S

)
R

Linivers
duglio St
del Sannio

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Microrganismi di interesse biotecnologico

1) Escherichia coli

2) Streptomyces

3) Bacillus

1) Saccaromyces cerevisiae

2) Funghi filamentosi

La conoscenza delle loro caratteristiche (biochimica, genetica e fisiologia)
aiuta a comprenderne il ruolo nell’ambiente in cui si trovano a vivere €

a desumerne le proprieta che li fanno preferire nella scelta per possibili
applicazioni biotecnologiche.



e Microrganismi di interesse biotecnologico

Il primo ceppo di E. coli fu isolato ed identificato nel 1885 da Theodore von Escherich
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Sono circa 4500 i geni identificati e, all’interno di questi, di almeno
1800 se ne ignora la specifica funzione !!

Tabella 2.1 Geni di E. coli K-12 e suddivisione in classi funzionali®.

Classe funzionale® Numero di geni Numero di geni essenziall®
a Geni di E. coli K-12 4453¢ 413
9 Geni codificanti RNA® 156 110
e Geni codificanti proteine (ORF) di cui @ stata saggiata |'essenzialita® 4288 303
o ORF a funzione presunta o ignota 1792} 37
ORF a funzione nota : 266
2 Gestione dell'informazione genetica
) Traduzione, struttura e biogenesi dei ribosomi 170 17
© Trascrizione 288 15
) Replicazione, ricombinazione e riparazione del DNA 237 15
> Totale 695 107
ﬁ Processi cellulari
© Divisione cellulare e ripartizione del cromosoma 34 19
‘o Modificazioni post-traduzionali, turnover delle proteine, chaperon 133 9
"J-; Biogenesi dell'involucro cellulare, membrana esterna 219 39
S Motilita cellulare e secrezione 151 1
5 Trasport.o e m'etabolismo di ioni inorganici 253 1
c Meccanismi di trasduzione del segnale 187 6
—_ Totale 977 85
9 Metabolismo
oo Produzione e conversione di energia 281 6
(@) Trasporto e metabolismo di carboidrati 355 8
B Trasporto e metabolismo di aminoacidi 390 7
c Trasporto e metabolismo di nucleotidi 83 1
o Metabolismo di coenzimi 144 29
Q Metabolismo lipidico 96 24
+ Trasporto e metabolismo di metaboliti secondari 95 5
9 Totale 1444 90
Non assegnati, altro 1172 21

" Modificato da Baba et al. (2006), Mol. Systems Biol. 2:1-11; Riley et al. (2006), Nucleic Acids Res., 34:1-9.

b La classe funzionale delle ORF & definita come nel database COG (Cluster of Orthologous Genes, Tatusov et al. 2003, BMC Bioinformatics,
4:41), Proteine multifunzionall possono appartenere a piu di una classe.

 Geni indispensabili per la crescita in brodo a 37 °C; di questi non é stata ottenuta delezione (Baba et al, ibid).

4 Geni presenti nel “genoma composito” comune al ceppi sequenziati e annotati MG1655 (4464) e W3110 (4474),

" Inclusi piccoll RNA non codificanti con funzione regolatrice, prevedibilmente destinati ad aumentare di numero.

' Sono stati inclusi tutti | geni codificanti rRNA e tRNA. Per la ridondanza genica, tuttavia, alcune copie di questi geni possono essere
inattivate, riducendo a meno di 70 geni |'assetto minimo indispensabile.

% Geni utilizzati come bersaglio per 'inattivazione mediante sostituzione allelica in E. coli BW25113. Vedi 2.1 (Baba et al,, ibid).
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Microrganismi di interesse biotecnologico
Escherichia coli

- Nel 1944 Avery, McLoad e McCarthy rivelarono i principi su
cui si basa il processo di trasformazione;

- Nel 1946 Edward Tatum isolo i primi mutanti di Escherichia
coli;

- Nel 1946 Joshua Lederberg insieme a Tatum scopri e studio a
fondo il processo della coniugazione batterica;

- Nel 1952 Lederberg insieme a Zinder mostrarono i
meccanismi del processo della trasduzione nei fagi.

