


Lezioni di
biotecnologie




Lezione 3

Biotecnologie
avanzate

© Zanichelli editore, 2014



LOoevol uzi one del | €

Le bi otecnol ogi e hanno conos
continua, grazie anche agli avanzamenti tecnologici.

Infatti le biotecnologie sono una disciplina applicativa

e qguil ndi |l e | oro potenzial it
del grado di perfezionamento degli strumenti

a disposizione.

Di seqguito vedremo alcuni esempi di applicazioni
biotecnologiche avanzate.
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Le t ecnomiche@gi e 0

Pert e c n o | @angched siintendono quelle
applicazioni biotecnologiche che hanno un potere di
iIndagine molecolare esteso allantero potenziale
codificante della cellula.

Si distinguono:

Ala genomica: che studia la dinamica di tutti i geni di un
organismo;

Ala proteomica: che studia | 0inter
cellulare.
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Analisi genomica: microarray (I)

Oggl possi bi | e analutligenadr e
una cellula contemporaneamente grazie ai microarray
o biochip.

Si tratta di piccole lastre di vetro o plastica delle
dimensioni di un chip di computer, su cui Sono
Immobilizzate migliaia di sonde molecolari ognuna
corrispondente ad una singola sequenza genica,

al | 01 nmieopazaettidda 50 pm.

Oggi sono disponibili set di microarray che coprono tutta
la porzione codificante del genoma umano (90 milioni

di sonde).
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Analisi genomica: microarray (ll)
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Analisi genomica: microarray (lll)

Una applicazione del mi cr o
d e @éspréssione differenziale di geni in due
popolazioni cellulari.

1. LmRNA e estratto da cellule di controllo (ad es.
cellule di un individuo sano) e dal campione
sperimentale (es. cellule tumorali).

2. LRNA viene convertito in cDNA e marcato con

sonde fluorescenti di diverso colore per i controlli
(ad es. verde) e | campioni (ad es. rosso).
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Analisi genomica: microarray (V)

3. | cDNA vengono ibridati al microarray. LOoi1 I | um
al laser rivelera segnali rossi o verdi in corrispondenza
del geni espressi solo in ciascuna delle due popolazioni,

e gialle (rosso+verde) per guelli espressi in entrambe.

Le macchie verdi indicano
I'espressione genica nel
tessuto B.

Le macchie gialle
indicano un’uguale

Le macciieosse espressione genica
indicano 'espressione in intrambi igtessuti
genica nel tessuto A.

(AeB).
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Analisi genomica: microarray (V)

Loanal i si Compufnr_i77:_:fn A o i
microarray permette di
stabilire anche i livelli di
espressione e identificare |
geni sottoespressi o
sovraespressi nel campione
sperimentale rispetto al

non sincronizzate
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Interferenza a RNA: generalita (1)

Comprendere la funzione di un gene puo essere piu
faclil e se s osser va fendipo) f e
causato dalla mancata espressione del gene di

Interesse.

LOI ni bl zione dell 0Oespressio
silenziamento genico o knock down.

C possibile silenziare uno
genoma grazi e alintaferermaaRNA o0 ¢
(RNA interference, RNAI)
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Interferenza a RNA: generalita (1)

L RNAI € un processo naturale usato dalle cellule per
regolare |@spressione genica.

La cellula esprime RNA che non servono a codificare
proteine, ma che sono processati da una serie di enzimi per
generare dei corti RNA (20-30 nt) detti sSIRNA (small
interfering RNA, piccoli RNA interferenti).

Ciascun siRNA e complementare alla sequenza di un
MRNA. Il suo appaiamento porta alla degradazione
speci f mERNAprineilcHe®enga tradotto.
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Interferenza a RNA: generalita (l1l)

Molecola di DNA

A/\/ Molecola di mRNA

RNA antisenso RNA antisenso (\_~_ )
assente nella cellu‘la/ Nesente

L'mRNA si lega
ai ribosomi

= L'mRNA non puo legarsi
al ribosoma

+

La proteina viene prodotta

La proteina non viene prodotta

aSOO0FyAaY2 RA FTA2yS RStfQAY(HSNFSN.
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Interferenza a RNA: generalita (1V)

Analoghi ai sSIRNA sono 1 micro RNA (mIRNA) che
l ni bi scono | 0Oespressione gen
traduzione (ribosomi).
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Interferenza a RNA: applicazioni (1)

Grazie ai SIRNA e possibile silenziare uno alla volta tutti i
geni di un organismo.

Una tipica applicazione consistene |l | 01 dent 1 f I ¢
geni sono coinvolti In un certo processo (per esempio la
crescita di cellule tumoral.

