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PREFAZIONE

Le metodologie biochimiche, cio¢ le tecniche di isolamento e analisi delle molecole biologiche, sono
molto numerose ¢ spesso complesse. Una loro trattazione completa richiederebbe la realizzazione
di un testo molto vasto, difficile da scrivere e anche da studiare. Esistono diverse opere complete
¢ valide sulle metodologie biochimiche. Queste sono principalmente rivolte ai ricercatori o agli
studenti di lauree magistrali o di dottorato, che sono gid inseriti in un laboratorio di ricerca e che
quindi hanno gia una certa esperienza.

L’idea di scrivere un nuovo testo di metodologie biochimiche ¢ nata qualche anno fa dalla
necessita di fornire agli studenti delle lauree triennali, particolarmente di Scienze biologiche e
di Biotecnologie, un testo adatto alle loro esigenze, confezionato “su misura”, che secondo noi
mancava nel panorama editoriale. Questo libro tratta le principali metodologie biochimiche di
base, in modo semplice ma rigoroso, per consentire allo studente di comprendere quali siano gli
strumenti a nostra disposizione per affrontare i primi passi nello studio delle macromolecole bio-
logiche e delle proteine in particolare.

Negli ultimi anni I’approccio allo studio della struttura e della funzione delle proteine ¢ molto
cambiato. Mentre i principi fondamentali delle metodologie biochimiche non sono molto diversi
rispetto a venti o trent’anni fa, la tecnologia del DNA ricombinante ha rivoluzionato lo studio
delle proteine ed ¢ diventata uno strumento indispensabile per i moderni biochimici. Per questo
motivo, abbiamo voluto dare al libro un’impostazione diversa rispetto a quella classica che pren-
de in esame le metodologie biochimiche in base alla loro categoria (tecniche cromatografiche,
clettroforetiche, spettroscopiche ecc.); tale impostazione pud risultare noiosa per gli studenti
delle lauree triennali, che hanno difficolt a integrare le nozioni imparate in questo schema teo-
rico con la logica degli esperimenti realmente condotti in laboratorio. Abbiamo quindi cercato
di organizzare la trattazione presentando le metodologie biochimiche secondo il filo logico che
si segue in un laboratorio di ricerca, focalizzandoci principalmente sulle strategie e sulle tecniche
di espressione, purificazione e caratterizzazione delle proteine. I primi due capitoli introducono
alla filosofia dell’esperimento scientifico e presentano il laboratorio, il luogo in cui i futuri ricer-
catori passeranno molte ore delle loro giornate. Si passa poi al lavoro vero ¢ proprio, iniziando dai
metodi di espressione delle proteine ricombinanti, proseguendo con le tecniche di purificazione e
terminando con alcune metodologie di base per la caratterizzazione delle proteine (che compren-
dono le tecniche spettroscopiche e le tecniche di analisi dell’attivita enzimatica e delle interazioni
molecolari). Ci ¢ sembrato inoltre utile inserire un breve capitolo con esempi reali di purificazio-
ne di proteine diverse, per mostrare come siano cambiati nel tempo i protocolli di purificazione.
Rispetto alla precedente edizione, il capitolo che riguarda le “Metodologie per la produzione del-
le proteine ricombinanti” ¢ stato ampliato e suddiviso in due capitoli: “Clonaggio ¢ mutagenesi”
(Cap. 3) e “Sistemi di espressione” (Cap. 4). Inoltre, seguendo i consigli dei docenti che hanno
letto e adottato il libro, ¢ stato aggiunto un capitolo dedicato alla “Spettrometria di massa per lo
studio delle proteine” (Cap. 9).
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Speriamo che anche questa nuova edizione possa essere utile sia agli studenti, stimolando la loro
curiosita per una materia cosi affascinante come la biochimica moderna, sia ai docenti che la bio-
chimica la devono insegnare.

Desideriamo infine ringraziare nuovamente tutti gli autori, vecchi e nuovi, che hanno col-
laborato alla stesura dei vari capitoli, e la casa editrice Zanichelli, che ci ha dato la possibilita di
portare avanti questo nuovo progetto. Come gia per la prima edizione, i curatori ringraziano tut-
ti gli studenti sui quali in questi anni si sono “fatti le ossa” per imparare a diventare, si spera, dei
buoni insegnanti.