Mediante 1’uso di tre strumenti, 1 mutanti, la coniugazione ¢ la
trasduzione, € stato possibile eseguire un’analisi genetica di E.
coli. Cio ha portato ad incrementare negli anni la conoscenza dei
geni di E. coli.



Caratteristiche generali di Escherichia coli

del Sannio

Liniversit

- E’un batterio Gram-negativo appartenente al gruppo y dei Proteobatteri,
famiglia Enterobacteriaceae;

-E’ eterotrofo, ma anche prototrofo; ricava energia dalla respirazione
usando O, come accettore di elettroni (respirazione aerobia), che nitrato
(respirazione anaerobia);

-Puo fermentare zuccheri producendo acidi e gas (fermentazione acido-mista);

-Cresce in un intervallo di temperatura tra 37-42 ° C con tempi di generazione
di circa 20 min in un terreno ricco di nutrienti.

-Vive nel nostro intestino (ambiente termoregolato e ricco di nutrienti), ma anche
fuori dal nostro organismo (in un ambiente soggetto a stress diversissimi).

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Principali strutture cellulari dell’organismo reale di E. coli
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Principali strutture cellulari dell’organismo reale di E. coli

Parete cellulare dei batteri

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE
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Principali strutture cellulari dell’organismo reale di E. coli
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Mambrana plasmatica: 200 protere, ~2x10° molecole

7 fosfolpict, - 15x10" molecole

Nucieoide
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<12 proteine associate al nuckeaide
clecole
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L’organismo virtuale E. coli

Banche dati accessibili via Web :

- EcoCyc, Encyclopedia of E. coli K12 Genes and Metabolism
(http://ecocyc.orq)

- The E.coli index
(http://ecoli.bham.ac.uk)

- CGSC, Coli Genetic Stock Center presso Yale University

- National BioResouce Project, NBRP E.coli Strain Giappone

E. coli Genome Project presso Wisconsin University


http://ecocyc.org
http://ecoli.bham.ac.uk
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Gli strumenti genetici di E. coli

Il genoma di E. coli é contenuta nel nucleoide che contiene, in genere, DNA circolare
(5 milioni di bp);

Il nucleoide ¢ I’unita di replicazione del batterio e la regione detta oriC (circa 258 bp)
guida il processo di replicazione attraverso le proteine che si aggregano a questo livello;

Esistono anche ceppi di E. coli con cromosomi lineari e, in qualche caso, ceppi con piu
di un cromosoma,;

In aggiunta al cromosoma batterico vi sono altri elementi genetici come i plasmidi.
All’interno dei plasmidi o del nucleoide possono essere presenti elementi genici esterni:

1) profagi (DNA fagico integrato nel DNA batterico)
2) trasposoni (geni codificanti per resistenza agli antibiotici)
3) sequenze da inserzione (geni codificanti per la trasposasi)

4) isole di patogenicita (geni codificanti per i fattori di virulenza)
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| processi genetici in E. coli

| numerosi elementi genetici possono trasferirsi da un ceppo ad un
altro attraverso diversi processi:

1) trasformazione

2) coniugazione

3) infezione virale e trasduzione
Il passaggio di elementi genetici da una specie all’altra viene a
realizzarsi per trasformazione, coniugazione o infezione virale, ma

richiede un meccanismo di ricombinazione.

Si parla di ricombinazione sito specifica nel caso del fago A o di
ricombinazione non omologa nel caso di elementi trasponibili.
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| processi genetici in E. coli

Trasformazlone Conlugazlone
Cellula Cellula
La lisi della donatrice ricevente

= cellula donatrice
1 rilascia DNA
A
~ nel terreno i

A,

Plasmide della
cellula donatrice

Cellula ricevente

Il DNA del donatore
viene trasferito direttamente
J al ricevente attraverso un
tubo di connessione. |l contatto
e il trasferimento sono promossi
g"’"‘“\ da un plasmide specializzato
. presente nella cellula donatrice.

