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TRASFEZIONE:
Trasferimento di acidi nucleici in cellule eucariotiche
(in coltura o in vivo) mediante metodi fisici o chimici

y

INFEZIONE:

Procedura per il trasferimento di acidi nucleici
mediante infezione di cellule (in coltura o in vivo) con
virus contenenti vettori basati su genomi virali
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Trasfezione di vettori di espressione contenenti cDNA ]J

scopi:

« Studio della funzione di un gene (codificante o non codificante)

v'Caratterizzazione biochimica

v Analisi della localizzazione subcellulare

v Analisi delle interazioni con altre componenti cellulari
v Analisi degli effetti sulla cellula

v’ Analisi mutazionale

v Analisi di elementi regolativi

* Produzione e purificazione di una specifica proteina



Esperimento 1:
Sovraespressione transiente di proteine
allo scopo di studiarne le proprieta e le funzioni cellulari
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Come procedo per procurarmi i cDNA da
esprimere?

1a. Dalla letteratura, ottengo i riferimenti degli autori di pubblicazioni
rilevanti e scrivo una richiesta agli autori

1b. In alternativa, cerco il clone in un repository (Addgene)

2. Ottengo il cDNA inserito in un vettore “shuttle” e lo utilizzo per
trasformare un ceppo batterico in modo da amplificare ed estrarre
il costrutto

3. Controllo il costrutto mediante analisi di restrizione ed
eventualmente sequenziamento del DNA

4. Procedo al subclonaggio (spostamento) in un vettore adatto al mio
SCopo

5. Scelgo la tecnica di trasfezione appopriata per inserire il costrutto
nelle cellule scelte per I’esperimento 6
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The nonprofit plasmid repository
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Choose the best fluorescent proteins
for your experiments from Addgene's
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View All »
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Subclonaggio del master clone da un vettore shuttle JJ
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Caratteristiche dei vettori plasmidici di espressione
per cellule eucariotiche

1) Sequenze necessarie per il mantenimento e I’amplificazione in batteri
> Origine di replicazione batterica (ColE1 ori)

> Marker per la selezione dei batteri trasformati:
di solito un gene per la resistenza ad un antibiotico (antibatterico)

ORI

AmpR



2) Sequenze necessarie al clonaggio del gene e alla sua espressione in
cellule eucariotiche:

> MCS (sito di clonaggio multiplo)

> promotore forte virale (CMV, SV40...)

> segnale di poliadenilazione

MCS

Poli-A

CMV &
&0
&

ORI

Amp

10



Vettore per espressione di cDNA JJ

Inserire il gene qui

|

Sito di poliadenilazione

g

Promotore per
espressione in

cellule

Per
generare
trasfettanti
stabili

Per amplificar
il costrutto in
batteri

Sito di poliadenilazione
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Origine di replicazione batterica



Il vettore pCDNA JJ
—o - _> Pcuv: CMV enhancer-promoter
( +) ﬁ 2= ot ExEE X =R 5 O BGHPpA: BGH polyadenylation
l SESF 2882888 85853¢% | signal and termination sequence
f1 origin
>_ —® = SV40 origin
xECxERTo=0 SV40 polyadenylation signal
2EC8E285EE | ampicillin resistance gene
pUC origin

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

PUC ori
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Espressione di proteine di fusione e TAGs

Allo scopo di VISUALIZZARE, RECUPERARE O PURIFICARE una proteina
sovraespressa,

e possibile sovraesprimere la proteina in fusione con un polipeptide (GFP, MBP)

o con un TAG = un corto peptide (epitopo formato da 10 aa in media) che non
modifichi le proprieta biologiche della proteina

La sequenza codificante il TAG é inserita in un vettore di espressione e
clonata nella stessa cornice di lettura (in frame) al cDNA codificante la
proteina, a monte o a valle.

Quindi il TAG puo essere fuso all’N o al C-terminale della proteina:

NB: bisogna controllare che la cornice di lettura sia mantenuta!

ATG HA
Myc
o~ FLAG
Seq. Codificante il TAG cDNA per la proteina 6-His
MCS di interesse
CMV GFP
/' MBP

promotore

ORI
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Human Influenza hemagglutinin (HA) aa 98-106
TAG largamente utilizzato come epitopo in vettori di espressione

°
(&
w

F PHL}
L SN )

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

........... PHLPP ..

