La resistenza non deve solo essere presente, ma espressa

HindIII
EcoRI EcoRV

BamHI

4359029 4g5

1000

Proteina di resistenza

all’antibiotico Plasmide

O Immediatamente dopo

- la trasformazione

Dopo incubazione
a 37 °C per 1 ora




| trasformanti

(a) | prodotti della legatura

Frammenti
¢ Lt d| DNA non legati

1 k Gene
\

7\

CC

Molecole di vettore non legate

Molecole “shagliate”
di DNA ricombinante

Molecole di vettore
Q legato su se stesso

_Gene
.

La molecola
desiderata
di DNA

ricombinante

(b) Tutte le molecole circolari verranno clonate

Cellula contenente
una molecola “shagliata”
di DNA ricombinante

»

Cellula contenente
vettore legato su se stesso
Cellula contenente
la moIecoIa desiderata

Clone di vettore legato su se stesso \
Il clone desiderato

N

Clone di una molecola “shagliata”



Selezione per inattivazione del marcatore

L'inserzione di un frammento di DNA
distrugge l'integrita di uno dei geni
presenti sulla molecola.

(a) Molecola normale del vettore

E possibile identificare i ricombinanti in
quanto la caratteristica codificata dal > Gene bersaglio

gene inattiVO non é p|l:| posseduta dell’inattivazione inserzionale
dalle cellule ospiti (inattivazione
inserzionale).

— = Prodotto genico

(b) Molecola ricombinante del vettore

Nessun prodotto
—_ X genico
\
\n

i

Gene bersaglio distrutto



Selezione per inattivazione del marcatore con pBR322

e il gene per la resistenza all’ampicillina
contiene siti unici per alcuni enzimi (es.
Pvul, Scal etc)

e il gene per la resistenza alla tetraciclina
contiene siti unici per altri enzimi di
restrizione (es. BamHlI, Sall)

e FcoRl e Hindlll tagliano invece in
prossimita dei promotori dei geni per la

resistenza.

Pvul

Pstl

EcoRl|

Hindlll

BamHI

Sall



Selezione per inattivazione del marcatore con pBR322

Cellule con pBR322
ricircolarizzato

: .

Crescita sia in ampicillina che
tetraciclina (amp", tet")

Cellule con pBR322 ricombinante

4

Crescita solo in ampicillina
(amp", tets)

(a) La molecola del vettore normale

Gene BamH|

della resistenza
all’'ampicillina

Gruppo dei geni
della resistenza
alla tetraciclina

amphtetR
(b) Una molecola ricombinante di pBR322

Nuovo DNA inserito
nel sito BamHl|

ampfitetS



(a) Colonie su un mezzo contenente ampicillina

Le colonie di batteri che
contengono la molecola di
DNA ricombinante sono

e oy ] . (b) Piastratura della replica
ampicillina-resistenti e

tetraciclina-sensibili e si Blocco
possono individuare di legno Cellule attaccate
. . . Toccare  LONNNNNNNN OO al blocco
piastrandole in replica su la superficie
. . Toccare \\

due terreni contenenti T~ la superficie

diverse combinazioni di Incubazione

antibiotici. ) v e
Colonie sul mezzo Mezzo contenente \ /
contenente ampicillina tetraciclina Colonie tetf

(c) Le colonie ampFftet? crescono sul mezzo contenente tetraciclina

— Posizione di un ricombinante amp”itet®

/= Non ricombinanti amp-itet”



Inattivazione inserzionale prive di effetti sulla
resistenza agli Antibiotici

1. Vettori con B-galattosidasi 2 a-complementazione

2. Positive-Selection Vectors




Il vettore pUCS

Resistenza all’ampicillina

Origine di replicazione mutata che
consente un alto numero di copie per
cellula (500-700)

Gene lacZ’, codificante per un a-
peptide funzionale della B-galattosidasi
(enzima coinvolto nella demolizione del
lattosio in glucosio e galattosio)

Sito di policlonaggio interno al gene
lacZ’

(a) puCs

Gene della
resistenza
al’ampicillina

BamH|

Gene lacZ’

amp®fpg-gal’

(b) Una molecola ricombinante di pUC8

Nuovo DNA inserito
nel sito BamHl

amp®fg-gal



L’'operone Lac

Regulatory region Structural genes
| |
[ If |
Repressor gene Promoter— B-Galactosidase Permease Transacetylase
Operator gene gene gene
1 P o lacZ lacY lacA
= = | | | | =
| | |
lac Operon
Operator

(b) I 0" Z* ¥* A* (wild type) — no lactose present — Repressed
I o L Z Y A

P
" IW
T : Repressor binds to operator,

: b No transcription
blocking transcription

\_) | l No enzymes
I A

(c) I" 0" Z" y* A* (wild type) — lactose present — Induced
I P (0] L 74 Y A

No binding occurs; ~ Transcription
/ transcription proceeds

bound to lactose

mRNA

|
J —_ () Operator-binding
T" W region is altered when

e ==
Enzymes




3-galattosidasi |

Outside ..— permease

w Inside

CH,OH CH,OH
SN~ v?-—\_— 0 0
HO /H ESed - by OH
% OOO DD . °. o a\?H /g LAH H H
O 0
H OH H OH
Lactose

B-galactosidase

Geni strutturali  JacZ: B-galattosidasi

lacY: p-galattoside permeasi
lacA: B-galattoside transacetilasi

CH,OH

Q
H O CHy

OH H /| Q
H, 1 OH
H OH pIN\OH H /A

H OH

HO
H

Allolactose
B-galactosidase
CH,OH CH,OH
Q Q
HO /H OH H H OH
| -
H OH H OH

Galactose Glucose



a-complementazione

aa11-41
deleted

P Laci PO y LacZ
[—l | O () |

Inactive ' Inactlve

Lac repressor
alactosidase
bound with P-g

IPTG

. > 4
LacZ active
Fragment B-galactosidase

Blue
Product

X-gal ———»




OPERONE

A

A )

Gene
Promotore Operatore

regolator MOLC Geni strutturali per metabolizzare il lattosio

mRNA /1-/ / [-\

Proteina

Re_pressore \L’RNA-poIimerasi non puo attaccarsi
attivo al promotore
Operone del lattosio disattivato (lattosio assente)

.