\“X:‘\_XNIMAZIONE Il DNA del donatore
La coniugazione viene raccolto

haticiea’) dal ricevente.

Trasduzlone

Cellula Cellula
donatrice ricevente

2V '
K (A

Il batteriofago
infetta una cellula.

G O
Lisi della cellula donatrice.
Il DNA del donatore &

impacchettato nel
batteriofago rilasciato

Il DNA del donatore
viene trasferito quando il
fago infetta la cellula ricevente.

Figura 14.8 1 tre meccanismi di trasferimento genico nel batteri: una visione generale. In questa figura, e In tutto il capitolo, il cromosoma del
donatore & rappresentato in blu, e Il cromosoma del ricevente in arancione. Durante la trasformazione | frammenti del DNA del donatore rilasciati nel
terreno entrano nella cellula ricevente. Durante la coniugazione, un plasmide specializzato (disegnato In rosso) della cellula donatrice promuove Il
contatto con Il ricevente e Inizia Il trasferimento di DNA. Durante la trasduzione il DNA della cellula donatrice & Impacchettato In particelle di batteriofago
in grado di Infettare una cellula ricevente e trasferire il DNA del donatore nel ricevente.
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a trasformazione artificiale
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Introduzione del DNA nella cellula ospite

f
® Trasformazione: CaCl2 shock osmotico

i ' hock el i
Tn E.coli < Elettroporazione Shock elettrico

@® Impacchettamento e infezione fagica
<

@® Trasfezione (transiente o stabile):
Calcio fosfato Shock osmotico

Liposomi Fusione vescicolare

In cellule di <

eucarioti superiori Elettroporazione Shock elettrico

@® Microiniezione

\. DNA gun

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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La trasformazione naturale

CONDIZIONI PER LA TRASFORMAZIONE

Un DNA per essere trasformante dev'essere:

1) A doppia elica

2) Con peso molecolare superiore a 10° Dalton
(2000-20000 bp)

3) Avere un'elevata analogia col DNA della cellula ricevente
La cellula ricettrice, da parte sua, dev'essere 1n uno

stato fistologico chiamato di competenza.

Una cellula € competente quando ¢ al termine della

sua crescita esponenziale o logaritmica; in questa fase,
infatti, la sintesi proteica € massima € vengono espressi
fattor1 di competenza (proteine che permettono al

DNA di entrare).
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L a trasformazione naturale

Quando la specie batterica in coltura (per esempio di
Streptococcus) diventa competente, libera delle proteine dette
fattori di competenza,

Tra queste proteine vi ¢ un'autolisina che digerisce una porzione
della parete cellulare batterica € qui s1 legano una DNA-binding
protein in grado di legare 11 DNA e una nucleasi che digerisce
uno di questi filamenti di DNA.

Il filamento esogeno s1 combina col cromosoma batterico e, in
seguito alla formazione di ponti a idrogeno con le basi omologhe,
s1 origina una struttura ibrida o eteroduplex.



La trasformazione naturale

Fattori di comptetenza

Autolisina

Nucleasi

Competence binding protein € RecA

Bacterial
chromosome -~ Transforming DNA

DNA binding protein

Competence-specific
single-stranded DNA
binding protein

JI11p70 U

Nuclease

(a)

Free nucleotides

@ competence binding protein d)
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a trasformazione artificiale
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Introduzione del DNA nella cellula ospite

f
® Trasformazione: CaCl2 shock osmotico

i ' hock el i
Tn E.coli < Elettroporazione Shock elettrico

@® Impacchettamento e infezione fagica
<

@® Trasfezione (transiente o stabile):
Calcio fosfato Shock osmotico

Liposomi Fusione vescicolare

In cellule di <

eucarioti superiori Elettroporazione Shock elettrico

@® Microiniezione

\. DNA gun
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| a trasformazione artificiale

La trasformazione artificiale e un processo conveniente perché :
1)Permette il trasferimento anche di grossi frammenti di DNA,;

2)Consente di clonare ad una efficienza limitata, ma pur sempre
significativa;

