CONSERVIATIVE SITE SPECIFIC
RECOMBINATION

--CSSR--

La ricombinazione conservativa
sito-specifica



Tipi di ricombinazioni
MUTAZION

 Ricombinazione tra sequenze omologhe:
specific — (generalized o Homologous recombination)

sequences low

avviene prevalentemente nella meiosi. Avviene allo
stadio di “four strand” (elevata fedelta ->
mantenimento dell’identita del genoma).

edium
Specific

sequences

Random ¢  Ricombinazione per trasposizione high
(Trasposizione). sequenze vengono inserite senza
bisogno di omologia di sequenza.
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Ricombinazioni

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

Elementi di ricombinazioni

sono sequenze corti

Sito di integrazione e definito
trasposizione

D O

Hanno in comune le ===
ricombinasi e la formazione
del complesso sinaptico

o o ricombinazione
elementi di ricombinazione sito-specifica

—_—

* Ricombinazione per trasposizione (trasposizione):
tra sequenze specifiche

e siti non specifici — random insertion elemento trasponibile

P
~
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CSSR - Ricombinazione conservativa sito-specifica

Un esempio: Batteriofagi

ovA - Bacteriophage % W Bacteriophage T4

-;_‘;\. n surface of E.coli

=— * Also known simply as a
phage; a virus that
attacks and infects
bacteria. The infection
o may or may not lead to
the death of the
bacterium, depending on
the phage and
sometimes on
conditions. Each
bacteriophage is specific
to one form of bacteria.

Head

Helical Sheath

Hexagonal Base Plate

landing pinning
tail contraction DNA injection

and penetration
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CSSR - Ricombinazione conservativa sito-specifica

Il segmento di DNA che viene spostato porta i siti di ricombinazione

Esempio fago A un sito di ricombinazione sul DNA fagico e 'altro sul DNA
batterico

| siti di ricombinazione sono corti — 20 bp (att sites)

e ) N\, /,;-_';_-';t?-;\\\ A phage
sito — | 4 \ : /4 [V
di ricombinazione ¢ ) | /7 O\ i
| r!com Inazione \\4 /‘/: // \u\\ ‘ Il l ' |.'
fag|co \\\’/ . . . /) \ | \\ f)
‘ ricombinazione ol ‘ |\
ity —— — integrativa S |/ ] | D™ V4
sto = //’ \\ | 5 I ,
di ricombinazione // \ | 51 / | ~_—-
batterico | ! Ll | ‘ Attachment site
| , | / |
/)// ‘ I\ / ‘ - T .. E. coli
‘ \\ 4 W /// ‘ - I o — v by . L
\ \\&/ ‘ “ ‘\ / | - gal bio chromosome
‘ / \\:/ J ' Integration enzymes

1, integrated into E. coli chromosome
. — —
=~ gal bio

85y
=

E. coli chromosome
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CSSR - Ricombinazione conservativa sito-specifica

La CSSR puo dar luogo a:
Inserzione in un sito specifico
(es. fago A)
Delezione di un pezzodi DNA
Inversione di un pezzo di DNA

Ogni sito di ricombinazione ha:

Due sequenze di riconoscimento della ricombinasi
Una sequenza centrale: regione dello scambio (crossoverregion)
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CSSR: tipi e meccanismo

- D IRV
L1
+
azione
della
ricombinasi
azione
della
- ricombinasi
azione —~

della

-
ricombinasi .-.n

inversione

« | sitidi ricombinazione sono composti da: sequenze di
riconoscimento della ricombinasi e regione dello scambio

« Se hanno la stessadirezione (ripetizione diretta)
permettono inserzione o delezione

« Se hannodirezione opposta (ripetizione invertita)
permettono la inversione
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CSSR: tipi e meccanismo

. siti di ricombinazione <
C s > (. -
sequenze di riconoscimento della ricombinasi
regione dello scambio

\
I T |
LY I —— NN D — I

3IE

?

