noteca (immunodosaggio di colonie). Si piastrano
le cellule provenienti dalla reazione di trasforma-
zione su un mezzo solido in condizioni che per-
mettono la crescita di quelle trasformate ma non
delle altre. (1) Dalle colonie distinte formatesi sul-
la piastra madre si trasferisce un campione di ogni
colonia sopra una matrice solida, quale una mem-
brana di nitrocellulosa o di nailon. (2) Si lisano le
cellule sulla matrice, fissandone le proteine sulla
matrice stessa, (3) Si tratta la matrice con un anti-
corpo primario che si fissa esclusivamente alla pro-
teina bersaglio. (4) Si elimina per lavaggio |'anti-
corpo non legato e si tratta la matrice con un anti-
corpa secondario, capace di legarsi esclusivamen-
te a quello primario. (5) Si elimina mediante la-
vaggio tutto |'anticorpo secondario non fissato e si
esegue una reazione cromatica che pud avere luo-
go solamente se & presente |'anticorpo secondano.
(6) Si identifica sulla piastra madre una colonia cor-
rispondente a una risposta positiva della matrice. Si
subcoltivano le cellule della colonia positiva della
piastra madre, in quanto possono essere portatrici
del costrutto plasmide-inserto di DNA che codifi¢
la proteina che lega |'anticorpo primario.
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sintesi di antibiotici ¢ per la formazione dei noduli che fissano I'azoto delle radici
di certe piante.

La clonazione di sequenze di DNA che codificano
proteine eucariotiche

La clonazione dei geni strutturali eucariotici richiede tecniche speciali. Gli ospiti
procariotici non sono in grado di allontanare gli introni dalle molecole di RNA
trascrite e quindi nella cellula del batterio ospite 'mRNA non viene tradotto cor-
retctamente. Per di pid, per esprimersi adeguatamente, una sequenza di DNA eu-
cariotico ha bisogno di sequenze procariotiche di controllo trascrizionali e tradu-
zionali. Un RNA messaggero eucariotico funzionale (mRNA), che non contiene
introni, possiede all'estremita 5" un cappuccio di G e all’estremita 3/, per solito,
una stringa lunga fino a 200 residui di adenina [coda di poli(A)].

La coda di poli(A) puo essere usata per separare la frazione di mRNA di un
tessuto dall’RNA ribosomiale (rRNA) e dall’'RNA transfer (tRNA). Si fa passare
I'RNA eucariotico cellulare estratto lungo una colonna riempita di granuli dicel-
lulosa a cui sono legate brevi catene di residui di timidina, ciascuno lungo circa
15 nucleotidi [oligo(dT), dTs]. Le code di poli(A) delle molecole di mRNA si
fissano mediante appaiamento tra basi alle catene di oligo(dT). Le molecole di
tRNA e di rRNA, prive di code di poli(A), passano attraverso la colonna. Si al-
lontana (si eluisce) 'mRNA dalla colonna trattando con un tampone che spezza
i legami a idrogeno A:T, rilasciando cosi gli mRNA legati. -

Prima di potere essere clonate in un vettore le molecole di mRNA devono es-
sere trasformate in DNA a due filamenti, sintesi che si effettua utilizzando uno
dopo laltro due diversi tipi di polimerasi degli acidi nucleici: la trascrittasi inver-
sa e il frammento di Klenow della DNA-polimerasi I (figura 4.15). Dopo avere
purificato la frazione dii mRNA si aggiungono al campione brevi sequenze (non
legate) di molecole oligo(dT), insieme con I'enzima trascrittasi inversa e con i quat-
tro dNTP (dATP, dTTPR, dGTP e dCTP). Le molecole di oligo(dT) si legano me-
diante appaiamento di basi alle regioni di coda di poli(A) e mettono a disposizio-
ne un gruppo ossidrile 3’ per innescare la sintesi di un filamento di DNA.

La trascrittasi inversa, prodotta da taluni virus a RNA, si serve di un filamen-
to di RNA come stampo, ma utilizza deossiribonucleotidi verso la catena in ac-
crescimento. Di conseguenza, quando si incontra un residuo A, G, C o T del fila-
mento di RNA stampo, nel filamento di DNA in accrescimento viene incorpora-
to il deossiribonucleotide complementare (ciot T, C, G o A). Spesso la sintesi in
vitro di un filamento di DNA mediante la trascrittasi inversa riesce incomplera;
turtavia, prima che essa cessi, il filamento di DNA si ripiega solitamente su se stes-
so lungo alcuni nucleoridi (figura 4.15) formando un’ansa a forma di forcina.

Il secondo filamento di DNA viene sintetizzato aggiungendo il frammento di
Klenow della DNA-polimerasi I di £. cols, che utilizza come stampo il primo fila-
mento e aggiunge deossiribonucleotidi al filamento in accrescimento, con inizio
dall'estremita dell’ansa a forcina. Completata la reazione, si trarta il campione con
I'enzima RNasi (abbreviazione di ribonucleasi) H, che degrada le molecole di
mRNA, e con la nucleasi S1, che apre le anse a forcina e degrada i prolungamen-
ti di DNA a un solo filamento. Al termine del procedimento il campione conterra
una miscela di copie di DNA (cDNA) complementari a doppio filamento, com-
plete e parziali, degli mRNA predominanti nel campione originale.

La popolazione déi cDNA si pud clonare mediante legatura di estremita nette
o con altri meccanismi di unione, introducendola in un vettore di clonazione pla-
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smidico e formando una genoteca di cDNA. La genoteca di cDNA si pubd sotto-
porre a screening mediante ibridazione del DNA o mediante saggi immunologi-
<. come si & illustrato in precedenza, cost da identificare quei cloni che recano uno
specifico costrutto-plasmide-cDNA. Ai fini dello screening immunologico occor-
== clonare il cDNA entro un sito che pone la sequenza clonata sotto il controllo di
wn promotore batterico, atto ad assicurarne la trascrizione. Con la maggior parte
et vettori di clonazione, tuttavia, non vi ¢ garanzia che, una volta inserito il cDNA,
+ suoi nucleotidi avranno la giusta griglia di lettura e saranno pertanto capaci di
dirigere la sintesi della vera sequenza amminoacidica della proteina. Ciononostante
wccorre esaminare ulteriormente i cloni positivi isolati con 'uno o 'altro metodo
& screening in modo da stabilire quale (o quali) reca la sequenza codificante com-

pleta per la proteina bersaglio.

| vettori per la clonazione di frammenti di DNA di
grandi dimensioni

1 verrori basati sul batteriofago A

eneralmente i verrori basadi sui plasmidi per la clonazione di molecole di DNA
srasportano non pitt di 10 kb di DNA inserito, mentre, ai fini della formazione di
wna genoteca, spesso & utile potere conservare grandi frammenti di DNA. Per sod-
isfare questa esigenza si & messo a punto come veicolo di clonazione il virus lamb-
&2 (A) di E. coli (batteriofago, fago).

Nel proprio ciclo vitale il batteriofago A infetta £. coli ¢, dopo I'iniezione del
DINA virale, esistono due possibilita. 1| batteriofago A pud accedere a un ciclo li-
sico che, nel giro di 20 minuti, causa la lisi della cellula ospite e il rilascio di circa
100 particelle di fago. Alternativamente il DNA del batteriofago A iniertato si pud
integrare nel cromosoma di £. cols sotto forma di profago ¢ mantenersi pitt 0 meno
indefinitamente come ospite benigno (lisogenia). Tuttavia in condizioni di stress
ambientale o nutritivo il DNA del batteriofago A integrato pud essere escisso ¢ ac-
cedere al ciclo litico. 11 DNA del batteriofago A ¢ lungo circa 50 kb, approssima-
sivamente 20 dei quali risultano indispensabili agli eventi di integrazione-escissio-
ne (I/E). Per formare le genoteche si & pensato che fosse possibilile sostituire que-
ste 20 kb con altrertante kb di DNA clonato. Una simile molecola di DNA si sa-
rebbe potuta perpetuare sotto forma di batteriofago A «ricombinante» tramite ci-
cli liici obbligarori.

Per farsi un’idea di come funzionino i sistemi di clonazione basati sul bartte-
riofago A occorre comprendere gli aspetti molecolari del ciclo litico. Un batterio-
fago A infettivo & costituito da una coda proteica tubolare con una fibra caudale
proteica e da una testa proteica che contiene 50 kb di DNA. La produzione ¢ 'as-
semblaggio delle teste e delle code e il packaging (compattamento) del DNA co-
stituiscono una successione di eventi altamente coordinad. Il DNA all'interno del-
la testa di una particella A & una molecola lineare di 50 kb recante un prolunga-
mento di 12 basi a filamento singolo nel filamento 5" di ognuna delle due estre-
mirta. Questi prolungamenti si definiscono estremita coesive (cos), in quanto con-
tengono sequenze complementari I'una rispetto all'altra. Dopo avere iniettato in
E. col; il DNA di A attraverso la coda, le estremita cos si appaiano formando una
molecola di DNA circolare. Durante la fase iniziale del ciclo litico la replicazione
del DNA della molecola circolare da origine a una forma lineare di DNA A, com-
posta da parecchi tratti contigui di unita da 50 kb (figura 4.16A). Ogni nuova te-
sta viene riempita con un’'unita di DNA da 50 kb; infine viene aggiunto il sistema
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Figura 4.15 La sintesi del cDNA. A
una preparazione purificata di
mRNA si aggiunge un innesco oli-
go(dT), nonché la trascrittasi inver-
sa e i quattro dNTP che servono a
produrre il DNA dallo stampo di
RNA. La trascrittasi inversa non pro-
duce copie cDNA totali delfRNA da
tutte le possibili molecole stampo
(in basso a destra). |l ripiegamento
del filamento di DNA in corso di al-
lungamento prodotto dalla trascrit-
tasi inversa mette a disposizione un

mRNA
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AAAAAA 3
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Trascrictasi
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quatcro ANTP

AAAA?A?J?J?AAAAA 3/
TTTEY,
3’ OH

ossidrile 3' perché il frammento di
Klenow completi la sintesi del se-
condo filamento, utilizzando come
stampo il filamento cDNA iniziale.
Completata la sintesi del secondo

filamento, si idrolizza I'mRNA con G AAAAAAAA G AAAAA
I'enzima RNasi H e si tratta il DNA 00 0 R B
con la nucleasi §1 onde produrre OH 3’ TTT1 <| I OH 3' TTTI1
molecole lineari con estremita net- 3 3
te, senza anse a forcina.
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e iquattro ANTP e i quatero ANTP
G AAAAAAA G AAAAA
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RNasi H; RNasi H;
nucleasi S1 nucleasi S1
c¢DNA completo cDNA incompleto

caudale, completando la formazione della particella infettiva (figura 4.16B). Il vo-
lume della testa del batteriofago A basta a contenere 50 kb. Se in una testa si in-
troducono meno di 38 kb di DNA il risultato & una particella di batteriofago non
infettiva; per contro, nella testa non ¢’& spazio per piti di 52 kb di DNA. Iubica-
zione delle sequenze cos, che nel DNA A lineare plurisegmentario si trovano a in-
tervalli di 50 kb, garantisce che ogni testa riceva la giusta quantita di DNA. All'a-
pertura della testa si trova un enzima che riconosce la sequenza cos a doppio fila-
mento e taglia il DNA in tale sito a mano a mano che esso viene inserito nella te-
sta.

Nel corso degli studi volti a stabilire come viene assemblata una particella di

E batteriofago A & stato messo a punto un sistema di packaging in vitro. Mescolan-
do insieme teste purificate ¢ vuote, DNA di barteriofago A (50 kb) e complessi
caudali, si riesce a riprodurre in provetta la particella infettiva.

Uno dei tanti vertori di clonazione che si basa sul batteriofago A finora escogi-
tati possiede due siti BaHI che fiancheggiano la regione I/E. Quando si taglia il
DNA purificato di questo batteriofago con BamHl, si formano tre segmenti. Il co-
siddetto braccio sinjstro (regione L) contiene Iinformazione genetica per la pro-
duzione delle teste e delle code, il braccio destro (regione R) reca i geni per la re-
plicazione del DNA e per la lisi delle cellule; il frammento intermedio (I/E) por-
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/Tcsta di batteriofago A

Sequenza cos

DNA di batteriofago A
a lunghezza multipla

DNA

Testa

Coda

Fibra caudale

=2 i geni per i processi di integrazione-escissione. Lobiettivo di questo protocollo
& ingegneria genetica & quello di sostituire il segmento intermedio del DNA A con

partenza viene tagliato con BamHI, e si isolano tratti di DNA della lunghezza di
15-20 kb. I due campioni di DNA vengono combinati e incubati con DNA-liga-
T4, Ora si aggiungono le teste di batteriofago vuote e i complessi caudali. In tali
condizioni vengono compattate nelle teste le unitd di DNA da 50 kb e si forma-
=0 particelle del barteriofago infettive. Non riescono a organizzarsi nelle teste al-
=1 prodotti della reazione di legatura, in quanto sono troppo grandi (>52 kb) o
woppo piccoli (<38 kb). Il batteriofago A ricombinato puo subire cicli litici solo
0 un ceppo di E. coli che non permette la crescita di batteriofagi A ricostituiti e
in possesso di regioni I/E intatte. I batteriofagi A ricombinandi si perpetuano me-
diante crescita continua su E. coli fresco.

Le genoteche di batreriofagi A si possono sottoporre a screening con I'ausilio
di'sonde di DNA o mediante saggi immunologici. Nei sistemi di vettori di clona-
zione basati su plasmidi nel saggio si fa uso di colonie barreriche; nel sistema di
vertori batteriofagici si trasportano su una matrice le singole zone di lisi (placche)
che contengono il batteriofago e le si analizza. Ai fini dell’ibridazione del DNA si
allontanano le proteine del batteriofago e si denatura il DNA, fissandolo poi su

DINA clonato della lunghezza approssimativa di 20 kb (figura 4.17). Il DNA di_
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Figura 4.16 |l packaging (compattamento) del
DNA del batteriofago A nelle teste durante il ¢i-
clo litica. A. La replicazione del DNA derivante
dalla forma circolare del batteriofago A crea una
forma lineare composta da tratti multipli contigui
di DNA batteriofagico, ciascuno lungo approssi-
mativamente 50 kb. B. Prima che venga fissato
i| sistema caudale, ciascuna testa cosl assembla-
ta si riempie con una unita di 50 kb di DNA A.
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DNA di batteriofago A
Estremira cos
BamHI1 BamHI

Estremita cos BamHI, frazionamento

in base alla dimensione
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e e} | e - 5.1

(lunghezza 15-20 kb)

DNA-ligasi T4
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T |
<——— Comparttamento del fago 7 vitro ———m
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/
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Figura 4.17 |l sistema di clonazione basato sul batteriofago A. Si ingegnerizza il batteriofago A in maniera che contenga due siti BamHl fiancheggianti
la regione |/E del genoma A. | prolungamenti indicano le estremita cos del DNA di A. Al fini della clonazione si taglia il DNA con BarmHl e lo si fraziona
in base alla dimensione, onde isolare frammenti lunghi da 15 a 20 kb. Anche il DNA del batteriofago A viene tagliato con BamHI. $i mescolano i due
campioni di DNA e [i si tratta con DNA-ligasi. La miscela di reazione della legatura conterra un certo numero di molecole di DNA diverse, tra le qualiz (1)
batteriofago A ricostituito; (2) le regioni L e R del batteriofago A con un frammento di 20 kb del DNA di partenza in |uogo della regione I/E. Si confe-
zionano tali malecole nella testa del batteriofago A in vitro e si formano particelle infettive addizionando i sistemi caudali. In seguito all‘infezione delle
cellule di E. coli che contengono il DNA batteriofagico P2 integrato nel proprio cromosoma, potranno replicarsi (e dare vita al batteriofago A infettivo)
soldmente le molecole che possiedono le regioni R e L e il frammento di DNA di ~20 kb clonato. In questa maniera si perpetua soltanto il batteriofa-
€0 A che contiene l'inserto di DNA.

una martrice. Per quanto concerne i saggi immunologici, nel corso del ciclo litico

vengono sintetizzate le proteine codificate dai geni clonati; esse vengono poi tra-

sferite con la placca ¢ successivamente fissate sulla matrice. In base ai siti della ma-

trice che forniscono risposte positive, si provvede a costituire sottocolture delle

placche corrispondenti della piastra originaria, in modo da disporre di una fonte
- di batteriofago ricombinante coltivabile individualmente su £. coli.
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I cosmidi

1 vertori di clonazione detti cosmidi possono trasportare 40 kb di DNA clonato
=4 essere mantenud sotto forma di plasmidi in £. cofi. I cosmidi riuniscono le pro-
prieta dei plasmidi e dei vettori basati sul batteriofago A. Per fare un esempio, il
cosmide di uso comune pLFR-5 (approssimativamente 6 kb) possiede due siti cos
{estremita cos) provenienti dal batteriofago A separati da un sito per I'endonu-
cleasi di restrizione Scal, una sequenza di clonazione multipla con sei siti esclusi-
vi (Hind111, Pst], Sall, BamHI ed EcoRl), un'origine di replicazione del DNA
{ori) e un gene per la resistenza alla tetraciclina (Tet"). Il cosmide & in grado di
srasportare circa 40 kb di DNA clonato (figura 4.18). Per preparare questo vetto-
«= si purificano mediante centrifugazione in gradiente di densita di saccarosio i
scgmenti di DNA lunghi approssimativamente 40 kb ottenuti digerendo parzial-
mente con l'endonucleasi di restrizione BamHI il DNA di partenza (figura 4.18).
11 DNA di pLFR-5 viene tagliato prima con Seal ¢ poi con BamHI. I due cam-
sioni di DNA vengono mescolari ¢ legati. Alcuni dei prodotti cosi formati avran-
=0 un segmento di 40 kb di DNA inserito tra i due frammenti derivanti dalla di-
sestione del DNA di pLFR-5. Tali molecole avranno la lunghezza di circa 50 kb,
con sequenze cos separate da circa 50 kb, il che permettera di introdurle con suc-
cesso nella testa del batteriofago A in vitro. 1l processo di packaging dei batterio-
f22i A consente solamente DNA lungo circa 50 kb, dunque non interessera il
#1LFR-5 ricostituito senza DNA inserito. Dopo aver assemblato le particelle di
barteriofago si introduce il DNA in £. colf mediante infezione.

All'interno della cellula ospite le estremita cos, che erano state tagliate duran-
w= il packaging in virro, appaiano le loro basi e permettono la ciclizzazione del DNA
lineare. La forma circolare & stabile, il che permette di mantenere il DNA clonato
soto forma di costrutto plasmide-inserto di DNA, perché il vettore contiene una
serie complera di funzioni plasmidiche. Per di pil1 il gene per la resistenza alla te-
wraciclina fa si che le colonie recanti il cosmide possano crescere in presenza della
serraciclina; le cellule non trasformate sono invece sensibili alla tetraciclina e muoio-
no.

Esistono altri vettori cosmidici basati sul batteriofago A e d’altronde si sono
wsari altri batteriofagi di E. coli per creare vettori cosmidici. Ad esempio, il geno-
a2 del barteriofago P1 & lungo 115 kb. In questo caso il sistema cosmidico P1 &
in grado di trasportare 85 kb di DNA inserito. Uimpiego dei cosmidi presenta un
duplice vantaggio. Innanzitutto essendo la capacita di clonazione dei cosmidi mag-
siore di quella dei plasmidi, i gruppi di geni ¢ i geni grandi vengono clonati piu
facilmente. In-secondo luogo, ai fini della creazione di una genoteca la presenza di
un inserto di maggiori dimensioni nel veicolo di clonazione vuol dire che si pud
sottoporre allo screening un numero minore di cloni.

Sistemi di vettori batterici a inserto molto grande

Un sistema vettore che trasporta inserti grandi (>100 kb) facilita 'analisi dei ge-
nomi eucariotici complessi. Ad esempio, i sistemi vettore a inserto molto grande
_sono indispensabili nella mappatura del genoma umano e per la scoperta dei geni
umani. A differenza delle genoteche a inserto piccolo, la genoteca a inserto gran-
de comprenderi con maggiore probabilita tutto il materiale genetico dell’organi-
smo, vi saranno meno cloni da mantenere ed esistera una buona probabilita che
un unico clone contenga la maggior parte di un determinato gene o lo contenga
wutto. E stato messo a punto, basato sul sistema di clonazione del batteriofago P1,
un vettore plasmidico per E. coli a basso numero di copie, allo scopo di clonare in-
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DNA di
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base alla dimensione ~40 kb
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Figura 4.18 Un sistena di donazione cosmidico. Il
cosmide contiene: un'origine della replicazione di £
col (orf) (che consente al cosmide di consenvarsi in Estremita cos
E. coli come un plasmide); due siti cos intatti che
fiancheggiano da vicino un sito unico Scal; un sito

l Compattamento i vitro

unico BarmH| vicino & uno dei siti cos, ma esterno Testa
3 esso; un gene dglla resistenza alla tetraciclina (Tet") DN A veaote
Si taglia il DNA di partenza con BamHl e lo si fra- S
ziona in base alla dimensione per isolare le mole- 50 kg
cole lunghe circa 40 kb. Si taglia il DNA plasmidico Cod

a

con Scal e con BamHI. Si mescolano i due campioni
di DNA e li si tratta con la DNA-ligasi T4. Dopo la le-
gatura alcune delle molecole saldate di DNA avran-
no un frammento di 40 kb inserito nel sito BarmH| R el
del plasmide; quando cid accade le due sequenze

cos distano approssimativamente 50 kb, Si inseri-

scono tali molecole dentro la testa dei batteriofagi

A in witro, € dopo I'aggiunta dei sistemi caudali si for-

mano le particelle infettive. Il batteriafago A infetti-

vo introduce in £ coli una molecola di DNA linea- Infezione

rizzata con prolungamenti cos. Dopa ['ingresso nel-
la cellula ospite le estremita cos appaiano le basi e
la DNA-ligasi della cellula ospite salda le indisure. La
molecola circolare di DNA che cos! tree origine per-
mane come plasmide nella cellula ospite. In questo
caso le cellule trasformate si possono identificare
perché sono resistenti all'antibiotico tetraciclina.

-

E. coli
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sert di lunghezza variante tra 100 e 300 kb. Analogamente si ¢ fatto uso del pla-
smide F (replicone del fattore F plasmide del sesso, plasmide della fertilita) di £.
oli, presente in numero di 1 o 2 copie a cellula, insieme con il sistema di selezio-
ne lacZ' dei vettori pUC, per costruire un vettore di clonazione estremamente sta-
5ile e recante inserti di DNA lunghi da 150 a 300 kb. Questi costrutti vettore-in-
serto basati sul plasmide F si chiamano cromosomi artificiali batterici (BAC).

La trasformazione genetica dei procarioti
1l trasferimento di DNA in E. coli

L2 trasformazione ¢ il processo che consiste nell'introdurre DNA libero in una cel-

&ella ricerca sul DNA ricombinante, I'introduzione del DNA plasmidico si rea-
%222 solitamente trattando le cellule con CaCl, ghiacciato € poi esponendole per
<irca 90 5 a una temperartura elevata (42°C). Tale metodo lascia registrare la mas-
wma frequenza di trasformazione, che si definisce come la frazione della popola-
zone cellulare trasformabile: circa 1 cellula su 1000 (107%). Nell’ambito di questo
procedimento il rendimento di trasformazione, definito come numero di trasfor-
manti per microgrammo di DNA aggiunto, corrisponde approssimativamente a
10°-10° colonie trasformate per microgrammo di DNA plasmidico intartto. E vero
«<he una frequenza di trasformazione del 100% sarebbe I'ideale, ma per aggirare
Uinconveniente della bassa frequenza di trasformazione si pud contare su schemi
& sclezione che consentono di identificare rapidamente le cellule trasformate dal
plasmide.