3) E’una tecnica estremamente semplice e poco costosa.
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e La coniugazione

Il prototipo dei plasmidi coniugativi e il Plasmide F, che ha dimensioni notevoli
(circa 100 kbp) e che e dotato di due moduli :

-1l modulo RepF1A
E’ responsabile della replicazione autonoma del plasmide (Replicazione vegetativa)

-La regione Tra
E’ responsabile del trasferimento genico poiché contiene 1 geni per la costruzione
del pilo coniugativo e per il trasferimento del plasmide F alla cellula partner.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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La coniugazione

I PLASMIDI F+ (Fertilita)




La coniugazione
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s [l pilo coniugativo
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La coniugazione

Crhromosomal DN
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La coniugazione

Duplicazione "rolling circle” di DNA-plasmidi

1. Plasmide 2. Rottura di 3. Spiazzamento

circolare una catena : di catena
nick :
Punto di nuova

/ ¥ sintesi di DNA
=
Catena

spiazzata

4. Sintesi DNA 5. Termine replicazione, ligazione

DNA sintetizzato Replicazione
- discontinua

L s

5 = 5
\/_ una catena completa




La coniugazione
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Il plasmide F coinvolto nel processo coniugativo puo andare incontro a :

-Integrazione nel cromosoma batterico (co-integrato) mediante sequenze di
inserzione (IS) ;

- Scissione dal co-integrato e sopravvivenza in forma autonoma (F’);

-Replicazione del co-integrato plasmide-cromosoma batterico guidata o dal
replicone batterico o da quello plasmidico.

Corso di Biotecnologie Indutriali-Modulo Processi
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La coniugazione

Altri plasmidi sono stati isolati da E . Coli e da altri batteri e sono stati utilizzati nei
piu vari esperimenti di ingegneria genetica e poi in applicazioni biotecnologiche :

1)ColE1 (specifico del plasmide pMB1);
2)RSF1010; (specifico del plasmide incQ);
3)R6-5 (specifico del plasmide pSC101);
4)p15A (specifico del plasmide pACYC).

Ogni plasmide ha una struttura genomica unica, il replicone base o origine di replicazione
(oriR) che lo distingue dagli altri plasmidi.

In esperimenti di coniugazione, 0 comunque di trasferimento genico nei batteri, bisogna
evitare di introdurre nella stessa cellula batterica plasmidi con lo stesso replicone poiché
essi sono incompatibili. Nel tempo e piu precisamente nelle successive duplicazioni cellulari
uno dei due verra perduto e solo uno sopravvivera.

Plasmidi con repliconi diversi coabiteranno poiche sono compatibili e segregheranno nelle
cellule figlie dove saranno mantenuti.



Infezione virale e trasduzione

Batteriofagi temperati

C@”{:

ciclo litico ciclo lisogenico

% #‘ ) in uzlone pro{ago)
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‘%dannl al DNA (es. raggiUV
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Infezione virale e trasduzione

%\ Infezione, assorbimento, [ = }

penetrazione
4

ﬁ Divisione
( , ] [ — ] cellulare

Il DNA del fago /’ Induzione con
circolarizza \ 7 luce UV
NCES) | cicLo o

reinfezione

CiICLO LISOGENO
LITICO
Il DNA fagico si replica
Lisi cellulare (cerchio rotante) Divisione Clone
cellulare lisogeno

@‘ . .a — L &) ) . — l = I
Le teste, le code, il DNA Integrazione del DNA fagico
vengono assemblati nella e formazione del profago

progenie fagica
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Infezione virale e trasduzione

Trasduzione generalizzata

Cromosoma
batterico

Batterio
ricombinante

Trasduzione specializzata

Cromosoma  Profage

batterico

A’ B’
=

Escissione
*/ del fago

Crossing
aver

Batterio

A
ricombinante *




Ricombinazione
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Si conoscono due meccanismi che sono alla base dei fenomeni di coniugazione
o di infezione virale e trasduzione e sono

-ricombinazione sito specifica 0 omologa
(mediato dai fagi lambda per es.)