I curatori

Questa seconda edizione é dedicata alla professoressa Maria Tevesa Carvi, gia Ordinario di Biochi-
mica presso [’ Universita di Roma «Tor Vergata», che é stata tra i promotori iniziali di questo pro-
getto editoriale e autrice di due capitoli della prima edizione, prematuramente scomparsa durante la
stesura di questo libro. Il suo rigove scientifico e la sua ivonia ci mancheranno.



CapPiTOLO 3

Produzione di proteine
ricombinanti: clonaggio
e mutagenesi

Sommario

3.1 Gli strumenti molecolari

3.2 | vettori di clonaggio

3.3 LaPCR (Polymerase Chain Reaction)

3.4  Gli organismi ospiti per il clonaggio

3.5 Strategie di clonaggio di sequenze codificanti
3.6 Mutagenesi di sequenze codificanti

Una proteina ricombinante ¢ una proteina che si ottiene attraverso un organismo ospite (ge-
neralmente un batterio, un lievito o una cellula di insetto/mammifero), in grado di trascrivere e
poi tradurre in polipeptide una sequenza di DNA ricombinante. Nella maggior parte dei casi, il
DNA ricombinante ¢ un DNA eterologo, cio¢ che deriva da un altro organismo, ma ¢ possibile
anche che il DNA derivi dallo stesso organismo ospite.

Il primo requisito per ottenere una proteina ricombinante consiste nell’avere a disposizione il
DNA che codifica per la proteina. Questo DNA viene quindi inserito in un vettore di espressione
che contiene tutti gli elementi necessari per la trascrizione e la traduzione del DNA di interesse
¢ per il suo mantenimento nell’ospite. Infine, il vettore contenente il DNA ricombinante viene
inserito nell’ organismo ospite che produrra la proteina. Tutto questo ¢ possibile perché il codice
genetico ¢ universale ¢ i meccanismi della sintesi proteica sono conservati (una sequenza codifi-
cante di DNA umano puo essere correttamente trascritta e tradotta in proteina in un batterio o
in un lievito).

Le proteine ricombinanti sono utilizzate in campi che vanno dalla ricerca di base ad applica-
zioni industriali ¢ mediche. Ognuna di queste applicazioni ha dei requisiti per la produzione di
proteine ricombinanti che diventano sempre pitt complessi e costosi, fino ad arrivare alle proteine
per uso terapeutico, la cui produzione segue delle legislazioni a tutela del paziente molto restrittive
(riguardanti, per esempio, |’assenza di contaminanti tossici, la sterilitd, I’omogeneita).



m 3. Produzione di proteine ricombinanti: clonaggio e mutagenesi © 978-88-08-52058-6

Le proteine possono andare incontro a diverse modificazioni post-traduzionali necessarie per la
biosintesi, la struttura e il funzionamento della proteina stessa. Queste modificazioni possono
essere 0 meno riprodotte durante la maturazione della proteina ricombinante, se I’organismo
ospite possiede il macchinario biochimico in grado di effettuarle in modo corretto. Per esempio,
le reazioni di N-glicosilazione e O-glicosilazione tipiche di molte proteine eucariotiche destinate
alla secrezione possono essere riprodotte in maniera fedele all’originale da cellule di insetto o di
mammifero, mentre i lieviti possiedono un corredo enzimatico che introduce catene oligosacca-
ridiche di diversa composizione e i batteri non sono in grado di effettuare questa modificazione.

A seconda del tipo di modificazione post-traduzionale e dello scopo per cui la proteina ricom-
binante viene prodotta ¢ necessario fare delle scelte sui sistemi e sulle modalita di espressione pitt
adatti, come descritto in questo capitolo e nel successivo.

Le proteine ricombinanti possono essere del tutto equivalenti alle corrispondenti proteine
naturali (wild type) oppure essere delle varianti (mutanti) nelle quali vengono inseriti cambia-
menti nella sequenza amminoacidica. La sequenza nucleotidica, infatti, puo essere modificata in
modo pill 0 meno mirato attraverso le tecniche di mutagenesi generando cambiamenti nella
corrispondente sequenza amminoacidica: cid consente sia di studiare la funzione ¢ la struttura
della proteina sia di alterarne le proprieta.