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

14



Problema:
dirigere I’espressione di una proteina ectopica a
una specifica localizzazione subcellulare

Z
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~

Problema:
dirigere I’espressione di una proteina ectopica a
una specifica localizzazione subcellulare
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Localizzazione subcellulare di proteine di fusione ]J

S uE2s 3X Nuclear myc + 5 3X Nuclear ==
I LGP &  '2rgeting sequences epitope I l Q gl targeting sequence § epitope I




| emrpe ] R montonsigna ®|

ER signal -~ -
| o RoreE
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Mitochondrial 7 Isj] Myc
targeting sequence [aY -4 epitope I

pCMV/myc/mito/GFP

5.7 kb
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pShooter (ER)

pShooter (mito)




Problema:
ridurre I’espressione di una proteina endogena

7
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Problema:
ridurre I’espressione di una proteina endogena
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Espressione di shRNA ]J

H1 promoter
pol III promoter-E human U6 promoter
mouse U6 promoter

pRNAI Vector g

Catalog # SORT-A# #
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U6 promoter

Espressione di shRNA ]J

Loop B @ |{ Target antisense A &[Terminator M‘%

‘I’ranscription
5-
Hairpin RNA

3-UUUU o

‘ Dicer0j |3 M
NN
sIRNAS| 48 A4

Uuuu
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Gene editing mediante
CRISPR-Cas9

_ Guide RNA
PAM '

sequence

Matching genome
sequence

. Cas9
Genomic DNA

Repair
NHE) HR
% InDel resulting in premature Homology directed recombination for
stop codon precise gene editing

””””"m.‘l:m_m— e —— — s
LUttt ¢ & i Ll L ttnnnneeneenn. wonewn LU
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Vettori per gene editing mediante CRISPR-Cas9 JJ

/ﬂll]lillllllllﬂll
] B & Genome DNA
\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
NI I O Y O
Left repair arm Right repair arm
Cas9 \
E— - Cas9 sgRNA
Knockout/ Insertion/ single-base mutant
>
3
©
o)
Left repairarm  Right repair arm
[] i

Knockout mutation Insertion mutation Single-base mutation
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Espressione transiente ﬂ

Il DNA trasfettato rimane in forma di episoma ma non puo
essere replicato, e viene perso dopo qualche divisione

n° di copie del plasmide nella cellula trasfettata: elevato e
variabile

Eterogeneita di espressione in diverse cellule

Esperimenti brevi (24-72 ore)
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Espressione stabile ﬂ

Il DNA trasfettato puo venir integrato nel genoma della
cellula ed essere replicato con esso,

oppure puo essere mantenuto come episoma stabile (se il
vettore ha un’ORI)

L’ efficienza di integrazione varia a seconda del vettore e del
tipo cellulare.

Omogeneita di espressione (ottenimento di cloni stabili)

Possibilita di effettuare saggi a lungo termine.
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3) Caratteristiche facoltative:

> Marker di selezione (geni per la resistenza a Neomicina -G418,
Puromicina, Hygromicina) per I’ottenimento di cloni stabili

> Sequenze per la replicazione autonoma in cellule eucariotiche
(origine virale)

 Vettori ad integrazione

Mes e Vettori episomiali

<@ Poli-A

ORI

ORI eu (SV40)
29
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Ottenimento di trasfettanti stabili ]J

Per ottenere cellule trasfettate stabilmente € necessario subclonare il
cDNA di interesse in un vettore di espressione per cell eucariotiche che
contenga un gene codificante per un marcatore selezionabile, ad es.

resistenza ad un antibiotico (es. Neomicina).

Cloni

1. Trasfezione 2. Selezione: le cellule Dopo 2 o piu settimane...

non trasfettate moriranno
3. Isolamento di

cloni di cellule che
esprimono la proteina
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Espressione inducibile

Espressione
in lievito

Espressione

in vivo in
mammifero

Espressione
in batteri

Inducible
His,-fusion

Clone

Retroviral
Clone

V'l Espressione
inducibile in
cellule di
mammifero

Espressione
costitutiva in
cellule di
mammifero

Espressione
in cellule di
insetto
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Sistemi tet-on/tet-off
TFs controllati da tetraciclina regolano il promotore Tet-op

Tet-Off
AE tTA Poly (A)
% Aet -teN4
A >
Gene of interest— Tet-op promoter |— —| Tet-op promoter |—Gene of interest
<
a8 " -tet/*‘ @
nTA Poly (A)
Tet-On

TET-Off system: tetracycline prevents the tTA transcription factor from binding DNA
at the promoter. Gene expression is inhibited in the presence of tetracycline.

TET-On system: tetracycline binds the rtTA transcription factor and allows it to bind DNA at
the promoter. Gene expression is induced in the presence of tetracycline.
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1.

2.

3.