-ricombinazione non omologa
(mediato da elementi trasponibili)

In tutti 1 casi, attraverso 1’uso di repliconi autonomi o di fagi o di plasmidi,
st realizza I’ingresso di nuovo materiale genetico nella cellula con un evento
che aumenta percio la diversita genetica.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Esempio di ricombinazione in cui si esegue una mutagenesi con doppio
crossing over

Cromosoma batterico Plasmide suicida

S Kan® D

'Ampﬁ Sac?

Primo evento di ricombinazione
in una delle due regioni di omologia:
integrazione del plasmide

in condizioni non permissive

ﬂ Selezione del cointegrato Kan®
per la replicazione del plasmide

---------

Secondo evento di ricombinazione
nell’altra regione di omologia:
excisione del plasmide e scambio allelico
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@ AmpR Sach
Selezione del ricombinante Sac” Perdita del plasmide
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S Gli strumenti epigenetici di E. coli

del Sannio

Concetto di Restrizione : alcuni ceppi di batteriofagi sono ristretti o inibiti dall’introdursi
in batteri a causa di enzimi di restrizione.

Concetto di Modificazione : gli enzimi di restrizione tagliano il DNA esogeno soltanto
se esso € non modificato epigeneticamente.

Gli enzimi di modificazione modificano epigeneticamente, appunto, il DNA endogeno
attraverso un processo di metilazione, in genere.

Gli enzimi di restrizione e quelli di modificazione lavorano in collaborazione per
preservare I’integrita del DNA endogeno del batterio.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Restrizione e modificazione

Badtenal INCOming phage
dhromosome DA {unprotedted)
cleaved by restriciion
endonudease
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Restrizione e modificazione

Concetto di Restrizione : alcuni ceppi di batteriofagi sono ristretti o inibiti dall’introdursi
in batteri a causa di enzimi di restrizione.

Concetto di Modificazione : gli enzimi di restrizione tagliano il DNA esogeno soltanto
se esso € non modificato epigeneticamente.

Gli enzimi di modificazione modificano epigeneticamente, appunto, il DNA endogeno
attraverso un processo di metilazione, in genere.

Gli enzimi di restrizione e quelli di modificazione lavorano in collaborazione per
preservare I’integrita del DNA endogeno del batterio.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Restrizione e modificazione

Alcuni enzimi di restrizione noti, fonti e sequenze di riconoscimento

Source Recognition
Name Microorganism sequence

Bam HI Bacifus amyloliguefaciens GlLGATCC
Eco Rl Excharicia colfRY13 CLAATTC

Hind 11 Haemaphiius inffvenraeRd A LAGCTT

MNot | Nocardia offtidis-caviarim goloaaCoot
Pst | Providencia sruarfll CTGCALG
=ma l SETalia marcescens Cocleas

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Restrizione e modificazione

Viral
& DNA
Z *...
EcoRV
nuclease methylase
CHg ST Had
CHz
Bactedal ganome
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Trasferimento genico da fonte esogena in un plasmide batterico

Sito di restrizione

m Taglio del vettore con

S

Siti di restrizione

DNA
R by = — &1 4
amp sorgente OISR
Resistenza Gene di
ampicillina interesse

@ Taglio DNA esogeno
con lo stesso enzima
di restrizione

Frammento DNA con
il gene di interesse
{inserta)

@ Trattamento con DNA ligasi
per unire frammento e plasmide

Vettore ricombinante
con il gene di interesse
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Trasferimento genico da fonte esogena in un plasmide batterico

Liniversit;

duglic St llgﬁ
del Sanmao

Negli esperimenti di clonazione é necessario dotarsi di :
1)Ceppi di E. coli mutati nei sistemi di Restrizione
2)Ceppi di E. coli mutati nei sistemi di Restrizione e Modificazione

3)Enzimi capaci di consentire la manipolazione genetica (DNA ligasi,
DNA Polimerasi | o frammento Klenow, DNA Polimerasi T4 eT7).