Spesso per facilitare I’espressione ¢ la purificazione delle proteine ricombinanti si costruisco-
no proteine di fusione, unendo le sequenze geniche d’interesse con sequenze che aggiungono
alle estremit della proteina ricombinante i cosiddetti zag (etichette), ossia piccoli tratti di catena
polipeptidica o intere proteine. Queste “ctichette” possono rendere molto pitt agevole la purifi-
cazione della proteina ricombinante. In alcuni casi una proteina di fusione si ottiene unendo le
sequenze codificanti di due o piti segmenti genici, con lo scopo di ottenere un ibrido che sfrutti
una o piu caratteristiche delle proteine originali.

In questo capitolo e nel successivo verranno descritti gli aspetti salienti delle varie fasi speri-
mentali necessarie a ottenere una proteina ricombinante ¢ a modificarne la sequenza codificante.

3.1 Gli strumenti molecolari

Al fine di eseguire un clonaggio genico per ottenere la sequenza codificante della proteina di
nostro interesse, nei laboratori di biologia molecolare e biochimica si utilizzano degli strumenti
molecolari che comprendono gli enzimi di restrizione, le ligasi, le fosfatasi, le chinasi, le trasfe-
rasi terminali e i vettori di clonaggio. Di seguito alcuni cenni sulle funzioni di questi strumenti
e sulla tecnica di PCR (Polymerase Chain Reaction), che ¢ largamente la tecnica pit utilizzata
per il clonaggio genico.

3.1.1 Gli enzimi di restrizione

Gli enzimi di restrizione sono endonucleasi specifiche che tagliano la molecola del DNA in fram-
menti. Sono idrolasi che scindono il legame fosfodiesterico tra due nucleotidi del DNA a doppio
filamento. Gli enzimi di restrizione sono naturalmente prodotti dalle cellule batteriche ¢ il ruolo
biologico di questi enzimi ¢ di protezione della cellula procariotica, in quanto sono essenziali per
il taglio e la degradazione di filamenti estranei al genoma; quest’ultimo viene protetto dall’au-
to-idrolisi con la metilazione di alcune basi azotate catalizzata da una specifica DNA metilasi.
Gli enzimi di restrizione sono altamente specifici e riconoscono sequenze nucleotidiche piu
o meno lunghe sulla molecola di DNA che tagliano specificamente in siti detti “di restrizione”.
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Figura 3.1
EcoRl Frammenti di DNA prodotti dal taglio
A dell’enzima di restrizione EcoRl.

----- CGTTATTATCCZAATTCGGGTCTGGACCT-- - - -
+++++- GCAATAATAGGCTTAAGCCCAGACCTGGA- - - -

©

EcoRl

----- CGTTATTATCCG AATTCGGGTCTGGACCT-----
+++++GCAATAATAGGCTTAA GCCCAGACCTGGA:-----

Queste sequenze di riconoscimento sono composte, nella maggior parte dei casi, da 4-6 coppie di
basi e sono palindrome. Le endonucleasi di restrizione si dividono in tre classi:

o endonucleasi di tipo I: digeriscono il DNA in punti casuali lontani spesso anche migliaia
di coppie di basi (bp) dal sito di restrizione. Sono composte di tre subunitd (HsdR, HsdM ¢
HsdS), ciascuna con differente funzione: endonucleasica, metilasica e metiltrasferasica. Ri-
chiedono per ’attivita S-adenosil metionina, ATP ¢ Mg**;

o endonucleasi di tipo II: non richiedono ATP per la catalisi e tagliano all’interno del sito di
restrizione. Sono omodimeri e richiedono Mg** per Iattivita catalitica;

o endonucleasi di tipo III: tagliano il DNA a circa 25 bp dal sito di restrizione ¢ utilizzano
ATP nella catalisi. Contengono piut di una subunita e hanno la doppia funzione di taglio ¢
metilasica. Richiedono per I’attivita S-adenosil metionina, ATP e Mg**.