Non & noto il meccanismo di azione che entra in gioco nel procedimento di
wrasformazione basato sul CaCl, e il calore. Si presuppone che la parete cellulare
el batterio venga danneggiata in regioni localizzate, condizione che permette alla
soluzione del DNA plasmidico di penetrare nella cellula batterica. Le cellule bat-
seriche che sono in grado di assumere il DNA si dicono competenti. Nel caso di
£ coli la competenza va indotta. In alcuni altri batteri & un fenomeno naturale e
szlvolta puo essere migliorata mediante I'impiego di specifici mezzi di coltura o
condizioni di crescita. Nel caso di batteri refractari (resistenti) alla competenza in-
dotra per via chimica, oppure non competenti naturalmente, & necessario rivol-
2ersi ad altri sistemi di introduzione del DNA.

Lelettroporazione

¢ pud indurre I'assunzione del DNA sottoponendo i batteri all’azione di un cam-
po clertrico di elevata intensita in presenza del DNA stesso. Il procedimento pren-
= il nome di elettroporazione e la parola sintetizza I'espressione «permeabilizza-
wone della membrana mediata dal campo elettricos. I protocolli sperimentali per
" clettroporazione differiscono dall’'una all’altra specie batterica. Per E. coli si di-
~spongono le cellule (~50 wL) insieme con il DNA in una camera equipaggiara di
~eictrrodi e si applica per 4,6 millisecondi (ms) un unico impulso di circa 25 mi-
crofarad, 2,5 kilovolt e 200 ohm. Un simile trattamento assicura rendimentd di
erasformazione di 107 trasformanti per microgrammo di DNA per plasmidi pic-
coli (circa 3 kb) e di 10° per plasmidi grandi (circa 136 kb). Condizioni analoghe
s applicano per introdurre in E. coli il DNA dei vettori BAC. Lelettroporazione
costituisce quindi un mezzo valido per trasformare E. coli con plasmidi contenen-
= inserti che superano in lunghezza i 100 kb. Data la probabilita di individuare

fula barterica. Per quanto concerne E. coli, che ¢ la cellula ospite principale ai fini
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un insieme appropriato di condizioni per I'elettroporazione applicabile a qualsia-
si batterio, il procedimento appare destinato a divenire il modo ordinario per tra-
sformare i batteri.

Del meccanismo con il quale viene assunto il DNA nel corso dell’elettropora-
zione si sa pochissimo. Seguendo le linee della spiegazione avanzata per la trasfor-
mazione indotta chimicamente si ¢ dedotto che a causa della scossa elettrica si for-
mano nella parete cellulare pori non durevoli e che, in seguito al contatto con il
doppio strato lipidico della membrana cellulare, il DNA venga assunto dentro la
cellula.

La coniugazione

Nel caso di alcuni batteri, per trasferire i costrutti plasmide-inserto di DNA a una
cellula non facilmente trasformabile si & sfruttata la trasmissione naturale di DNA
plasmidico da cellula donatrice a cellula ricevente. Alcuni plasmidi sono attrezza-
ti geneticamente per formare giunzioni intercellulari tramite le quali il DNA pla-
smidico pud passare da una cellula all’altra. Il contatto efficace tra cellula donatri-
ce e cellula ricevente si deve a funzioni coniugative; il trasferimento meccanico del
DNA ¢ la conseguenza di funzioni mobilizzanti. La maggior parte dei plasmidi
utilizzati nella ricerca sul DNA ricombinante ¢ priva di funzioni coniugative, sic-
ché il DNA di questi plasmidi non pud essere trasmesso alle cellule riceventd per
coniugazione. Si puo, invece, a condizione che un secondo plasmide merta a di-
sposizione nella cellula in esame le funzioni coniugative, mobilizzare alcuni vetto-
ri di clonazione plasmidici e trasferirli. In definitiva, introducendo un plasmide
dotato di funzioni coniugarive in una cellula barterica gia in possesso di un vetro-
re di clonazione plasmidico mobilizzabile, diviene possibile trasferire il vettore di
clonazione plasmidico a una cellula ricevente che altri mezzi trasformerebbero solo
con difficolra.

1l protocollo sperimentale standard per il procedimento suddetro comporta il
mescolamento di tre ceppi. Quando le cellule sono vicine le une alle altre il pla-
smide coniugativo, che in questo caso & pure mobilizzabile, si pud trasferire auto-
nomamente alla cellula dotata del vettore di clonazione plasmidico mobilizzabile.
Poi, con l'ausilio del plasmide coniugativo, il vertore di clonazione plasmidico si
trasferisce a una cellula ricevente bersaglio. Tra le cellule si verificano tutte le pos-
sibili combinazioni di wrasferimento plasmidico, ma le caratteristiche genetiche dei
ceppi e dei plasmidi sono state concepite per selezionare le cellule riceventi bersa-
glio che ricevono il vettore di clonazione. Ad esempio, una possibile procedura di
selezione sfrutea il ceppo A, che reca il plasmide mobilizzabile coniugativo ma non
pud crescere su mezzo minimo ed & sensibile a un antibiotico (poniamo I'anti-
biotico X); il ceppo B, anch’esso impossibilitato a crescere su mezzo minimo, ma
in possesso del vettore di clonazione plasmidico non coniugativo recante il gene
per la resistenza all’antibiotico X; infine il ceppo C, la cellula ricevente bersaglio,
capace di crescere su mezzo minimo, privo di plasmide incomparibile e sensibile
all'antibiotico X. Fatte avvenire le coniugazioni, si fanno crescere le cellule per bre-
ve tempo in un mezzo di coltura completo in assenza dell’antibiotico X, prima di
trasferirle a un mezzo minimo addizionaro dell’antibiotico X. In queste ultime
condizioni potranno crescere solamente le cellule riceventi bersaglio che avevano
acquistato il vettore di clonazione plasmidico. Di tanto in tanto la cellula ricevente
bersaglio pud ricevere entrambi i tipi di plasmide, ma ¢ possibile mettere in evi-
denza questo evento raro mediante piastratura delle repliche su mezzo minimo ¢
selezionando i transconiuganti capaci di crescere in presenza dell’antibiotico X,
ma incapaci di farlo in presenza del gene per la resistenza a un antibiotico (po-
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do il DNA plasmidico tagliato con fosfatasi alcalina, che allontana
i gruppi fosfato dall’estremitd 5’ del DNA linearizzato, impedendo
che queste estremita possano essere saldate le une alle alere dalla
DNA-ligasi T4. Dopo la trasformazione si identificano le cellule
che hanno acquisito i plasmidi (1) saggiando la resistenza a deter-
minati antibiotici o ricercando nelle cellule in accrescimento una
dererminara risposta colorimetrica; (2) eseguendo saggi immuno-
logici o di attivita per i prodotti proteici codificati dal gene clona-
to: (3) mediante ibridazione del DNA con una sonda contenente
una sequenza nucleotidica presente nel gene bersaglio.

Per accrescere la probabilita di clonare un gene completo, il
DNA di parrenza viene digerito in modo incompleto (parzialmen-
te) con un’endonucleasi di restrizione onde produrre frammenti di
varia dimensione, che serviranno a costruire una genoteca. Per clo-
nare frammenti di DNA di notevole dimensione sono stati elabo-
rati vettori basati sul batteriofago A, sul batteriofago P1 e sul pla-

Per ricavare segmenti di DNA che codificano proteine eucario-
tiche si adopera un mRNA purificato come stampo per la trascrit-
tasi inversa, onde sintetizzare un filamento di DNA complementa-
re; a sua volta il filamento servira da stampo per la DNA-polime-
rasi allo scopo di produrre un secondo filamento complementare di
DNA. Ultimato il trattamento enzimatico, questa forma di DNA
complementare a doppio filamento di una molecola di mRNA po-
tra essere clonata in un vettore.

A prescindere dalla strategia utilizzata per la clonazione dei gent,
& necessario ulteriore lavoro sperimentale, dopo l'iniziale identifi-
cazione positiva della sequenza clonata, per stabilire se sia stato clo-
nato un gene strutturale intatto.
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eukaryotic DNA segments in Escherichia coli, Bio/Technology 8:841-
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L niamo il gene per I'antibiotico Y) che si trovava nel plasmide coniugativo prove-
g niente dal ceppo A. Dato che il trasterimento del DNA plasmidico esige la co-
niugazione fra tre ceppi batterici, il procedimento ¢ stato denominarto unione tri-
:' partita.
-
vil
la
RIEPILOGO
Lz tecnologia del DNA ricombinante comprende un insieme di
procedimenti sperimentali che servono a isolare (clonare) segmen-
= di DNA contenenti geni specifici. Il successo della clonazione dei
na zeni si basa sulla possibilitd di tagliare le molecole di DNA in ma-
1A wiera riproducibile in frammenti di dimensione definita. Tale taglio
P preciso del DNA si realizza con l'ausilio di endonucleasi di restri-
fa =one di tipo IT. Questi enzimi si fissano a specifiche sequenze del-
e = molecola di DNA e tagliano simmetricamente i legami fosfobie-
el seere di clascun filamento nel sito di riconoscimento.
5 1l tipico esperimento di clonazione si pud riassumere come se-
'd' zu< (1) Si raglia con una endonucleasi di restrizione il DNA iso-
1c- ‘210 da un organismo che contiene il gene bersaglio. (2) Con la
er szessa endonucleasi di restrizione utilizzata per digerire il DNA di
1i- partenza si taglia un vetrore di clonazione a DNA perpetuabile in
‘0- wnz cellula ospite, solitamente un plasmide. (3) Si mescolano i due
de czmpioni di DNA legando le molecole per azione della DNA-li-
=3 g2s: T4, un enzima che forma legami fosfobiestere alle estremita  smide E -
a4 J<i filamenti di DNA. In seguito alla reazione di legatura vi sa-
o rznno alcune molecole di DNA che conterranno il DNA del pla-
smide e un frammento del DNA dell'organismo di partenza. (4)
' L« molecole di DNA saldate dalla DNA-ligasi T4 si applicano a
il srasformare le cellule ospiti. La trasformazione produce alcune cel-
la- ‘ule che contengono i costrutti plasmide-inserto di DNA. Avendo
05 + plasmide una sequenza di DNA che gli consente di replicarsi (ori-
le. znc della replicazione) in seno alla cellula ospite, I'intero costrut-
si %0 VErrd perpetuato.
25~ Si sono elaborate strategie atte a selezionare le cellule in posses-
lei so dei costrurti plasmide-inserto di DNA. Lentica della ciclizzazio-
- == del DNA plasmidico nel corso della legatura si attenua trattan-
di
on
ti-
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QUESITI

1. Che cosa sono le endonucleasi di restrizione di tipo IT ¢ a che
cosa devono la loro importanza nella tecnologia del DNA ricom-
binante?

2. Quando si pone a digerire il DNA circolare a doppio filamen-
to proveniente dal plasmide pCEL1 con varie endonucleasi di re-
strizione e con loro combinazioni, si osservano le seguent bande
(la lunghezza & espressa in kb): £coR1, 6,0; BamH1, 6,0; Hind 111,
6,05 Haell, 3,0, 2,0 e 1,0; EcoR1 e Haell, 2,0 e 1,0; EcoR1 e Hind
IM1, 3,5 e 2,5; EcoRI e BamHI, 4,5 e 1,5; BamHI e Hind 111, 5,0 e
1,0; BamHI e Haell, 3,0, 1,5, 1,0 ¢ 0,5; Hind 111 e Haell, 3,0, 1,5,
1,0 ¢ 0,5. Utilizzate I'informazione per costruire la mappa di re-
strizione di pCELI1.

3. lllustrate 'impiego del plasmide pBR322 come verrore di clo-
nazione. Quali caratteristiche speciali possiede?

4. Illustrate le caratteristiche principali del sistema di clonazione
pUC. s

5. Spesso si costruisce una banca di cloni digerendo completa-
mente un vettore plasmidico con I'enzima di restrizione BamHI ed
effettuandone la legatura con DNA cromosomiale parzialmente di-
gerito con I'enzima di restrizione Szu3Al.
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SQUTHERN, E., Dertection of specific sequences among DNA fragments
separated by gel electrophoresis, /. Mol. Biol. 98:503-507, 1975.
WINNACKER, E.-L., From Genes to Clones: Introduction to Gene Techno-
lagy, VCH, New York, 1987.

a) Perché in questo esperimento si fa uso di due enzimi diver-
si?

b) Che cos’e una digestione parziale e come si efferrua?

¢) Perché, per costruire le banche di cloni, spesso si fa ricorso
alla digestione parziale?

6. Al fini degli esperimenti di clonazione, perché, preliminarmente
alla fase di legatura, spesso si tratta con la fosfatasi alcalina il DNA
plasmidico dissociato?

7. Indicate alcune maniere diverse per introdurre i plasmidi ri-
combinanti in un batterio gram-negativo come £. coli.

8. Delincate alcuni mertodi diversi per rivelare un gene bersaglio
clonato nell'ambito di una genoteca in E. coli. Quali condizioni oc-
corre soddisfare per ciascun tipo di saggio?

9. Che cos'® una genoteca di cDNA?

10. Per quale ragione adoperereste un plasmide, un batteriofago A,
un cosmide o un BAC come verrore di clonazione?



Sintesi chimica,
sequenziamento e

amplificazione del DNA

 ricerca riceve contributi robusti dai progressi tecnologici realizzati in tutte le
sbili aree della scienza. I nuovi protocolli generano a loro volta nuovi esperi-
i e certi procedimenti sperimentali un tempo di difficile attuazione divengo-
assai pill facili. Lessenza stessa della biotecnologia molecolare € radicata in
ampia varieta di sviluppi tecnici, molti dei quali sono divenuti comuni e ac-
sia agli impianti grandi sia a quelli piccoli. Ad esempio, oggi & di routine
atesi chimica di una molecola di DNA, il sequenziamento di un’altra, 'am-
zione di un'altra ancora per mezzo della reazione a catena della polimerasi
. Ognuno di questi procedimenti trae origine dall'informazione resa acces-
da studi fondamentali concernenti le caratteristiche del DNA e la sua repli-
e. Inoltre questi metodi sperimentali sono divenuti componenti integranti
2 ricerca sulla clonazione molecolare volta a isolare, caratterizzare, manipolare
asferire specifici frammenti del DNA.

sintesi chimica del DNA

capacita di sintetizzare facilmente, a poco prezzo e rapidamente un filamento
DNA con una specifica sequenza di nucleotidi ha contribuito in misura signi-
va alle merodologie della clonazione molecolare ¢ alla caratterizzazione del
Questi oligonucleotidi di DNA a un solo filamento, sintetizzati chimica-
< e facilmente reperibili possono servire ad assemblare geni interi o frammenti
5. ad amplificare determinac frammenti di DNA, a introdurre mutazioni spe-
entro DNA isolati, ma possono essere anche utili come sonde di DNA per

ndazione, come ulteriori mezzi per il sequenziamento dei geni o come elementi
collegamento (linker) per facilitare la clonazione dei geni.

A rendere la sintesi degli oligonucleotidi a un filamento (<50 nucleotidi) un
smo quasi di routine ¢ stata 'invenzione di macchine che rendono automatiche
s=azioni chimiche coinvolte nella sintesi del DNA (sintetizzatori di DNA o «mac-
= geniche»). Generalmente i sintetizzatori di DNA sono costituiti da un in-
e di valvole e di pompe programmate per introdurre nell'ordine giusto deter-
unari nucleotidi e i reagenti necessari per associare ciascun nucleotide successivo
catena in accrescimento. La sintesi chimica del DNA non soggiace alla dire-
ac biologica; nel processo chimico ogni nucleotide entrante viene accoppiato
estremiti ossidrilica 5" della catena in accrescimentor Le reazioni si effetruano
we in successione in una sola colonna di reazione e la durata di ciascuna reazio-
cosi come le fasi di lavaggio, & controllata elettronicamente.

CAPITOLO
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Figura 5.1 Mappa di flusso della sintesi chi-
mica di oligonucleotidi di DNA. Dopo n cicli
reazioni di accoppiamento & stato prodotto un
tratto di DNA a filamento singolo costituito da
n 4 1 nucleotidi.

1l metodo della fosforammidite

Attualmente il procedimento d'elezione per sintetizzare chimicamente il DNA &
quello basato sulla fosforammidite. Per evitare, durante l'accrescimento della ca-
tena, reazioni secondarie indesiderabili, prima di introdurre i materiali nella co-
lonna di reazione si provvede a proteggere i gruppi amminici delle basi adenina,
guanina e citosina mediante, nspemvamente, I'aggiunta di gruppi benzoile, iso-
butirrile e benzoile. Non si tratta la timina in quanto manca di gruppo ammini-
co. Si impiega la sintesi in fase solida (ciot 'ancoraggio del filamento di DNA in
accrescimento a un supporto solido), di modo che le reazioni si possano compie-
re tutte in un unico reatrore, i reagenti che hanno partecipato a una fase si possa-
no eliminare facilmente per lavaggio prima di aggiungere quelli della fase succes-
siva, e 1 reagenti stessi possano essere adoperati in eccesso, in maniera da spingere
il pin possxblle le reazioni verso il completamento.

La sintesi, in pitt tempi, procede nel modo seguente (ﬁgura 5.1). Si fissa il nu-
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cleoside (solo base e zucchero) iniziale su un supporto solido inerte, sovente co-
stituito da vetro a porosita controllata CPG (palline di vetro aventi pori di di-
mensione uniforme). Il primo nucleoside, che costituira nel filamento sintetizza-
10 il nucleotide terminale 3', viene connesso con una molecola distanziatrice (spa-
cer) tramite I'estremita 3', e la molecola distanziatrice viene ancorata in modo co-
valente al materiale di supporto. All'estremo 5" del nucleoside iniziale ¢ stato fis-
sato un gruppo dimetossitritile (DMT) (figura 5.2), onde impedire all'ossidrile 5’
di reagire aspecificamente prima che venga aggiunto il secondo nucleotide. Ogni
nucleotide da aggiungere alla catena in accrescimento reca un gruppo 5'-DMT e
uno biisopropilammina legato a un gruppo fosfito 3', di per sé protetro da un re-
siduo metile (figura 5.3). Questa configurazione molecolare prende il nome di fo-
sforammidite.

Una volta fissato il primo nucleoside alle palline di CPG ha inizio il ciclo. In-
nanzitutto si lava ripetutamente la colonna di reazione con un reagente anidro (per
esempio acetonitrile) che allontani I'acqua e qualsiasi nucleofilo eventualmente
presente. Poi si fa fluire argon nella colonna per spurgarla dall’acetonitrile. Suc-
cessivamente si elimina il gruppo 5'-DMT (fase di detritilazione) dal nucleoside
ancorato tratrando con acido tricloroacetico (TCA) onde ottenere un ossidrile 5
reartivo (figura 5.4). Si ritorna a lavare la colonna di reazione con I'acetonitrile per
allontanare il TCA e poi con argon per spurgare 'acetonitrile. Si programma la
macchina per introdurre simultaneamente la base successiva prescritta (fosforam-
midite) e il tetrazolo (fasi di attivazione e accoppiamento). Il tetrazolo attiva la fo-
sforammidite in modo che il suo fosfito 3" si leghi covalentemente con l'ossidrile
5’ del nucleoside iniziale (figura 5.5). Facendo fluire 'argon si eliminano la fosfo-
rammidite non incorporata e il tetrazolo.

Poiché non tutti i nucleosidi ancorati al supporto si legano, durante la prima
reazione di accoppiamento, a una fosforammidite, occorre impedire che i residui
rimasti liberi si leghino al nucleotide successivo nel corso del ciclo seguente. A tale
scopo si aggiungono anidride acetica e dimetilamminopiridina per acetilare gli os-
sidrili 5’ che non avevano reagito (figura 5.6). Se non si effettua questa reazione
di «incappucciamentoy (capping), in capo a un certo numero di cicli le catene in
accrescimento presenteranno lunghezza ¢ sequenza nucleotidica differente.

A questo punto del processo la connessione internucleotidica ha la forma di
un legame triestere (fosfito), che & instabile e incline a scindersi in presenza degli
acidi o delle basi. Di conseguenza il triestere fosfito viene ossidato con una misce-
1a a base di iodio per formare il pilt stabile triestere fosfato pentavalente (figura
5.7). Dopo questa fase di ossidazione e il successivo lavaggio della colonna di rea-
zione si ripete il ciclo di detritilazione, attivazione della fosforammidite, accop-
piamento, incappucciamento e ossidazione (figura 5.1). Il ciclo si ripete a ogni fo-
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Figura 5.2 Il complessa iniziale per la sintesi chi-
mica di un filamento di DNA. Il nuclecside iniziale
reca un gruppo dimetossitritile (DMT) legato al-
l'ossidrile 5 della porzione deossiribosio e una
molecola distanziatrice fissata all'ossidrile del car-
bonio 3' del deossiribosio. Lunita distanziatrice
& ancorata a un supporto solido, che in genere &
una pallina di CPG.

Figura 5.3 La struttura della fosforammidite. Si
dispone di fosforammiditi per ognune delle quat-
tra basi — A, C, G e T — usate per sintetizzare chi-
micamente i filamenti di DNA. Si fissa un grup-
po hiisopropilammina al gruppo fosfita 3* men-
tre un gruppo dimetossitritile (DMT) si trova sul-
f'ossidrile 5’ dello zucchero dessiribosio.
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Figura 5.4 La detritilazione. Si allontana il grup- DMT —0O HO
po 5'-dimetossitritile (DMT) trattando con acido | |
tricloroacetico (TCA). Nell'esempio si illustra la CH, Base 1 CHj Base 1
detritilazione del primo nucleoside.
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Figura 5.5 Attivazione e accoppiamento. Latti- Distanziatore
vazione della fosforammidite permette al suo : '
gruppo fosfito 3’ di legarsi all'ossidrile 5’ del nu- CPG
cleoside detritilato |legato. DMT, dimetossitritile;

Me, metile.
~



< 8008 4696
Cappuccio
Nucleoside CH;C=0
non reagito |
HO O
Base 1 Base 1
‘Q‘{ Incappucciamento k—j
Dlstanznatore Dlstanuatorc
DMT—0O DMT — O

|

CH, Base 2 Base 2
(6]
H H
H H
(] H

/

P —OMe 0= P OMe

| |
O Ossidazione 0

| »
CH, Base 1 Base 1

O
H H
H H
(e} H .
/
Distanziatore Distanz.latorc
CPG CPG

sforammidite successiva fino a quando non si sia aggiunto alla catena in accresci-
mento I'ultimo residuo programmaro. Completaro il ciclo finale, si fissano alle pal-
line di CPG i filamenti di DNA sintetizzati; ogni triestere fosfato contiene un grup-
po metile; ogni guanina, citosina e adenina reca ancora il proprio gruppo protet-
tore; I'estremita 5’ dell’ultimo nucleoride, infine, reca un gruppo DMT.

I gruppi metile si allontanano chimicamente nella stessa colonna di reazione.
[ filamenti di DNA vengono poi separati dalla molecola distanziatrice lasciando
un’estremitd ossidrilica 3'. Si eluisce il DNA dalla colonna di reazione ¢, uno dopo
I'altro, si allontanano i gruppi benzoile e isobutirrile, detritilando, infine, il DNA.
Destremita 5' del filamento di DNA viene fosforilata o mediante I'enzima poli-
nucleotide-chinasi T4 ¢ ATP o con un procedimento chimico. Questa reazione si
pud effectuare dopo la detritilazione, mentre 'oligonucleotide continua a essere
ancorato al supporto.

lificazione del DNA 77

5. Sintesi chimica, sequenziamento e

oL

-

Figura 5.6 Lincappucciamento (capping). Gli
ossidrili 5 disponibili dei nucleosidi detritilati che
non hanno reagito vengono acetilati per impedi-
re che prendana parte alla reazione di accoppia-
mento del dclo successivo.