Il punto di partenza e una libreria di sSIRNA, ciascuno
specifico per un singolo gene del genoma. Oggi esistono
librerie in grado di coprire la maggior parte dei geni umani
(a 20. 000 si RNA).
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Interferenza a RNA: applicazioni (Il)

| diversi sSIRNA (ciascuno specifico per un gene) vengono
Immobilizzati nei micropozzetti di un array.

Gli array vengono messi in contatto con le cellule
e opportuni reagent | che <co
SIRNA (trasfezione).

Dopo un certo tempo (24 17 48 ore) gli array vengono
analizzati per determinare| 60 ef f et t osulleei s
cellule (ad es. Il blocco della crescita o la resistenza

all oinfezione) .
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Interferenza a RNA: applicazioni (lll)

Dato che ciascun pozzetto de
singolosiRNA, | 6i denti fi cazione d
mostrano | 0Oeffetto atteso coO
sapere quale gene e stato silenziato.

E anche possibile esporre le cellule ai SIRNA e poi
sottoporle ad un trattamento (ad es. agenti genotossici).
In questo caso e necessario in parallelo sottoporre a
silenziamento anche cellule non trattate (gruppo di
controllo).

Il confronto tra gruppo trattato e controllo consente di
iIndividuare geni specificamente coinvolti nella risposta al

trattamento utilizzato (es. danno al DNA). m
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Interferenza a RNA: applicazioni (1V)

Gli effetti del silenziamento genico per interferenza a
RNA possono essere macroscopici, come nel caso del
colore del fiore delle petunie. A sinistra la varieta di
partenza, a destra gli effetti del silenziamento di alcuni

geni coinvolti nella pigmentazione.
0 ( . ‘
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Analisi proteomica

Cosi come e possibile analizzare la variazione di
espressione di tutti i geni del genoma, e anche possibile
studiare le variazioni dei livelli di tutte le proteine
presenti nella cellula.

Questa tecnologia si basa su una particolare
elettroforesi detta bidimensionale.

Inoltre esistono anche tecnologie basate su microarray
di proteine.
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Elettroforesi bidimensionale

La tecnica si utilizza per separare miscele complesse di
proteine.

Queste vengono prima separate in base al punto
Isoelettrico e poi in base al peso molecolare.

Il punto isoelettrico (pl) e il valore di pH a cui tutti i gruppi
carichi degli amminoacidi sono neutralizzati e quindi la
proteina e priva di carica.

Il pl di una proteina dipende quindi dalla sua
composizione amminoacidica (numero e natura delle

cariche)
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Elettroforesi bidimensionale:
meccanismo (I)

_a prima corsa elettroforetica viene eseguita su un gel di
poliacrillamide capillare in cui esiste un gradiente di pH

oreformato.

Le proteine migreranno nel campo elettrico fino
a gqguando non s troveranno I

del gel con il pH pari al loro punto isoelettrico.

Le proteine prive di carica infatti non migrano nel campo
elettrico e si fermano.
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Elettroforesi bidimensionale:
meccanismo (I

e % La strisciolina di gel in cul le proteine
Si sono separate in base al pl viene
weiim trattata con SDS (per dare, come gia
- VIS0, a tutte le proteine una carica
oieas ot negativa omogenea) e applicata

a un normale gel verticale
di poliacrilammide, che separera
le proteine in base al loro peso

T molecolare.
-~ .':: i I
P < U.J“o'-* ey e %
molecol 2.i¢F : b -
ie g - - L S -
Basso 3 = m
Basso pl Alto
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Elettroforesi bidimensionale: risultati

Il risultato sara un gel in cul
le diverse proteine sono
separate in due dimensioni
e Si presentano come
macchie (spot) sul gel
colorato (ad es. con blu di
Coomassie).

Il vantaggio di questa tecnica
e la possibilita di separare
proteine con uguale massa
(che migrerebbero insieme in
un normale gel in SDS) ma
con pl differenti.

© Zanichelli editore, 2014

Immagine: Caspardavid via Wikimedia
Commons
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Elettroforesi bidimensionale:
applicazioni (1)

E possibile colorare con gruppi fluorescenti diversi la
miscela di proteine delle cellule di controllo e delle cellule
trattate (per esempio con agenti genotossici o infettate da

un virus).