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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a clonazione molecolare

Scopi e finalita :

sonda per screening

- analisi di espressione in vitro ed in vivo
produzione di RNA

- produzione di proteine

- studio di proteine mutate

- diagnostica molecolare

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Strumenti della clonazione

Il VVettore o plasmide ingegnerizzato




Il plasmide
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Strumenti della clonazione

DNA batterico

Plasmidi




Strumenti della clonazione

La trasformazione artificiale permette il trasferimento di un plasmide all’interno
di una cellula batterica ospite

Plasmide
ricombinante £ coll
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Strumenti della clonazione

| Vettori si compongono di :

a) sistema di replicazione

b) sistema di selezione

c) sistema di gestione
del DNA clonato

- fagi (lambda, M13)
- plasmidi (pBR322)
- cosmidi

| - cromosomi artificiali (BAC, PAC)

- geni di resistenza

- trasformazione artificiale

- trasduzione

| -coniugazione



Vettore Replicone

N° di
copie

DNA clonabile

(kbp)

Tabella 2.2 Alcuni vettori per la clonazione molecolare in E. coli.

Utilizzazioni principa

Plasmidi
pBR322 ColE1
pACYC# p15A
pSC101 R6-5
pRS#
pUCH# ColE1
pET# ColE1
pGZ112 ColD
Batteriofagi
M13mp# M13

vettori diversi A
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Cosmidi
pHC79 ColE1
Cromosomi artificiali
pPAC P1
pBAC F
pYAC lievito

# diverse varianti del vettore sono contraddistinte da numeri diversi.

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino

20
10

> 100

<20

<20
<20
<20

< 20

<20

< 20

1-20

45

~100
~300
~1000

Biotecnologie microbiche

Plasmidi “storici”, tra I«
numerosi plasmidi spec
“generica” di frammer
Vettori per fusioni ope
Esprimono la porzione
complementano la mu
un‘inserzione nel sito ¢
del peptide capace dic
Vettori per |'espression
produrre proteine “eti
Origine di replicazione

Il replicone si mantiene
estrusi dalla cellula sen
elica contenuto nei viri
reazioni di sequenziam
Esistono innumerevoli

piu disparate esigenze
al. (1992), Microbiol. Re¢

Genoteche cosmidiche.
Diverse varianti sono d

Genoteche PAC
Genoteche BAC
Genoteche YAC

Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana
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Strumenti della clonazione

| Vettori si compongono di :

a) sistema di replicazione

b) sistema di selezione

c) sistema di gestione
del DNA clonato

- fagi (lambda, M13)
- plasmidi (pBR322)
- cosmidi

| - cromosomi artificiali (BAC, PAC)

- geni di resistenza

- trasformazione artificiale

- trasduzione

| -coniugazione
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Strumenti della clonazione

Classe di .. i :
SR Caratteristiche generali Esempi
antibiotici
’ e Composti organici caratterizzati da un carboidrato legato i
Glicopeptidi a un peptide. Vancomicina
Sulfamidici Composti con struttura generale R-SO»-NH.. Sulfanilamide

Fluorochinoloni

Composti con un anello fenolico contiene un atomo di
fluoro.

Ciprofloxacina

Composti contenenti al centro un anello a 4 atomi che

R forma un’ammide ciclica (anello lattamico). RERIERITS
Tetraciciine Composti con un nucleo di base dato da quattro anelli Abm icin
fusi (anello tetraciclico) legato a diversi gruppi funzionali. HradiTicng
Macrolidi Composti contenenti un macrociclo costituito da almeno Eritromicina

12 termini.

Amminoglicosidi

Composti contenenti un gruppo glicosidico e un gruppo
amminico.