Figura 5.7 Lossidazione. Il legame internucleo-
tidico triestere fosfito viene ossidato nel triestere
fosfato pentavalente. Tele reazione stabilizza il le-
game fosfobiestere e lo rende meno suscettibi-
le nei confronti della scissione sia in condizioni
acide sia in condizioni basiche. DMNT, dimetos-
sitritile; Me, metile,
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1

Resa complessiva in oligonucleotids (%)

Rendimento di accoppiamento (%) 20 mer 40 mer 60 mer 80 mer 100 mer

S0 12 15 018 0,02 0,003
g5 36 13 46 147 06
98 67 45 30 20 13

99 82 67 55 45 37
99,5 90 82 74 67 61

Per conseguire una resa complessiva accettabile, a ogni fase il rendimento del-
l'accoppiamento dovrebbe superare il 98%. Il rendimento di accoppiamento dei
singoli cicli si determina spettrofotometricamente seguendo la quantita di unita
tritile messe in liberta. Se, per esempio, nella produzione di un oligonucleotide di
20 unita (20 mer) il rendimento di ogni ciclo & del 99%, allora '82% (ciot 0,99%°
% 100) del prodotto risultera lungo 20 nucleotidi. Se si sintetizza un 60 mer con
i 99% di rendimento a ogni ciclo, allora conterra 60 nucleotidi circa il 55% del
prodotto finale. Quando, comunque, il rendimento di accoppiamento medio &
minore del 98%, la lunghezza dell'oligonucleotide finale ottenibile in quantita uti-
li spesso risulta limitata (tabella 5.1). I fabbricanti della maggior parte dei sinte-
tizzatori di DNA in commercio asseriscono che si riesce facilmente a ottenere ren-
dimenti di accoppiamento medi approssimativamente del 98%. Per ottenere ren-
dimenti di accoppiamento cosi elevati, perd, & necessario urilizzare reagenti pro-
dorti chimici estremamente puri, un requisito non facile da soddisfare nella prati-
ca. Generalmente i ricercarori osservano rendimenti di accoppiamento intorno al
95%, anche se di tanto in tanto si registra il 99%. La conseguenza & che i prodot-
ti iniziali della maggior parte delle sessioni di sintesi del DNA devono essere sot-
toposti preliminarmente o a cromatografia liquida ad alta pressione in fase inver-
sa 0 a elettroforesi su gel onde purificare il prodotto richiesto. Lo scopo general-
mente viene raggiunto, perché le sequenze errate sono tutre piit corte dell'oligo-
nucleotide desiderato.

Limpiego degli oligonucleotidi di sintesi

In biotecnologia molecolare gli oligonucleotidi sintetizzati per via chimica trovano
numerose applicazioni. Possono essere utilizzarti come sonde di DNA di ibridazio-
ne, per unire molecole di DNA negli esperimenti di clonazione, come inneschi per
il sequenziamento del DNA oppure per modificare la sequenza dei geni clonari.

1. Deducendo i codoni dalla sequenza amminoacidica di una proteina si posso-
no formulare sonde oligonucleotidiche a un solo filamento (20-40 mer).

2. Si possono creare sequenze a due filamenti, dette inker (elementi di collega-
mento) sintetizzando un oligomero costituito da una sequenza di DNA palin-
dromica che si ibrida per appaiamento di basi con se stessa e contiene un sito
di riconoscimento dell'endonucleasi di restrizione per favorire la clonazione dei
frammenti di DNA (ﬁgura 5.8A e B). E possibile unire, tramite le estremita
nette, uno di questi brevi duplex di DNA (da 6 a 12 bp) con ciascuna delle
estremitd di una molecola di DNA bersaglio (di solito un DNA complemen-
tare [cDNA]). Tagliando con I'endonucleasi di restrizione appropriata questa
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nuova molecola, i prolungamenti a un filamento (prolungamenti coesivi) con-

sentono di clonare il DNA bersaglio in un vettore. In vista della clonazione,
perd, si fraziona la miscela di digestione per allontanare le molecole linker in
eccesso dal DNA ora dotato di estremitd coesive. Anche il vettore viene linea-
rizzato con la stessa endonucleasi di restrizione e i due tipi di molecole a estre-
mita coesive (DNA vetrori e bersaglio) si mescolano e si congiungono per mez-
20 della DNA-ligasi T4. Affinché il procedimento riesca efficace, la molecola di
DNA bersaglio non deve possedere alcun sito per I'endonucleasi di restrizione
che riproduca la sequenza di collegamento, altrimenti sard tagliata anchessa.

(5]

. Le sequenze «adattatricis, che sono varianti di quelle di collegamento, conten-
gono spesso due o pitl siti per le endonucleasi di restrizione (figura 5.8C). Gli
adattatori permettono di clonare i cDNA mediante legatura delle estremita net-
te ¢ di tagliarli pitt tardi dal vettore in seguiro a digestione con un enzima di
restrizione diverso. Ladattatore illustrato in figura 5.8C viene inserito in un
sito BamHI del vertore prima di legare mediante le estremita nette il DNA ber-
saglio (cDNA) dentro il sito Smal. Si puo separare dal verrore il DNA clonato
digerendo con BamHL. In questo esempio il vettore dovrebbe essere privo di
siti Smal e non dovrebbero avere siti BamHI né il vettore né il cDNA.

4. Si possono sintetizzare sequenze a un filamento (~17-24 mer) da utilizzare
come inneschi per le reazioni di sequenziamento del DNA e per vari protocolli

di PCR.
5. Si possono utilizzare oligonucleotidi a un filamento per la mutagenesi in vitro.

6. Pubd essere necessario sintetizzare chimicamente la sequenza di DNA che codi-
fica una proteina, perché, pur essendo nota la sequenza amminoacidica di una
certa proteina, & risultato difficile clonarne il gene. La sequenza nucleotidica
del gene si pud ricavare da quella amminoacidica gia determinara. In aleri casi
un organismo ospite pud non preferire i codoni originali di un gene e si veri-
ficano livelli di traduzione scadenti. Di conseguenza si pud sintetizzare un gene
in possesso di una serie di codoni efficace (ottimizzazione dei codoni), meglio
adarro all’organismo in studio senza che ne risulti modificara la sequenza am-
minoacidica della proteina. 1

La sintesi dei geni

Quando, per una certa applicazione (per esempio la sintesi di un gene o di un fram-
mento genico) serve DNA a due filamenti sintetizzato chimicamente, allora si fab-
brica ognuno dei due filamenti complementari separatamente. La produzione dei
geni brevi (da 60 a 80 bp) & un compito tecnicamente immediato, eseguibile sin-
tetizzando i filamenti complementari ¢ poi ibridandoli. La produzione di geni di
dimensioni maggiori (>300 bp), invece, impone di ricorrere a strategie speciali,
perché il rendimento di accoppiamento dei singoli cicli della sintesi chimica del
DNA non raggiunge mai il 100%. Ad esempio, se un gene contiene 999 coppie
di basi e il rendimento di accoppiamento & del 99% a ciclo, la proporzione dei sin-
goli filamenti di DNA al termine dellultimo ciclo si riduce a un minuscolo 0,004%.
Per venire a capo di questo problema si usa assemblare i geni sintetici (a doppio fi-
lamento) in forma modulare a partire da frammenti (a un solo filamento) lunghi
da 20 a 100 nucleotidi.

Uno dei metodi per costruire un gene sintetico richiede la produzione iniziale
di una seric di oligonucleotidi complementari, sovrapposti, ognuno dei quali & lun-
go da 20 a 60 nucleoridi. La sequenza dei filamenti & progettata in maniera che,
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Figura 5.8 Tipiche sequenze di collegamento
(linker) e di adattamento (adaptor). A. Elemen-
1o di collegamento EcoRI di 6 mer. B. Un ele-
mento di collegamento EcoRl di 8 mer. C. Adat-
tatore BamHI-Smal. In evidenza sia I'estremita
coesiva BamHi sia quella Smal.
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Figura 5.9 L'assemblaggio di un gene sintetico
a partire da brevi oligonucleotidi. | singoli oligo-
nucleotidi (da 20 a 60 mer) sono stati sintetiz-
zai per via chimica. La loro sequenza & concepi-
ta in modo che, dopo la reibridazione, formino
una disposizione a doppio filamento. Per salda-
re le incisure e produrre la versione intatta del
gene si usa la DNA-ligasi T4.

Sintesi di
singoli
filamenti
P 2 OH P 2 OH
P . OH P - OH
P 2 OH P 2 OH
Annealing
OH P OH P
P 1 3 5 OH
HO P
Z P OH 4 P ool Y
DNA-ligasi
T4
P OH
HO P

Gene assemblato

dopo la reibridazione (annealing), i due segmenti estremi del gene presentino estre-
mita nette. Ogni sezione interna del gene possiede prolungamenti 3’ e 5' com-
plementari concepiti per appaiarsi con precisione con una sezione adiacente (fi-
gura 5.9). Di conseguenza, una volta assemblato il gene, I'unico compito che ri-
mane ¢ quello di complerare il processo saldando con la DNA-ligasi T4 le incisu-
re lungo l'ossatura dei due filamenti. Oltre a contenere la sequenza codificante di
una proteina, i geni sintetici potranno essere concepiti in modo da avere sequen-
ze terminali che facilitino I'inserimento in un vettore di clonazione (siti per le en-
donucleasi di restrizione) e, se necessario, sequenze contenenti segnali per inizio
e larresto corretti della trascrizione e della traduzione.

Una maniera alternativa di preparare un gene intero consiste nel sintetizzare
una serie determinata di oligonucleotidi sovrapposti (40-100 nucleotidi). Dopo
avere ibridato i prolungamenti 3" e 5" (lunghi da 6 a 10 nucleotidi), rimangono
ancora ampie lacune, ma le regioni appaiate sono abbastanza lunghe ¢ abbastanza
stabili da assicurare il mantenimento della struttura. Si completa il duplex e si col-
mano le lacune mediante la sintesi enzimatica di DNA con la DNA-polimerasi I
di E. coli. Questo enzima utilizza i gruppi ossidrile 3’ come punti di inizio della
replicazione e le regioni a un solo filamento come stampi. Completara la sintesi
enzimatica, si saldano le incisure con la DNA-ligasi T4 (figura 5.10).

Per quanto concerne i geni piit grandi (21000 bp) si assembla solitamente la
sequenza a partire da frammenti a doppio filamento, ciascuno montato congiun-
gendo da quattro a sei oligonucleotidi sovrapposti (da 20 a 60 bp ciascuno) Se,
dopo ciascuna fase di intesi e di reibridazione, vi & una quantita sufficiente di fram-
menti a doppio filamento, li si salda semplicemente I'uno all’altro; altrimenti si
clona ogni singolo frammento in un vettore per amplificare la quantita di DNA
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disponibile. In entrambi i casi i costrutti a doppio filamento verranno saldati in
successione a formare la sequenza intera del gene. Essendo assolutamente indi-
spensabile che il gene sintetizzato per via chimica possieda la giusta sequenza di
nucleotidi, ciascun frammento a doppio filamento e, in un secondo tempo, la se-
quenza completa, vengono caratterizzati analizzandone la sequenza.

Le tecniche di sequenziamento del DNA

Dal punto di vista molecolare la comprensione ultima di una molecola di DNA
risiede nella determinazione della sequenza nucleotidica. La funzione di un gene
si puod dedurfe spesso dalla sua sequenza, per esempio confrontandola con quella
di geni le cui funzioni siano gia note. Linformazione concernente la sequenza nu-
cleotidica, inoltre, ¢ essenziale alla ricerca sulla clonazione molecolare. Pur poten-
dosi determinare la sequenza di un frammento di DNA tanto con il procedimen-
to chimico originariamente ideato da Alan Maxam e Walter Gilbert quanto con il
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4 v
-

Figura 5.10 Assemblaggio e sintesi enzimatica
in vitro di un gene. | singoli oligonucleotidi sono
stati sintetizzati per via chimica e le loro sequen-
ze sono state progetiate in maniera da potere for-
mare una molecola nella quale regioni di basi ap-
paiate siano intervallate da regioni aperte (lacu-
ne, gap). Le lacune vengono riempite in vitro me-
diante sintesi enzimatica di DNA e le incisure ven-
gono saldate con l'ausilio della DNA-ligasi T4.
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Il sequenziamento del DNA con inibitori che terminano la catena

SANGER, F, NICKLEN, S. ¢ COULSON; A. R.
Proc. Natl Acad. Sci. USA 74:5463-5467, 1977

Amplificazione enzimatica specifica del DNA 7n vitro: la reazione a catena della polimerasi

‘Muiiis, K B., FALOONA, . A., SCHARF, S. J.. Saigy, R. K., HORN, G. T. e FRucH, H. A.

Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263-273, 1986

Le tecniche nuove sono linfa vitale per la scienza. Ad esse gli
scienziati devono la possibilita di ottenerc informazioni in pre-
cedenza inaccessibili ¢ cid genera a sua volta intuizioni che sti-
molano ulteriori ricerche e sfociano in nuove scoperte. Nel
campo della biotecnologia molecolare il sequenziamenta del
DNA ¢ la PCR sono tecniche poderose, veri cavalli di barta-
glia del laboratorio.

Un metodo relativamente semplice, poco costoso e affi-
dabile & il sequenziamento del DNA mediante sintesi enzi-
matica con inibitori dell'allungamento della catena da parte
DNA-polimerasi. La forma ultima di caratterizzazione di un

frammento di DNA clonato & la suz sequenza. Tra le altre cose,

il sequenziamento del DNA permette di determinare il con-
tenuto codificante di un inserto, le potenziali sequenze inne-
sco per una PCR ¢ la presenza di una mutaziotte genica. Al-
I'epoca in cui fu pubblicato il metodo di Sanger (dideossi) il
sequenziamento del DNA veniva escguito per la maggior par-
te tramite il metodo di scissione base-specifico ideato da
Maxam ¢ Gilbert (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:560-564,
1977). Prima che si claborassero queste tecniche il sequen-
ziamento degli acidi nucleici si limitava pilt 0 meno alle mo-
lecole di RNA. 1l sequenziamento del DNA imponeva di tra-
scrivere il frammento di DNA in RNA con la RNA-polime-
rasi e poi di sequenziare il prodotto di RNA. In generale il sc-
quenziamento dell'RNA comportava il trattamento della mo-
lecola di RNA marcara radioattivamente con varie ribonu-
cleasi, la separazione dci prodorti di digestione, la ridigestio-
ne dei prodotti separati, l'idrolisi dei prodorti della seconda

digestione con gli alcali, la separazione cromatografica dei pro- -

dorti di idrolisi, la determinazione della sequenza degli oli-

gonucleotidi ¢ la costruzione della sequenza basata su tratti di
nucleotidi sovrapponibili. 1l metodo era tedioso e richiedeva
una grande quantita di tempo: con Favvento del metodo dei
dideossi (o di Sanger) divenne obsoleto. Ora sono le moleco-
le di RNA che si sequenziano trasformandole in DNA, Il me-
todo di Sanger soppianto il procedimento di Maxam e Gil-

‘bert quando si mise a punto il sistema di clonazione basato

sul batteriofago M13. La capacita di sequenziare il DNA &
stata responsabile, direttamente o indirerramente, sia della
drammatica impennata degli studi dedicati ai fondamenti mo-
lecolari delle malattic dell'uomo sia dello sviluppo di metodi

- diagnostici e rerapeutici per questi disordini.

La PCR, inventata da Kary Mullis (U.S. patent 4,683,202)
ha inciso tremendamente su molte aree della ricerca, com-
presa la biotecnologia molecolare. La possibilich di generare
grandi quantita di DNA amplificando i segmenti di DNA
genomico o clonato ha facilitato la clonazione di versioni di
DNA di molecole di mRNA rare, lo screening delle genote-
che, il saggio diagnostico delle mutazioni geniche, la mappa-
tura fisica dei cromosomi e una miriade di alere applicazioni.
Il primo studio basato sulla PCR illustrava un saggio dia-
gnostico per I'anemia falciforme (Saiki et al. Science 230:1350-
1354, 1985). La PCR fu un’idea unica che non prendeva il
posto di alcun’altra recnologia esistente. Dal 1986 in avanti

essa & stata utilizzata, in un modo o nell’altro, in oltre 10000

ricerche. Non esistono dubbi ormai sul suo status di metodo
indispensabile e, considerato il grande numero di applicazioni

alle quali la PCR si presta, non sembrano sussistere limit ai

suoi possibili impieghi.

LA PIETRA MILIARE

Lo i 0 SRS

procedimento enzimatico elaborato da Fred Sanger, il metodo d'elezione il piti del-
le volte & quest’ultimo, detto pure metodo dei dideossinucleotidi (dideossi).

e Il procedimento dei dideossinucleotidi per il sequenziamento del DNA

11 dideossinucleotide & una molecola artificiale, priva di un gruppo ossidrile sia al
carbonio 2 sia al 3" della porzione zuccherina (figura 5.11A). Al contrario, il deos-
sinucleotide (naturale) contiene nell’unita zuccherina un ossidrile 3 (hgura 5.11B).
Durante la replicazione del DNA un nucleoside trifosfato (naturale) entrante, de-
terminato dall'appaiamento delle basi con il nucleotide del filamento stampo, vie-
ne unito tramite il gruppo fosfato a 5" all’ossidrile 3’ dell’ultimo nucleotide del-
la catena in accrescimento (figura 5.12). Se, invece, all'estremicd della catena in ac-
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crescimento viene incorporato un dideossinucleotide, la sintesi del DNA si inter-
rompe, perché il nucleotide entrante successivo non & in grado di formare il lega-
me fosfobiestere (figura 5.13). Larresto della sintesi del DNA costituisce la carat-
teristica quintessenziale del metodo dei dideossi per il sequenziamento del DNA,

Figura 5.11 A. Dideossinucleotide. Cli atomi di
carbonio 2’ e 3' mancano dell'ossidrile. B. Deos-
sirbonudleotide.

Figura 5.12 Sintesi nomale del DNA. Un deos-
siribonucleotide entrante (deossiribonucleoside
trifasfato [dNTP] si appaia con il nucleotide com-
plementare del filamento stampo. Il legame in-
temucleotidico si forma tra l'ossidrile 3* dell'ulti-
mo nuclectide del filamento in allungamento e
il gruppo fosfato a del nucleotide entrante.
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Figura 5.13 Sintesi del DNA bloccata. Uaccre-
scimento della catena viene arrestato dall'ag-
glunta del dideossinuclectide all'estremita del fi-
lamento in allungamento. Non & possibile for-
mare il legame intemnucleotidico tra Fultimo nu-
cleotide & il successivo nucleotide entrante, per-
ché sullo zucchero del dideossinucleotide man-
ca l'ossidrile 3",
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anche se, prima di potere stabilire la sequenza del DNA, & necessario che siano
soddisfarte altre condizioni sperimentali.

In linea di principio il primo passo del procedimento sperimentale standard
per il sequenziamento con i dideossi comporta I'ibridazione di un oligonucleoti-
de sintetico (17-24 mer) con un segmento predeterminato di un flamento del vet-
tore di clonazione vicino al sito di inserimento del DNA clonato. Loligonucleoti-
de funziona da sequenza innesco mettendo a disposizione un ossidrile 3’ per I'i-
nizio della sintesi del DNA. Il campione di DNA innescato viene quindi suddivi-
s0 in quattro provetre diverse, ognuna delle quali contiene i quartro deossinu-
cleotidi (dATP, dCTP, dGTP e dTTP, ciascuno marcato radioattivamente) e uno
dei quattro dideossinucleotidi (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP). La concentra-
zione di ciascun dideossinucleotide in ogni provetta viene accuratamente regolata
per essere certi che esso sia incorporato nella miscela di catene in accrescimento a
ogni sito possibile e non solamente alla prima occorrenza del nucleotide comple-
mentare dello stampo. (Si tenga presente che la catena si interrompe non appena
viene incorporarto un dideossinucleotide, sicché oghuna delle catene in accresci-
mento finira con il contenere alla propria estremita 3’ un dideossinucleoride.) Tale
condizione sperimentale viene soddisfatta in tutte le proverre; di conseguenza, dopo
la sintesi enzimatica con la DNA-polimerasi, ogni provetta conterra un insieme
unico di oligonucleotidi, tutti contenenti la sequenza innesco (figura 5.14).

Le reazioni della sintesi vengono arrestate aggiungendo formammide, che im-
pedisce ai filamenti di DNA di appaiarsi, e le molecole di DNA vengono separa-
te mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide. Il procedimento di separazio-
ne risolve frammenti di DNA la cui lunghezza differisce anche di un solo nucleo-
tide. Cautoradiografia del gel mostra soltanto i frammenti dii DNA marcati che si
erano prodotti durante la fase della sintesi enzimatica; ognuna delle quattro cor-
sie del gel e dell'autoradiogramma corrisponde a una delle provette contenenti uno
dei quartro dideossinucleotidi.
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123456789
Filamento
stampo
Contenuto Dimensione dell'innesco  Innesco ¢ sequenza
della proverta e prolungamento del prolungamento
ddATP + Innesco + 3 Innesco — dGdCddA
quattro dNTP Innesco + 7 Innesco — dGdCAAdTdCdGddA
Innesco + 8 Innesco — dGdCdAdTdCdGdAddA
ddCTP + Innesco + 2 Innesco — dGddC
quattro dNTP Innesco + 5 Innesco — dGdCdAdTddC
ddGTP + Innesco + 1 Innesco — ddG
quattro dNTP Innesco + 6 Innesco — dGdCdAdTdCddG
ddTTP + Tnnesco + 4 Innesco — dGdCdAddT
quattro dNTP Innesco + 9 Innesco — dGdCdAdTdCdGdAdAddT

La sequenza di un segmento di un frammento di DNA clonato si stabilisce no-
tando con la massima accuratezza I'ordine delle bande a partire dal fondo dell'au-
roradiografia. Nell'esempio riportato in figura 5.15 le prime sei basi del DNA se-
quenziato sono AGCTGC. In questo caso la banda che migra piti velocemente
(vale a dire il frammento marcato piu vicino al fondo), che corrisponde al fram-
mento pitt piccolo di DNA, si trova nella corsia ddATP; la banda successiva ¢ nel-
la corsia ddGTP, I'alera ancora nella corsia ddCTP e, infine, nella corsia ddTTP, e
cosi via. Sulla maggior parte delle autoradiografie si possono risolvere con chia-
rezza da 250 a 350 bande. Di solito si posiziona la sequenza innesco da 10 a 20
nucleoridi lontano dal sito di inserimento del DNA clonato, di modo che il ricer-
catore possa riconoscere la sequenza nota all'inizio dell’autoradiografia e con cid
identificare precisamente il primo nucleotide del DNA clonato.