DNA M 4

E %

mRNA L RNA-pollme[as| = -
silegaal

Proteina & promotore

~O @ - @

B- galatt03|da3|

Allolattosio Transacetilasi

(induttore) Repressore

Perm i
inattivo ermeas

Operone del lattosio attivato (il repressore é disattivato dall’allolattosio)

In assenza di lattosio, il repressore blocca la trascrizione

In presenza di induttore (lattosio o IPTG) si ha l'attivazione della
trascrizione



Selezione con pUCS8

Il ceppo di E coli produce
una B-galattosidasi non
funzionante privo dell’N-
terminale.

Cellule trasformate con il
plasmide pUCS8
producono una B-
galattosidasi funzionante
grazie al fenomeno dell’
a- complementazione

(a) Il ruolo del gene lacZ’

E. coli lacZ’

Gene
/

p— -

p———
-

Molecole /
incomplete
dell’enzima

puUC8 Molecole
complete

= Frammento di B-galattosidasi codificato dal gene batterico di g-galattosidasi

o Frammento di B-galattosidasi codificato dal gene del plasmide
& Molecola completa di B-galattosidasi

} HO | o o
Hggzc . OH CH,
{0)
OH HO OH
I Ith‘OHI tosid OH
sopropylthiogalactoside
(IPTG) 1,6-Allolactose

IPTG is a molecular
mimic of allolactose, a
lactose metabolite that
triggers transcription of
the lac operon



Saggio: screening bianco/blu
si fornisce I’analogo del
lattosio X-gal =2, che se

idrolizzato dalla -

galattosidasi da luogo ad un
prodotto intensamente

colorato di blu.

Selezione con pUCS8

(a) Il ruolo del gene lacZ’

E. coli lacZ’

Gene
/

e aal

fa}
P

-

Molecole
incomplete
dell’enzima

Molecole
complete
di B-galattosidasi

puUC8
= Frammento di B-galattosidasi codificato dal gene batterico
o Frammento di B-galattosidasi codificato dal gene del plasmide
& Molecola completa di B-galattosidasi

aa11-41
deleted
P Laci P O LacZ

(b) Screening per pUC8 ricombinanti

Agar + X-gal + IPTG

\J

AE— @A =
<

—_—
Inactive

p-galactosidase

.

Inactive
Lac repressor
bound with

@—»éﬁ

LacZ active

Fragment B-galactosidase

Q)

Blue

X-gal ———»
Product

Colonia blu = non ricombinante

Colonia bianca = ricombinante

Colonie blu = B-galattosidasi sintetizzata
X-gal — prodotto blu

Colonie bianche = 3-galattosidasi non sintetizzata

X-gal — nessun prodotto blu



Selezione con pUC8

Genotype DH5a: F- $80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk, mk*) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A

(a) puCs

Gene della
resistenza
all’'ampicillina

BamHl
Gene lacZ’

ampfB-gal*

(b) Una molecola ricombinante di pUC8

Nuovo DNA inserito
nel sito BamHl

ampfB-gal
Efficace ma non influenza I'efficienza globale di
clonaggio—> alkaline phosphatase



Positive selection vectors

La selezione positiva deriva
dall’espressione condizionale di un
gene letale (es. Endonucleasi di
restrizione, tossine) all'interno del
quale & inserito il sito di policlonaggio

I gene letale e distrutto dalla
ligazione dell'inserto

Ogni vettore richiuso su se stesso
mantiene una copia del gene letale e
viene selezionato contro dalla
trasformazione

Consente la limitazione dell’'uso degli
antibiotici

Expression

(LR LT (3]

DIGEST

L.

>

LIGATE INSERT
I




Il sistema ccd (control of cell death) tossina-antitossina

Transcriptional

= 7 X\
| Antitoxin
ccda ccdb
Shorter
half-life
Protease activity
Antitoxin degraded
0.0
—>» 000
[ Antitoxin [ Toxin ]

4
-

Y

‘@ Gyrase inhibition
s/%

Propagabile




CLONAGGIO

- Estrazione del DNA

- Costruzione delle molecola di DNA
ricombinante

- Trasformazione
- Selezione della colonia di interesse
- Espansione

- Purificazione del DNA plasmidico

many plasmids each containing
a different DNA insert, one of

which is of interest
O Q%
8%%C§C>> G f
v bacterial cells

DNA uptake

bacteria plated out on medium
containing antibiotic

lOO OOQOOOO‘

only bacteria carrying a plasmid are
resistant to the antibiotic and grow

B S S

the desired DNA clone and
inoculate into a large
culture

test for colony containing l




Il primo clonaggio—2> l'insulina

DIABETES MELLITUS

. o
glucosioCp

o © 1
con’ ! ey Insulin
o Y& re pel S, Glucose AW Q/receptor
1 L Q “
\ a Insulin
4
g‘ QQQQ ) 6
() . AR Type 1, in young age, 10% -
glicogeno NS g\\;\ / v Glucose‘ ‘w y
piruvato acidi grassi
X @
Pancreas failure to
produce insulin
i i 1 i i ) i iddl , 90% .
un pazienti type-1 richiede in un anno g omEIR s R Glucose " */re'c“esgt'g;
I’equivalente del pancreas di 50 maiali! o
Insulin ° ® Cells fail to

DasPankreas-Insel-Extakt [+ ) respond to

@
insulin properly
\ \\\\\\\\\\\\\\\\§\\\ = \\———\




Insulina Umana

Pancreas

‘% Langerhans islet
g (insuIin-pvoducing cell)
Insulin gene
Specific enhancer RNA
of islet cells ; Polymerase ' Exon Intron Exon

INZN7 N

2NN N7

Transcription

Activator proteins

MRNA, Cap at 5* terminus I AA...
W/\A N\ /\/\/\_/\/\/\
X

¥ Intron
Splicing l

Mature mRNA
NNNNM.