Gli enzimi di restrizione pitt comunemente utilizzati appartengono al tipo II. Un’importante
caratteristica delle endonucleasi di tipo II ¢ che alcune possono tagliare il doppio filamento di
DNA in modo sfalsato, producendo “estremita coesive”, altre tagliano il DNA lasciando basi
appaiate alle due estremita e producendo “estremitd non coesive”. Un esempio di taglio sfalsa-
to ¢ quello prodotto dall’enzima di restrizione EcoRI isolato da Escherichia coli. La sequenza
GAATTC viene riconosciuta e tagliata dall’enzima in forma dimerica secondo lo schema ri-
portato in Figura 3.1.

Il taglio sfalsato produce due estremita definite “appiccicose” o “coesive”, che hanno la pos-
sibilita di riappaiarsi ricostituendo il sito originale, sia saldando i due frammenti originali sia,
eventualmente, saldando due frammenti provenienti dalla digestione di DNA differenti (Fig. 3.2).

- CGTTATTATCCG AATTCGGGTCTGGACCT----- ;iguta3.2 . —
-+~ GCAATAATAGGCTTAA  GCCCAGACCTGGA----- ppaiamento di frammenti di

prodotti da EcoRl.
DNA specie A DNA specie B

nick
panN
++-+-CGTTATTATCAG AATTCGGGTCTGGACCT:-----
----- GCAATAATAGGCTTAA GLCCCAGACCTGGA: - -
N —

nick
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Durante il clonaggio di un gene o di un frammento si pu6 quindi tagliare il DNA con un dato
enzima di restrizione ¢ poi inserirlo, per esempio, in un plasmide (una forma di DNA circo-
lare descritta pitt avanti) che sia stato tagliato con lo stesso enzima di restrizione. [ siti sfalsati
si appaieranno e i tagli ancora presenti (zick) potranno essere saldati con un enzima chiamato
DNA ligasi.

Le estremita non coesive possono comunque essere riunite, anche se il processo risulta piu dif-
ficoltoso che nel caso di estremiti coesive.

LaTabella 3.1 riporta le specificita di riconoscimento e di taglio di alcuni tra i piti comuni enzimi
di restrizione ¢ la loro capacita di produrre estremita coesive o piatte.

3.1.2 Le DNA ligasi

Le DNA ligasi sono enzimi fondamentali per il clonaggio del DNA, in quanto consentono di
saldare le estremitd 5'-P e 3'-OH di frammenti di DNA digeriti con enzimi di restrizione che
producono estremita coesive compatibili oppure estremita non coesive. Le DNA ligasi sono en-
zimi che spesso richiedono I’ utilizzo di ATP ¢ hanno un ruolo fondamentale nella replicazione
del DNA (saldano i frammenti di Okazaki), nella riparazione dei danni subiti dal DNA ¢ nella
ricombinazione.

La reazione di ligazione durante un clonaggio spesso prevede I’uso di una ligasi di origine fa-
gica, prodotta dal fago T4. La reazione di ligazione prevede il mescolamento (in un volume di
10-20 pL) dei frammenti di DNA (inserto e vettore digeriti con enzimi di restrizione) in oppor-
tuni rapporto (gcncralmcntc I'inserto ¢ in eccesso rispetto al vettore) e concentrazione (gcncral—

Tabella 3.1
Caratteristiche di alcuni enzimi di restrizione.

Sequenza di riconoscimento

Enzima di restrizione o . Prodotto
e sito di restrizione

Alul Arthrobacter luteus 5’-A-G%C-T-3’ AG CT | estremita
3'-7-0}(;-/\-5' T-C G-A | piatte

BamHl Bacillus amyloliquefaciens H 1 (G 1 [G-A-T-C-C | estremita
5'-G-G-A-T-C-C-3' coesive
3-C-C-T-A-G-G-5

T C-C-T-A-G _G

EcoRl Escherichia coliRY13 1 (G | [A-A-T-T-C | estremita
5-G-A-A-T-T-C-3' coesive
3'-C-T-T-A-A-TG-5' C-T-T-AA || G

Haelll Haemophilus aegyptius 5.6 G{C- o3 GG cc | estremita
3’-C-C}G-G-5’ C-C G-G | piatte

Hinalll (primo enzima Haemophilus influenzae Rd 1 estremita

scoperto) 5-A-A-G-C-T-T-3' coesive
3'-T-T-C-G-AiA-5’

Hindll Haemophilus influenzae Rd 5-G-T- C{ G-A-C-3 61| [GAac| estremita
3’-C-A-GfC-T-G-5’ C-A-G||C-T-G | piatte
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mente 10-20 ng/uL di DNA totale) ¢ I’aggiunta della ligasi T4 a temperature inferiori ai 25 °C
(disolito 16 °C per tutta la notte) per permettere ’appaiamento delle corte sequenze a filamento
singolo dei frammenti digeriti.