Limpiego del batteriofago M13 per ottenere DNA a un solo
filamento

Per ottenere la sequenza completa di un frammento di DNA clonato sono state
ideate diverse strategie. Uno dei primi metodi fa uso come vettore del batteriofa-
go M13 di E. coli. Per identificare i vettori che hanno incorporato inserto di
DNA il sistema M13 applica lo stesso principio della serie dei vettori pUC. 1l
DNA della particella virale M13 & un cerchio a un solo filamento. Quando si in-
fetta E. coli con una particella del virus M13 si produce per prima una forma re-
plicativa di DNA a doppio filamento. Le molecole di DNA circolari a un fila-
mento introdotte nella progenie di particelle di batteriofago M13 vengono sinte-
tizzate a partire da tale molecola a doppio filamento. Le cellule infettate da M13
non subiscono la lisi, mentre secernono continuamente particelle infettive del vi-
rus nell’ambiente circostante. Mentre si libera dalla cellula e ne attraversa la mem-

v

Figura 5.14 Estensione dellinnesco durante |a
sintesi del DNA in presenza di dideossinudeoti-
di. Ognuna delle quattro provette contiene un in-
sieme esclusivo di prolungamenti nucleotidici le-
gati all'innesco, perché, quando il filamento in-
corpora un dideossinucleotide, la sintesi si arre-
sta, In ogni provetta verranno sintetizzate alcune
molecole di DNA a lunghezza totale. dNTP, deos-
sinucleoside trifosfato. i
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Figura 5.15 Autoradiografia simulata di un gel
per il sequenziamento del DNA. Ogni corsia del
gel & stata caricata con il contenuto di una delle
quattro provette (contenenti ddATP, ddCTP, ddCTP
o ddTTP). Per convenzione |e bande dell'autora-
diografia si leggono dal basso verso I'alto. Nell'e-
sempio i risultati della determinazione della se-
quenza sono quelli riportati sulla destra.
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brana esterna, ciascuna delle nuove molecole di DNA M13 a un solo filamento
viene rivestita da proteine del capside. Allontanando un segmento non essenzia-
le del DNA M13 si & riusciti ad aggiungere DNA clonato senza sopprimere il ca-
rattere infettivo delle nuove particelle virali. Il sistema M13 presenta due vantag-
gi: la forma replicativa a doppio filamento si puo isolare ¢ manipolare come un
plasmide; il DNA fagico a un solo filamento si puo usare come stampo per se-
quenziare il DNA.

Si & utilizzato il batteriofago M13 come una combinazione dei sistemi vettori
di clonazione e di sequenziamento del DNA. Abitualmente si clona un DNA ber-
saglio non molto pit grande di 500 bp entro una sequenza di clonazione multipla
facente parte di un gene kzcZ’ modificato sulla forma replicativa a doppio filamento
di M13. Si mescola il DNA proveniente dalla reazione di legatura con cellule di
E. coli competenti. Dopo la piastratura e 'incubazione si sviluppano sia colonie
bianche (incolori) sia colonie blu (placche M13) su un mezzo contenente X-Gal,
che vira al blu se viene idrolizzato dalla B-galattosidasi ibrida. Le colonie incolori
che producono particelle di batteriofago M13 possiedono un frammento di DNA
bersaglio che demolisce il gene lacZ". Al contrario, le colonie blu rappresentano
I'infezione con batteriofago M13 riformato, che ha conservaro una sequenza lzeZ'
funzionale ¢ non possiede DNA inserito. Si isolano le particelle di batteriofago da
una colonia bianca e le si usa come fonte di DNA a un solo filamento per se-
quenziare il DNA (figura 5.16). Al costrutto M13 a un filamento-DNA clonato
si aggiunge un oligonucleotide innesco che si ibrida con il DNA del vettore vici-
no al sito di inserimento del DNA clonato, si effettuano le reazioni dei dideossi-

nucleoridi ¢ si ricava dalle autoradiografie la sequenza dell'inserto.

Quando occorre sequenziare un frammento di DNA grande (2000 bp) si pud
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A Sito di clonazione multipla Figura 5.16 Limpiego del batteriofego M13 come

- vettore di clonazione e di sequenziamento del

lacl L JucZ DNA. A, La clonazione del DNA nella forma a dop-

pio filamento di M13. B. Grazie all'orientamento
(frecce) della sequenza di DNA clonato nel vet-
tore di clonazione M13, si pud utilizzare il me-
desimo innesco (P1) per iniziare il sequenzia-
mento dei filamenti complementari di un tratto
di DNA clonato.

N

Sequenza del
DNA clonato

@

&

fare ricorso a un certo numero di strategie diverse. Un metodo consiste nel clona-
re il frammento di DNA in un vertore di clonazione plasmidico convenzionale
creando una mappa detragliata dell’inserto con I'endonucleasi di restrizione. Con
queste conoscenze si possono identificare segmenti sovrapponibili di 100-500 bp
dellinserto di DNA e si pud subclonare ciascun segmento in un diverso vettore
MI13, sequenziandolo. Per essere certi di ortenere la sequenza giusta e di esclude-
re ogni ambiguita circa 'identita del singolo nucleotide occorre sequenziare ripe-
tutamente entrambi i filamendi. Il sequenziamento dei filamenti risulta facilitato
costruendo il sistema M13 in modo che ciascun frammento dell’originario inser-
to di DNA possa essere clonato orientato in due modi. In un orientamento I'in-
nesco da inizio alla sintesi di uno dei filamenti, nell’altra lo stesso innesco dirige
la sintesi dell’altro filamento.
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Figura 5.17 |l sequenziamento del DNA me-
diante il primer walking. (1) Si inizia il sequen-
ziamento del DNA con un innesco (P1) com-
plementare a un sito del plasmidio vicino al sito
di inserimento del DNA donato. (2) Basandosi
sul segmento del DNA clonato appena sequen-
ziato, si sintetizza un secondo innesco comple-
mentare a un tratto di circa 20 nucleotidi vicino
all'estremita di quel segmento. (3) Il secondo in-
nesco (P2) si utilizza per sequenziare il segmento
successivo del DNA clonato. (4) Basandosi sul
segmento del DNA clonato appena sequenziato,
si sinfetizza un terzo innesco complementare a
un tratto di circa 20 nucleotidi vicino all'estremita
di quel segmento. (5) Il terzo innesco (P3) si uti-
lizza per sequenziare il segmento successiva del
DNA clonato. (6) Basandasi sul segmento del
DNA clonato appena sequenziato, si sintetizza un
quarto innesco complementare a un tratto di cir-
ca 20 nudleotidi vicino all'estremita di quel seg-
mento. Si continua ad altemare la sintesi e ['uti-
lizzazione di nuovi inneschi fino a sequenziare
l'intero inserto.

~
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«Camminare» con gli inneschi (primer walking)

Quando i segmenti di DNA sono molto lunghi (25000 bp), il sistema di sequen-
ziamento con M13, pur rimanendo praticabile, prende un tempo eccessivamente
lungo, perché il numero di vettori M13 contenenti sequenze sovrapposte da crea-
re e da mantenere ¢ grandissimo. Per aggirare I'inconveniente sono stati ideati pro-
tocolli di sequenziamento del DNA plasmidico a doppio filamento che non ri-
chiedono la subclonazione. In questi protacolli il DNA plasmidico contenente
quello bersaglio viene purificato e ibridato con un oligonucleotide sintetico che
appaia le basi con un filamento del vettore vicino al sito di inserimento del DNA
clonato. Si eseguono le reazioni di sequenziamento con i dideossi per stabilire I'i-
dentira e 'ordine dei primi 250-350 nucleotidi dell’inserto di DNA. In base a tale
analisi si sintetizza per via chimica un secondo innesco oligonucleotidico conce-
pito per ibridarsi con una regione lontana circa 300 nucleotidi dal sito di legame
dell'innesco iniziale e poi lo si adopera per determinare la sequenza dei successivi
250-350 nucleotidi. In maniera simile si sceglie un terzo sito di legame per I'in-
nesco, si sintetizza ancora un altro oligonucleortide e si determina la sequenza del-
le successive 250-350 basi (figura 5.17). La strategia del «camminare» con gli in-
neschi (primer walking) va avanti fino a completare il sequenziamento dell’intero
DNA clonato. '

Nella stessa maniera si pud sequenziare il filamento complementare, partendo
da un innesco oligonucleotidico che si ibrida con questo filamento vicino al sito di
inserimento del DNA clonato. Occorre tuttavia avvertite che un errato punto di
partenza della sintesi del DNA pud portare a risultati erronei 0 ambigui. Questa
situazione si verifica perché all'interno del DNA bersaglio un innesco di dimen-
sioni standard pué legarsi a piti di una regione. Il problema si evita utilizzando in
questo procedimento inneschi lunghi almeno 24 nucleotidi. Inoltre si assicurano

DNA plasmidico

o /
2_&WNMV_
i P2

P3

SR SR 11111 Rl

DNA clonato
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condizioni di annealing stringenti, che non permettono un atracco spurio dell’in-
nesco. Con questa tecnica sono stati sequenziati segmenti di DNA clonati nel bat-
weriofago A (~20 kb, kilocoppie di basi) o in un vettore cosmidico (~40 kb).

Per quei laboratori che sono impegnati regolarmente nel sequenziamento di
migliaia di coppie di basi di DNA, recentemente sono stati messi a punto nume-
rosi procedimenti automatici. In molti di tali protocolli si marcano gli inneschi
delle varie provette con traccianti colorati fluorescenti diversi, atti a emettere, sot-
w0 lo stimolo di una sorgente luminosa, lunghezze d’onda distinte. Nei sistemi au-
tomatizzati si riuniscono i contenuti delle quattro provette e la miscela si sottopo-
ne all elettroforesi su gel lungo un'unica corsia. Si scorre poi la corsia con un rag-
gio laser registrando elettronicamente le specifiche risposte fluorescenti: il com-
puter raccoglie i dati e stampa la sequenza nucleotidica.

La PCR

La PCR ¢ un procedimento efficace per produrre iz vitro grandi quantiti di una
determinata sequenza di DNA. Lamplificazione, che pud superare il milione di
volte, si realizza con un processo ciclico in tre tempi. I requisiti essenziali della
PCR sono: (1) due inneschi oligonucleotidici di sintesi (~20 nucleotidi ciascu-
no) complementari a regioni dei filamenti opposti che fiancheggiano la sequenza
di DNA bersaglio e che, dopo I'ibridazione con il DNA di partenza, abbiano le
proprie estremita ossidriliche 3" orientate I'una verso I'altra; (2) una sequenza ber-
saglio nel campione di DNA che si trovi tra 'uno e l'altro innesco e sia lunga da
100 a ~35000 bp; (3) una DNA-polimerasi termostabile capace di resistere a
95°C e pits; e (4) i quattro deossiribonucleotidi.

1l tipico processo della PCR comprende numerosi cicli per amplificare una spe-
cifica sequenza di DNA e ciascun ciclo prevede tre fasi successive.

1. Denaturazione. La prima fase del sistema di amplificazione della PCR ¢ costi-
tuita dalla denaturazione termica del campione di DNA mediante riscalda-
mento in provetta a 95°C. La provetta conterrd, oltre al DNA di partenza, an-
che un ampio eccesso (su base molare) dei due inneschi oligonucleotidici, una
DNA-polimerasi rermostabile (per esempio la DNA-polimerasi 7, isolata dal
batterio 7hermus aguaticus) e i quattro deossiribonucleotidi. Si mantiene la
remperatura per circa 1 minuto.

2. Rinaturazione. Nella seconda fase si abbassa lentamente la temperatura della
miscela a ~55°C. Durante questa fase gli inneschi appaiano le loro basi con le
sequenze complementari del DNA di partenza.

o

- Sintesi. Nella terza fase si innalza la temperatura a ~75°C, che & quella otti-
male per il funzionamento catalitico della DNA-polimerasi 7zg. La sintesi ha
inizio all’estremita ossidrilica 3" di ciascun innesco (figura 5.18).

Le varie fasi ¢ le modificazioni della temperatura necessarie a compiere il ciclo
della PCR si realizzano solitamente in un riscaldatore a blocco programmabile au-
zomatico, nel quale si immergono le provette. Un ciclo dura generalmente da 3 a
5 minuti.

Per capire come il protocollo della PCR riesca ad amplificare un segmento de-
finito di DNA occorre tenere presente I'ubicazione di ciascuna sequenza innesco
< della sua sequenza complementare nell’ambito dei filamenti che vengono sinte-
tizzati in ciascun ciclo. Durante la fase di sintesi del primo ciclo il nuovo DNA as-
sociato a clascun innesco viene prolungato oltre il punto finale della sequenza che
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Figura 5.18 Primo ciclo della PCR. || DNA ber-
saglio si trova tra le sequenze 1" e 2 di un fila-
mento e tra le sequenze 1 e 2’ del filamento
complementare. Con il campione si mescolano
due inneschi (P1 e P2), e la miscela — che con-
tiene anche la DNA-polimerasi 7ag e i quattro
deossiribonucleotidi (deossiribonucleosidi trifo-
stati [dNTP)] ~ viene riscaldata a 95°C per de-
naturare il DNA, quindi raffreddata lentamente &
55°C. Gli inneschi, presenti in eccesso, si appaiano
con il filamento di DNA originale del campione
durante lo stadio di rinaturazione. Si innalza la
temperatura a circa 75°C, e la sintesi del DNA in-
comincia dalle estremits 3* delle sequenze in-
nesco e pracede oltre le regioni dei filamenti di
DNA complementari all'altra sequenza innesco.
| prodotti di questa reazione sono due lunghi fi-
lamenti di DNA, che senviranno da stampi nel se-
condo ciclo della PCR.
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risulta complementare al secondo innesco. Questi nuovi filamenti formano «stam-
pi lunghi» che serviranno nel secondo ciclo (figura 5.18).

Nel corso del secondo ciclo i filamenti di DNA originali e i nuovi filamenti
sintetizzati durante il primo ciclo (stampi lunghi) vengono nuovamente denatu-
rati e poi ibridati con le sequenze innesco. Un secondo ciclo di sintesi produce
stampi lunghi insieme con alcuni filamenti di DNA che recano una sequenza in-
nesco a una estremita e una sequenza complementare all’altro innesco, posta al-
I'altra estremita («stampi corti») (figura 5.19).

Nel corso del terzo ciclo gli stampi corti, quelli lunghi e i filamenti originali si
ibridano tutti con le sequenze innesco e vengono replicati (figura 5.20). Nei cicli
successivi gli stampi corti tendono ad accumularsi di preferenza e, intorno al tren-
tesimo ciclo, finiscono con l'essere circa un milione di volte piti abbondanti sia dei
filamenti originali sia degli stampi lunghi (figura 5.21).
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La PCR ¢& divenuta una tecnica pervasiva e i capitoli che seguono illustreran-
no numerosi procedimenti della PCR. Un’applicazione importante della PCR &
lidentificazione di organismi patogeni associati a malattie di uomini, animali o
piante. In casi del genere & superfluo purificare il DNA bersaglio ¢ il saggio di ri-

Figura 5.19 Secondo ciclo della PCR. La mate-
ria prima di questa fase & la miscela di DNA ri-
sultante dal primo ciclo della PCR (figura 5.18).
Durante le fasi di denaturazione e di rinaturazio-
ne le sequenze innesco si ibridano alle regioni
complementari dei filamenti originali e dei fila-
menti stampo lunghi. La sintesi enzimatica del
DNA in vitro produce altri filamenti stampo lun-
ghi dai filamenti originali e altri filamenti stampo
brevi dai filamenti stampo lunghi. Lo stampo bre-
Ve reca una sequenza innesco a una estremita e
la sequenza complementare all'altro innesco alla
seconda estremita.
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conoscimento spesso si pud eseguire su piccoli campioni grezzi. E necessario co-
noscere la sequenza nucleotidica del possibile organismo patogeno, in maniera da
portere sintetizzare una coppia di inneschi che si reibridino esclusivamente con siti
interni al DNA bersaglio. Dopo avere seguito le operazioni cicliche della PCR, se
e solo se) il DNA bersaglio ¢ effettivamente presente nel campione, si amplifica
un frammento di DNA di lunghezza determinata, equivalente alla lunghezza dei
due inneschi pil quella del DNA interposto tra di essi.

La grande sensibilita della tecnica della PCR fa si che quanrira estremamente
minuscole di DNA contaminante eventualmente trasportare da una reazione al-
Ualtra diano risultati falsamente positivi. E un problema ovviabile grazie a sempli-
<i procedimenti di trattamento delle soluzioni PCR riciclate e di pulizia delle pro-
vette.

Si sono ideati anche procedimenti di PCR atti a rivelare le mutazioni natura-
", a produrne di specifiche 7 vitro, ad assemblare geni interi partendo da oligo-
nucleotidi sintetici e a sequenziare il DNA. In molti casi spesso & utile potere clo-
nare il prodotro della PCR, ma la clonazione diretta mediante legatura delle estre-
mira nette non si realizza facilmente, in quanto la DNA-polimerasi 7zg possiede
un'insolita attivita enzimatica che aggiunge un adeninnucleotide all’estremica 3°
del filamento. La presenza dell’adenina isolata impedisce la legatura efficiente del-
i« estremita nette. Se, pero, si taglia il vertore di clonazione con un’endonucleasi
di restrizione in modo da ottenere nuove estremita nette, e poi lo si mette a incu-
Sare con la DNA-polimerasi 7ag in presenza di dTTD, a entrambe le sue estremita
3’ viene aggiunta un’unita di timidina. I prolungamenti complementari a una sola
base del vettore e del prodotto della PCR bastano a far sl che le molecole di DNA
si congiungano e si saldino.

La clonazione delle estremita di un ¢cDNA tramite PCR

51 sono ideati protocolli di PCR per create DNA complementari (cDNA) sia dal-
“estremita 3 sia da quella 5’ di uno specifico RNA messaggero (mRNA). Tali stra-
s=gie sono descritte dall’acronimo RACE, derivante dall'espressione inglese «apid
amplification of cDNA ends» (amplificazione veloce delle estremira dei cDNA). A
seconda della particolare estremita dell'mRNA che si amplifica, si parla di RACE
3" odi RACE 5'. Entrambi i sistemi RACE si basano sulla conoscenza di una se-
quenza nucleotidica interna appartenente alla regione codificante del'mRNA. Con
tzle nozione ¢ possibile produrre inneschi gene-specifici (GSP) per sintetizzare e
amplificare i cDNA mediante cicli della PCR.

Per quanto concerne la RACE 3’ I'innesco per la sintesi del primo filamento
i ¢cDNA ¢ un oligonucleotide che reca all’estremita 3’ una fila di residui conse-
curivi di timidina, seguita da una seconda sequenza innesco (figura 5.22). Il seg-
mento oligo(dT) dell'innesco appaia le proprie basi con la coda di poli(A) di un
mRNA e la trascrittasi inversa utilizza la sequenza di mRNA come stampo per pro-
durre un filamento di cDNA. Il secondo filamento di cDNA si sintetizza aggiun-
zendo un GSP basato sulla sequenza del'mRNA in esame, la DNA-polimerasi 7zg
= i deossiribonucleotidi a un preparato purificato dei primi filamenti di cDNA. In
capo a un numero limitato di passaggi di amplificazione mediante PCR con que-
sti inneschi, si utilizza per i cicli finali una seconda coppia di inneschi che si lega-
70 a siti adiacent ai due inneschi iniziali. Serie di inneschi disposti I'uno in pros-
simita dellaltro si dicono inneschi nidificati (nested primer, inneschi che produ-
cono cDNA contenuti I'uno dentro Ialtro). E necessaria la seconda serie di inne-
schi perché, se nella provetta sono presenti gli inneschi iniziali, non si riesce a ot-
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Figura 5.21 Trentesimo ciclo della PCR. Giunti
al trentesimo ciclo, la popolazione delle moleco-
le di DNA nella provetta & costituita quasi del tut-

to da filamenti stampo brevi.
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Figura 5.22 Rappresentazione schematica del-
I'amplificazione a cDNA dell'estremits 3* di un
mRNA mediante PCR. La trascrizione inversa
con un innesco oliganudeotidico dT produce il
primo filamento di cDNA. Il secondo filamento
di cDNA viene prodotto dalla DNA-polimerasi
Tag con un GSP (GSP1). Una prma sene di am-
plificazioni di PCR si esegue con un oligonu-
cleotide dT e con GSP1 come inneschi. Gli in-
neschi nidificati GSP2 e P si usano per una se-
conda serie di amplificazioni onde predurre un
cDNA dell'estremita 3" dell'mRNA bersaglio,

del DNA © BB-08- 46

mRNA G AAAAAAAAAAAAAAAL
l Sintesi del primo filamento di cDNA
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tenere amplificazione completa della molecola bersaglio. Se si usa una serie di in-
neschi differente, invece, 'amplificazione non viene soppressa. Il prodorto finale
della PCR & un ¢cDNA dell’estremita 3’ dell'mRNA bersaglio.

Per quanto concerne la RACE 5’ si usa un GSP per produrre il primo filamenro
di cDNA (figura 5.23). Poi si tratta un campione purificato del primo ¢cDNA con
I'enzima deossinucleotide terminale trasferasi e con dATP. La deossinucleotide ter-
minale trasferasi aggiunge, uno alla volta e in assenza di stampo, deossiribonu-
cleotidi all’estremita 3" di un filamento di DNA. In questo caso, poiché la misce-
la di reazione contiene solamente dATP, una serie di residui di adenina viene ag-
giunta mediante legami fosfobiestere all'estremita 3’ del cDNA a formare una coda
di poli(A). Questa reazione si chiama aggiunta di una coda omopolimerica. Loli-
gonucleotide contenente dT che genera il primo filamento di cDNA per la RACE
3" fa da innesco per la sintesi del secondo filamento di ¢cDNA per la RACE 5.
Dopo avere sintetizzato il secondo filamento di cDNA si esegue un numero limi-
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mRNA G - AAAAAAAAAAAAAAAA  Figura 5.23 Rappresentazione schemat-
ca dell'amplificazione a cDNA dell'estre-

l Sintesi del primo filamento di cDNA mitd 5’ di un mRNA mediante PCR. La tra-

scrizione inversa con GSP (GSP1) produ-
ce il primo filamento di cONA. La deossi-
WENAG - AABANABAAMAARAAL nucleotide terminale trasferasi aggiunge la
GSP1 coda di poli(A) al pimo filamento di cDNA.

; i i e Il secondo filamento di cDNA si genera con

lASB*“"“a di una coda omopolimerica un oligonucleotide dT come innesco. Si

al primo filamento di cONA esegue una serie iniziale di ampfificazioni
di PCR usando come inneschi gli oligonu-

3" AAAAAAAAAAAAA GSP1| 5’ cleotidi dT e GSP1. Gli inneschi nidificati
l - GSP2 e P si usano per un seconda serie

Sintesi del secondo filamento di cDNA di amplificazioni onde produrre un ¢cDNA

dell'estremita 5' dell mRNA bersaglio.
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rato di cicli di PCR con gli inneschi iniziali prima che una coppia di inneschi ni-
dificati amplifichi I'estremita 5" del’mRNA bersaglio.

Lutilita delle tecniche RACE risiede in una serie di ragioni. Rivelare un clone
cDNA di un mRNA presente a bassa concentrazione in un certo tessuto solita-
mente & una faccenda difficile. Turtavia il protocollo RACE consente di creare ra-
pidamente estremita di cDNA di un mRNA raro seppure noto. Una volta dispo-
nibili, le estremita di cDNA degli mRNA comuni o rari possono servire da sonde
per lo screening di librerie di cDNA o genomiche. Per di pili, essendo i cloni di
cDNA parziali delle estremita 3" pit abbondanti di quelli a lunghezza rotale, il
procedimento RACE 5’ talvolta & in grado di fornire il segmento 5" mancante.
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Figura 5.24 Sintesi di geni mediante PCR. Durante la fase di sintesi del DNA della PCR si riempio-
no oligonuclectidi sovrapposti (A € B) a partire dalle estremita 3' retratte. Durante le fasi di dena-
turazione/rinaturazione del ciclo di PCR si formano molecole sovrapposte riempite dalle estremita
3’ retratte mediante sintesi del DNA. Si aggiunge al campione un paio di oligonucleotidi (C e D)
che si sovrappongono alle estremita del prodotto del primo ciclo di PCR, e si da inizio a un secon-
do ciclo. Al termine di esso si aggiunge al campione una coppia di oligonucleotidi (E e F) che si so-
vrappongono alle estremita del prodotto della PCR, e si da inizio al terzo ciclo. Il prodotto finale del-
la PCR & una molecola di DNA a doppio filamento con una determinata sequenza nuclectidica, Le
coppie delle lettere con e senza ['apice (per esempio A' e A) rappresentano coppie di basi com-
! plementari di una regione della molecola di DNA. La sequenza di ciascun oligonucleotide & conce-
i pita per corrispondere a un segmento di un particolare filamento di DNA.
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La sintesi dei geni tramite PCR

Assemblare un gene mediante PCR & pit rapido ed economico che non riempire
le estremita sporgenti di oligonucleotidi sovrapposti con la DNA-polimerasi e poi
saldare le incisure con la DNA-ligasi T4. Uno dei protocolli per la costruzione to-
tale del gene parte da due oligonucleotidi sovrapposti (A e B) che rappresentano
sequenze appartenenti al centro del gene (figura 5.24). Dopo la reibridazione que-
sti oligonucleotidi presentano gruppi ossidrile 3' retratti che offrono un punto di
partenza per la sintesi del DNA durante la fase di allungamento del ciclo di PCR.
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In seguito alla reazione di riempimento si forma una molecola di DNA a doppic
filamento. Successivamente si aggiungono alla miscela due oligonucleotidi (C <
D). Loligonucleotide C si sovrappone con la propria estremita 3" all’estremit 3
dell’'oligonucleoride A e costituisce la sequenza nucleotidica del gene immediata-
mente a sinistra (a monte) della sequenza oligonucleotidica A. Loligonucleoride
D si sovrappone con la propria estremita 3 all'estremita 5” dell'oligonucleoride B
e costituisce la sequenza nucleotidica del gene immediatamente a destra (a valle
della sequenza oligonucleotidica B. Dopo che la miscela ¢ stata denarurata e rina-
turata, durante la prima fase di sintesi le molecole di DNA dotate di prolunga-
menti vengono riempite dalle estremitd ossidriliche 3'. Nel corso dei cicli succes-
sivi di PCR le regioni sovrapposte complementari tra i filamenti si appaiano e I'al-
lungamento dalle estremita ossidrile 3" degli oligonucleotidi sovrapposti d origi-
ne a un prodotto di DNA a due filamenti. Lordine dei segmenti di questo pro-
dotto della PCR ¢ CABD. Non ¢ possibile allungare la molecola di DNA sovrap-
posta con le estremita 5 rerratte.