Streptomicina




Strumenti della clonazione

[ONA gosi
Cilossrina | c,,-mb,,-_[mdo nolicixioo Actinomicing fampi

Vancomicina Ciprofloxocina

Bocitraoine Novobicoina
Pericilline
Cafalosporine
Y X0

Carbopsnemici |

! ‘ Clindamicina
 Meteboii : fooido folied | Lincomicina
Trimetoprima

Sulfonomich

Smteei proteica
(inibitori dells subunitd
508 delribosoma)

Gentomicine, tobramicina
Kanamioina (aminoglicceid)
Amikacing

Strutture delie
membrana oitoplzemation

Pclimixine |_Nitrcfurani
Daptomicina —
& "'."P - a E»-')-' e
; ."/‘"*_."k-"fm'm“
PARA citoplosmatico  Parste caluore ‘u‘" **;‘# i .
» Figura 14.14 Meccantsmo d'azione del principall agent! chemlolerapic! antimicrobict. THF, Puromicino

tetraldrofolato ; DHF, dbdrofcdato; mRNA, RNA messaggero; (RNA, RNA transfer
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p-lat, B-lattamici; AG, aminoglicosidi; Caf, cloramfenicolo; Mac, macrolidi, Sul, sulfamidici; Tet, tetracicline, Trm, trimetoprim
FQ, fluorochinoloni; Glp, glicopeptidi; Li-St, lincosamidi-streptogramine; Rif, rifampicine; Pol, polimixine. G-, gram-.
+++, molto comune; ++, comune, +, poco comune; +-, raro

del Sannio - -
Strumenti della clonazione

2

8 Principali meccanismi di resistenza agli antibiotici

O

S

o

o Meccanismo B-lat | AG | Caf | Mac | Sul Tet Trm | FQ | Glp | Li-St | Rif | Pol

-g Inattivazione enzimatica/idrolisi +H+ |+ | | +G- = + - +- - - - -

§ Permeabilita +G- | +G- | +G- | ++ G- | - +G- +G- | +G- | ++G- | G- | - | G-

1

= Efflusso + + + ++ - ++++ - + - - - -

(©

E Alterazione del bersaglio ++ ++ - +++ | + | +(Hpylor) | +++ | +H+ | +++ | -+ | -

%2

_g Protezione del bersaglio - - - - - ++ . + - - - -

£ Superproduzione del bersaglio - - - - ++ - ++ - + - - -

) e . .

o0 Inibizione via alternativa - - - - + - + - - - - -

o
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Strumenti della clonazione

Penicillina

:iIiH

Ser

Enzima

Penicillina
inattiva

Ser

Enzima
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Strumenti della clonazione

Anche il cloramfenicolo viene inattivato
per per acetilazione. Il gene cat presente
in numerosi plasmidie trasposoni codifica
per un enzima definito cloramfenicolo
acetiltransferasi in grado di legare 1 0 2
gruppi acetile derivati dal acetil-S-
coenzima A ai gruppi idrossilici del
cloramfenicolo. Il cloramfeniclo acetilato
hon si lega pit al ribosoma

it
H. C—CHCI,
N
H N H
|
O,N ¢ —C—C—OH
HO H H

Chloramphenicol
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| Vettori si compongono di :

- plasmidi
a) sistema di replicazione - cosmidi
- cromosomi artificiali (BAC, PAC)

b) sistema di selezione - geni di resistenza
- trasformazione artificiale

c) sistema di gestione
del DNA clonato - trasduzione

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

-coniugazione



Liniversi Produzione di beni e servizi mediante 1’uso di E. coli

del Sannio

1) Produzione di genoteche

2) Costruzione di vettori per terapia genica

3) Manipolazione genica nelle piante, animali
4) Produzione di sonde diagnostiche

5) Produzione di proteine specifiche

6) Studi di espressione di proteine

7) Produzione di proteine ad uso farmacologico
8) Produzione di metaboliti primari e secondari
9) Biotrasformazione

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Produzione di beni e servizi mediante 1’uso di E. coli

Liniversita
duglio Starchi
del Sanmo

Produzione di proteine specifiche

1) Modificazioni post-traduzionali

2) Presenza di endotossine

3) Sistema d’espressione efficiente e regolato
4) Localizzazione cellulare

5) Secrezione e peptidi segnale

6) Proteine taggate o etichettate

L utilizzo delle tecniche della clonazione e del DNA ricombinante
sono servite non solo a produrre proteine, ma anche vitamine, amino
acidi ed acidi organici.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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- Genotipo

- Condizioni di coltura (temperatura, sali, antibiotici, fattori di crescita)
- Terreni di coltura

- Selezione

- Conservazione a lungo termine (liofilizzazione)

- Crioconservazione (in terreno minimo addizionato con glicerolo tra il 10
ed il 20 %)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Tabella 2.3 Alcuni ceppi di E. coli di uso comune.