3.1.3 La fosfatasi alcalina

La fosfatasi alcalina ¢ un enzima in grado di rimuovere i gruppi fosfato al 5" di DNA digerito con
un enzima di restrizione. Se si digerisce un plasmide con un solo enzima (soprattutto se si pro-
ducono estremita coesive) i due estremi potrebbero riappaiarsi ¢ favorire la ricircolarizzazione
del plasmide stesso. In questi casi ¢ possibile defosforilare il plasmide usando la fosfatasi alcalina,
in modo tale da favorire I’appaiamento di un inserto (che avra il 5 fosforilato) ¢ che, in seguito
a ligazione, produrra un plasmide con un zick su entrambi i lati. Dopo la trasformazione di un
opportuno ceppo batterico, il sistema di riparazione dei danni al DNA ricostituird un plasmide
integro (Fig. 3.3).

3.1.4 Le chinasi

Le chinasi svolgono una funzione opposta a quella delle fosfatasi, cio¢ sono in grado di aggiungere
gruppi fosfato a catene polinucleotidiche che abbiano un’estremita 5-OH libera. La polinucleo-
tide chinasi del fago T4 ¢ tra quelle pit utilizzate, ed ¢ in grado di aggiungere un gruppo fosfato
prelevato dall’ ATP all’estremita 5-OH di un oligonucleotide. Puo essere utilizzata per marcare
gli acidi nucleici oppure per fosforilare prodotti di PCR da utilizzare per il clonaggio.

3.1.5 Le trasferasi terminali

Sono enzimi in grado di aggiungere nucleotidi all’estremita 3" di un oligo pre-esistente utiliz-
zando nucleotidi trifosfati come substrato e aggiungendoli in maniera casuale senza utilizzare

..... GAATTC
..... CTTAAG

l EcoRI

""" GOH-3’ P-5’AATTC
""" CTTAAP-5' 3’-0HG

l Fosfatasi alcalina

""" GOH-3° 5'-HOAATTC
""" CTTAAOH-5" 3'-HOG

l Inserto + ligasi

----- GOH-3' 5'-PAATTC[OH-3' 5'-HOAATTC
----- CTTAAOH-5' OH-3'[CTTAA5’-P 3'-HOG

nick riparato dall’ospite

N\
..... GAATT,C\',?(""""""'(GA)TTC ceene
..... CTT(AG)""""""""\C!I'TAAG ceeen
—

Figura 3.3
Schema della restrizione con EcoRl e defosforilazione con fosfatasi alcalina di un plasmide
con successiva ligazione di un inserto.
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(4359) Apol - EcoRl BspDI - Clal (24)
(4288) Aatil Hindlll (29)
(4286) Zral EcoRV (187)
(4170) Sspl Nhel (229)
Bmtl (233)
\ BamHI (375)
(3846) Scal SgrAl (410)
Sphl (566)

(3736) Pvul EcoNlI (626)

Sall (651)

PshAl (716)
(3611) Psti
(3538) Asel
(3427) Bsal Eagl (939)
(3366) Ahdl Nrul (974)
pBR322 BfuAl - BspMI (1054)
4361 bp
Bsml (1359)
Styl (1369)
Aval - BsoBI (1425)
(2889) AlWNI BmeT1101 (1426)
wi

Mscl* (1446)
Bpu101 (1851)
Bsgl* (1635)

BspEl* (1664)
BsaBl* (1672)
(2473) Aflll - Pcil

(2357) BspQl - Sapl

(2296) Ndel
(2246) Bstz171 Pvull (2066)
(2227) BsaAl BsmBI (2116)
(2220) PfIFI - Tth1111 Pfol (2117)

Figura 3.5
Mappa del plasmide pBR322. La figura é stata prodotta con il programma SnapGene Viewer.