Per effettuare i successivi cicli di PCR si aggiungono alla miscela due oligonu-
cleotidi (E e F). Loligonucleotide E si sovrappone con la propria estremita 3" al-
I'estremica 5' dell’oligonucleotide C e costituisce la sequenza nucleotidica del gene
immediatamente a sinistra (a monte) della sequenza oligonucleotidica C. Loligo-
nucleortide F si sovrappone con la propria estremita 3’ all’estremica 5 dell'oligo-
nucleotide D e costituisce la sequenza nucleotidica del gene immediatamente a de-
stra (a valle) della sequenza oligonucleotidica D. Dopo che la miscela ¢ stata de-
naturata e rinaturata, durante la prima fase di sintesi le molecole di DNA dotare
di prolungamenti vengono riempite dalle estremitd ossidriliche 3'. Nel corso dei
cicli successivi di PCR le regioni sovrapposte complementari tra i filamenti si ap-
paiano e I'allungamento dalle estremira ossidrile 3" degli oligonucleotidi sovrap-
posti da origine a un prodotto di DNA a due filamenti. Lordine dei segmenti di
questo prodotto della PCR ¢ ECABDE

Si aggiungono in sequenza e si sottopongono all'amplificazione mediante PCR,
fino a quando non sia stato sintetizzato I'intero gene, coppie di oligonucleoridi,
I'uno a monte ¢ I'altro a valle. Generalmente la lunghezza degli oligonucleotidi &
di circa 50 unita. Secondo il protocollo suddetto ogni passaggio della PCR consta
di 20 cicli di 4 minuti, sicché i 10 passaggi della PCR necessari a sintetizzare un
gene di 1000 bp si possono effettuare in una giornara. Inoltre, come avviene con
altri metodi per sintetizzare i geni, si pud sintetizzare 'ultima coppia di oligonu-
cleotidi (cioé le estremita 5" e 3’ del gene) con sequenze supplementari esterne alla
regione codificante, che facilitano la clonazione del gene stesso dentro un vettore.

RIEPILOGO

Oltre alle varie tecniche di sintesi del DNA vi & un certo numero
di altri procedimenti che hanno importanza in biotecnologia mo-
lecolate. Tra queste tecniche si annoverano la sintesi del DNA per
via chimica, il sequenziamento del DNA e la PCR.

La sintesi chimica del DNA si effettua in vitro in pit tempi ¢
d origine a molecole di DNA a un solo filamento. E essenziale che
la formazione dei legami fosfobiestere si realizzi con rendimento
elevaro, altrimenti al termine del procedimento il campione con-
terrd pochissime molecole avent la lunghezza totale. Le molecole
di DNA sintetizzate in vitro sono spesso lunghe da 20 a 30 nu-
cleoridi e raramente raggiungono la lunghezza di 80-100 nucleoti-

di. Per fabbricare molecole di DNA a due filamenti si sintetizzano

separatamente i filamenti complementari e poi li si mescola. Il DNA
artificiale si pud adoperare per fabbricare: sonde onde sottoporre a
screening le genoteche; linker (elementi di collegamento) e adatta-
tori per clonare i geni; oligonucleotidi destinati alla ricerca sulla mu-
tagenesi in vitro; segmenti di DNA che, una volta congiunti, dia-
no luogo a un gene clonabile.

Sia ai fini biotecnologici sia per altre applicazioni & necessario
conoscere la sequenza completa del gene clonato. Serve spesso allo
scopo il metodo dei dideossinucleotidi elaboraro da Sanger e colla-
beratori. La tecnica si basa sull'incorporazione i vitro di un di-
deossinucleotide in un filamento di DNA in corso di accrescimen-
to. Tale nucleoride arresta la sintesi del filamento perché non pos-
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siede il gruppo ossidrile 3'. Negli esperimenti di sequenziamento si
effettuano simultaneamente quatcro reazioni di sintesi del DNA,
ognuna con un dideossinucleotide differente. I prodotti di tali rea-

zioni si separano elettroforeticamente e lo schema di separazione

dei frammenti marcati sintetizzati serve a determinare la sequenza
nucleotidica del filamento in accrescimento.

Per creare lo stampo di DNA destinato allo studio di sequen-
ziamento si utilizza il batteriofago M13, che trasporta frammenti
clonati di DNA lunghi fino a 500 nucleotidi; infatti il costrutto
DNA M13-inserto di DNA & facilmente isolabile in forma di fila-
mento singolo. Alternativamente per questo genere di ricerca si pud
fare uso di plasmidi a doppio filamento con DNA clonaro.

Per quanto concerne i segmenti di DNA clonato lunghi, si pud
determinare una sequenza di innesco in base al segmento di DNA
clonato sequenziaro, la si puo sintetizzare per via chimica e poi la si
pud urilizzare per determinare la sequenza dei 250-350 nucleotidi
che seguono il segmento di DNA clonato. Per sequenziare un gran-
de segmento di DNA senza passare per la subclonazione di fram-
menti di DNA che & inevitabile con il sistema basato sul batterio-
fago M13, si pud ricorrere al metodo del «primer walkingy.

La PCR ¢ un procedimento rivoluzionario i cui impieghi sono
innumerevoli. La tecnica permette di amplificare /7 vitro distint
segmenti di DNA oltre un milione di volte. A tale scopo si usano
due inneschi capaci di ibridarsi a segmenti di DNA collocati su fi-
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1. Se il vostro nuovo sintetizzatore di DNA presenta un rendi-
mento medio di accoppiamento del 98,5%, quale resa complessiva
vi attendereste al termine della sintesi di una sonda di DNA di ibri-
dazione di 50 mer?

2. Indicate due strategie diverse per sintetizzare un gene di 0,5
kb. Su quale base decidereste quale strategia applicare?

3. Che cos'¢ un linker (elemento di collegamento)? Come si usa?

4. Che cos’¢ un dideossinucleotide? In che modo serve a deter-
minare la sequenza delle molecole di DNA?

5. Perché ¢ necessario ridurre il DNA a un solo filamento prima
di determinarne la sequenza?

6. Tllustrate I'utilizzazione del batteriofago M13 nella determina-
zione della sequenza di un frammenro di DNA clonato.

7. Un criminale lascia sulla scena del delitto un solo capello, con-
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tenente da 10 a 20 picogrammi circa (102 g) di DNA. Per carat-
terizzare un piccola porzione di tale DNA e stabilire se sia 0 no com-
patibile con la stessa regione del DNA estratto da un campione di
tessuto prelevato al sospetro principale, avete bisogno di circa 10-
100 nanogrammi (102 g) del DNA proveniente dalla scena del de-
litto. Come fareste per ottenere abbastanza DNA da potere con-
frontare i due campioni? Quali informazioni vi sono necessarie per
potere procedere?
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8. Discutcte il significato degli stampi lunghi e degli stampi cor-
ti e la loro incidenza a mano a mano che aumenta il numero dei ci-
cli di PCR.

9. Discutete la modalita di utilizzazione della PCR nella sintesi
di un gene.

10. Dite come si trasformano in cDNA le estremiti di un mRNA.



La manipolazione
dell’espressione genica
nel procarioti

Lobiettivo primario della clonazione dei geni a fini biotecnologici & I'espressione
del gene clonato in un organismo ospite prescelto. Sforrunaramente Iinserimen-
to del gene in un vettore di clonazione non garantisce che esso venga espresso dav-
vero. Per di pilt il mercato esige spesso che si producano a ritmo elevato grandi
quantiti della proteina codificata dal gene clonato. In risposta a questo bisogno di
alti tassi di espressione si sono creati molti vettori di espressione speciali manipo-
lando un certo numero di vari elementi genetici che controllano aspetti della tra-
scrizione, della traduzione, della stabilita delle proteine, della limitazione dell’os-
sigeno e della secrezione dalla cellula ospite. Pii specificamente, tra le cararteristi-
che biologico-molecolari che sono state manipolate per modulare I'espressione ge-
nica si annoverano: (1) la natura delle sequenze promotrici e di arresto della tra-
scrizione pertinenti; (2) la forza del sito di legame per il ribosoma; (3) il numero
delle copie del gene clonato ¢ la scelta se il gene debba essere di origine plasmidi-
ca oppure integrato nel genoma della cellula ospire; (4) la localizzazione finale, nel-
la cellula, della proteina estranea sintetizzata; (5) il rendimento della traduzione
nell'organismo ospite; (6) la stabilita intrinseca della proteina del gene clonato al-
I'interno della cellula ospite. .

Non vi & una strategia unica che assicuri la massima espressione di ogni gene
clonato. La maggior parte dei geni clonati possiede proprieta molecolari peculia-
i, che impongono di investire tempo e lavoro considerevoli prima di riuscire a tro-
vare un insieme di condizioni specifico, atto a garantire livelli accettabili.

Il livello di espressione di un gene estranco dipende pure dall'identira dell’or-
ganismo ospite. Attualmente, pur potendo un'ampia variet di organismi proca-
riotici ed eucariotici esprimere geni estranei, la maggior parte dei prodorti protei-
ci di importanza commerciale ottenuta mediante la tecnologia del DNA ricombi-
nante viene sintetizzata in Escherichia coli. L'ampio ricorso che si fa a tale organi-
smo si comprende alla luce della vastissima ricerca compiuta circa la sua genetica,
la sua biologia molecolare, la sua biochimica e fisiologia. Inoltre £ coli & capace di
produrre molte proteine rapidamente e a basso costo. Altri sistemi, pero, quali il
Bacillus subtilis, il lievito e le cellule animali, vegetali e di insetto, trovano impie-
go nell'espressione di certi geni clonati. Comunque sia le strategie elaborate per E.
colt potrebbero essere applicabili, in linea di principio, a tutti i sistemi ed & a que-
ste strategie che & dedicaro il capitolo presente.

CAPITOLO




102 6 La manipolazione dell'espressione genica nei procarioti £ 8808

L'espressione genica da promotori forti e regolabili

Il requisito minimo di un sistema di espressione genica efficace & la presenz=
monte del gene clonaro, di una sequenza promotrice forte ¢ regolabile. Un p
morore forte & quello che manifesta elevata affinita nei confronti della RNA-pat
merasi e che, quindi, assicura la trascrizione elevara (frequente) della regione a +
le adiacente. La capacit di regolare il promotore mette in condizione la cellul=
il ricercatore) di controllare il grado di trascrizione con precisione. Per esprims
i geni clonati si ¢ fatto ampio uso del promotore derivante dal ben noto opero
lac (lattosio) di E. coli. Vi sono perd altri promorori in possesso di propriet pe
culiari urili ai fini del controllo dell’espressione, sicché sono stati ideati sistemi ¢
isolare le regioni promotrici in vari organismi. Di solito si inseriscono framme
casuali di DNA a monte di un gene che codifica un prodotto la cui attivicd si o=
serva facilmente (gene reporter) privo di promotore (figura 6.1). Successivame-
te, se si trova che il gene viene espresso, allora si assume che ¢ stato clonato un pre-
motore funzionale. La maggioranza dei geni reporter, se funzionali, codificano -
prodotto che causa la resistenza a un antibiotico oppure un enzima riconoscibi's
mediante un semplice saggio colorimetrico.

Potrebbe sembrare che un buon modo di ottimizzare I'espressione di un gene
clonato consista nell’inserirlo in un plasmide sotto il controllo di un promoror=
forte trascritro in maniera continua. Invece un livello elevato di espressione cor-
tinuativa del gene clonato spesso risulta nocivo per la cellula ospite, perché caus:
un drenaggio di energia, pregiudicando funzioni essenziali per la cellula ospite stes-
sa. Inoltre, in capo ad alcuni cicli di divisione ¢ possibile che il plasmide recant
un gene clonato che si esprime continuamente (costitutivamente) venga perdur
tutto o in parte, giacché le cellule prive del plasmide crescono pilt velocemente <
finiscono con il prendere il sopravvento nella coltura. Questa instabilita dei ple-
smidi costituisce un problema notevole, che pud impedire la fabbricazione su va-
sta scala ed efficiente del prodotto del gene trasportato dal plasmide. Per aggirars
I'inconveniente ¢ desiderabile controllare la trascrizione in maniera tale che il gene
| clonato si esprima solamente in una fase specifica del ciclo di crescita della cellul:
e solamente per un tempo specificato. Lobiettivo si raggiunge facendo uso di ur
promotore regolabile forte. I plasmidi costruiti per assolvere questo compito <
chiamano vettori di espressione.

I promorori regolabili

. I promotori regolabili forti pitt ampiamente utilizzati sono lac ¢ #rp di E. coli; il
~ promortore fac, costrutto realizzato i vitro che comprende la regione ~10 (ciog 10
! coppie di nucleotidi a monte del sito di inizio della trascrizione) del promorore fac
e la regione —35 del promotore #7p; il promotore di sinistra, p* del batteriofago A:
il promotore del gene 10 del batteriofago T7. Ognuno di questi promotori inte-
ragisce con repressori che mettono a disposizione un interruttore controllabile sia
per avviare sia per arrestare la trascrizione specifica dei geni clonati adiacenti. Inol-
tre turti questi promotori vengono riconosciuti dalla forma principale dell’oloen-
zima RNA-polimerasi di E. col, il quale utilizza un fattore o (proteina che, com-
binata con le proteine del nucleo della RNA-polimerasi a formare I'oloenzima, di-
rige il legame tra l'oloenzima stesso e le regioni promotrici del DNA) presente in
| quantita molto superiori a quelle di qualsiasi altro fattore o secondario. Di conse-
| guenza la trascrizione non risulta limitara dalla scarsita di fartore .
Se nel mezzo di coltura manca il lattosio, il promotore lac di E. coli viene re-
presso, ciot spento, dalla proteina repressore e, che impedisce la trascrizione del-
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I'operone /ac. Linduzione o I'accensione del promotore /ac si ottiene aggiungen-
do al mezzo larrosio o isopropil-B-D-tiogalattopiranoside (IPTG), un induttore
gratuito. Luna e I'altra sostanza impediscono che il repressore /ac si leghi all'ope-
ratore Jae, consentendo percid la trascrizione.

La trascrizione dal promotore lac & pure controllata dall’attacco della proteina
di attivazione da catabolita (CAP) sulla regione promotrice (figura 6.2). Legandosi
al promotore, la CAP ne accresce I'affinita per la RNA-polimerasi, facendo cosi
aumentare la trascrizione dei geni a valle del promotore. Laffinita della CAP per
il promotore viene migliorara dalla sua associazione con PAMP ciclico (cAMP), il
cui livello & massimo quando nel mezzo ¢ minima la quantita di glucosio. In defi-
nitiva, quando & presente I'induttore e all'operatore non ¢ legato alcun repressore,
I'clevata concentrazione intracellulare di cAMP pud causare livelli elevari di tra-
scrizione dei geni a valle del promotore /ac.

In pratica nei vettori di espressione plasmidici si usa lecUV’5, variante del pro-
motore /ac che contiene una sequenza nucleotidica alterata nella regione —10 ed ¢

o

Figura 6.1 Strategia generalizzata per
isolare presunte sequenze promotrici. Si
clona in un plasmide un gene reporter
senza promotore. Si taglia il DNA cro-
mosomiale con un‘endonucleasi di re-
strizione (Abcl) e lo si clona nel sito Abcl
del plasmide. Se & presente una se-
quenza promotrice (p), il gene reporter
VErra espresso.
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Concentrazione  Concentrazione Concentrazione Livello di
del glucosio del lattosio di cAMP Regione operatore-promotore lac trascrizione
Bassa Bassa Alta Bassa
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Figura 6.2 Rappresentazione diagrammatica del-
I'effetto della concentrazione di glucosio, lattosio
e cAMP nel mezzo di coltura sul livello di trascri-
zione ad opera del promotore /ac di E. coli. La
freccia indica la direzione della trascrizione. Adat-
tato da Abeles et al., Biochemistry, Jones & Bar-
tlett Publishers, Boston, Mass., 1992, p. 383.

un promotore pit forte di quello /zc presente in narura. Anche il promotore tac
viene represso dal repressore lzc e derepresso dall'aggiunta di lattosio o di [PTG.

1l promortore #7p viene regolato negativamente, ossia spento, dal complesso trip-
tofano-proteina repressore di #rp, che si lega all'operatore #rp ¢ impedisce che I'o-
perone #7p sia trascritro. La derepressione, o spegnimento, del promotore #7p si ot-
tiene o allontanando il triptofano o aggiungendo al mezzo di coltura acido 3-in-
dolacrilico.

11 promotore p* & controllato dalla proteina repressore ¢l del batteriofago A. In
pratica per regolare la trascrizione diretta da p* si utilizza generalmente un mu-
tante termosensibile del repressore cl, ¢lgs;. Dapprima si fanno crescere le cellule
in possesso del repressore termosensibile cI a 28-30°C, temperatura alla quale il re-
pressore ¢l impedisce la trascrizione direrta dal promotore p*. Quando la coltura
cellulare ha raggiunto lo stadio di crescita desideraro, spesso la fase log intermedia,
si innalza la temperatura a 42°C, cid che inattiva il repressore termosensibile cI ¢
permette che la trascrizione abbia luogo.

Il promortore del batteriofago T7 richiede ai fini della trascrizione la RNA-po-
limerasi T7. Per servirsi di questo promaotore si inserisce il gene della RNA-poli-
merasi T'7 nel cromosoma di E. coli su di un batteriofago A lisogeno sotto il con-
trollo del promotore /ac di E. coli. Dopo che le cellule sono state trasformate da
un plasmide recante un gene bersaglio sotto il controllo del promotore T7, si ag-
giunge IPTG al mezzo. In tali condizioni viene indotto il gene della RNA-poli-
merasi T7, si produce la polimerasi e il gene clonato viene trascritto ¢ tradorto. Tra
il momento in cui viene indotto il gene della RNA-polimerasi T7 e quello in cui
viene trascritto il gene bersaglio si verifica spesso un ritardo di un'ora o piir. Per
trarre vantaggio dalla forza del promotore T7 & stata messa a punto una serie di
plasmidi dett vettori pET.

Lefficacia con la quale si disattiva una proteina repressore ¢, pertanto, si attiva
la trascrizione, dipende dalla proporzione tra le molecole della proteina represso-
re ¢ le copie delle sequenze promotrici. Se vi sono troppe molecole della proteina
repressore riesce difficile indurre la trascrizione. Per contro, quando le molecole
della proteina repressore sono troppo poche (anche in presenza di un numero di
tali molecole superiore a quello delle copie del promotore), la trascrizione si veri-
fica anche in assenza di induzione. In casi siffatti si dice che i promorori «perdo-
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“

Plasmidi/cellula a:

Plasmide 28°C 42°C p* presente

oKN402 82 521 No

pPLc2833 38 42 Si -
pCP3 60 713 Si

Adattata da Remaut et al, Gene 22:103-113, 1983.

no», Si sono ideati vari mezzi per mantenere sotto controllo questi sistemi regola-
bili. Ad esempio, il gene della proteina repressore e il promotore corrispondente si
possono collocare in due plasmidi distind e diversi, i quali mantengano nella cel-
lula un numero di copie diverso; una simile disposizione mantiene la proporzio-
ne appropriata tra proteina repressore e promotore. Di solito il gene repressore vie-
ne collocato su un plasmide a basso numero di copie, che mantiene da 1 a 8 co-
pie per cellula, mentre la sequenza promotrice si inserisce in un plasmide a nu-
mero di copie elevaro, capace di mantenere da 30 a 100 copie approssimativamente
per ogni cellula. Alternativamente si pud trasportare il gene della proteina repres-
sore come singolo gene nel DNA cromosomiale, disposizione che mantiene bassi
i livelli della proteina repressore. Nei sistemi che fanno uso del promotore /e una
forma murante del gene lac/ (lecf) produce livelli molto maggiori del repressore
lac, facendo percid diminuire la perdita in condizioni di non induzione, cioz la
rrascrizione del gene clonato in assenza di induttore.

[ metodi per aumentare la produzione delle proteine

1l plasmide pPLc2833 ¢ stato creato nel tentativo di ottenere il pitt alto livello pos-
sibile di produzione di proteine estranee dai ceppi ricombinanti di £, cols. Questo
plasmide contiene un promotore forte, un marcatore selezionabile e un breve trat-
to di DNA con parecchi siti unici per enzimi di restrizione (sito di clonazione mul-
tipla) immediatamente a valle del promotore. Lefficacia di tale vettore di espres-
sione nel dirigere la sintesi delle proteine estranee in E. colf puo essere accresciuta
sostituendo l'origine della replicazione del DNA del plasmide pPLc2833 con quel-
la del plasmide pKIN402, sostituzione che ha l'effetto di aumentare di 5-10 volte
il numero di copie del plasmide modificato quande si innalza la temperatura del
mezzo di crescita a 42°C (tabella 6.1). Il plasmide risultante, pCP3, contiene il
promotore e il gene della B-latramasi (gene della resistenza alla penicillina) deri-
vanti da pPLc2833, mentre l'origine della replicazione & quella di pKN402 (figu-
ra 6.3).

Le cellule in possesso del plasmide pCP3 si fanno dapprima crescere a 28°C e
poi si portano a 42°C. Alla temperatura piti bassa il repressore cl, integrato nel
DNA cromosomiale della cellula ospite E. co/i, & funzionante, il promotore p* &
spento e il numero di copie del plasmide ¢ quello normale (tabella 6.1). Alla tem-
peratura piit alta si inattiva il repressore ¢l termosensibile, il promotore p* & attivo
¢ il numero di copie del plasmide aumenta. Le proprieta suddette fanno del pCP3
un verrore di espressione particolarmente efficace. Inserendo il gene della DNA-
ligasi T4 nel sito di clonazione multipla di pCP3, circa il 20% delle proteine cel-
lulari prodotte a 42°C risulta costituito da DNA-ligasi T4. Questo livello di espres-
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Figura 6.3 Formazione del plasmide pCP3. ||
frammento ¢ ottenuto con I'enzima di restrizio-
ne Haell, che contiene l'origine della replicazio-
ne termosensibile (ori) del plasmide pKN402, &
stato isolato e legato ai frammenti 1 e 3 Haell
provenienti dal plasmide pPLc2833. Il frammen-
to 1 Haell da pPLc2833 contiene il promotore
p' e una sequenza di donazione multipla (MCS).
|l frammento 3 Haell da pPLc2833 contiene il
gene marcatore selezionabile per la resistenza al-
I'ampicillina (Amp").

