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CONSERVIATIVE SITE SPECIFIC 
RECOMBINATION

--CSSR--

La ricombinazione conservativa
sito-specifica
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Tipi di ricombinazioni 
• Ricombinazione tra sequenze omologhe: 

(generalized o Homologous recombination) 
avviene prevalentemente nella meiosi. Avviene allo 
stadio di “four strand” (elevata fedeltà -> 
mantenimento dell’identità del genoma).

• Ricombinazione tra paia di sequenze specifiche: 
site specific ricombination - CSSR. Es. 
nell’integrazione dei fagi. Gli enzimi sono specifici 
per la sequenza.

• Ricombinazione per trasposizione
(Trasposizione): sequenze vengono inserite senza 
bisogno di omologia di sequenza.

Specific
sequences

Specific
sequences

Random

MUTAZIONI

low

medium

high
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Ricombinazioni

• Ricombinazione conservativa sito-specifica (CSSR): tra due elementi di DNA definiti

• Ricombinazione per trasposizione (trasposizione): 
tra sequenze specifiche
e siti non specifici – random insertion 

Hanno in comune le 
ricombinasi e la formazione 
del complesso sinaptico

Elementi di ricombinazioni
sono sequenze corti
Sito di integrazione e definito
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CSSR - Ricombinazione conservativa sito-specifica
Un esempio: Batteriòfagi 

Bacteriophage T4
on surface of E.coli

DNA
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CSSR - Ricombinazione conservativa sito-specifica
Il segmento di DNA che viene spostato porta i siti di ricombinazione
Esempio fago λ un sito di ricombinazione sul DNA fagico e l’altro sul DNA 

batterico
I siti di ricombinazione sono corti – 20 bp (att sites) 
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La CSSR può dar luogo a:
Inserzione in un sito specifico
(es. fago λ)
Delezione di un pezzo di DNA
Inversione di un pezzo di DNA

Ogni sito di ricombinazione ha:
Due sequenze di riconoscimento della ricombinasi
Una sequenza centrale: regione dello scambio (crossover region)

CSSR - Ricombinazione conservativa sito-specifica
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CSSR: tipi e meccanismo

• I siti di ricombinazione sono composti da: sequenze di 
riconoscimento della ricombinasi e regione dello scambio

• Se hanno la stessa direzione (ripetizione diretta) 
permettono inserzione o delezione

• Se hanno direzione opposta (ripetizione invertita) 
permettono la inversione 
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CSSR: tipi e meccanismo

Enzimi:
SERINA RICOMBINASE
e le
TIROSINA REICOMBINASE

1. Ricombinase lega sequenze di 
riconiscimento

2. Taglio (4 x taglio single strand) e 
formazione di un intermedio 
covalente DNA-proteina tramite 
Serina/Tirosina

3. Cambio filamento/ricombinazione
4. Legame recombinase-DNA 

idrolizzato = ENERGY NEUTRAL
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Meccanismo delle ricombinasi: Ricombinasi a Serina

• Ricombinase a serina:

- 4 subunits
- Each subunit cuts one single
strand of DNA
- Exchange of dsDNA strands
- Attack of ssDNA-ricombinase 

subunit by free 3’OH end
- DNA strands recombined
=DNA ricombiante
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Meccanismo delle ricombinasi: Ricombinasi a Serina

1. Taglio+ 
ssDNA-protein complex 2. Rotation 180 degree

3. Attack of 3’OH
at other ssDNA-protein complex

4. Recombinant
DNA copleted
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Ricombinasi a Tirosina
Le ricombinasi a tirosina tagliano ed 
uniscono due filamenti, e poi gli altri due. Si 
ha la formazione di una Holliday junction 
BUT:  NO CHIASMA MIGRATION!!! 

- 4 subunits
- 1 subunit on each dsDNA makes 

ss cut à ssDNA-Tyr-
Recombinase complex

- 5’OH of free end attacks ssDNA-
ricombinase complex on other 
DNA strand

- HOLLIDAY JUNCTION
- 1 subunit on each dsDNA make 

cut on other ssDNA element à
ssDNA-Tyr-Recombinase complex

- 5’OH of free end attacks ssDNA-
ricombinase complex on other 
DNA strand

- 180 degree twist à Recombinant
DNA accomplished

=DNA ricombiante
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FUNZIONI BIOLOGICHE DELLA RICOMBINAZIONE SITO SPECIFICO
Ricombinazione fago λ

Lytic and lysogenic life cycles of bateriophages

Integration of phage DNA into bacterial genome: recombination
Excision of phage DNA from bacterial genome: recombination 
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FUNZIONI BIOLOGICHE DELLA RICOMBINAZIONE SITO SPECIFICO
Ricombinazione fago λ

• Il ciclo del fago lambda:
• Per essere lisogenico deve essere 

integrato nel DNA ospite (quiescente)
• Per entrare nel ciclo litico deve esser 

exciso dal cromosoma (per 
amplificarsi 
E formazione di nuove particelle 
phagiche). 