S e DT ACC R e®

|
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?

la ricombinasi lega
le sequenze di riconoscimento

i

IS ———> 1. cHeD <+ I

lricom binazione

w Ul w Ul

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE C

Enzimi:

SERINA RICOMBINASE
ele

TIROSINA REICOMBINASE

Ricombinase lega sequenze di
riconiscimento

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

Cambio filamento/ricombinazione
Legame recombinase-DNA
idrolizzato = ENERGY NEUTRAL

estremita interrotta del DNA

ol

5-0- o
5-07 o 5-01 o
HO
taglio o riunione
.
\ ) 1
OH //P\—O o (R;E»Ser—'o'—//P\—O o o:Tfo 0
0] o o (0] o - _
(A _ @)
@gc/ﬂer OH
(l) (0] (0]
| |
3 3 3

intermedio covalente proteina-DNA



Meccanismo delle ricombinasi: Ricombinasi a Serina

regione del crossing over

S ——

wu
" O

siti di riconoscimento della ricombinasi

5 @& > Eammlommma ]
3 e
serina ricombinasi %t&gllo ° RIComblnaSG a Serlna
3-HO @ “
gg ) _4SUbunitS
P 3! . .
ESG o - Each subunit cuts one single
. 3-H0 @) | strand of DNA
o )G s | - Exchange of dsDNAstrands
scambio nellappaiamento - Attack of ssDNA-ricombinase
subunitby free 3’'0OH end
L Bl A | - DNA strands recombined
o )G s | =DNA ricombiante
3
P
'\\"?_4_ ) OH-3'
fiunione b‘:::gr:binasi
5 @&
3@

|
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Meccanismo delle ricombinasi: Ricombinasi a Serina

1. Taglio+ 3. Attack of 3'OH 4. Recombinant
ssDNA-protein complex 2. Rotation 180 degree at other ssDNA-protein complex  DNA copleted
b vedute laterali

N y

N
N

B
(@()/\
i/

35° 90° D . i
parentale =————p- — ricombinante

vedute dall’alto



Ricombinasi a Tirosina

/3’ P tirosina
5 @ - (4—_
3@ _\——_
,/ R3 3} ) \ 5'-OH
5 @ = = t_
3@ 3 7
Ky
scambio del filamento
"superiore”
b
5 @
3'@
5 @
3@ "o E
G\
taglio dei filamenti
"inferiori”
¢
5 @
3 @ -
5 &
3 @
scambio del filamento
inferiore per terminare
la ricombinazione

|

wun
- -

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 > ssDNA-Tyr-
Recombinase complex

5’0OH of free end attacks ssDNA-
ricombinase complex on other
DNA strand

HOLLIDAY JUNCTION

1 subunit on each dsDNA make
cut on other ssDNA element -
ssDNA-Tyr-Recombinase complex

5’0OH of free end attacks ssDNA-
ricombinase complex on other
DNA strand

180 degree twist > Recombinant
DNA accomplished

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

Lytic and lysogenic life cycles of bateriophages

Integration of phage DNA into bacterial genome: recombination
Excision of phage DNA from bacterial genome: recombination

The phage attaches to a
host cell and injects its DNA.

Many cell divisions

Daughter cell
/ with prophage

produce a large
population of

 s—— bacteria infected

Bacterial
chromosome

Occasionally, a prophage
exits the bacterial chromosome,
initiating a lytic cycle.

Lytic cycle | e — )
Certain factors
determine whether
Lytic cycle
is induced

)

Lysogenic cycle

The bacterium re:brzaaées
normally, copying the prophage

The cell lyses, releasing phages. b bl
and transmitting it to daughter cells.

\ @S

Lysogenic cycle
is entered

\

or

Prophage

New phage DNA and protems are
synthesized and assembled into phages.

Phage DNA integrates into the
bacterial chromosome, becoming a
prophage.