Haell
ori pKN402 Haell
c
b
Haell Taglio
Taglio con Haell
l con Haell
Isolamento del frammento ¢ [solamento dei franymenti 1 ¢ 3

sione supera di gran lunga perfino quello delle pili abbondanti proteine native di
E. coli, quali il fattore di allungamento EF-Tu, il cui livello di espressione ¢ di cir-
ca il 2%.

I sistemi su larga scala

Nei recipienti di coltura piccoli (da 1 a 5 liuri), I'induzione si realizza facilmente
o variando la temperatura o aggiungendo un induttore chimico. Nei bioreattori
da impianto pilota (da 20 a 200 litri) e in quelli di dimensione industriale (>200
lierl), invece, la variazione della temperatura richiede tempo (da 30 a 60 minuti)
ed energia, ed entrambi possono essere costosi. In maniera simile il costo di un
indurrore chimico quale IPTG, necessario a esprimere un gene clonarto in un bio-
reattore di dimensioni grandi pud rendere il processo globale antieconomico. Per
venire a capo di alcuni dei problemi connessi con I'impiego del promotore p nel-
le fermentazioni su larga scala, si & ideato un sistema a due plasmidi. Si & posto il
repressore ¢ sotto il controllo del promotore #7p e lo si ¢ inserito in un plasmide
a basso numero di copic (figura 6.4). Limpiego del plasmide a basso numero di
copie fa si che non si producano molecole di repressore ¢l in eccesso. Un secon-
do plasmide trasporta un gene clonato sotto il controllo del promotore p*. Come
si illustra nella figura 6.4A, in assenza di triptofano il promortore #7p si attiva, sic-
ché viene sintetizzata la proteina repressore ¢l, mentre si disattiva il promotore
p". Al contrario, in presenza di triptofano si disattiva il promotore #7p, con I'ar-
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A Triptofano assente nel mezzo
Proteina ¢l Proteina del gene
sintetizzata clonato non
(derepressa) sintetizzata
prp ‘\’\_\\ (repressa)

B Triprofano presente nel mezzo

Proteina del
gene clonato

Proteina ¢l
non sintetizzata
(repressa) sintetizzata

p1p .\,\_\\(dcrepressa)

resto della sintesi della proteina repressore I, e il promotore p- acquista piena at-
avitd.

Applicando il sistema a due plasmidi si possono coltivare le cellule in un mez-
20 non costoso costituito da melassa e idrolisato di caseina, che contiene solo pic-
colissime quantitd di triptofano libero, e poi si pud indurle a esprimere il gene clo-
nato aggiungendo al mezzo il triptone. Il triptone contiene abbastanza triptofano
libero da indurre la trascrizione efficientemente. Provando tale sistema, a seguito
dell'aggiunta di triptone al mezzo in funzione induttiva, i geni clonati della B-ga-
latrosidasi ¢ della citrato sintasi hanno reso il 21 e il 24% rispettivamente in pro-
reina cellulare. Ne viene che questo sistema offre un mezzo potenzialmente eco-
nomico per produrre su larga scala proteine da microrganismi ricombinanti.

Lespressione in altri microrganismi

E. coli non costituisce necessariamente il microrganismo d’elezione per turte le pro-
teine, tuttavia la genetica e la biologia molecolare della maggior parte degli altri
microrganismi non sono altrettanto sviluppate. Sfortunatamente non esiste un uni-
co vettore 0, magari, un sistema repressore-promotore che assicurino livelli otti-
mali di espressione genica in tutti i possibili batteri o, perlomeno, in tutt quelli
gram-negativi. Per fortuna, comunque, molti dei metodi e delle strategie elabora-
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Figura 6.4 Doppio sistema plasmidico per con-
trollare il promotore p* di A regolando il repres-
sore ¢l con il triptofano. Si inserisce in un pla-
smide, vicino al gene cl, il promotore del tripto-
fano (p trp) e in un secondo plasmide si colloca
il promotore p* in posizione adiacente al gene
clonato (Gene). Le frecce ondulate denotano la
trascrizione. A. In assenza di triptofano nel mez-
zo il gene cl viene trascritio e tradotto e |a pro-
teina repressore ¢l si fissa sul promotdre ptbloc-
cando la trascrizione del gene clonato. B. In pre-
senza di triptofano il gene cl viene represso, non
si crea il prodotto ¢l e il gene clonato viene tra-
scritto & tradotto.
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Figura 6.5 |l vettore di clonazione pAV10. In evi-
denza la disposizione del gene per la resistenza
alla tetraciclina (Tet'), del sito del'endonucleasi
di restrizione Bgflil, dell'origine della replicazione
(ori), di un promotore (p) e di una sequenza di
clonazione multipla (MCS). Uinserimento di un
gene clonato nella sequenza di clonazione mul-
tipla lo mette sotto il controllo del promotore in-
serito TnS (p). La freccia mostra la direzione del-
|la trascrizione. Il plasmide non & in scala.

-~
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Attivita B-galattosidasica (U) in:

Escherichia Rhizobium Rhizobium Pseudomancs
Promotore coli . meliloti leguminosarum putida
Nessuno 16 110 130 150
Nm 1400 21800 13900 16 300
lac 2000 S050 6250 9800
tac 11300 2850 1150 2950
S1 40 3300 1200 3350

Adattata da Labes et al, Gene 89:37-46, 1990.

te per £. coli riescono utili anche per vari altri microrganismi. Tenendo presente
tutto cio, si ¢ messa alla prova I'attitudine di vari promortori a sostenere la trascri-
zione in altri batteri gram-negativi. In una ricerca si & costruito una seric di verto-
ri di espressione plasmidici contenenti lac, tac, Nm (dal gene per la resistenza alla
neomicina) oppure il promotore S1 (dat gene S1 della proteina ribosomiale di Rhi-
zobium meliloti). Si & esaminata 'espressione della B-galattosidasi sotto il control-
lo di ognuno di questi promotori (tabella 6.2). Dai risultati si & tratta la conclu-
sione che: (1) tutd i promotori sono attivi in qualche misura in ognuno dei bat-
teri provari; (2) tac & il promotore pilt attivo in E. coli e il meno attivo negli aluri
batteri; (3) Nm & il penultimo, in fatto di attivita, in E. coli ¢ il pit attivo in rurti
gli alri batteri. Chiaramente anche se gli organismi gram-negativi possono utiliz-
zare, per promuovere la trascrizione, sequenze di DNA simili, il promotore mi-
gliore da usare in un certo organismo non & necessariamente quello stesso che ri-
sulta il pili efficiente in . cofi. Ciononostante, a seconda della particolare appli-
cazione, promotori noti di E. coli possono regolare in modo soddisfacente I'e-
spressione dei geni clonati in altri batteri gram-negativi.

Si sono compiuti numerosi tentarivi di costruire un vettore di espressione «uni-
versale» per i batteri gram-negativi. Allo scopo si ¢ inserito un frammento di DNA
di 70 bp (da uno dei ripetuti invertiti terminali del trasposone 5 (Tn5)) nel sito
di clonazione multipla del plasmide pKR290 (a basso numero di copie e ampio
campo di ospiti), al fine di creare il plasmide pAV10 (figura 6.5). Il segmento di
DNA clonato da Tn5 contiene due promotori indipendenti ma sovrapposti, cia-
scuno dei quali & necessario per trascrivere un distinto gene Tn35 essenziale, Dato
che Tn5 funziona efficientemente entro un ampio campo di ospiti batterici, i pro-
motori Tn5 dovrebbero facilitare la trascrizione nello stesso campo di organismi.
Si & controllara questa ipotesi clonando o un gene per la cloramfenicolo aceriltra-
sferasi o un gene per la B-galattosidasi nel sito di clonazione multipla a valle dei
promotori Tn5 clonati. Si & potuta osservare un'espressione efficiente in: una spe-
cie di Alealigenes, E. coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens. E dunque possibile utilizza-
re i promotori Tn5 per dirigere la trascrizione dei geni estranei in un certo nu-
mero di batteri ospiti diversi.

Le proteine di fusione

Nelle cellule ospiti eterologhe le proteine estranee, specialmente quelle piccole, si
presentano spesso in quantitad minuscole. Questo livello di espressione apparente-
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mente basso di fatto si deve, in molti casi, alla degradazione della proteina estra-
nea. Uno dei modi di risolvere il problema consiste nell'unire covalentemente il
prodotto del gene clonato a una proteina stabile dell’ospite. Tale combinazione,
che prende il nome di proteina di fusione, protegge il prodotto del gene clonato
dall’'atracco delle proteasi della cellula ospite. In effetd un certo numero di ricer-
che ha potuto stabilire che le proteine del gene clonaro risultano resistenti alla dé-
gradazione quando fanno parte di una proteina di fusione, laddove, come protei-
ne intatte distinte, sono suscertibili di essere degradate dagli enzimi proteolitici
(proteolisi).

Le proteine di fusione si costruiscono a livello del DNA saldando le regioni co-
dificanti dei due geni. Nella sua forma piti semplice il sistema verrore di fusione
comporta I'inserimento del gene (o segmento di gene) bersaglio nella regione co-
dificante del gene ospite clonarto. E essenziale che 'RNA trascritto dal gene bersa-
glio clonato contenga la sequenza di basi corretta corrispondente alla proteina del
gene clonato. Se il DNA combinato contiene una griglia di lettura alterata, ciog
una sequenza di codoni consecutivi che da luogo a un prodotto di traduzione in-
completo o non corretto, allora la proteina codificara dal gene bersaglio clonarto
non verra prodotta in una versione funzionale. Si sono ideate numerose strategie
per garantire la correttezza della griglia di letrura. Sard necessario, generalmente,
conoscere I'esatta sequenza nucleotidica dei due tratti di DNA da legare.

1l taglio delle proteine di fusione

A seconda dell'impiego finale della proteina del gene clonato & possibile che non
si desideri costruire come prodorto finale una proteina di fusione. Ad esempio, la
presenza del segmento proteico dell'ospite rende la maggior parte delle proteine
inadarra all'impiego clinico e pud influire sul funzionamento biologico della pro-
teina bersaglio. [noltre, prima di essere approvate dalle agenzie preposte (come I'l-
stituto Superiore di Sanitd, in Iralia) le proteine di fusione vanno sottoposte a ve-
rifiche pitt approfondite. Diviene necessario, allora, disporre di strategie atre a cli-
minare dalla proteina bersaglio la sequenza amminoacidica indesiderata. Uno dei
modi per farlo consiste nel congiungere la proteina bersaglio a quella dell'ospite
tramite brevi trarti di amminoacidi riconoscibili da una proteasi non batterica spe-
cifica. Tale aggiunta si realizza a livello del DNA. Prima di inserire il costrutto nel
vettore di espressione di fusione si possono legare al gene clonaro gli elementi di
collegamento oligonucleotidici che codificano questi siti di riconoscimento della
proteasi. Ad esempio, si pud attaccare al gene clonato un linker oligonucleotidico
che codifica la sequenza Tle-Glu-Gly-Arg. Dopo la sintesi ¢ la purificazione della
proteina di fusione, per liberare la proteina del gene clonato da quella ospite, si
pub utilizzare un fattore di coagulazione del sangue detto X,; si tratta di una pro-
teasi specifica che scinde i legami peptidici unicamente sul lato C-terminale della
sequenza Ile-Glu-Gly-Arg (figura 6.6). Per di pid, dato che nelle proteine native
la sequenza suddetta si presenta piuttosto raramente, il metodo pud servire a re-
cuperare molti prodotti di geni clonati diversi.

Sito di raglio
. del fattore X,
Sequenza di
wlleganicnto X,

s N
. The-Ala- Glu-Gly-Gly-Ser-lle-Glu-Gly-Arg-Val-His-Leu . . .

Figura 6.6 Il taglio proteoliico di una proteina di
fusione ad opera del fattore di coagulazione del
sangue X,. La sequenza di riconoscimento del fat-
tore X, (sequenza di collegamento di X,) si cal-
loca tra le sequenze amminoacidiche di due di-
verse proteine. In seguito al taglio si libera una
proteina funzionale del gene clonato (con Val al-
I'estremo N).
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Figura 6.7 Vettore di clonazione di una protei-
na di fusione. Il plasmide contiene un gene del-
la resistenza all'ampicillina (Amp’) come marca-
tore selezionabile, una sequenza di DNA che co-
difica il segmento N-terminale della proteina del-
la membrana esterna di E. coli (ompF), il sito di
un'endonucleasi di restrizione (Abcl) per la clo-
nazione ¢, infine, un gene tronco per la B-galat-
tosidasi (facZ). |l gene clonato (Gene) si inseri-
sce nel sito Abcl. Dopo la trascrizione ¢ la tradu-
zione si produce una proteina triibrida.

Gli impieghi delle proteine di fusione

Vi sono applicazioni per le quali una proteina di fusione pud ben essere soddisfa-
cente come prodotto finale. Per fare un esempio, a scopo di ricerca spesso occorre
far uso di un anticorpo che riconosca una porzione specifica di una proteina. Dope
avere clonarto nel vertore di fusione un segmento di DNA che codifica una por-
zione del gene bersaglio, la proteina di fusione conterra la proteina ospite stabiliz-
zatrice e un dominio proteico contro il quale sark possibile generare gli anticorpi.
La proteina di fusione servira da antigene. Sar possibile eliminare gli anticorpi
contro la componente ospite stabilizzatrice mediante assorbimento con questa pro-
teina da sola, il che lascera nell’antisicro solo gli anticorpi che si legano alla se-
quenza proteica bersaglio.

Un vettore di clonazione di fusione che si & adoperato per generare anticorpi
contro una proteina bersaglio contiene un segmento 5'-terminalé del gene ompF
di E. cols (il quale codifica una proteina della membrana esterna) e una porzione
adiacente del gene lzeZ di E. coli (B-galatrosidasi) (figura 6.7). Il segmento geni-
co ompF fornisce i segnali di inizio sia della trascrizione sia della traduzione non-
ché quello per la secrezione della proteina di fusione. Anche se il gene lacZ tron-
cato manca dei codoni per i primi otto amminoacidi, la proteina accorciata deri-
vante da tale frammento genico conserva l'attivitd enzimatica. Questa forma del-
la B-galattosidasi & in grado di funzionare quasi con ogni possibile peptide posto
all'estremita N che sia fuso con essa. Il gene /zcZ viene clonato nel vettore in una
posizione che lo colloca in una griglia di lettura alterata rispetto alla sequenza gui-

Abel Abel

Abl a7 Gene

Taglio
con Abel

lacZ
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da di ompkF e, conseguentemente, non si produce alcuna B-galattosidasi funziona-
le. Per contro, qualsiasi DNA bersaglio clonato che possieda sia omp/F sia lacZ «in
sequenza» dar origine a una proteina «triibrida» (ibrido di tre parti) che com-
prende la sequenza amminoacidica OmpF, la proteina codificata dal gene bersa-
glio clonaro e la porzione C-terminale funzionale della B-galattosidasi. La protei-
na triibrida si pud adoperare o come antigene per produrre anticorpi che reagi-
scono in modo crociato con la proteina del gene clonato o come mezzo per isola-
re piccole porzioni importanti di determinate proteine. i
Oltre che per ridurre la degradazione dei polipepridi, si sono messe a punto va-
rie proteine di fusione per semplificare la purificazione delle proteine ricombinand
(tabella 6.3). Ad esempio, un costrutto plasmidico basato sul lievito (Saccharomy-
ces cerevisiae) contenente il gene per I'interleuchina 2 dell'uomo, congiunto con
DNA che codifica una sequenza pepridica tracciante (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys), ha la duplice funzione di ridurre la degradazione del prodotto espressa
dal gene dell'interleuchina 2 e poi di consentire la purificazione del prodotto. Lin-
terleuchina 2 & un faccore biologico che stimola tanto la crescita delle cellule T
quanto la sintesi degli anticorpi da parte delle cellule B. Il peptide tracciante di
otto amminoacidi si vende come peptide flag. Successivamente all’espressione di
questo costrutto nel lievito, la proteina di fusione secreta si pud purificare in un
solo tempo mediante cromatografia per immunoaffinicd, nella quale sono stati im-
mobilizzati su un supporto di polipropilene gli anticorpi monoclonali contro il
peptide tracciante, che agiscono da ligandi per la proteina di fusione (figura 6.8).
Essendo relativamente piccolo, il peptide tracciante non fa diminuire in misura si-
enificativa le risorse della cellula ospite disponibili per produrre I'interleuchina 2.
Questa proteina di fusione manifesta la stessa attivita biologica dell'interleuchina
2 nativa. Ove il prodorro sia destinato all'uso clinico, per soddisfare le norme sul-
I'impiego dei farmaci rimane comunque necessario eliminare il peptide traccian-
te. Nel sistema descritto si pud allontanare in maniera specifica la sequenza trac-
ciante trattando la proteina di fusione con I'enterochinasi intestinale bovina.
Molre delle proteine prodotte in E. coli si accumulano sotto forma di corpi di
inclusione intracellulari, biologicamente inattivi, insolubili. Dai corpi di inclusio-
ne spesso & possibile recuperare una piccola quantira di proteina biologicamente
attiva, ma il metodo di estrazione esige procedimenti lunghi e costosi di solubiliz-
zazione e di ripiegamento della proteina. Dato che I'insolubilita in zizo delle pro-

Partner di fusione Dimensione Ligando Condizione di eluizione

zZ 14 kDa 1gG Basso pH

Coda His 6-10 aa Ni?+ Immidazolo

Strep-tag 10 aa Streptavidina Imminobictina
PinPaint 13 kDa Streptavidina Biotina

MBP 40 kDa Amilosio Maltosio

B-Lattamasi 27 kDa rFenilboronato Borato

GST 25 kDa Glutatione Riducente

Flag 8 aa MAD spec. Basso tenore di calcio

Adattata da Nygren et al, 1994, Trends Biotechnol. 12:184-188.

Abbreviazioni: ag, amminoacidi; kDa, kilodalton; ZZ, frammento della proteina A di Staphylocaccus aureus; His,
istidina; Strep-tag, peptide con affinita per la streptavidina; PinPgint, frammento proteico bictinifato in vivo in E.
colff; MBP, proteina legante il maltosio; GST, glutatione S-trasfesasi; Flag, peptide nconosciuto dall'enterochinasi.
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Figura 6.8 Purificazione cromatografica per
immunoaffinita di une proteina di fusione. Si
ancora a un supporto solido di polipropilene
un anticorpo che si attacca al peptide marca-
tore della proteina di fusione (anticorpo pep-
tidico anti-marcatore). Si fanno passare le pro-
teine secrete lungo la colonna contenente I'an-
ticorpo legato. La porzione di peptide marca-
tore della proteina di fusione si lega all'anti-
corpa mentre le altre proteine procedono ol
tre. La proteina di fusione immunopurificata
potra poi essere selettivamente eluita dalla co-
lonna.
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teine & spesso la conseguenza di un ripiegamento imperfetto, sono state ideate va-
rie strategie per aggirare il problema. Ad esempio, le proteine di fusione contenenti
come partner di fusione la tioredoxina, una proteina di 11,7 kilodalton (kDa), ri-
mangono solubili perfino se il 40% della proteina cellulare & costituito da protei-
na di fusione. Secondo questo sistema si clona su un vertore plasmidico di £. coli
il gene bersaglio in un sito di clonazione multipla appena a valle del gene per la
tioredoxina, il tutto sotto il controllo del promotore p" (figura 6.9). La cellula di
E. colt ospite del sistema contiene, integrato nel DNA cromosomiale, un costrut-
to proteina repressore ¢l (una copia del gene per la proteina repressore ¢l sotto il
controllo trascrizionale del promotore 7). In assenza di triprofano (figura 6.9A),
viene sintetizzato un quantitativo di proteina repressore ¢l tale da impedire la tra-
scrizione ad opera del promotore p" e, percio, la produzione della proteina di fu-
sione. Aggiungendo il triptofano al mezzo di coltura (figura 6.9B), si disattiva il
promotore #7p ad opera del suo repressore, non viene sinetizzata la proteina re-
pressore cl e la proteina di fusione viene trascritta dal promotore p! plasmidico e
successivamente tradotta. In casi siffatti la proteina di fusione (costituita dalla tio-
redoxina insieme con la proteina bersaglio) viene sintetizzata e si accumula di pre-
ferenza in siti osmoticamente sensibili detti zone di adesione, alla periferia inter-
na della membrana citoplasmarica dell’ospite £. coli. La proteina di fusione solu-
bile viene rilasciata dalle cellule di £. co/ nel mezzo di coltura in seguito a shock
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DNA cromosomiale

DNA plasmidico

Nessuna sintesi proteica

DNA cromosomiale

DNA plasmidico

Sintesi proteica

osmotico. Se occorre, si puo liberare la forma nativa della proteina bersaglio dalla
proteina di fusione trattando quest'ultima con I'enzima enterochinasi. [nfine, dato
chie la tioredoxina si conserva stabile fino alla temperatura di 80°C, in quei casi in
cui risulta stabile ad alta temperatura anche la proteina bersaglio, si potrd purifi-
care la proreina di fusione mediante incubazione ad alta temperatura, condizione
che denatura la maggior parte delle altre proteine cellulari.

Lesposizione alla superficie

Sono stati ideati sistemi specializzati di proteine di fusione per lo screening delle
zenoteche di cDNA (DNA complementari) contenenti numeri elevatissimi di clo-
=i differenti (ralora fino a 5 X 10'%) per proteine codificate da cDNA rari. Si clo-
nano le molecole di cDNA nel gene di una proteina di superficie (proteina del fi-
‘amento, proteina del pilo) di un batteriofago filamentoso quale M13 oppure di
un batterio e, dopo la trascrizione e la traduzione, la proteina si incorpora in una
struttura di superficie del barteriofago o del barterio, dove puo essere identificata
<on un saggio immunologico. Pili specificamente si effettuano spesso fusioni con
il gene per la proteina plII del batteriofage M13. Normalmente la proteina plII si
rrova sulla punta di questo batteriofago tubolare e causa I'inizio dell’infezione fa-
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Figura 6.9 Sintesi della proteina di fusione tio-
redoxina-proteina bersaglio in assenza (A) e in
presenza (B) di triptofano nel mezzo di coltura.
Le frecce contrassegnate p™ p indicano la dire-
zione di trascrizione. Abbreviazioni e designazio-
ni: o™, regione dell'operatore dove si lega la pro-
teina repressore tp; oY, regione dell'operatore
dove si lega il repressore cl; p™, promatore trp;
p, il promotore a sinistra del batteriofago A; TT,
regione di arresto della trascrizione. Il rettangolo
di colore oliva indica la regione di DNA che co-
difica il peptide che serve da sito di taglio del-
I'enterochinasi. | ferri di cavallo indicano il lega-
me di una proteina repressore alla propria regio-
ne dell'operatore.
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Figura 6.10 Proteina di fusione tra una proteina
della superficie batterica estema e una proteina
bersaglio estranea untta al terminale N o C (A);
peptidi estranei inseriti nelle anse esposte alla su-
pefficie (B). In entrambi i casi il peptide o la pro-
teina estranei sono indirizzati verso la superficie
estena della cellula batterica.