Preproinsulin polypeptide l Translation

(110 amino acids)

NHz

Folding of the protein,
removal of terminal sequence

24 Amino acids bearing

the export signal Middle section (C-chain)

of 35 amino acids

NH2

P DisulfideS
bonds §

X
NHa / Removal of middle
\ section through
COOH proteolytic cleavage

Proinsulin polypeptide
(86 amino acids)

e

Active insulin protein
(51.amino acids)

A-chain NH; ol 5
@) \ COOH COOH
S
7 $ i
B-chain C-chain
& chain N, %COOH (35 amino acids)

NH2




Insulina di ratto dai batteri

i Tetracycline
iresistance
igene —

Lydia Villa-Komaroff Walter Gilbert

¢ Penicillin
i resistance
i gene

Cutting
with restrictase

of proinsul
gen
tPart of the
i penicillin
i resistance

Introduction into bacteria, *
gene expression

Mixed protein

Part of the penicillinase molecule | l

Proinsulin \_J

Trypsin
treatment

Active rat insulin -T

c

i Polystyrol plate i Proinsulin antibody
Proc Natl Acad Sci U S A. 1978 Aug;75(8):3727-31.

A bacterial clone synthesizing proinsulin.

Abstract

We have cloned double-stranded cDNA copies of a rat preproinsulin messenger RNA in Escherichia coli chi1776, using the unique Pst
endonuclease site of plasmid pBR322 that lies in the region encoding amino acids 181-182 of penicillinase. This site was reconstructed by
inserting the cDNA with an oligo(dG)-oligo(dC) joining procedure. One of the clones expresses a fused protein bearing both insulin and
penicillinase antigenic determinants. The DNA sequence of this plasmid shows that the insulin region is read in phase; a stretch of six glycine
residues connects the alanine at position 182 of penicillinase to the fourth amino acid, glutamine, of rat proinsulin.

ARG, TR RTINS SONSNORER
P A i
AW - g g

.

VOV

YO Y Y Y Y Y Y YO Y Y Y YO i
i Solution containing radioactively labeled proinsulin detector antibodies

Binding to radioactive detector

antibodies and subsequent

exposure of the culture to an

X-ray film

| o -

‘ YW éandwicﬁ ‘ ’
Y Y Y Y Y Y ouas)

By

i Blackening of the film
i by radioactive antibodies

RIA

Identification of the proinsulin-producing colony



Insulina Umana dai batteri
(1979)

Bacterial
promoter . B-Galactosidase
gene
, | @
icilli Insulin
Ampicillin - .
resistance A-chain gene

l Transformation of E. coli l

B-Galacto-
sidase gene

Insulin
B-chain gene

Cell culture

&« " &« 1

B-Galacto- l l B-Galacto-
sidase sidase
(enzyme) fenzyme)
i cthain B:chain
. . CNBr-treatment
EidGaaslzcm l Cyanogen Bromide
peptides .-
B-chain

| Purification of A- and B-chains

o N
! Chain folding and

Aetiveiinsuliii v oxidation of cysteines with sulfite

Disulfide bridge

NHzoooochom)?o COOH
o

NH,, 000000000000000000000000000000 COOH

Purificazione

1

Bacterial extract

Insulin

Other proteins

Monoclonal

e N Packe
insulin antibodies Sk

prior to filling

3
3 Weak acid
Specific acid
dissolves
Binding insulin-antibody
to insulin bond
B-Galactosidase
NH,;
CNBr—»
Eluate

COOH @

o F @
cys

o (°ro)

Q, .
<0~~~ B-chain

Cyanogen Bromide
action



Un vettore per ogni “stagione”

Slotted Pozidriv Torx Security T Hexag

CrossSlot | | Pozidiv || Torx | | SecurityT | | Hexagon
Phillips

Dimensioni dell'inserto | Vettore ideale
0-10 Kb Plasmidi
Fago A (inserzione)
9-23 Kb Fago * (sostituzione)
30-44 Kb Cosmidi
70-100 Kb Fago P1
130-150 Kb PAC
(cromosoma artificiale di P1)
Fino a 300 Kb BAC
(cromosomi artificiali batterici)
200-2000 Kb YAC
(cromosomi artificiali di lievito)




| batteriofagi

Virus che infettano batteri costituiti da
una molecola di DNA (o RNA) circondata

da un rivestimento proteico detto
capside

Molecole proteiche
(capside)

Testa
(contiene il DNA)

Molecola di DNA

(a) Testa-e-coda (b) Filamentosa

Fago A Fago M13




Fasi dell’infezione

_— Particella fagica
DNA

/

1 Il fago si attacca al batterio
1) e inietta il suo DNA

Molecole di DNA
_~_ delfago

2 La molecola di DNA

04
2) )g del fago viene replicata

Componenti
del capside

e nuove particelle fagiche sono assemblate

l 3 | componenti del capside sono sintetizzati
e rilasciate

Lisi

H O H OH g della cellula

fagiche

Ciclo litico

La replicazione del
DNA del fago & seguita
immediatamente dalla
sintesi delle proteine
del capside e la
molecola di DNA del
fago non e mantenuta
in una condizione
stabile nella cellula
ospite.



Fasi dell’infezione: ciclo lisogeno di A

La particella del fago \ si attacca
a una cellula di E. coli e inietta

—a—— il'suo DNA

A differenza del ciclo litico,
I'infezione lisogena €
caratterizzata dalla ritenzione
della molecola del DNA del
fago del batterio ospite, anche
per molte divisioni cellulari. /”DNA‘“W ondy

Cromosoma batterico

@ne cromosoma dell’ospite

/

La forma integrata del
DNA del fago viene
detta profago ed il

Divisione cellulare

/

batterio che lo contiene, AN
Induzione:
I isoge no A. Il DNA di \ viene escisso
dal cromosoma dell’'ospite O
B. Vengono prodotte nuove @
particelle fagiche (vedi passaggi
2 e 3 della Figura 2.6) B



A e un fago temperato

Crescitae divisione
delbatterio lisogeno |

% Cromosoma H
batterico :
' i Mancata

@) ] { repressione

Infezioy' [
% Ciclo litico
% :

<

% Replicazione
fagica
Lisi

Figura 2.24 Crescita del batteriofago: ciclo litico e lisogeno.




Il ciclo di infezione di M13

DNA di M13

Il fago M13 si attacca a un pilo
di una cellula di E. coli
e inietta il suo DNA

Il DNA di M13 non si integra
nel genoma batterico; nuove
particelle fagiche vengono
assemblate continuamente e
rilasciate dalla cellula.