FUNZIONI BIOLOGICHE DELLA RICOMBINAZIONE SITO SPECIFICO
Ricombinazione fago A

Enterbactetia phage A Integration and excision require recombination

.5,0...\.(. =
agiene T ¥ Phage DNA Q

(LW N Y]

Bacterial DNA -
altB

R e e T

Integration requires « A
Int & IHF i3

Y:

« |l ciclo del fago lambda:

« Peresserelisogenicodeve essere
integrato nel DNA ospite (quiescente)

 Perentrare nel ciclo litico deve esser Excision requires A

exciso dal cromosoma (per Int, Xie, &IHF W]

amplificarsi

E formazione di nuove particelle et e Grgito o TOPhage  aftR

phagiche).

T . Figure 15.25 Circular phage DNA is converted to an

* | _SItI (_jl Integra2|0ne (attP € attB) integrated prophage by a reciprocal recombination between attP?

differiscono da que||| di excisione (attL and aftB: the prophage is excised by reciprocal recombination

between aftl. and afiR.
e attR)
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Integrasi di A

DN A f }\' e\ Il passaggio tra lo stato lisogenico e la crescita litica del
ago fago A richiede la integrazione o escissione del DNA
fagico.
attP
1 b b ] « Llintegrasi A (AlInt, tirosina ricombinasi) catalizza la
¢ \\ — ricombinazione tra i siti attP (phage) e attB (batterio)
‘\HU\P\J X, E)Sf'_H_z -- o e
< « attB di 30 bp hai due siti di legame di AlInt (B, B’) e la
DNA Batt. 07T regione del crossing-over
B B
attB «  attP (240 bp) ha due braccia per siti aggiuntivi di legame
N di Alnt (C, C’ e siti aggiuntivi per Int) e del fattore di
- integrazione dell'ospite IHF (un fattore architettonico)
Int . . ST .
™ «  Grigio: regioni di scambio
IHF N IHE g g
=
N ; « Lescissione richiede il fattore architettonico Xis
IHF (Integration host factor —
batterie)
/ lega in maniera sequenza-
e e e g y G spcificha
Siti ibridi ) Siti H e determina una
=7 2C2¢¢ curvatura

Sulla doppia elica (phago)
Curvatura porta Alnt in

- - vicinanaza

C| f— = « dei siti centrali > catalizza la
' ricombinazione

sito
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CSSR: tipi e meccanismo

I
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1 : azione v
! | della ’
: ; delezionel ricombinasi >
. 1
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! ..n i - inversione
1 .

i ] -~ -

; inserzione !

i :  /
1 .

. 1 - —~

. (XEE , 0E9 w5

1

« | sitidi ricombinazione sono composti da: sequenze di
riconoscimento della ricombinasi e regione dello scambio

« Se hanno la stessadirezione (ripetizione diretta)
permettono inserzione o delezione

« Se hannodirezione opposta (ripetizione invertita)
permettono la inversione
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Integrasi di A

Bacteriophage A Int

Phage EA— (111118 -4
o o Synaptic

O O | complex
L

Bacteria genome g . 5'
: 3
/vst pairwise exchange
s s\
e B o Rl > U
2 . SO
3 N - ’ 5
§' ¥ 3 s 3
Step 1 Step 2
Second pairwise exchange
VD | JO
3 ! 5 3 5
- g ¥ 3
Step ] Step 2

lsomernization
5- o ’
s T
é g '
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La ecissione del phago lambda

DNA fago A

l P P g Fattore Xis, codificato dal phago
P ‘H\\\ / si lega a specifiche sequenze di DNA
U x, P e TP e introduce una curvatura
s
DNABatt.0 ™™ &» Xis, Int e IHF stimulano l'ecissione
B B attraverso la formazione di un complesso
| : :
attB nucleoproteico attivo su attR e attL
N
it | Xis inhibisce la integrazione (ric. attB, attP)
nt
L I N . . .
‘ —->FATTORE Xis: 2 functions; Tightly
N Xis regulated on the gene expression level!! —

VIENE ESPRESSO SOLO NEL CICLO LITICO
DEL FAGO

Siti ibridi
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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 & sufficiente
per la reazione; nessuna proteina accessoria
richiesta.