Loanal | s bi di mesemiatameate,aara e |
due gel in cul le proteine hanno colori differenti (ad es.
verde e rosso).
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Elettroforesi bidimensionale:
applicazioni (1)

La loro sovrapposizione
permettera di distingure le
proteine unicamente presenti
In clascun campione (solo
rosse o verdi) e quelle comuni
(rosso+verde = giallo)

Immagine: Caspardavid via Wikimedia Commons
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Elettroforesi bidimensionale:
applicazioni (1)

Inoltrel 60anal I si1 permette anole ditstenare la
guanti t ™ di proteina present
segnale fluorescente.

In questo modo e possibile valutare la sovra- o sotto-
espressione delle diverse proteine nel campione rispetto
al controllo, esattamente come abbiamo visto con

| Oespressione degl | MR NA.
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Protein arrays

E possibile analizzare il proteoma di una cellula anche

con i microrray di proteine.
Sul microchip posono essere immobilizzati:

Aanticorpi:
Aproteine purificate;

Alisati cellulari.

27
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Protein arrays: anticorpi

Ogni anticorpo occupa un singolo micropozzetto ed e
specifico per una singola proteina.

Quandoillisato messo I n contatto
proteine si legheranno al rispettivo anticorpo.

Le proteine marcate con gruppi fluorescenti potranno

essere lette al laser, rivelando cosi quali proteine sono
statelegate; Il anal I siI computeri zzat
valutare la quantita di proteina legata.

Questl array vengono usati spesso in alternativa al gel
bidimensionali per confrontare due campioni (controllo

vS. trattato). m
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Protein arrays: proteine purificate

E possibile immobilizzare molte proteine diverse sul
microchip.

Questo array puo venire interrogato con diversi ligandi
(DNA, RNA, altre proteine) per studiare le interazioni con
le proteine presenti sul microchip.

Per esempio si puo utilizzare questa tecnica per trovare
tutte le proteine che legano una specifica sequenza di
DNA o RNA, che viene somministrata sotto forma di
sonda marcata con un gruppo fluorescente.
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Protein arrays: lisati cellular

E possibile immobilizzare sul microchip anche un lisato
cellulare.

In questo caso non si conosce laposiziones ul | 0 ar
delle diverse proteine, che e casuale.

Léarray | mrtieorpr specdidi per una n
proteina nota, marcati con gruppi chemiluminescents
(come visto per il Western Blotting).

Questa tecnica e usata per studiare la differente
espressione di una proteina nota in condizioni diverse

(ad es. cellule trattate vs. controllo)
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Genome editing

Il genome editing e una tecnica che consente di
Introdurre, eliminare o alterare sequenze di DNA
all ointerno del genoma |1 n ur

Questa tecnica s basa sul |
endonucleasi ingegnerizzate.

Questi enzimi possono essere costruiti in modo da
tagliare sequenze di DNA stabilite dallo sperimentatore.
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Genome editing:
nucleasi zinc-finger (I)

Le nucleasi zinc-finger (ZFN) sono enzimi ricombinanti
costruiti fondendo il dominio catalitico (che taglia il DNA)
della endonucleasi di restrizione Fok | con un dominio
che lega il DNA basato sulla combinazione di diversi
domini a dita di zinco.

Queste sono brevi sequenze amminoacidiche formate da
cisteine e istidine che legano ioni Zn.

E possibile costruire domini Zinc-finger specifici per
ogni sequenza di DNA desiderata (di solito tra 9 e 18

nucleotidi).
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Genome editing: nucleasi zinc-finger

(1)

Immagine di domini zintinger
= .r: legati al DNA
-

0
ZANCHELL
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Genome editing: nucleasi TALEN

Le nucleasi TALEN sono enzimi ricombinanti costruiti
fondendo il dominio catalitico (che taglia il DNA) della
endonucleasi di restrizione Fok | con un dominio che
lega il DNA basato sulla sequenza di un fattore
trascrizionale presente nel batteri del genere
Xanthomonas.

Si e visto che in questo dominio esistono brevi sequenze
di amminoacidi in grado di riconoscere in maniera
specifica ciascuna singola coppia di basi del DNA.
Montando artificialmente insieme queste sequenze, e
possibile rendere il dominio specifico per qualsiasi

sequenza di DNA.
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Genome editing: ricombinazione ()

Grazie alle nucleasi ZNF e TALEN e possibile introdurre
un taglio in una regione specifica del genoma.

Se insieme a questi enzimi si fornisce alla cellula una
sequenza di DNA che conti ene
desideriamo introdurre (ad es. un gene) insieme a brevi
sequenze flancheggianti identiche a quelle presenti al

lati del sito di taglio, il macchinario cellulare inserira il

DNA esogeno nel punto in cui hanno agito le

endonucleasi, grazie al fenomeno della ricombinazione
omologa.
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Genome editing: ricombinazione (l1)

Un vettore (plasmide) che trasporta la
sequenza omologa e inserito in una cellula

\\) l /animale

Grazie alle endonucleasi il DNA esogeno

@ / Viene inserito nel cromosoma.
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Genome editing: knock In e knock out

Con la tecnologia del
genome editing e possibile
Inattivare un gene
specifico (knock out)
oppure introdurre un
geneesogeno al
di una cellula (knock in).