\F\ieplicazione del DNA di M13

Nuovi fagi M13 sono
estrusi continuamente
da una cellula infettata

> Molecole di DNA di M13
Le cellule infettate continuano
W a crescere e a dividersi
O o

SRS

P S % o\ &
% 00O OOO O OOO
O
©0o 050/ s
B s
Le cellule figlie continuano

a rilasciare particelle di M13



Organizzazione e replicazione del genoma di A

)
-
)
---------------- L7 8 o
O
! Genoma di 49Kb | 2 S . %
""""""""" / k5 S z & @
. T S 2 0 23
- 5 S g 9 3
[ apsid (hea ﬁ N —9 N =
. S 5 48 353
- Componenti del capside Regione b2 D > % D -z
e di assemblaggio (non essenziale) ¢ o [ s s
sgetall 1 n| I'_-j__ﬁ I'Jﬁ rLI rl-|
AWBC D EFZUVGT HM LKI J int xis exo clll Nclicro OP Q SR
o r I I 1 1 1 1 [ 1 v ¥ ¥ 1 1§ 1 1] 1 1 1 1 1]

02 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 49 kb

Raggruppamento di geni correlati = favorisce la regolazione coordinata

(a) La forma lineare della molecola di DNA di A

Estremita coesiva sinistra Estremita coesiva destra

GGG CGGCGACCI

Nella forma lineare (nella particella fagica) la molecola di DNA
presenta alle estremita 12 nucleotidi a singolo filamento = siti cos



Funzione dei siti cos

Permettono |a
circolarizzazione della
molecola di DNA (necessaria
per 'integrazione)

Permettono la replicazione
massiva con meccanismo a
cerchio rotante durante la
fase litica.

Si ha la produzione di un
catenano (serie di genomi
lineari di A) che viene
tagliato a livello dei siti cos
da una specifica
endonucleasi (gene A di A)

(b) La forma circolare della molecola di DNA di A

St Ane
Sito cos

S -~
-

-

(c) Replicazione e impacchettamento di DNA di A

Catenano
“srotolato”
dalla molecola
del DNA di A

cos coSs

1 1
1 |
T T

w
)
—_

L'endonucleasi

del gene A taglia
r{ Y T il catenano a livello
dei siti cos

Componenti proteici
del capside

PP

Assemblaggio di nuove
particelle fagiche



Funzione dei siti cos

Permettono |a
circolarizzazione della
molecola di DNA (necessaria
per 'integrazione)

Permettono la replicazione
massiva con meccanismo a
cerchio rotante durante la
fase litica.

Si ha la produzione di un
catenano (serie di genomi
lineari di A) che viene
tagliato a livello dei siti cos
da una specifica
endonucleasi (gene A di A)

DNA lineare, con estremita coesive, nella particellafagica

Iniezione nella
cellulaseguitada

circolarizzazione

Lerotture del DNA
vengono saldate invivo
dallaDNA ligasi

Replicazione theta / \

e

Replicazione rolling-circle

DNA lineare multimerico

cos COS cos
— | +_ —

[P »l

™~ -
Lunghezza del DNA impacchettato

Figura 2.26 Replicazione del DNA del batteriofago lambda.




Problemi nell’utilizzo di A come vettore

(a) Le limitazioni delle dimensioni

Genoma normale di A Possibile ricombinante
49 kb > 52 kb
L J L | ] |

\ Nuovo DNA > 3 kb

X

1Toppo granas |l sistema di

per essere impacchettato impacchettamento di A
garantisce linserimento

di DNA di lunghezza

compresa ftra e

Impacchettamento

(b) Siti di restrizione multipli

1 ,2,3,4,5,6, EcoRl

EcoRI

= CcOomplessa

2> Legatura  Miscela
\6) di molecole



Nonostante questo...

- Lisi dell’'ospite

2
1 - Derivati dalla delezione di una S %
regione non essenziale = o % g
(contenente geni per lintegrazione §§ ﬁ 5 §
ed escissione del profago) e dal Componenti g8 > £ B
legame dei due frammenti.  deloapsde b2 = & @ @
\ 2 - Si pu0 usare la selezione
che pracnton 2ol ! naturale per isolare A modificato
S e agomiant 0951 privo di siti di restrizione

/— EcoRl

Pochissime placche /

Ripetizione dell’infezione

con il fago mutante
Nessun sito
EcoRI

- I |
Secondo ceppo

Qualche placca in piu T difago mutante



Introduzione di DNA fagico in cellule batteriche

1) Trasfezione: processo equivalente alla trasformazione
fagico al posto del plasmidico

S, Transfection
— (1) — ,
y E. coli culture
A Vector ‘ '
2 / ,
Molten top e e I g .
agarose T T “e.
®
N
50°C HpO bath
(4)
Bottom agar plate

(5) | 37°C overnight
v

Bacterial lawn _Top agarose

. Bottom agar

Each plague contains
~108 isogenic A phage

. Si utilizza DNA



Colonie e placche

L'infezione fagica si visualizza sotto forma di placche su un tappeto di batteri.
Ciascuna placca corrisponde ad una zona chiara prodotta quando i fagi lisano le
cellule.

(a) Placche su un tappeto di batteri

Tappeto di batteri
cresciuti a confluenza

Una placca — una zona trasparente

Tappeto di batteri

S niar
LTV NS T,
‘}{.-;"'-"53;:;‘1\,3:-_‘,..,'53 3N, - . N
T Ay =33 — Placca — tutti i batteri sono lisati
Soee ok R o L
S A N e quindi il titolo

IR DR A K del batteriofago ¢ alto

In questo caso non € necessario un gene che dia resistenza ad un antibiotico per
la selezione....



Introduzione di DNA fagico in cellule batteriche

2) Packaging in vitro: consiste nell'impacchettare in vitro la particella fagica
che verra utilizzata per infettare direttamente le cellule di E. coli

cos cos coSs coSs

L ! L J Catenani di DNAdi A
O O \ (/j
o~ +r‘]’ Proteine di A da SMR10
+ + " ounamiscelada
4 - () BHB2688 + BHB2690
O e : t+
() A
~ 0O

Particelle di fago A
) che portano molecole
@ impacchettate di DNA

Rispetto alla trasfezione il packaging ha un’altissima efficienza



Packaging in vitro: uso di ceppi difettivi di A

Le proteine necessarie vengono
ottenute da E. coli utilizzando
due sistemi:

1) A singolo ceppo: si utilizza un
DNA di A difettivo mutato nei
siti COS (non vengono
riconosciuti da endonucleasi;
non si ha replicazione).