• I siti di integrazione (attP e attB) 
differiscono da quelli di excisione (attL 
e attR)
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Integrasi di λ
• Il passaggio tra lo stato lisogenico e la crescita litica  del 

fago λ richiede la integrazione o escissione del DNA 
fagico.

• L’integrasi λ (λInt, tirosina ricombinasi) catalizza la 
ricombinazione tra i siti attP (phage) e attB (batterio)

• attB di 30 bp ha i due siti di legame di λInt (B, B’) e la 
regione del crossing-over

• attP (240 bp) ha due braccia per siti aggiuntivi di legame 
di λInt (C, C’ e siti aggiuntivi per Int) e del fattore di 
integrazione dell’ospite IHF (un fattore architettonico)

• Grigio: regioni di scambio

• L’escissione richiede il fattore architettonico Xis

DNA fago λ

DNA Batt.

IHF (Integration host factor –
batterie)
lega in maniera sequenza-
spcificha
Siti H e determina una 
curvatura
Sulla doppia elica (phago)
Curvatura porta λInt in 
vicinanaza
dei siti centrali à catalizza la
ricombinazione

Siti ibridi
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CSSR: tipi e meccanismo

• I siti di ricombinazione sono composti da: sequenze di 
riconoscimento della ricombinasi e regione dello scambio

• Se hanno la stessa direzione (ripetizione diretta) 
permettono inserzione o delezione

• Se hanno direzione opposta (ripetizione invertita) 
permettono la inversione 
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Integrasi di λ

Bacteria genome

Phage
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La ecissione del phago lambda

DNA fago λ

DNA Batt.

Siti ibridi

Fattore Xis, codificato dal phago
si lega a specifiche sequenze di DNA 
e introduce una curvatura

Xis, Int e IHF stimulano l’ecissione
attraverso la formazione di un complesso
nucleoproteico attivo su attR e attL

Xis inhibisce la integrazione (ric. attB, attP) 

àFATTORE Xis:  2 functions; Tightly 
regulated on the gene expression level!! –
VIENE ESPRESSO SOLO NEL CICLO LITICO 
DEL FAGO
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Cre-Lox

Un sistema semplice di ricombinasi a tirosina si trova nel 
batteriofago P1. La  Cre recombinasi (a tirosina) 
codificata dal fago catalizza la ricombinazione tra due 
sequenze bersaglio.

Le sequenze ricombinanti del fago  P1 sono identiche, sono 
di 34 bp- chiamati loxP. La Cre ricombinasi è sufficiente 
per la reazione; nessuna proteina accessoria è 
richiesta.

Per la sua semplicità ed efficienza, il sistema Cre/lox è stato 
adattato per le cellule eucariote, dove è diventata una 
tecnica standard per site-specific recombination

Struttura di Cre

loxP
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Cre-lox

Ogni subunità di Cre si lega alla 
sequenza di riconoscimento. 

Si ha un tetramero sul DNA 
cruciforme

Cre ha due conformazioni quella 
verde può tagliare il DNA. 
Cambiando la coppia di subunità 
attive si taglia anche il secondo 
filamento

loxP
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO
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DNA genomico

DNA ricombinante
(targeging vector)

GOAL: destroy a gene and check the consequence
On the biological level
GENE KNOCK OUT

Homologous recombination
Between targeting vector and genomic DNA

New genomic DNA
(recombinant)

Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO

ES cells from 129 mouse strain (yellow fur)

Blastocyst from B6 mouse strain (pink fur)
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO
Neomycin gene might cause unwanted

Effects in the KO mouse.
Neo cassette can be removed using the Cre-loxP

system

NEOMYCIN PROMOTER Cre Recomb

Cre

NEO

loxP loxP loxP loxP
*

*Deletion of
DNA binding 
domain(^)
à Proteina

tronca non 
funziona piu

Contains a deletion

^

^
DNA binding domain 