il controllo del promotore /ac. Per lo screening blu/bianco si utilizza un ceppo ospite di E. coli
nel quale il gene /acZ manca del frammento o e produce una -galattosidasi inattiva. Se la cellu-
la batterica viene trasformata con il plasmide pUC in presenza di un induttore artificiale come
I'IPTG (isopropil-tio-galattopiranoside, un analogo del galattosio), e di un substrato cromogeno
della B-galattosidasi, come I’ X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galattoside), il frammento o della
B-galattosidasi codificato sul vettore viene espresso ¢ complementa il ceppo ospite, formando una
B-galattosidasi attiva che scinde I’X-gal dando origine a un prodotto di colore blu. Se, invece, nel
plasmide ¢ stato inserito del DNA estranco, non verra piu prodotto il frammento « ¢ le cellule
non conterranno una (-galattosidasi attiva ¢, dunque, non si coloreranno (Fig. 3.7).

I plasmidi possono essere lineari o integrati nel cromosoma batterico ma, nella maggior parte
dei casi, sono molecole di DNA circolari (episomi). Tra i plasmidi utilizzati per il clonaggio ge-
nico vanno scelti preferenzialmente quelli che si replicano in modo rilassato piuttosto che rigido,
ovvero la cui replicazione avviene anche in assenza del trascritto.

I plasmidi si presentano come molecole circolari superavvolte, che durante le manipolazioni
sperimentali possono rilassarsi o linearizzarsi in seguito a rotture a singolo o a doppio filamento
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1° ciclo

Gli organismi ospiti per il clonaggio _

3°ciclo

Denaturazionel
TETTCCTTICTT T TT TN O T TN T T T IO T TNCT TN T T TT T T T T T T T T T TTTTTTTTT
e VUL LU LU L
Appaiamentol

Primer Fwdm Primer Rev

Estensione‘

wuanuuwu TTTTTTTCTATCACANIANL,

T T T T T T T
LA LU,

T e
T

Denaturazione l

STTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT T T TTTTTIT

2° ciclo T AT T
TN, reeerrrreeee | dsssssuu s
I Appaiamento |
Denaturazmnel mﬂmm
"rrn'rn'rn'rn'rn'rn'rn'rn'rnmmmm
LLLLLULULULULLLUUL UL LU LLLLULLLULLELLLLLELELULLLLELLLLLLL Wm.
e L W
ALLLULELLLLELLLLEL b LU LU LLELLLLELLELELLLY w
Appaiamentol W
uwMuuuuuuuuuuuuuum
WW
m:mm Estensione l
st |-
AL UL wm&hmmm
Estensione‘ ‘mm
wwwswwnyu TTTTTIIIICCCON,
A AR e
i ITTTTIOTAMIOTANIONAND, M —
T T reeeeeere T eeeeeeeeee
AR RRRRRRRRRRRRRRRE A
|
Figura 3.8

Schema della PCR. Le sequenze target sono indicate dalle frecce verdi.
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Approfondimento 3.1

Un esempio di esperimento di mutagenesi sito-specifica:
la storia della famiglia delle GFP