2) Doppio ceppo: si utilizzano
due DNA di A difettivi per due
componenti diverse del

capside.

(a) Un sistema di packaging con un singolo ceppo

Le proteine di A
DNA di A

-~ sl accumulano

nella cellula

E. coli SMR10 — il DNA di A
ha siti cos difettivi

(b) Un sistema di packaging con due ceppi

DNAdi A DNAdi A

E. coli BHB2690 —
\ difettivo per la sintesi
della proteina D (0)

E. coli BHB2688 —
\ difettivo per la sintesi
della proteina E (*)

(c¢) Packaging in vitro

COS C€OS COS COS
L 1 ] ) Catenani di DNA di A

" Proteine di A da SMR10

+ " 4+~ ounamiscelada
« 4 - () BHB2688 + BHB2690
O e®t+ =
02
)
A @

Particelle di fago A
. che portano molecole
Q) impacchettate di DNA



Vettori di A di inserzione

(a) Costruzione di un vettore \ di inserzione

DNA normale di A Taglio,
(49 kb) legatura Vettore A
L l ‘ J - | l ) diinserzione
-_) (35-40 kb)
Regione

non essenziale

Un vettore di inserzione possiede almeno un sito di
restrizione unico in cui si puo inserire nuovo DNA



Vettori A di inserzione

Agtl0: puo ospitare fino a ~ 8kb, sistema di selezione per
inattivazione inserzionale del gene cl (placche trasparenti
invece che torbide)

Eco RI
[
Agtio | |, - cos terminus
EcoRl g | | |
T
| i ) 40 kb ACl gene ACII gene
. I EcoRI fragment
Delezione N
’ N
I mm
High level cll expression cl gene disrupted by DNA insert
' '
High level cl expression Lack of ¢l repressor
permits lytic growth
\
Presence of ¢l repressor 8 B
inhibits Iytic cycle Tig s
Q



Vettori A di inserzione

AZAPII: ospita fino a 10Kb di DNA, sistema di selezione lacZ’
(placche chiare invece che blu)

P
. /ﬂ 141 kb
lacZ’ \

Delezione

Inattivazione inserzionale del gene lacZ’

Agar + X-gal + IPTG

+—— Placca chiara = ricombinante

/ —— Placca torbida = non ricombinante



Vettori di A di sostituzione

Possiede due siti di riconoscimento che fiancheggiano un frammento di DNA
(detto “stuffer”) che viene sostituito dal DNA da clonare

- 45 kb -
BamH| BamH|
(a) Clonazione con un vettore \ di sostituzione Genomic DNA v
. Sau3A sites Bacteriophage A vector
Restrizione, =
legatura 2 . Digest with BamH|
e — [ L s ?
—— / N
Frammento Nuovo DNA .
stuffer Partial digesl with Sau3A (BamH1-compalible) Isolate left and right arms

Isolate 15-kb
fragments

Discard smaller .
Sau3AI Cleaves a subset and larger fragmenls ‘ Ligate
of all Sau3A siles
Concatenate of many
Left arm Right arm recombinant A phages |

4 Rii o L1fanA] 37°J ¥ [ oG — '
In vitro cleavage

Genomic DNA
15 kb - of concatemer

5. "GATC...3
. CTAG..6 Package into phages. .r 1 ][H IF HIE

Library of

BamHI
DNA

Infect E. colf

-Plaques

L] Rit] @ Je3ilaal 37°] {4 |

5...GGATCC...3
3...CCTAGG...5

Screen library by using nucleic acid probe



Vettori di A di sostituzione

(b) \EMBL4
EcoRI|, BamHl,
Sall o una
combinazione
| /{\ /{\ | - s L e
RBS SBR Nuovo DNA,
R = EcoRlI fino a 23 kb
B = BamH|
S = Sall
(¢) \GEM11

Sfil — Sacl — Xhol — BamHI| — Avrll — EcoRI — Xbal

Xbal — EcoRI| — Avrl — BamHI| — Xhol — Sacl| — Sfil



Vettori di A di sostituzione: identificazione di
fagi ricombinanti

(c) Selezione mediante I'uso del fenotipo Spi

Profago P2

Soltanto il fago A
ricombinante
puo infettare

Pt
< \ non ricombinante

—non puo infettare

(d) Selezione in base alle dimensioni del genoma di A

Siti cos
e b 1L Catenano di A
—— —’
Dimensioni Troppo
corrette per piccolo per

il packaging il packaging



Figura 7.6

DNA del fago A DNA estraneo

EcoRI EcoRI
, 45kb .L
EcoRI EcoRI

"Braccio" sinistro ~—7~15 kb — "Braccic" destro

"!v-’s

Frammenu di restnzme

d - ¢ didimensioni diverse

|

Non necessario per
la replicazione di A

I bracci contengono —15kb —=
tutt  geni necessari g +  Dimensione adatta per
per la replicazione, s- 5 limpaccamento

ma sono troppo piccoli
per essere lmpaV

. S

Impaccamento del DNA in particelle di \
usando le proteine e gli enzimi di un E.
cali infettato con \

Schema per 1'uso del fago 7 come vet-
tore di clonazione. Frammenti di DNA
estraneo di circa 15 kb di lunghezza pos-
sono venire clonati in vettori A. l

Infezione di cellule di E. coli
per la replicazione di \ e la
clonazione del DNA



Riassumendo

| vettori di inserzione sono indicati per il clonaggio di
frammenti di DNA di medie dimensioni come ad
esempio del cDNA (capacita massima 10 Kb).

| vettori di sostituzione sono piu adatti per il clonaggio
di DNA genomico, perché accettano inserti fino ad un

massimo di 23 Kb.