Proteina della
superficie

esterna
Esterno

Proteina della
superficie
esterna

Interno

gica di £. coli legandosi ai pili E Si & costruito un plasmide contenente: un min
scolo segmento di DNA di M13 (che permette di confezionare il plasmide — il f=
gemide — iz vitro nelle particelle del fago M13); un gene per la proteina pllII con
trollato da un promotore batterico regolabile quale il lze di E. colz; un sito di cle
nazione vicino all’estremitd 5 del gene pIII per un cDNA o per altra sequenza o
dificante. La proteina bersaglio viene fusa con la proteina pIlI del bacteriofago M1+
in prossimira del suo terminale N. Dopo la replicazione di M13 nelle cellule di £
coli si possono saggiare le placche per via immunologica alla ricerca della proteins
bersaglio. 1 fagemidi ricombinanti isolati dalle placche positive si potranno pe
adoperare come sorgente del cDNA bersaglio. Si tratta di un sistema di selezions
estremamente potente, che ha la capacita di trovare i cDNA di proteine espresse
molto raramente ma importanti.

Alternativamente & possibile sottoporre a screening, alla ricerca di cloni recar-
ti specifiche sequenze codificanti, genoteche con strutture superficiali batterichs
composte da proteine di fusione. Per esportare le proteine alla superficie di un bar-
terio gram-negativo come £. coli, si creano fusioni tra i geni per la proteina bersz-
glio e quelli per una proteina della superficie esterna. I partner di fusione batteri-
ca utilizzati in questi tipi di costrutti comprendono la proteina A della membre-
na esterna di E. coli (OmpA) e la lipoproteina associata a peptidoglicani (PAL)
nonché la proteina F della membrana esterna di Pseudomonas aeruginosa (OprF)
Con la maggior parte delle proteine di fusione superficiali la proteina bersaglio ¢
ubicara al terminale N o a quello C della proteina di fusione, anche se, in alcun:
casi, brevi tratti di proteina bersaglio possono essere espressi nella parte medianz
del partner di fusione (figura 6.10).

Oltre a facilitare lo screening di grandi genoteche di cDNA le proteine espo-
ste alla superficic possono offrire un mezzo efficace per sovraesprimere alcuni pep-
tidi o proteine. Ad esempio, nel corso di una ricerca @ stato inserito 'epitopo (de-
terminante antigenico) Asn-Ala-Asn-Pro di una proteina tratta dal parassita Plu-
smodium falciparum, agente della malaria, entro regioni che codificano anse espo-
ste alla superficie della principale proteina della membrana esterna di 2 aerugino-
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1l promotore tac: un ibrido funzionale derivante dai promotori trp e lac

DEBOER, H. A., CoMSTOCK, L. J. ¢ VASSER, M.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25, 1983

DeBoer e i suoi collaboratori si proposero di costruire il pro-
motore tac con l'idea di combinare porzioni di due diversi
promotori forti ¢ regolabili, onde creare un promotore anche
pin forte, atto a dirigere altissimi livelli di espressione di un
gene estraneo. Quando essi intrapresero la loro ricerca, seb-
bene fosse gia nota la sequenza di DNA di un certo numero
di promotori procariotici, per lo pitt da E. coli, non si com-
prendeva quali precise carateeristiche consentissero al pro-
motore di riuscire efficiente nel dirigere la trascrizione. Era
noto che quasi tutre le murazioni che incidono sulla forza di
un promotore procariotico si ritrovano o nella regione —10 o
nella regione —35, che si trovano approssimativamente 10 o
35 bp, rispettivamente, a monte del sito di inizio della tra-
scrizione dell'mRNA. Per di pity, ad aumentare la forza del
promotore erano solo le murazioni che rendevano il promo-
tore esistente pit simile alle sequenze consenso per ognuna
delle regioni suddette, ciod 5"-TATAAT-3/ per la ~10 ¢ 5'-
TTGACA-3" per la -35.

Boer e collaboratori sapevano che il promotore lacUV5. che
& una variante pib forte del promotore iz, possiede una se-

quenza consenso alla sua regione —10 ma non a quella 35,

mentre il promotore #p, che normalmente controlla la tra-
scrizione dei geni interessai alla biosintesi del triptofano,
possiede una sequenza consenso alla regione =35 ¢ non alla
—10. I ricercatori citati decisero di creare un promotore di fu-
sione che comprendesse la regione ~10 del promotore Jc ¢

la regione —35 del promorore #7p. Essi misero alla provail

nuoyo promotore «zo: (cosi lo chiamarono) per saggiarne la
capacitd di dirigere la sintesi dell’'enzima galattosio chinasi in
E. coli e misero a confronto i risultati con quelli di g e di
Jac nello stesso sistema di analisi. In accordo con il ragiona-
mento che in primo luogo li aveva indotti a realizzare la loro

costruzione si trovd che il promotore zac era approssimativa-

mente 5 volte pit: forte di #7p € 10 volte pis forte di lac. Per
di pit, a somiglianza del promotore lae, fac veniva represso
dal repressore di Jac e derepresso da IPTG, e cid voleva dire
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Le sequenze consenso crano state dedotte confrontando
la sequenza del DNA di tutti | promatori conosciuti e de-
terminando quali nucleotidi vi compaiono piit spesso. De-

che il nuovo promotore non era soltanto forte, bensi pure re-
golabile.

s (OprF). Le cellule batteriche intere esprimenti questa proteina di fusione reagi-
vano positivamente se esposte agli anticorpi monoclonali contro P falciparum. Po-
wrebbe percid essere possibile utilizzare proteine di fusione esposte alla superficie
come vaccini (vedi capitolo 11).

Serie di geni in tandem unidirezionali

in generale il livello dell’espressione genica ¢ proporzionale al numero di copie
el gene trascritto nella cellula ospite. Una deduzione logica ¢ che aumentando
i numero di copie del plasmide si verifichera 'aumento concomitante della pro-
seina sintetizzata dal gene clonato. Oltre al gene clonato, perd, il plasmide con-
wiene altri geni trascritti, come quelli che codificano per la resistenza agli anti-
Siotici. Di conseguenza, aumentando il numero di copie del plasmide, le risorse
della cellula saranno deviate in maggiore misura verso la produzione delle pro-
weine codificate dal plasmide, comprimendo le attivitd metaboliche della cellula
ospite. Poiché aumento di copie del plasmide non riesce sempre a massimizza-
#e la resa in prodotto del gene clonato, il metodo alternativo & quello di clonare
pit copie del gene in studio in un plasmide a basso numero di copie, anziché clo-
marne una sola copia in un plasmide a numero elevarto di copie. Il problema tec-
aico diviene allora quello di creare seric in tandem di un gene con le sequenze
sempre orientate nel modo giusto per essere trascritte e tradotte. La semplice le-
gatura tra gli estremi del DNA porta all’orientamento casuale delle serie di geni;
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Figura 6.11 La formazione di se- A Geni clonati purificati

rie di geni in tandem orientati a -
caso. A. Con lendonucleasi di -~ Abel Abel Abel Abecl Abel Abel
strizione Abci si tagliano dal vet-
tore di clonazione sequenze di
gene dlonato, che si separano poi
dal DNA del vettore. B. Le con-
dizioni della miscela di legatura
favoriscono la linearizzazione del
DNA. Dato che sono uguali, le se-
quenze spargenti a entrambi gli
estremi dei geni tagliati possono
appaiarsi e legarsi in qualsiasi
orientamento. La conseguenza &
che le serie in tandem conten-  Abel Abel Abel Abel Abel Abel Abel Abel
gono sequenze di DNA arienta-
te disordinatamente. Le frecce
denotano I'orientamento del
gene clonato.

Abel Abel

B Prodori di legatura

Abel Abel Abel Abecl

alcuni geni avranno il verso giusto per essere poi trascritti e tradorti, mentre al:-
saranno oriencati nel verso contrario e non potranno esserc espressi (figura 6.11
Per venire a capo del problema si pub ricorrere all’enzima di restrizione Aval
al suo sito di riconoscimento sul DNA. Lenzima riconosce la sequenza CTCGG
¢ taglia sul lato 5" del residuo T. Lo si usa nel modo seguente. Si taglia con Aval v=
plasmide che contiene la sequenza CTCGGG e lo si tratta con la DNA-polimer
si] per riempire le estremita coesive. Poi si salda a entrambe le estremitd un linke
EcoRI (GAATTC) sulle estremit neree. Il plasmide risultante contiene un segment=
di DNA in possesso di due siti Azal che fiancheggiano un sito EcoRI ¢ vi si so-
vrappongono (figura 6.12A ¢ 6.12B), cio la sequenza CTCGGGAATTCTCGGC
in cui le sequenze sottolineate riproducono i siti di riconoscimento Aval. Si clon:
il gene, insieme con i segnali di inizio e di arresto, in un sito EcoRI. Si separa il gens
dal plasmide digerendo con Aval (figura 6.12C) e in questa forma il frammento ¢
DNA tagliato non avra estremita coesive identiche, La conseguenza & che duran:
la successiva reazione di legatura i segmenti di DNA potranno congiungersi se-
condo un unico orientamento. A questo punto si pud inserire una serie di copie ¢
geni in tandem in un vetrore di espressione. Poiché per ciascuna seric in tandem :
vettore di espressione presenta due possibilith per orientare la clonazione rispettc
. al promorore (I'antisenso o il suo complemento), soltanto il 50% dei cloni risul-
tanti sard in grado di esprimere la serie dei geni clonati.
Un altro metodo per clonare piti copie di uno stesso gene si basa sull'impiege
di adattatori direzionali sintetici, che sono brevi sequenze di oligodeossiribonu-
cleotidi aggiunte alle estremita del DNA di un plasmide linearizzato e al fram-
mento di DNA contenente il gene. Durante la successiva legatura i segmenti d:
DNA saranno orientati in un solo verso. Dal punto di vista tecnico questo proce-
dimento ¢ piu facile di quello basato sull'endonucleasi di restrizione Aval e non ri-
sulta limitato dal requisito che dal gene bersaglio siano assenti i siti Aval ed Eco-

RIL
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[n prartica si trova che 'espressione dei geni dell'interferone si accentua real-
mente in proporzione al numero di copie di geni in tandem, almeno fino a quat-
=0 copie del gene per ogni plasmide. Purtroppo le copie dei geni in tandem ri-
sultano talvolta instabili al livello del DNA e, nel corso della crescita, alcune di
esse, 0 anche tutte, possono essere eliminate dal plasmide.

| vettori di espressione della traduzione

1l fatro di porre il gene clonato soto il controllo di un promortore forte e regola-
Sile & cerramente indispensabile, ma pud non essere sufficiente a massimizzare la
sesa in prodotto del gene clonato. Possono influire sulla quantita del prodotto an-
<he aluri factori, quali il rendimento della traduzione e la stabilira della proteina
=eosintetizzara del gene clonaro.

Nelle cellule procariotiche i vari RNA messaggeri (nRNA) non vengono tut-
= tradotti con la stessa efficienza. Di fatto possono essere espressi a livelli diversis-
simi (fino a parecchie centinaia di volte). Le differenze di rendimento della tradu-
=one ¢ di regolazione trascrizionale mettono la cellula in condizione di possedere
centinaia e perfino migliaia di copie di certe proteine o solo alcune copie di altre.

In parte il fondamento molecolare della traduzione differenziale risiede nella
presenza, nell'mRNA trascritto, di un segnale di inizio della traduzione detto sito
<1 artacco del ribosoma. Il sito di attacco del ribosoma & una sequenza di 6-8 nu-
cleotidi (per esempio UAAGGAGG), posta nellmRNA, in grado di appaiarsi con
una sequenza complementare (nella fattispecie AUUCCUCC) situata nella com-
ponente RNA della subunitd ribosomiale minore.

1 GAGCC
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Figura 6.12 La clonazione di
pit copie di un gene in un solo
plasmide. A. La preparazione del
vettore. Si digerisce con Aval un
sito unico di restrizione del vet-
tore plasmidico, si iempiono le
estremita sporgenti con la DNA-
polimerasi | di £ coli e deossiri-
bonucleosidi trifosfati idonei e
si inserisce per legatura delle
estremitd nette un linker EcoR.
B. Inserimento di un linker Eco-
Rlin un sito Aval del plasmide.
C. Produzione di serie di geni in
tandem unidirezionali. Le frec-
ce denotano ['orientamento del
gene clonato. Le sequenze illu-
strate si producono mediante di-
gestione del gene clonato con
Aval. | puntini rappresentano siti
di legatura.
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Figura 6.13 Esempio di struttura secondaria del-
I'estremita 5" di un mRNA che impedirebbe la
traduzione efficiente. Il sito di legame per il ribo-
soma & GGGGG, il codone d'inizio & AUG (in gras-
setto e in colore), e i primi codoni sono CAG-
CAU-GAU-UUA-UUU. LmRNA 2 orientato con I'd-
stremnita 5' verso sinistra e |'estremita 3’ verso
destra. Si noti come nell'mRNA, oltre all'abituale
appaiamento AU e G-C, G possa pure appaiarsi
con U.

Figura 6.14 |l vettore di espressione pKK233-2.
Il plasmide pKK233-2 contiene il gene per la re-
sistenza all'ampicillina (Amp") come gene mar-
catore selezionabile, il promotore tac (ptac), il
sito di legame del ribosoma facZ (rbs), tre siti di
clonazione delle endonucleasi di restnzione (Ncol,
Pstl e Hindlll) e due sequenze di arresto della tra-
scrizione (T1 e T2). La freccia indica la direzione
della trascrizione. Il plasmide non & disegnato in
scala.
-

genica net procarioti

Generalmente, quanto piti forte ¢ il legame del'mRNA con 'RNA ribose
miale, tanto maggiore ¢ lefficienza dell'inizio della traduzione. Per questa ragie-
ne sono stati progettati numerosi verrori di espressione in £. col? atti ad assicur=-
re che 'mRNA del gene clonato contenga un sito di attacco forte per il ribosomz
Di fatto cio equivale alla possibilica di tradurre facilmente in £. coli geni eterolo-
ghi eucariotici e procariotici. Affinché il merodo funzioni bene, turtavia, occorr
soddisfare alcunc altre condizioni. Innanzitutto & necessario che il sito di legar=
del ribosoma sia collocato a una distanza precisa dal codone di inizio della trade-
zione del gene clonato. (Nel’RNA il codone traduzionale di solito & AUG. Ne
DNA si chiama filamento codificante quello che contiene la sequenza ATG, men-
tre il filamento complementare, che serve da stampo per la trascrizione, & il fil=-
mento non codificante. Per convenzione si designa ATG il codone di inizio ¢
DNA.) In secondo luogo la sequenza di DNA che comprende il sito di legam«
del ribosoma nei primi codoni del gene in esame non deve contenere sequenz:
nucleotidiche che, dopo la trascrizione, possano ripiegarsi, cioé formare anse in-
trafilamento (figura 6.13), cosa che ostacolerebbe I'interazione del'mRNA con &
ribosoma, La struttura secondaria locale del'mRNA, che pud schermare oppurs
esporre il sito di legame del ribosoma, derermina la misura nella quale 'mRN A
puod fissarsi sulla sequenza appropriata del ribosoma iniziatore della traduzione
Per ciascun gene clonato, dunque, ¢ importante stabilire che il sito di legame de
ribosoma sia ubicato adeguatamente e che la struttura secondaria dellmRNA nor
ne impedisca I'accesso al ribosoma.

Sono stati elaborati in un certo numero sistemi vettori convenienti che in-
corporano tanto i segnali trascrizionali quanto quelli traduzionali per I'espressio-
ne dei geni eucariotici clonati in E. coli. Uno di tali sistemi & quello noto come
vettore di espressione pKK233-2, che comprende gli elementi che seguono (fi-
gura 6.14).

* Un gene della resistenza all’ampicillina come marcarore selezionabile
* Il promotore tac
» Il sito di legame del ribosoma di lecZ

* Un codone di inizio ATG collocato 8 nucleotidi a valle del sito di legame del
ribosoma

* I codoni di arresto (detti pure terminatori) della trascrizione T'1 e T2 del bat-
teriofago A

Si inserisce il gene clonato in un sito Neol, Pl o HindIII posto tra il sito di le-
game del ribosoma e i codoni di arresto della trascrizione. Se il gene clonato non
si trova nella stessa griglia di lettura del codone di inizio ATG, si possono effet-
tuare piccoli adattamenti per correggere la griglia di lettura. Dopo I'induzione e la
trascrizione 'mRNA del gene clonato viene tradotto efficientemente. Poiché, perd,
le sequenze nucleotidiche che codificano gli amminoacidi nella regione N-termi-
nale della proteina bersaglio variano da un gene all’altro, non & possibile proget-
tare un vettore che sopprima in tutti i casi la possibilita che 'mRNA si ripieghi su
se stesso. Non vi & dunque alcuna particolare regione di inizio della traduzione ot
timizzata che possa garantire un tasso elevato di inizio della traduzione e, di con-
seguenza, i vertori di espressione sopra descritti non sono che punti di partenza
per ottimizzare I'inizio della traduzione. '

Quando un gene clonato utilizza codoni ai quali la cellula ospite ricorre rara-
mente, si verifica una incompatibilita cellulare che pud interferire con una tradu-
zione efficiente. In casi del genere pud accadere che la cellula ospite non produca
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a sufficienza i tRNA (RNA transfer) che riconoscono i suddetti codoni di impie-
2o raro, ¢ la resa in proteina del gene clonato risulta conseguentemente inferiore
alle aspettarive. Per attenuare gli effetti di questo problema vi & ben poco da fare
sotto l'aspetto sperimentale, ma quando il prodotto del gene riveste particolare im-
portanza vale la pena di sintetizzare per via chimica una nuova versione del gene
che contenga codoni utilizzati pitt comunemente dalla cellula ospite (ottimizza-
zione dei codoni).

Il miglioramento della stabilita delle proteine

In condizioni di crescita ordinarie il tempo di dimezzamento delle varie proteine
varia da qualche minuto a qualche ora. Lorigine di questa stabilita differenziale ri-
siede sia nella misura in cui si formano i legami disolfuro sia nella presenza di cer-
ti amminoacidi all’estremo N. Ad esempio, aggiungendo all’N-terminale della 8-
calatrosidasi certi amminoacidi, la sopravvivenza in vitro della proteina modifica-
ta passava da 2 minud approssimativamente a oltre 20 ore (tabella 6.4). Non ¢ dif-
ficile incorporare nei geni clonati amminoacidi aggiuntivi che ampliano la so-
pravvivenza intrinseca di una proteina. Spesso basta la presenza di un unico am-
minoacido in piti all'N-terminale per stabilizzare la proteina bersaglio. Le protei-
ne durevoli possono accumularsi nella cellula aumentando, di conseguenza, la resa
in prodotto.

Al contrario degli amminoacidi dell’N-terminale, che aumentano la stabilita
della proteina, certe sequenze intermedie rendono la proteina maggiormente su-
scettibile nei confronti della degradazione proteolitica. Queste regioni della pro-
zeina, dette sequenze PEST, sono ricche di prolina (P), acido glutammico (E), se-
rina (S) e treonina (T). Spesso, anche se non sempre, appaiono fiancheggiate da
zruppi di amminoacidi a carica positiva e possono agire marcando le proteine ai
aini della degradazione all’interno della cellula. E possibile che la stabilita di una
proteina risulti migliorata ove se ne alterino le regioni PEST con la manipolazio-
ne genetica. Mutamenti del genere, naturalmente, non devono alterare la funzio-
ne della proteina bersaglio.

Come superare: il problema della scarsita di ossigeno

Per potere crescere, E. coli, come la maggior parte degli aleri microrganismi ado-
perati per esprunere le protemc estranee, richiede gcneralmeme I'ossigeno, che
sfortunatamente si discioglie nei mezzi acquosi solo in misura limitata. La conse-
guenza & che, mentre aumenta la densita cellulare della coltura, le cellule impove-
riscono rapidamente dell’ossigeno il mezzo di coltura. Per di pit, dato che I'ossi-
zeno si discioglie nel mezzo di coltura solo assai lentamente, non si attenua la dif-
ficolta immettendo nel mezzo di coltura grandi quantira di ossigeno, sia pure agi-
rando vigorosamente. Quando le cellule dispongono di limitate risorse di ossige-
no, rallenta la crescita esponenziale e la coltura entra presto in una fase staziona-
ria, durante la quale mura il metabolismo cellulare. Una conseguenza della fase
stazionaria € la produzione, da parte delle cellule ospiti, di proteasi che possono
degradare la proteina bersaglio. Nel tentativo di risolvere il problema della scarsita
dell’'ossigeno si ¢ provato tanto a modificare la configurazione della fermentazio-
ne per ortimizzare 'aerazione e I'agitazione delle cellule quanto ad aggiungere al
mezzo sostanze chimiche che aumentino la solubilita dell ossigeno. Turti questi
sforzi hanno frutrato successi limitati.

v

Tal:ella 64 La stabilita della ﬂ-galaﬁo—

dasi con determinati amminoacidi
aggluntl all'N-terminale

Amminoacido Tempo di
aggiunto dimezzamento
Met, Ser, Ala 520 h
Thr, Val, Gly >20 he
lle, Glu >30 min
Tyr, Gln ~10 min
Pro ~7 min
Phe, Leu, Asp, Lys ~3 min
Arg ~2 min

Adattata da Bachmair et al, Science 234:179-186, 1986,
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Limpiego di ceppi ospiti carenti di proteasi

Una della possibili maniere di stabilizzare le proteine prodotte in E. coli consis
nel preparare ceppi ospiti carenti di enzimi proteolitici. Non ¢ la faccenda sem
plice che potrebbe sembrare a prima vista. E. coli possiede almeno 25 proteasi, o
alcune delle quali sono state studiate a livello genetico. Per di pilt queste prore:
sono importanti per degradare le proteine difettose o anomale, servizio necessa~
per assicurare la continua vitalitd delle cellule. Una ricerca ha realizzato ceppi =
ferti da murazioni a carico di uno o piti geni delle proteasi e generalmente i cep:
che risultavano maggiormente carenti in una o pil: attivita proteasica crescevane.
pili lentamente, quindi la diminuzione dell’attivic proteasica debilita le cellu!s
Ad ogni modo con ceppi di £. col: portatori di mutazioni sia a carico del gene per
il fattore sigma della RNA-polimerasi responsabile della sintesi della proteina de-
lo shock termico (rpeH) sia a carico del gene per una proteasi necessaria alla cre
scita cellulare a temperature elevate (degP), le proteine secrete possedevano un'z=
tivita specifica 36 volte maggiore di quella delle proteine prodotte da cellule osp-
ti di tipo naturale. Questo aumento apparente di attivita riflette la diminuzion
della degradazione proteolitica delle proteine secrete.

Lemoglobina batterica

Aleuni ceppi del batterio Vitreoscilla, acrobio obbligato gram-negativo, vivono no--
malmente in ambienti poveri di ossigeno quali le pozze di acqua stagnante. Per a«
sicurarsi una quantita di ossigeno sufficiente alla crescita e al metabolismo quess
batteri sintetizzano una molecola simile all'emoglobina, che lega I'ossigeno arm-
biente e ne aumenta la disponibilic dentro le cellule. Quando si & clonato ed espres-
so il gene di questa proteina in E. cofi, nei confronti delle cellule non trasformar:
i trasformanti hanno manifestato livelli superiori di sintesi proteica (sia per quan-
to riguarda le proteine cellulari sia per quanto riguarda quelle ricombinand), att-
vita di pompa protonica piii efficiente, superiori tasso di produzione del’ATP <
tenore in ATD, specialmente a bassi livelli di ossigeno nel mezzo. Affinché la stra-
tegia descritta riesca efficace in varic cellule ospiti, non solo & necessario che il gene
dell'emoglobina di Vitreoscilla sia espresso efficientemente, ma & anche indispen-
sabile che le cellule ospiti siano in grado di sintetizzare la porzione eme della mo-
lecola dell’emoglobina. Una volta soddisfatte dette condizioni, questa strategia s
potra applicare a migliorare la crescita e, nel contempo, I'espressione del gene estra-
neo in un intero campo di barteri di importanza industriale, tra i quali £. col:.
Streptomyces lividans, Corynebacterium glutamicum e Xanthomonas maltophilia.