Reagenti chimici
Liposomi

Metodi fisici

Tecniche di trasfezione ﬂ
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Diversi tipi cellulari si trasfettano con efficienza molto diversa!

Tipo cellulare

Tecnica preferita

Cellule che si trasfettano
facilmente

(alcune linee cellulari)

Cellule che si trasfettano
difficilmente

(alcune linee cellulari, cellule primarie)

Cellule che si trasfettano
molto difficilmente
(cellule primarie, cellule differenziate)

Reagenti chimici

Lipofezione

Trasferimento genico mediato
da virus

Metodi fisici
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Precipitazione con calcio fosfato JJ

Il DNA viene mescolato a CaCl, in un tampone fosfato a pH 7.12:

si formano dei precipitati insolubili di DNA/CaPO,

che vengono poi aggiunti al mezzo di coltura e precipitano sulle cellule.
Il DNA entra nelle cellule per endocitosi.

Tipo di cellule: in adesione
Efficienza: bassa

Tossicita: bassa

Tipo di saggio: transiente e stabile




Lipofezione JJ

Questa tecnica si basa sulla capacita di alcuni lipidi cationici di
complessare il DNA (carico negativamente) e rilasciarlo nelle cellule
fondendosi con la membrana plasmatica.

» formazione di complessi lipide-DNA

» Liposomi: vescicole a doppio strato lipidico che possono complessare molecole di

DNA (o anche RNA e proteine) = lipidi cationici ed entrare nelle cellule per
endocitosi = aiutati da lipidi fusogenici neutri

x tos o
XS, = 3 s)‘:l ;
.5@!,;;:%, e S e
sEE TEE .’&:”. *SE] LEEC acationic
T S r Mg, 5T, s ageins com,
cationke .3‘;"“‘2\2&' oy el S ¢ lpld complex
Spidreagant " T¥ape) TR "
+ . .~ e

Tipo di cellule: in adesione e in sospensione
Efficienza: alta
Tossicita : media

Tipo di saggio: transiente e stabile 36




Elettroporazione ﬂ

La membrana cellulare e quella nucleare sono permeabilizzate
mediante I’applicazione di un campo elettrico: si formano dei pori del
diametro di alcuni nm, attraverso i quali puo passare il DNA.

Tipo di saggio: transienti e stabili

Tipo di cellule: in adesione e in sospensione

Efficienza: alta

Tossicita : dipende dallo strumento
(la scossa elettrica pud causare elevata mortalita)
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Nucleofector: tecnica di elettroporazione ottimizzata per
diversi tipi cellulari primari

ﬂ

106 cells
1 DNA
£

: |
s o "gn )
ﬁwg-

20 pL P3 solution Nucleocuvette
LONZA Nucleofector 4D X unit core

Select program EM-110

CerebAstro
+Ascl1-DsRed
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Microiniezione




Microiniezione JJ

Il DNA viene direttamente iniettato nel nucleo delle cellule
con un capillare di vetro mediante sistemi automatizzati.

Il metodo permette di ottenere grande affidabilita e riproducibilita,
ma non e rapido.

Vantaggi: possibilita di seguire il destino di singole cellule trasfettate.

Tipo di saggio: normalmente utilizzato per saggi su singole cellule
piuttosto che su una popolazione cellulare.

Tipo di cellule: normalmente in adesione (ma anche in sospensione)
Efficienza: elevata

Applicazione: trasfezione di cellule Staminali Embrionali per generare
organismi transgenici
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Trasferimento genico mediato da particelle metalliche JJ

Tecnica che utilizza microproiettili

il DNA viene precipitato su
microscopiche particelle d’oro o
tungsteno

che vengono poi “sparate” nelle cellule
mediante un’apposita strumentazione
che usa elio ad alta pressione.

Usato per trasfettare cellule all’interno di tessuti,
anche in vivo.

Oppure cellule molto difficili da trasfettare,
es. cellule vegetali (dotate di parete).




Metodi biologici I: vettori derivati da virus ]J

Espressione
in batteri

Inducible
His, -fusion

Clone

Espressione
costitutiva in
cellule di
mammifero

Espressione
in lievito

Espressione
in mammifero
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cellulariein
vivo

Espressione
in cellule di
insetto

510 Promot
GST fusion
Clone

Retroviral
Clone

o'l Espressione
inducibile in
cellule di
mammifero
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Trasferimento genico mediato da virus JJ

Diversi tipi di virus possono essere modificati
per ottenere vettori per il trasferimento di geni
non virali mediante I’infezione di cellule eucariotiche.

| virus ricombinanti possono essere impaccati in
particelle infettive

in speciali linee cellulari, che esprimono

le proteine del capside virale (packaging cell line).
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Trasferimento genico mediato da virus ]J

Infezione stabile (random):

Retrovirus — hanno la capacita di integrarsi nel genoma
di cellule proliferanti

Lentivirus — si integrano anche in cellule quiescenti
Utilizzati per cellule primarie in coltura ed anche in vivo,
in cellule differenziate. Utilizzati in terapia genica.