Modalita di clonaggio con vettori A

(a) Clonazione con DNA circolare di A

EcoRlI
F o\
— EcoRiI Nuovo
N\
R EcoRl
EcoRl, legatura
Vettore di inserzione \ / Molecola ricombinante
— forma circolare Trasfezione
di cellule di E. coli
(b) Clonazione con DNA lineare di \
Legat coSs cos
| egatura
L— EcoRl; lcos %
cos'—— EcoRl ;—-—/ cos
—
Bracci di A
— Catenano

EcoR| s FcoRI
e
Nuovo DNA

AR

\ ricombinante '5
Miscela di packaging in vitro

Infezione di E. coli



Cosmidi

Vettori ibridi ad elevata
capacita (30-44 kb)

derivati da A (siti COS) e da
plasmidi (gene di resistenza
e origine di replicazione)

Sono fondamentalmente dei

plasmidi (non formano
placche, ma colonie) ma il
DNA viene impacchettato

Selezione dei ricombinanti
per dimensione

(a) Un tipico cosmide

BamHlI

amp’

A DNA
ori
(b) Clonazione con pJB8

BamHl

amp
BamHI BamHI

—
cos amp”

(e

Restrizione
con BamH|

L o mmmm |
pJB8 lineare

pJB8 circolare
BamH| BamHI

Legatura /

Nuovo DNA

Impacchettamento o
in vitro afena
(o)
DNA cosmidico ? \
ricombinante
Particelle . )
di x Colonie contenenti molecole

ricombinanti di pJB8
.
r/ !

Mezzo contenente ampicillina

Infezione dm

Tutte le colonie
sono ricombinanti




Il batteriofago M13

Membro della famiglia dei
batteriofagi filamentosi.

Genoma di 6407 bp a singolo
filamento > meno geni.

Nella forma replicativa M13 si
replica come un plasmide fino a
100 copie per cellula.

Fino a 1000 nuovi fagi (a singolo
filamento) vengono prodotti con
il meccanismo a cerchio rotante.

|A Filamantous bacteriophage (M13)

| % P
A

(a) Iniezione del DNA La particella
a singolo filamento a—— di M13 inietta
nella cellula ospite, Pilo il DNA della cellula
seguita da sintesi
del secondo filamento

(b

-

La replicazione
della forma replicativa

produce nuove molecole
a doppio filamento

RF si replica con il meccanismo del cerchio rotante

r Sl replica co
per produrre DNA lineare a singolo filamento

(c) Fagi M13 maturi
vengono prodotti
continuamente

Particelle fagiche mature



Colonie e placche

L'infezione fagica si visualizza sotto forma di placche su un tappeto di batteri.
Ciascuna placca corrisponde ad una zona chiara prodotta quando i fagi lisano le cellule.

(a) Placche su un tappeto di batteri

Tappeto di batteri
cresciuti a confluenza

Una placca — una zona trasparente

Tappeto di batteri

',."l‘:;-‘q'-_:f.'\, (N
el N g S
W oo W 23— Placca - tutti i batteri sono lisati
R, ﬂ.:,f“,’;"{'-\"._\,_‘,'}_i;. e quindi il titolo
RO NV del batteriofago ¢ alto
Py 2 11121112 1112111211121 1 2 B 1 1 1 1 1; -\

(c) Placche di M13

Le placche contengono
batteri a lenta crescita

é:ab;, wy's ~_:,\~ \af. ytt“::)%/ i )
312,7.-«,;?.?}.! R + particelle di fago M13

™ ..-.'.J AR F R Y

[
I
I
I
I
I
I
I
I
1

h J S ——

;;;' ’ . "f' . ‘ ,'
\ /'Kg ’,;,}. ~,\Mi',.,‘l.(§:‘

\

M13 non lisa le cellule osp|t| ma provoca una diminuzione della “velocita
di crescita delle cellule infettate



M13 e stato utile per sviluppare vettori di clonaggio

* || suo genoma e lungo meno di 10 Kb dimensioni
auspicabile per un vettore

 La forma replicativa si comporta come un plasmide e
come tale puoO essere trattato (preparazione,
introduzione mediante trasfezione)

* | geni clonati possono essere ottenuti sotto forma di
DNA a singolo filamento = sono utili per molte
tecniche (sequenziamento del DNA, mutagenesi in
vitro)



Vettori basati sul batteriofago M13

1S

ori

6407 bp

Vi

Wl

IX

——

| - X: geni essenziali per la
replicazione e per il
rivestimento proteico

ori: Origine di replicazione

IS: Sequenza Intergenica,
507 bp



Sviluppo dei vettori basati su M13
(a) Costruzione di M13mp1
Restrizione, lacZ’
legatura
Inserimento di LacZ’ ori - ori
v I
A Il
M13 M13mp1
(b) Costruzione di M13mp2
Mutagenesi EcoRl
in vitro
— = m ori lacZ’
Inserimento di un sito " I v )
EcoRl in LacZ’ M13mp M13mp2
met — thr —met — ile — thr — asp — ser —
Inizio di lacZ’ in M13mp1
—ATG ACC ATG ATT ACG GAT TCA~—

X

met — thr —met — ile — thr — asn — ser —
' Inizio di lacZ’ in M13mp2
—ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCA —
%

EcoRl




Sviluppo dei vettori basati su M13

Introduzione del gene lacZ’ nella sequenza intergenica
Inserimento di un polilinker in LacZ’

(a) Il polylinker

AATTCCCCGGATCCGTCGACCTGCAGGTCGACGGATCCGGGG

GGGGCCTAGGCAGCTGGACGTCCAGCTGCCTAGGCCCCTTAA

‘—'— |
| l [ l i |
HI Pst| BamH| EcoRl
EcoRlI Bam Sall st Sall am co
Accl Accl
Hincll Hincll
(b) Costruzione di M13mp7 Siti di
EcoRl restr|2|one

IlgaS| ori
\Y Il

M13mp2 Polylmker M13mp7




(a) Restrizione di M13mp7
Tutto il polylinker o parte di esso

Polylinker /
| EcoRI, BamHl|
m o Sall /
, . Estremita coesive
(b) Legatura con nuovo (c) Colore delle placche su agar
DNA - prodotti possibili contenente X-gal

1 Si inserisce nuovo DNA

/ \ AN lacZ’ interrotto — Assenza di 3-gal — Placca chiara
’ Nuovo DNA \

2 Si reinserisce il polylinker

\ Siriforma lacZ’ — B-gal — Placca blu
, Polylinker

3 Non si inserisce nulla — legatura
Su se stesso

h Si riforma lacZ’ — B-gal — Placca blu
/ \

T. A. Brown, BIOTECNOLOGIE MOLECOLARI, Zanichelli editore S.p.A Copyright © 2007



Vettori ibridi plasmide M13
(fagemidi)

Limite di M13: 1500bp

\ ¢
\\\““il!“|||l'\Illl‘I\\illl\llllllmu\“

Sviluppo di fagemidi: capacita fino a
10Kb

Es: pEMBLS

simile al vettore pUC8 + sequenza
segnale di M13 (1300nt) per la
conversione in DNA a singolo
filamento prima della secrezione.