Ceppo Genotipo® o fenotipo rilevante Note, utilizzazione
BL21(DE3) ompT hsdS® (rg” mg) dem gal lon E. coli B lisogeno per 4 DE3, un fago ricombinante che porta lacf® e
(ALDE3) il gene per I'RNA polimerasi del fago T7 sotto il promotore fac.

Usato per la sovrespressione di geni clonati sotto il promotore ®10
di T7. Alcuni derivati portano il plasmide pLysS che codifica per il
lisozima di T7. Questo & anche un inibitore dell’'RNA polimerasi del
fago e riduce I'attivita basale della T7 polimerasi.

BW25113 lacl renByyg AlacZ s hsdR514 Ceppo parentale della collezione KEIO di mutanti delezione di tutte
AaraBADawss ArhaBAD ps) le ORF di E. coli (vedi testo).
C-1a prototrofo Capostipite di molti ceppi di E. coli C. Naturalmente privo di sistemi
di modificazione e restrizione,
C600 tonA21 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 E. coli K-12, ceppo di uso generale, Resistente ai fagi T1 e T5,
glnVva4 rfbC1 fhuAl soppressore di mutazioni nonsenso amber.
DH5-a 680d/acZAM15 AllacZYA-argF)U169 Ceppo ad alta efficienza di trasformazione.

deoR recAl endA1 hsdR17 phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relAl

DH10B merA Almrr-hsdRMS-merBC) Ceppo ad alta efficienza di trasformazione anche per DNA metilato,
680d/acZAM15 AlacX74 deoR recAl grazie alla delezione della regione che codifica per tutti i sistemi di
araD139 Alara, leu)7687 galU galk modificazione e restrizione,
rpsL endA1 nupG

HB101 supEAa4 hsdS20B recA13 ara 14 Ibrido E. coli K-12xE. coli B. Trasformabile ad alta efficienza.
proA2 lacY1 galk2 rpst20 xyl-5 Rilevanza storica.
mti-1

JM101 supkE thi-1 A(lac-proAB) [F' traD36 Parentale di una lunga serie di ceppi per lo screening di ptasmidi
pProAB8 lacl"Zam15] ricombinanti basato sulla complementazione intragenica

(complementazione «) di facZ (vedi tab. 2.4). Ospite per vettori
derivati da M13, che richiedono il pilo F per |'adsorbimento al
batterio.

MG1655 rph-1 Capostipite di molti ceppi di E. coli K-12. Primo ceppo di E. coli il cui
genoma & stato completamente sequenziato.

W3110 rph-1 INV(rrnD-rrnE)1 Capostipite di molti ceppi di E. coli K-12.
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* 1l genotipo riporta | geni mutati noti. Per tutti gli altri non elencati si presume la condizione selvatica. A indica delezione, @, Inserzione,
INV, inversione della regione indicata, Gli elementi genetici F e A sono riportati solo se presenti, Per i derivati di £. coli K-12, i profagi
cripticd 14 e rac sono indicati solo se assenti o mutati. | derivati di E. coli B sono naturalmente fon~ e dem-,

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino Biotecnologie microbiche Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana
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- Genotipo

- Condizioni di coltura (temperatura, sali, antibiotici, fattori di crescita)
- Terreni di coltura

- Selezione

- Conservazione a lungo termine (liofilizzazione)

- Crioconservazione (in terreno minimo addizionato con glicerolo tra il 10
ed il 20 %)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Cosa dobbiamo ricavare dalla lezione su E. Coli ?

© S5m0l | UNA o dae Somm dreene

Clonazione di un )
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