Vediamo adesso un esempio pratico di progettazione di oligonucleotidi per effettuare una mu-
tagenesi sito-specifica con la procedura QuikChange®. La mutagenesi sito-specifica viene uti-
lizzata spesso per introdurre mutazioni della sequenza amminoacidica che mirano a migliorare
o modificare la struttura e la funzione di una determinata proteina. Tra la miriade di proteine che
sono state oggetto di mutagenesi, la Green Fluorescent Protein (GFP) della medusa Aequorea
victoria costituisce un ottimo esempio di come sia possibile modificare le proprieta di una proteina.
La GFP viene frequentemente utilizzata come reporter fluorescente (vedi Par. 4.5.1) per rilevare
I’espressione di geni di interesse in organismi sia procariotici sia eucariotici (unicellulari e organismi
pluricellulari in toto). Questa proteina ha una struttura tridimensionale pressoché cilindrica che
racchiude al centro un cromoforo formato da tre amminoacidi consecutivi (serina 65, tirosina 66 e
glicina 67), i quali reagiscono chimicamente tra loro in presenza di ossigeno per formare il cromoforo
(Fig. 3.16). Questi tre amminoacidi sono essenziali per I’'emissione e la qualita della fluorescenza
della proteina. Gli studi sulla GFP hanno permesso a Osamu Shimomura, Martin Chalfie e Roger
Tsien di ottenere il premio Nobel per la Chimica nel 2008.
Sostituzioni dei tre residui amminoacidici, o di residui vicini a essi, modificano le proprieta di
fluorescenza della GFP. | primi esperimenti furono condotti nel 1994 con tecniche di mutagenesi
casuale (error-prone PCR effettuata in presenza di Mn?* 0,1 mM e concentrazioni sbilanciate di
dNTP). Lo screening era condotto illuminando con luce di opportuna lunghezza d’onda le colonie
batteriche sulla piastra e osservando direttamente la fluorescenza emessa. Vennero identificate
diverse varianti tra le quali una in cui la mutazione della serina in posizione 65 in treonina (S65T)
generava una GFP piu brillante (EGFP), e un’altra in cui la mutazione della tirosina in posizione 66 in
istidina (Y66H) generava la Blue Fluorescent Protein (BFP). |l fatto che la mutazione della tirosina
modificasse la lunghezza d’onda di emissione della fluorescenza spinse i ricercatori a provare a
sostituire la tirosina con altri amminoacidi per vedere se si ottenevano altre varianti utili.
Vediamo come si pud progettare un esperimento di questo tipo: volendo cambiare la tirosina 66
della EGFP in triptofano (Y66W), si dovra cambiare il codone codificante per la tirosina (TAC) in
quello codificante per il triptofano (TGG) e per farlo € necessario cambiare due basi. Dapprima si
analizza la sequenza a monte e a valle di quella codificante per I'amminoacido da mutare. Poi, sulla
base di questa sequenza, si progettano due oligonucleotidi complementari contenenti la mutazione
TAC — TGG, ma nel contempo sufficientemente lunghi da permettere comunque I'appaiamento
(seppur imperfetto) con il DNA bersaglio wild type durante la PCR.

Progettazione degli oligonucleotidi

Nelle tabelle che seguono & mostrata una breve regione della sequenza della EGFP a monte e
a valle della tirosina 66 e in grigio € evidenziata la zona scelta per disegnare gli oligonucleotidi
forward e reverse recanti la mutazione. Gli oligonucleotidi sono lunghi 27 basi con almeno 12 basi
di appaiamento a monte e a valle della mutazione, il contenuto in GC & il 66% (18/27) e terminano
con una G o una C che garantiscono un buon appaiamento con il DNA stampo.

La temperatura di fusione dovrebbe essere piu alta possibile per ottenere il massimo della
specificita di legame. Per esempio, per questa coppia di oligonucleotidi la T,, calcolata con I'Equa-
zione 3.1 e di circa 83 °C. Nella PCR la temperatura di appaiamento viene impostata al di sotto
della T, teorica, per tener conto dei mismatch derivanti dalla mutazione inserita.

La proteina con la mutazione Y66W ¢ stata realmente ottenuta e ha effettivamente proprieta
diverse, con un’emissione spostata a lunghezza d’onda inferiore rispetto alla GFP per cui & stata
chiamata Cyan Fluorescent Protein (CFP). Nel tempo I'applicazione di queste tecniche ha prodotto
numerose varianti della GFP che prendono il nome dal colore della luce fluorescente emessa (vedi
Cap. 8) e che espandono le potenzialita di questo reporter (ormai presente in un’innumerevole
serie di vettori) nello studio delle proteine.

(continua)
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Approfondimento 3.1 (continua)

Figura 3.16 (@)
(a) Struttura della GFP di A. victoria (codice

PDB: 1EMA): e evidenziato il cromoforo al

centro del barile B. La figura & stata prodotta

con il programma Chimera. (b) Maturazione e

struttura del cromoforo formato dagli ammino-

acidi Ser65-Tyr66-Gly67.

(b) Formazione del cromoforo della GFP in Aequorea victoria
e B s N
Gly67 Ciclizzazione
—
Formazione del
Polipeptide sistema ad anello
esteso imidazolinonico
\ J \ J
l -H,0

' N\ ' N\
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fluorescenza

verde

Ossidazione
-
+0»
[ )
Cromoforo maturo Sistema ad anello
della GFP ciclico
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(continua)
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