Le cellule di E.coli usate come ospite
vengono infettate con un fago helper
(M13 normale) in grado di fornire gli
enzimi replicativi e le proteine di
rivestimento necessarie.

(a) pEMBLS

Frammento
di DNA di M13

3997 bp

lacZ Gruppo di siti
(vedi Figura 6.3b)

(b) Conversione di pEMBLS8 in DNA a singolo filamento

Regione di M13 PN Proteina
) ¥ direplicazione di M13

N

La proteina di M13
replica pEMBLS in DNA
a singolo filamento

B AAAAAANAAAAAAAAAN,

pEMBLS
a doppio filamento

e

\ ,/'// \\
() )

\\ // \‘\7//
_y
W / Molecole di pEMBL8

a singolo filamento

N
( \
W,

Particelle “fagiche”
di pPEMBLS8



Super-vettori: YAC, BAC e PAC

YACs : Yeast Artificial Chromosomes
BACs : Bacterial Artificial Chromosomes
PACs : P1 derived Artificial Chromosomes

» Vantaqgqi:
— Utili per clonare frammenti di DNA molto grandi
(100 Kb - 2000 Kb)

— Molto importanti per lo sviluppo dei progetti di
sequenziamento genomico

« Svantagqi:

— Le grandi molecole di DNA possono non essere
particolarmente semplici da manipolare



YAC

large
inserts

telomere centromere markers telomere

replication
origin
PRO CONTRO
- Puo contenere inserti fra 0,2 e 2 - Ridotta stabilita dell'inserto
Mb in lievito> non solo un gene, - Ricombinanti difficili da
ma l'intero contesto genomico recuperare e purificare




selectable marker B selectable marker A

telomere

el
telomere
Bam HI Bam HI
Digestion with Barm Hl
telomere telomere
Digestion with Eco RI
selectable marker B selectable marker A

e I M | D -
~

{{L\'?-l
i
"= Fragments of genomic DNA by

Ligate y ahtdigestion with Eco RI

YAC
Transform

\ —
@ Enzymatic digestion .
of cell wall

Yeast cell Yeast spheroplast Yeast with YAC clone



BAC

LACZ' 17 promotor (100.0%) gamki (355)

M13u (100.0%) /
T/ sphi (383)

/ /" Hindlll (385)
~~ SP6 promotor (100.0%)

" M13r (100.0%)

Hpal (6998)  Nar (147)
parC AspE| (6855) '\

’ ___ Sfil (641)
: NG ST (641)
Apal (6341) Scal (795)
CM(R)
Spel (6091)
parB
pBeloBAC11
7507 bp
3 A xhol (2382)
SnaBl (5000)
Stul (2543)

parA

BsrGl (3149)

repE

* Presente in 1-2 copie per cellula - |
geni parA e parB mantengono | BAC in
in singola copia

* | genioriS e orilE mediano la
replicazione

* Un marcatore di selezione che
conferisce resistenza ad un antibiotico
(CMR-> resistenza al cloramfenicolo)

* Il gene lacZ’ contenente un MCS per il
clonaggio dell'inserto che consenta lo
screening bianco blu dei ricombinanti

* Acausa delle loro dimensioni, la
metodica utilizzata per inserire tali
vettori nei batteri ospiti € la
trasformazione per elettroporazione.




Cosa determina la scelta di un vettore

- Dimensione dell’inserto
- Siti di restrizione
- Numero di copie

- Efficienza di clonaggio

Table 5.1 Maximum DNA insert possible with
different cloning vectors. YACs are discussed on

b 159;

Vector Host Insert size
A phage E. coli 5=25kb

A cosmids E. coli 35-45kb

P1 phage E. coli 70-100 kb
PACs E. coli 100-300 kb
BACs E coli <300 kb
YACs Saccharomyces cerevisiae 200-2000 kb

- Modalita di riconoscimento dei ricombinanti

- Che tipo di esperimento deve essere condotto?




Genomic vs cDNA libraries

' Cleave with
restriction
enzyme

Millions of
genomic DNA
fragments

\f
DNA fragments
inserted into
plasmids by
DNA ligase

)}
/

Recombinant <
DNA
molecules

Introduction of
plasmids
into bacteria

Genomic library
containing all
restriction
fragments

of human DNA

(b)

mRNA

5'C

ol

EARIRARIR— A primer is annealed to the poly (A) tail,

which provides a free 3’ end that can
be used for extension by reverse
transcriptase.

DNA

5'c
mRNA—

The mRNA is digested away
with NaOH or RNase, an enzyme

that degrades RNA. Hnnnn

Linker
[A AlIT|IT|IC

I allall "

[ e—
Double-stranded DNA

Recombinant

DNA
molecules

A second strand is synthesized by
DNA polymerase using random short
sequences as primers.

Linker
[ e— |

EFA T[Tlc]

[cliT|T]la|

DNA polymerase %—‘

Linkers containing a restriction EcoRl site
site are added. cDNA and plasmid

vectors with EcoR| are digested and

then ligated with DNA ligase.

Plasmids are introduced

& (). intobacteria
VO



Digestione parziale per la genesi di
librerie genomiche

DNA extraction

1

DNA fragmentation

Clone into Vectors

OOO OOOOO o OOO

1l

Transform bacteria, grow, isolate vector DNA

Sequence the library

+-9-6-9-4-9-

Assemble contiguous fragments
-+ <+ <« -+ -+ <+ -+
<+ <« “+ 4 <« « « 4¢3

> T T T

* Restrizione parziale

PRO: si generano estremita facilmente
ligabili

CONTRO: alcune regioni del genoma
pOSsSONO essere scarsamente
rappresentate

 Frammentazione meccanica

« PRO: la frammentazione & realmente
casuale
CONTRO: & necessario uno step
ulteriore per rendere le estremita ligabili



Librerie genomiche

N In(1-P)

Box 3.1 Stima delle dimensioni delle librerie genomiche
in base al tipo di vettore utilizzato

= In(1-a/b)

P = probabilita che la
libreria contenga il
frammento desiderato.