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

@l loxP -

5'-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-
3'-TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA-

2
-
=y
~t

Fig. 1. Cre binding to the /loxP site. Cre specifically recognizes and
binds to the recombinase binding elements (RBEs), which are arranged
as inverted repeats surrounding a central 8-bp crossover region. The
central 8 bp (shown in boldface) are asymmetric with respect to se-
quence and define the directionality of the site. The positions of

cleavage by Cre at distinct steps in the recombination pathway are .
& : : ’ 109 11118
indicated by vertical arrows. StrUttura dl Cre |




Cre-lox

Ogni subunita di Cre silega alla
sequenza di riconoscimento.

Si ha un tetramero sul DNA
cruciforme

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

loxP

5'-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-3"
3'-TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA-5"
RBE > 14 RBEw=

Fig. 1. Cre binding to the /loxP site. Cre specifically recognizes and
binds to the recombinase binding elements (RBEs), which are arranged
as inverted repeats surrounding a central 8-bp crossover region. The
central 8 bp (shown in boldface) are asymmetric with respect to se-
quence and define the directionality of the site. The positions of
cleavage by Cre at distinct steps in the recombination pathway are
indicated by vertical arrows.

Tyr\

il DNA substrato Tyr
unito da una
sinapsi Tye
Tyr
Sy taglio 24
del primo
filamento
35 3

e Tyr
primo intermedioc  HO
Cre-DNA OH
Tyr,
Tyr
5y g 3
scambio
del primo
filamento
5 3

l'intermedio
della giunzione
di Holliday
5 ¢ .3
taglio
del secondo
filamento
2°a P
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO

" Modified gene in targeting vector

P
(m % Electroporation
SNETT)

OO O
0

roqa

.‘r

Mouse blastocyst ES cells Positive-negative selection

Inject to
blastocyst

o | ‘ General strategy for gene
f‘ targeting in mice |

ow/

Egg Sperm Implanted into

W foster mother

w~@”§@n
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO

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

GENE KNOCK OUT . .
DNA ricombinante
T I o (1w J® o (targeging vector)
CN 3 "/ Homologous recombination
______ ./ .________________/_ Betweentargeting vector and genomic DNA
l rlc;>mbinazione lncombmazmne DNA genomico
omologa non omologa
T JNe) ) -z .- - New genomic DNA
L )

(recombinant)

1 aggiunta di DNA clonato a cellule ES in coltura

- selezione con NEO
NEOMICING | (selezione positiva)

GANC selezione contro TK
> (controselezione)

v

creazione di una linea clonale

topo clonato knockout
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO

A. Gene targeting of embryonic stem cells

Targeting vector
ES cells introduced by =

electroporation

Mouse
blastocyst

Rare cell carrying
targeted gene

Positive-negative

. selection
Pure population

of targeted ES cells

ES cells from 129 mouse strain (yellow fur)

B. Generation of gene targeted mice

— Blastocyst from B6 mouse strain (pink fur)
Targeted ES cells ..which are
are injected implanted into
into blastocysts... foster mothers

..which give birth
to chimeric mice @ @ @

Mating between
chimenic mouse
and normal
mouse.

/ Sperm Sperm

N
I 0
Gene targeted mice @y_ @_

Normal mice
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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

Transgenic mouse line 1 Transgenic mouse line 2
system
loxP loxP y loxP loxP S

* o -
q ) ;NEos R ) () ;NEO; B < ‘ X > 45

............................................

U ) ) ) U ) DNA DNA

| e Jm s o NEOWMYOINT <=} [ RONOTE O
! > 7> A > R \ J
C oD > (oD O ]
( )
% Deletion of l aggiunta di DNA clonato a cellule ES in coltura DNA blndlng domain
DNA binding A
domain(*) N E
- Proteina 1 Gene ' \ i :
troncanon ' \ . 4
1 5 ] |y~ | backbon
funziona piu Targeting Vector { T_joackbons
Contains adeletion : loxP  loxP '

(selezione positiva)

- selezione con NEO
neomicina

" Targeted Gene

... Cre
Targeted Gene  ————— > ———

without neo loxP
Null allele

selezione contro TK
GANC (controselezione)

loxP loxP

R 4 -
creazione di una linea clonale

l topo clonato knockout
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