Queste tecniche trovano

applicazione, oltre che Le cellule cancerose dei topi possono essere
neg” studi su cellule In rese fluorescenti ingegnerizzando gli animali

per esprimere una particolare proteina
CO|tUI'a, anChe ne”a chiamata GFP. Immagine: Ingrid Moen et al.,
generazione di animali BMC Cancer, 2012

transgenici. ZANICHELL
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Anticorpli monoclonall

Uno strumento molto utile in ambito biotecnologico sono
gli anticorpi monoclonali.

Si tratta di anticorpi prodotti da un singolo clone di
linfociti B e pertanto del tutto identici nella loro regione
variabile( quel |l a che ri conosce |

Gli anticorpi monoclonaliquindir i conoscono Ul
regione della proteina bersaglio (epitopo) e risultano
essere altamente specifici.
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Anticorpi monoclonali: produzione ()

Gli anticorpi sono prodotti dai linfociti B quando
vengono opportunamentigene.st |

E possibile produrre anticorpi monoclonali contro
gualsiasi proteina di interesse:

1. la proteina che dovra essere riconosciuta dagli
anticorpi viene Iniettata in animali da laboratorio,
solitamente topi,;

2. dopo un certo tempo il sistema immunitario del topi
favori sce | oesms alen daelele B, |
clascuno producente un anticorpo contro un diverso

epitopo della proteina;
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Anticorpi monoclonali: produzione (II)

3. dalla milza dei topolini immunizzati sono prelevate le
cellule B;

4. le cellule B sono fuse con cellule tumorali di mieloma:
si forma un ibridoma. Le cellule ibride mantengono la
capacita di produrre anticorpi, ma acquisiscono anche
qguella di proliferare indefinitamente in coltura
(mentre 1 linfociti B della milza muoiono dopo pochi
passaggi);

5. le diverse cellule ibride vengono separate e da
clascuna viene ottenuta una colonia clonale;

6. ciascun clone di cellule rilascia il proprio anticorpo
monoclonale nel terreno di coltura, da dove puo

essere purificato.
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Anticorpi monoclonali: produzione (llI)

Antigene

Cellule di mieloma in coltura

Un topo
¢ inoculato
con l'antigene.

I linfociti B
vengono

prelevati dalla
milza.

di mieloma
crescono bene
in coltura.

> N
I linfociti B producono " i
anticorpi ma non d‘jl\ N

proliferano in coltura. Cellule di mieloma

Linfociti B

Vo<
[

)

é Una cellula di mieloma viene fatta ' Y |bridoma
fondere con un linfocita B per

produrre un ibridoma.
5

G Una singola cellula

di ibridoma viene isolata e .
fatta crescere in coltura; L AN \
viene saggiata la capacitadi | (\

produrre anticorpi.

Gli ibridomi

che producono
l'anticorpo crescono
indefinitamente

in coltura.

41
© Zanichelli editore, 2014



Clonazione di interi organismi

Per clonazione artificiale si intende la generazione di

un intero organismo a partire da una singola cellula non
zigotica.

Questa tecnica permette di ottenere copie

geneticamente identiched el | 0or gani smo d
trova applicazioni nella zootecnia (ad es. per riprodurre
animali dalle caratteristiche eccellenti come cavalli da

corsa, mucche da latte o tori da riproduzione), ma anche
nellaconservazione (@e&éesenpmpeEdi e n:
ripopolare specie animali in via di estinzione che non e
possibile fare riprodurre naturalmente in cattivita).

42
© Zanichelli editore, 2014



Trasferimento nucleare (I)

La tecnica piu diffusa e quella del trasferimento
nucleare:

1. Il nucleo aploide di una cellula uovo ricevente viene
sostituito con il nucleo contenente il genoma diploide di
una cellula somatica del donatore;

2. Lo pseudo-zigote (cellula uovo resa diploide non per
fecondazione con uno spermatozoo) da origine a un
embrione, anche se il suo genoma deriva da una
cellula adulta (cioe differenziata);
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Trasferimento nucleare (ll)

3. LOembri one vi euwnteod unafenimea i t
della specie donatrice (madre surrogata);

4. La prole avra il genoma identico (clone) a quello della
cellula somatica donatrice.
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