Lintegrazione del DNA nel cromosoma ospite

- Il plasmide impone alla cellula un sovraccarico metabolico, perché occorre ener-
gia per replicarlo cosi come per trascrivere e tradurre le proteine che esso codifica.
Nella maggior parte dei casi i plasmidi ad alto numero di copie impongono un so-
vraccarico metabolico superiore a quello dei plasmidi a basso numero di copie e la
conseguenza & che spesso una parte della popolazione cellulare perde i propri pla-
smidi nel corso della crescira. Inoltre generalmente le cellule che non contengono
plasmidi crescono piit velocemente di quelle che li conservano, sicché le prime fi-
niscono con il predominare. In capo a un certo numero di generazioni la perdita
delle cellule contenenti plasmidi fa diminuire la resa in prodotro del gene clona-
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0. Per combattere questa perdira i ricercatori hanno ideato almeno due metodi
iversi, Su scala di laboratorio si mantengono le cellule contenenti i plasmidi uti-
“zzando un antibiotico 0 un metabolita essenziale che permette esclusivamente,
2ppunto, la crescira delle cellule recanti i plasmidi. Uaggiunta di antibiotici o di
metaboliti a un impianto pilota o alle fermentazioni condotte su scala industriale
puo risultare perd estremamente costosa. Allo stesso modo, per microrganismi ri-
mbinanti progettati per essere liberati nell'ambiente rimanendo sia efficienti sia
curi sotro il profilo ambientale, & indispensabile che il DNA clonato venga con-
rvaro, ciog né perdurto né trasferito ad altri microrganismi. Per tali ragioni l'in-
uzione diretta del DNA clonato nel DNA cromosomiale dell’organismo ospi-
- metodo che aggira ['uso dei plasmidi, pud venire a capo del problema della per-
za dei plasmidi. Quando fa parte del DNA cromosomiale dell’ospite il DNA &
‘ativamente stabile e, di conseguenza, pud conservarsi per molte generazioni in
nza di agend selettivi.
Nel caso in cui il gene clonato sia integrato nel cromosoma dell’ospite, il sito
wale integrazione non deve appartenere a un gene codificante essenziale e, per
erne certi, occorre indirizzare la sequenza di DNA entrante verso uno specifico
o non essenziale all'interno del cromosoma. Per assicurare, inoltre, la produzio-
cfficiente della proteina bersaglio, il gene entrante dovrebbe sottostare al con-
llo di un promotore regolabile.
Al fini dellintegrazione del DNA in un sito cromosomiale il DNA entrante
= condividere con il DNA cromosomiale una qualche omologia della sequen-
di solito almeno 50 nucleotidi, e tra le due molecole si deve verificare uno scam-
w0 fisico (ricombinazione). Brevemente il protocollo generico per Iintegrazione
: DNA comprende le fasi seguenti:

- Identificare il sito di integrazione cromosomiale desiderato, ciot un segmento
di DNA del cromosoma ospite che possa essere perturbaro senza influire sulle
normali funzioni della cellula.

Isolare e clonare in parte o in tutto il sito di integrazione cromosomiale.

Legare un gene clonato e un promotore regolabile o dentro al sito di integra-
zione cromosomiale (figura 6.15A) o in posizione adiacente a esso (figura 6.15B).

Trasferire il costrutto frammento di integrazione cromosomiale-gene clonaro
nella cellula ospite come parte di un plasmide che non possa replicarsi nella
cellula ospite.

- Selezionare e perpetuare cellule ospiti che esprimono il gene clonato. La pro-
pagazione del gene clonato pud avere luogo solo a partto che questo sia stato
integrato nel DNA cromosomiale della cellula.

Quando si ¢ trasformata la cellula ospite con un plasmide che non si replica
reca il gene clonato nel mezzo di una porzione del sito di integrazione cro-
somiale, il DNA del plasmide put appaiare le proprie basi con sequenze iden-
22 del cromosoma ospite (figura 6.15A). Lintegrazione pud avere luogo per ef-
o di un duplice crossing-over" catalizzato da un enzima dell ospite. Alternativa-
te un unico crossing-over incorpora l'intero plasmide nel cromosoma ospite
a illustrato). Analogamente I'inserimento del DNA dell’intero plasmide en-
we avviene quando si inserisce il gene clonato in un sito immediatamente adia-
te a quello di integrazione cromosomiale clonato (figura 16.5B).

Uefficacia dell’integrazione di un gene clonato & stata esaminarta nel Bacillus
«1/is. | ricercatori avevano costruito un plasmide di E. coli che conteneva un gene
‘ce-amilasi tratvo dal Bacillus amyloliquefaciens; il plasmide era stato inserito nel
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! Questo termine inglese, troppo affermato
nell'uso internazionale perché convenga tradurlo,
indica — in estrema sintesi — lo scambio di mate-
riale genico in virtd di un processo di taglio e ri-
combinazione; il crasover & letteralmente lo scam-
bia crociato (per esempio il crociamento dei bi-

nari). [N.d. 7]
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Gene bersaglio

te le cellule nelle quali si era verificata la replicazione spontanea del DNA del
smide integrato. Le cellule selezionate in base alla resistenza agli alti livelli di
ramfenicolo sono state poi analizzate per l'artivita a-amilasi (tabella 6.5). 11 pro-
imento di selezione ha permesso di identificare cellule contenenti fino a nove
pie del gene per 'a-amilasi. Il livello di attivith enzimatica espresso dai geni in-
ti nei cromosomi era di gran lunga superiore a quello verificato quando gli
i geni erano presenti in un plasmide di B. subtilis a piti copie (da 20 a 40 co-
= circa per cellula).

In un certo esperimento sono state inserite piti copie di un gene estranco in siti
ersi predeterminati del cromosoma di B. subtilis. A questo scopo si ¢ sfruttato
procedimento in due tempi per ogni copia di gene estraneo da inserire (figura
16). Innanzitutro & stato inserito un gene marcatore selezionabile, quale un gene
la resistenza a un antibiotico, nel mezzo di un segmento definito ma non es-
ziale del DNA cromosomiale di B, subzilis, sfruttando un vettore plasmidico
n replicabile in questo microrganismo (figura 6.16, sezione 1). A seguito della
sformazione di B. subtilis con il suddetto costrutto sono state selezionate le cel-
che esprimevano il gene marcatore. Tali trasformanti recano il gene marcato-
selezionabile integrato nel DNA cromosomiale di B. subtilis. In secondo luogo
stato inserito il gene bersaglio con le sue sequenze di controllo trascrizionale e
duzionale nel mezzo del segmento definito ma non essenziale del DNA cro-
somiale di B. subtilis che era stato introdotto nelle cellule sotto forma di pla-
ide non replicabile (figura 6.16, sezione 2). A seguito della trasformazione di B,
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Figura 6.16 Linserimento di un gene estra-
neo in un sito esclusivo predeterminato sul
cromosoma di B. subtilis. Nella fase 1 siinte-
gra mediante ricombinazione omologa un
gene marcatore nel DNA cromosomiale del-
la cellula ospite. Nella fase 2 si sostituisce il
gene marcatore con quello bersaglio. Il pro-
cesso si pud poi reiterare con diverse regioni
non essenziali del DNA cromosomiale di 8.
subtilis.

Attivitd
genoma (U/mL di cellule in mid-og)
2 500
5 2300
7 3100
3 3400
9 4400
Plasmide 700
multicopia

Adattata da Kallio et al., Appl, Microbiol. Biotechnol,

= 27:64-71, 1987.
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un meccanismo a cascata. La presenza di una proteina di rilascio della batterioci-
=2 artiva la fosfolipasi A nella membrana batterica interna, cid che ha I'effetto di
permeabilizzare entrambe le membrane interna ed esterna; alcune proteine cito-
plasmariche e periplasmatiche si liberano cosi nel mezzo di coltura. In definitiva,
caricando su un plasmide il gene della proteina di rilascio della batteriocina sotto
« controllo di un forte promotore regolabile, & possibile permeabilizzare le cellule
i E. coli a volonta. Se si trasformano le cellule di E. coli in possesso del gene del-
%z proteina di rilascio della batteriocina con un altro plasmide che rechi un gene R
clonato fuso con la sequenza del peptide segnale di secrezione e se questo & sotto
« controllo regolatore della trascrizione che agisce sul gene della proteina di rila-
scio della bartteriocina, allora i due geni si possono indurre simultaneamente e la
proteina del gene clonato sara secreta nel mezzo.

In molti casi, quando in E. cols si registra la sovrapproduzione di proteine pro-
zetrate per essere secrete, la forma del precursore viene rielaborata solamente in
parte; circa la metd delle proteine secrete conserva il peptide guida, mentre Ialtra
meta viene rielaborata fino alla forma matura. E probabile che cio sia dovuto al so-
wraccarico di proteine interessate alla secrezione. Se le cose stanno cosi, si potreb-
e pensare di aumentare il rapporto tra proteine rielaborate e proteine non riela-
sorate facendo aumentare il livello di espressione di alcuni dei componenti limi-
=znti del percorso secretorio della proteina. I'ipotesi & stata messa alla prova in una
serie di esperimenti con i quali ¢ stato introdotto nelle cellule ospiti di E. coli un
olasmide contenente i due geni prld4 ¢ secE, i quali codificano i principali com-
sonenti dell’apparato molecolare che sposta fisicamente le proteine attraverso la
membrana. In seguito a questo potenziamento del macchinario secretorio della
cellula ospite la frazione di proteina ricombinante (la citochina interleuchina 6)
secreta dentro il periplasma come forma matura ¢ aumentata dal 50% circa a ol-
wre il 90%.

I funghi filamentosi del genere Aspergillus costituiscono fonti fondamentali di
cnzimi industriali, in parte grazie alla capacira di secernere grandi quantirativi di
proteina nel mezzo di coltura. Nel corso di una ricerca & stato fuso il gene dell'in-
serferone umano con la sequenza di un peptide segnale di secrezione, mettendolo
sotro il controllo della sequenza promotrice della glucoamilasi di Aspergillus nidu-
Lans, inducibile dall'amido. Inducendo le cellule trasformate di A. nidulans me-
diante I'aggiunta di amido nel mezzo, si ¢ ottenuto circa 1 mg di interferone uma-
n0 secreto per ogni litro di brodo di coltura, cid che equivale approssimarivamen-
ce al 5% di proteina secreta totale. La ricerca ha dimostrato che le strategie svi-
luppate per modulare I'espressione genica in E. col: si possono applicare a sistemi
biologici diversi..

| carico metabolico

Lintroduzione ¢ I'espressione di DNA estraneo in un organismo ospite altera spes-
so il metabolismo dell’organismo in modo tale da nuocere alle normali funzioni
della cellula. 1l fenomeno, in realtd una risposta biologica dalle molte facce, si deve
al carico (drenaggio) metabolico imposto all’ospite dal DNA estraneo. 1l carico
metabolico pud scaturire da varie condizioni, tra le quali si annoverano quelle che
seguono.

¢ Paumento del numero di copie del plasmide e/o della sua dimensione richie-
de quantita crescend dell’energia della cellula per replicare e mantenere il pla-
smide (tabella 6.6).

* La quantitd limitata di ossigeno disciolto nel mezzo di coltura & spesso insuffi-
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oreina estranea, che da inizio a una risposta cellulare allo stress, per esempio 'at-
zione della sintesi di proteasi cellulari atte a degradare rapidamente la protei-
ricombinante. Inoltre I'esaurimento delle scorte di amminoacidi pud conseguire
sintesi di geni per la resistenza agli antibiotici espressi a livello elevato, oppu-
allespressione in eccesso della proteina bersaglio clonara.

Nelle cellule di £. eoli in crescita gli errori di traduzione si verificano con una
quenza di 2 X 107-2 X 10~ errori a ogni generazione cellulare. Quando, tut-
i, un certo amminoacil-tRNA diviene limitante, come accade spesso quando
E. colf si esprime in eccesso una proteina estranea, sussiste una maggiore pro-
Silica di inserire un amminoacido sbagliato al posto di quello limitante. Per di
. & probabile che il carico metabolico dovuto all'espressione in eccesso della pro-
:na estranea faccia diminuire accuratezza traduzionale, che dipende dalla di-
snibilita di GTP come parte del meccanismo di correzione degli errori. Una ri-
-2 ha stabilito che un elevato livello di espressione del fattore di crescita dell’e-
wiermide del topo aumenta in E. coli di circa 10 volte I'incorporazione di ammi-
scidi sbagliati nella proteina ricombinante. Questo tasso di errori diminuisce
wsilita della proteina come agente terapeutico, giacché: (1) latrivita specifica e la
bilia della proteina possono risultare significativamente inferiori alle arrese; (2)
presenza degli amminoacidi sbagliati pud far si che nell'vomo la proteina risul-
) immunogena.

Un esperimento ben concepito pud rendere minimo I'effetto del carico meta-
lico, ottimizzare la resa in proteina ricombinante e accrescere la stabilira della
Hula ospite trasformara. Ad esempio, la misura del carico metabolico si puo ri-
< utilizzando un vettore plasmidico a basso numero di copie anziché uno a nu-
ro di copie elevato. Una strategia anche migliore pud consistere nell’evitare del
w10 I'impiego dei vettori plasmidici, preferendo integrare il DNA esterno diret-
ente in quello cromosomiale dell’organismo ospite. In questo caso l'instabilita
! plasmide non costituisce un problema. Con il gene integrato, e in mancanza
vertore plasmidico, la cellula ospite trasformata non sprechera risorse sintetiz-
do prodotti — indesiderabili e indesiderati — di geni marcatori per la resistenza
i antibiotici. Spesso una delle cause principali del carico metabolico ¢& il livello
ato di sintesi dei prodotri di molti geni marcatori per la resistenza agli anti-
tici che il gene bersaglio si porta dietro nel vettore plasmidico. Lintegrazione
mosomiale & particolarmente importante quando I'organismo frutro di inge-
eria genetica & destinato a essere liberato direttamente nell'ambiente. Anche I'im-

20 di promotori forti ma regolabili costituisce un mezzo efficace per ridurre il
rico metabolico. In un caso del genere la fermentazione si compie in due tem-
2 Durante il primo (stadio di crescita) il promotore che conurolla la trascrizione
! gene bersaglio viene inattivato, mentre durante il secondo (stadio di induzio-
o) 2550 viene attivaro.

Quando l'utilizzazione dei codoni del gene estranco & diversa da quella del-
! organismo ospite, si pud evitare I'esaurimento di determinate scorte di ammi-
=oacil-tRNA sintetizzando in parte o in tutto il gene bersaglio in modo che ri-
soecchi meglio l'utilizzazione dei codoni tipica dell'organismo ospite. Poiché, perd,
son si tratta di un procedimento semplice, il metodo andra usato, verosimilmen-
s solo in un numero limitato di casi. Ciononostante una ricerca ha stabilito che
 livelli della proteina streptavidina erano 10 volte maggiori in E. coli quando l'e-
soressione era diretta da un gene sintetico con un contenuto G+C del 54% (lad-
dove il gene naturale presentava un tenore G+C del 59%).

Anche se a prima vista potrebbe sembrare assurdo, una delle maniere per au-
mentare la quantica di proteina estranea prodotta dalla fermentazione di una cel-
lula ospite ricombinante consiste nell’accerrare un livello modesto di espressione
del gene estraneo — magari il 5% della proteina cellulare totale — per concentrarsi
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Figura 6.17 Rappresentazione schematica dei
percorsi accessibili al metabolismo del glucosio
in un ceppo di E coff trasformato con un plasmide
recante i geni per la sintesi dell'acetolattato sin-
tasi (ALS).

Glucosio —»= Biomassa

l

Glucosio-6-fosfato

l

Fosfoenolpiruvato  ———m —— 3 Syccin

Sistema ALS i

Aczt_qlattatq -—— Piruvato ——— p Formiato

AcetilCoA )

Aceraldeide

Lartato Eranolo

invece sul conseguimento di un’alta densica di cellule ospiti. Un organismo con
5% di espressione della proteina estranea e un basso livello di carico metabolice
ma che si possa coltivare fino a una densit di 40 g (peso secco) per litro risulta pil
efficiente di un organismo il cui livello di espressione sia del 15% (per la stessa pre-
teina), ma la cui densitd non superi i 10 g (peso secco) per litro.

Spesso & difficile conseguire a un tempo livelli elevati di espressione dei gen
estranei e alta densita cellulare, in quanto si accumulano prodotd di rifiuto, spe-
cialmente acetato, che inibiscono sia la crescita delle cellule sia la produzione de'-
le proteine. Una strategia che diminuisce 'accumulo di acetati in un mezzo ricce
senza nuocere alla crescita delle cellule si basa sulla diminuzione del tasso di as-
sunzione del glucosio, provocata mediante I'aggiunta alle cellule in crescita di a-
metilglucoside, analogo del glucosio. Si & ottenuro lo stesso effetto anche utiliz-
zando una cellula ospite di £. col contenente una mutazione in 215G, gene che co-
difica 'enzima IT nel sistema glucosio-fosfotrasferasi. Confrontando colture su lar-
ga scala di E. coli di tipo naturale e di . coli murtanti p#G in mezzo ricco, entrambe
in possesso di un plasmide che esprime l'attivitd B-galattosidasi, si & visto che le
cellule di tipo naturale raggiungevano la densita di circa 10 g (peso secco) per li-
tro, mentre le cellule mutanti si approssimavano ai 15 g (peso secco) per litro. Nel-
lo stesso tempo le cellule mutanti sintetizzavano circa il 25% di B-galartosidasi in
piti per grammo (peso secco) di cellule rispetto al ceppo naturale. Nel complesso
le cellule mutanti p#sG sintetizzavano pertanto circa il doppio della B-galattosida-
si ottenibile dalle cellule narurali.

Poiché I'alterazione di una cellula ospite mediante trasformazione genetica ¢
pi facile e richiede meno tempo rispetro al processo di mutagenesi e selezione, si
& concepito un metodo alternativo per ridurre la produzione di acerari nelle cellu-
le. Si tratta di introdurre nelle cellule ospiti di £. coli geni che codificano lenzima
acetolattato sintasi; esso catalizza la formazione dell'acetolattato dal piruvaro, di-
minuendo, di conseguenza, il flusso che passa per acetilCoA ¢ si conclude in ace-
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tato (figura 6.17). In prarica i geni dell’acetolattaro sintasi vengono introdotti nel-
la cellula per mezzo di un plasmide, mentre il gene bersaglio viene introdotto con
un secondo plasmide di un gruppo di incompatibilita distinto. Le cellule trasfor-
mate con i geni dell'acetolattato sintasi hanno dimostraro di produrre molto meno
acetato di quelle non trasformate e sintetizzano invece acetoino, che riesce ap-

prossimativamente 50 volte meno tossico dell’acetato.

M

RIEPILOGO

Affinché una proteina sia prodotta dal gene che la codifica & neces-
sario che il gene sia adeguatamente trascritto e poi che 'mRNA sia
cradotro. Nei procarioti sono necessarie una regione promotrice
{promotore, promoter) che dia inizio alla trascrizione del gene in
corrispondenza del giusto sito nucleotidico e una sequenza al ter-
mine del gene (terminatore) che faccia cessare la trascrizione stessa.
I geni clonati mancano spesso di tali segnali ¢, di conseguenza, af-
finché il gene clonato possa essere espresso nella cellula ospite pro-
cariotica, essi devono essere presenti nella posizione giusta. Per di
piti molte applicazioni biotecnologiche richiedono la produzione
di grandi quantita di proteina, per cui & necessario servirsi di un
oromorore che sostenga la trascrizione a livello alto (promotore for-
z¢) e sia anche compatibile con la RNA-polimerasi della cellula ospi-
te. La trascrizione continuativa del gene clonato esaurisce perd le
riserve di energia della cellula ospite ¢ cid rende necessario il ricor-
<0 2 un sistema promorore la cui attivied possa essere regolata o me-
diante I'aggiunta di un composto a basso peso molecolare oppure
cambiando la temperatura di crescita.

La sintesi proteica efficiente a partire dal gene si basa su speci-
fiche sequenze del suo mRNA e, spesso, per i geni clonati, sono ne-
cessarie altre manipolazioni che assicurino la stabilita della protei-
na e, se occorre, la siia secrezione. Fa parte del processo di inge-
gnerizzazione del gene la collocazione di un sito di legame del ri-
bosoma nel segmento di DNA che precede il sito di inizio della tra-
duzione, anch’esso eventualmente da aggiungere. Infine si pud col-
locare un codone di arresto all'estremita del gene clonato per far si
che la trascrizione si interrompa con I'amminoacido giusto. Se si
desidera che la proteina sia secrera, la sequenza di DNA che prece-
de il gene clonato dovra comprendere una sequenza segnale nella
medesima griglia di lertura del gene bersaglio.

Un'altra complicazione alla quale spesso si va incontro & la man-
canza di stabiliea della proteina codificata dal gene clonato. Ad esem-
pio, la proteina ricombinante potrebbe essere degradata dagli enzi-
mi proteolitici della cellula ospite. Una delle possibili strategic per
superare tale problema consiste nell'alterare il gene clonato in modo
che codifichi al proprio N-terminale uno o pilt amminoacidi ag-
giuntivi. In questa forma la protcina ricombinante non viene pilt
degradara rapidamente. Inoltre talvolta & possibile urilizzare gli am-
minoacidi aggiunti alla proteina ricombinante per purificare la pro-

teina di fusione, tramite, per esempio, la cromatografia di immu-

. noaffinit su colonna. In casi siffatti si progetta soliamente il pun-

to di giunzione della proteina di fusione in modo che venga raglia-
to in vitro chimicamente oppure enzimaticamente.

La maggior parte dei microrganismi utilizzati per esprimere le
proteine estranee cresce in atmosfera di ossigeno; ruttavia questo
gas manifesta solubilita limitata nell’acqua ¢ si esaurisce rapidamente
nel mezzo che ospita una coltura in crescita intensa, specialmente
dopo che si & raggiunta una densita cellulare elevara. Tra i tentarivi
compiuti per fronteggiare la limitatezza dell'ossigeno disciolto al
quale hanno accesso le cellule per crescere e per mantenersi vanno
ricordati: (1) l'utilizzazione di ceppi ospiti microbici carenti nella
produzione di alcuni enzimi proteolitici; (2) I'introduzione del gene
per 'emoglobina di Vitreoscilla, che fissa l'ossigeno ambiente assi-
curando un pit alto livello di ossigeno intracellulare e, conseguen-
temente, intensificando la sintesi sia della proteina estranea sia di
quelle dell’ospire.

Aumentando il numero di copie del gene clonato si aumenta
la produzione di proteina e, in tali circostanze, si aumenta la sta-
bilita del prodotto. Turtavia portando su scala industriale i sistemi
basati su plasmidi & possibile che vengano persi i costrueti plasmi-
de-inserto di DNA, e nei sistemi industriali tale instabilita plasmi-
dica & indesiderabile. Per superare la difficolta i ricercatori hanno
elaborato protocolli che consentono di integrare il gene clonato in
un sito cromosomiale dell’organismo ospite. Cosl facendo il gene
viene mantenuto stabilmente come parte del DNA dell'organismo
ospire.

Lintroduzione e I'espressione di un DNA estranco nell'organi-
smo ospite alterano spesso il metabolismo dell'organismo stesso,
danneggiandone il normale funzionamento. Il fenomeno prende il
nome di carico metabolico. Per ridurre al minimo le perturbazioni
causate dal carico metabolico, ottimizzando al tempo stesso la resa
in proteina bersaglio e la stabilica delle cellule trasformate, si sono
claborate varic strategie.

I sistemi di espressione sono molto diversi e i ricercatori ten-
dono a sviluppare I'insieme di condizioni che ottimizza la produ-
zione di ogni particolare proteina in ogni specifica cellula ospite. A
dispetto delle differenze di dettaglio i vari sistemi di espressione si
fondano sulle medesime strategic fondamentali.
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