a = dimensione media
dei frammenti di DNA
inseriti nel vettore

b = lunghezza totale del
genoma

Dimensione Dimensione Dimensione
Organismo | del genoma | Tipo di vettore dell'inserto = della libreria
Batterio 4 x 10° basi Plasmide 4 kb 0.99 4.6 x 1(°
Lambda di 18 kb .99 1.0 x 10°
sostituzione
Cosmide 40 kb (.99 458
BAC 300 kb 0.99 59
Mammifero |3 x 10? basi Plasmide 4 kb (.99 3.5 x 10°
Lambda di 18 kb (.99 7.7 x 1P
sostituzione
Cosmide 40 kb (.99 3.5 x 109
BAC 300kb (.99 4.6 x 10¢

[ valori relativi alle dimensioni del genoma batterico ¢ di mammifero sono solo esempi utilizzati
ai fini del calcolo. Le dimensioni effettive del genoma variano notevolmente da un organismo
all’altro. Sono variabili anche le dimensioni dell’inserto per gli specifici vettori. P ¢ la probabilita
che la libreria contenga il frammento di DNA desiderato.




Purificare ’'mRNA

Libreria tessuto specifica

Miscela di mRNA
(poliadenilati)
ed altre componenti

L'mRNA aderisce
all'oligo(dT) legato
alle sferette di resina

TTTTTT

TTTTTTO

TTTTTTO

Oligo (dT) legato
alle sferette di resina

[ MRNA JAAAA

L'mRNA viene recuperato
con tampone di eluizione

Le altre componenti
non aderiscono all'oligo(dT)

Figura 3.6 Principio della purificazione dell'mRNA mediante oligo(dT).

Miscela di mRNA
(poliadenilato), altri RNA
e altre componenti

(6Qd>QéQ

b

Colonna di
sferette di resina
con oligo(dT)

Tampone di lavaggio

B

Le componenti diverse
dal’'mRNA vengono
eliminate dal lavaggio

Tampone di eluizione

mRNA eluito

Figura 3.7 Purificazione dell'mRNA mediante colonne con oligo(dT).

EdiSES

. Dai geni ai genomi, Terza Edizione

/ [ Jeremy W. Dale, Malcolm von Schantz e Nick Plant




Si puo clonare I’'RNA direttamente?

* Non direttamente — |la DNA polimerasi richiede un
DNA come templato e non € in grado di copiare

I’'RNA.

* L'RNA deve prima essere copiato a cDNA usando una
trascrittasi inversa.

coding noncoding
sequence sequence
. 4
G—P PP AAAAA150-250
|
CH; | l | |
> cap EEETE—— poly-Atail

protein




Retrotrascrizione

Per RT si intende Reverse transcription su templato
di RNA per la produzione di una molecola di cDNA
(DNA complementare ad un RNA messaggero)

Envelope
protein

env
Reverse (env)

A questo scopo si utilizzano Reverse Transcriptase e o ier
(RT) enzimi che derivano dai retrovirus eucariotici,

AMV avian myeloblastosis virus, M-MulLV Moloney RNA
leukemia virus murino.

Capsid
protein
(9ag)

Tale enzima non e termoresistente, ma
recentemente sono state isolate e clonate delle RT
mutanti che resistono a temperature fino a 60°C.




Retrotrascrizione

Prima della retrotrascrizione si
tratta I’'RNA con DNAsi per
eliminare ogni traccia di DNA
genomico che potrebbe dare
falsi positivi.

RNA e molto instabile e vanno
usati degli inibitori delle RNAsi
per evitare che si degradino. Il
cDNA e molto piu stabile e si

conserva meglio e piu a lungo.

5 mRNA 3’
= AAAAAAA

HYBRIDIZE WITH

PRIMER
5’ 3[
AAAAAAA
MRNA MAKE DNA COPY WITH TTTTTTT
! REVERSE TRANSCRIPTASE 3 ;

5/ "Il

~AAAAAAA
§;><C;K:>xi;x<z><:><:><j><:>xi;x\TTTTTTT

DEGRADE RNA °

WITH RNase H

cDNA

5 p / 9/
B;EXCﬁ\\‘><:\\\///\\\“/C><::xzjx\TTTTTTg,

SYNTHESIZE A COMPLEMENTARY
DNA STRAND USING DNA POLYMERASE;
RNA FRAGMENT ACTS AS PRIMER 3

8
3,\&/\/\/\/\/\??’????3

double-stranded cDNA copy of original mRNA

Figure 10-25 Essential Cell Biology, 2/e. (& 2004 Garland Science)




Retrotrascrizione

Prima della retrotrascrizione si
tratta I’'RNA con DNAsi per
eliminare ogni traccia di DNA
genomico che potrebbe dare
falsi positivi.

RNA e molto instabile e vanno
usati degli inibitori delle RNAsi
per evitare che si degradino.
cDNA e molto piu stabile e si

conserva meglio e piu a lungo.

CCCC

GGGG
CCCC

GGGG
CCCC

3' mMRNA
oligo(dT)
primer
Trascrizione
inversa

Rimozione
dellmRNA

Aggiunta di una coda
omopolimerica con terminal
transferasi e dCTP

Ibridazione di primer
oligo(dG)

Sintesi del secondo
filamento

— | — | «— | «—




Clonaggio del cDNA

cDNA o —

Oligonucleotidi
adattatori

........

Ligazione tra
estremita piatte

v
Adattatore
— I
Adattatore Vettore
preparato
Ligazione

Plasmide

ricombinante




Screening di librerie

Master plate with
colonies of bacteria
containing cloned
segments of
foreign genes \

Nylon

membrane

1) Transfer cells to nylon.

Strands of
bacterial
DNA
2) Treat nylon with detergent
K and NaOH to lyse bacteria
= J anddenature DNA.

3) Fix DNA to nylon by baking

Solution containing
or exposing to UV light.

radioactive,
fluorescent or
chemiluminescent-
labeled probe

4) Add labeled probe to nylon

Gene of interest
(single-stranded DNA)

5) Probe will hybridize
with desired gene from
bacterial cells.

6) Wash nylon to remove
unbound probe and
expose nylon to X-ray
film or imaging instrument
to detect fluorescence or
chemiluminescence.

Developed

film

Colonies

containing 7) Compare developed
genes of film to master plate to
interest identify colonies

o I \ containing gene of
\’ interest.

8) Cells containing gene

of interest can be grown

in liquid culture and
processed to isolate
recombinant plasmid DNA.