Infezione transiente:

Adenovirus e AAV - infettano anche cellule quiescenti,
ma non hanno la capacita di integrarsi nel genoma cellulare.

Baculovirus -per produrre grandi quantita di proteine da purificare.
Infettano cellule di insetto (lepidottero).
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Retrovirus e lentivirus ]J

surface envelope protein (SU)
transmembrane envelope protein (TM)
membrane

matrix protein (MA)

capsid (CA)

RNA genome, bound by nucleocapsid (NC)
integrase (IN)

reverse transcriptase (RT)

protease (PR)

POL codifica per gli enzimi RT, PR e IN.
GAG codifica per proteine della matrice e capside MA CA, NC

ENV codifica per glicoproteine di superficie e transmembrana SU e TM
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e ]J

Viral protein
synthe5|s

e o o
Reverse QLHL:;7 o‘ o
V|raI

Receptor binding
and membrane fusion

transcription

N
%

- Viral RNA
Integration ira packaging
RNA ¥ and capsid

assembly

Provirus

o

Budding and
maturation
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Struttura del provirus integrato

Pol

Gag Env

o
—
L1 — e S
Rev O]

Nef

LTR
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Esempio di un vettore retrovirale ]J

5-LTR .
\\

Amp Puro

pRetro-E2 cmv
LTR Y cDNA/shRNA  LTR 6294 bp

I C I L mcs W

Transfer plasmid

3-LTR

e

Xho | Apa | BamH! Hpal Sph ! Swa | Hind 1l
5- AGAT CTC GAG GGG CCC GGATCC GTT AAC GCATGC ATT TAAATAAGC TTC

EcoR | Sal | Not | Clal
GAATTC GTT AGG CCATTAAGG CCT GTC GAC AAG CGG CCG CCT CGG CCA AAC ATC GAT -3'
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Preparazione di virus ricombinanti
per trans-complementazione

Env Gag Pol Tat Rev
[ — L
Envelope plasmid Packaging plasmid
LTR W cDNA/shRNA LTR
———— C 1 LT

Transfer plasmid
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Preparazione di virus ricombinanti
per trans-complementazione

Lentivirus Retrovirus
SNN/shRA
WA/shRy,
pLenti 2
USV-G %0 ey, pRetro

1) Transfect packaging cells 6 6
293T/293FT Phoenix

(Gag—PoI"’, Env+)
2) Collect virus particles % ﬁ
B O 6




Sicurezza nell’utilizzo dei vettori retro- e lenti- ﬂ
virali

Principali rischi:

1. Generazione di virus contaminanti competenti per la replicazione
(ricombinazione con virus endogeni)

2. Potenziale oncogenico per integrazione random (in vivo)

3. Potenziale tossicita del transgene.

1. | vettorilentivirali di 2 e 3 generazione hanno diverse
carattersitiche di sicurezza (vettori separati packaging &
enzimatici)
molti sono vettori auto-inattivanti (delezione del 3’ LTR)

2. Vettori lentivirali integration-defective o che si integrano per HR
(promotore specifico)
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Utilizzo di TRASPOSONI per I’'introduzione di DNA
esogeno in cellule in coltura o in vivo

ﬂ
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Utilizzo di TRASPOSONI per P’introduzione di DNA
esogeno in cellule in coltura o in vivo

zebra fish human

Drosophila RNA
C. elegans @ O
ya DNA
@ G mouse

»-
AL

Arabidopsis

E. coli
Adapted from Huang, Burns, Boeke. Annu Rev Genet. 2012
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Meccanismo della trasposizione a DNA “cut and paste” ]J

Integration site

[AT

AT AT
A

|

OH
Al
AT
OH

TA
AT

™

TA
AT

TA
AT

— &
AT

Reintegrated transposon

TA

Excision site

TA F TA
AT AT

DNA repair

TA TA
AT AT

Transposon footprint
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SLEEPING BEAUTY

Vettori derivati da transposoni: B

1S

IR/DR IR/DR
CAG = Gene X

TRANS

IR/DR IR/DR

C CAG |= Gene X j

Transposon plasmid

ron>{ SB100Xco

Transposase plasmid

Figure 2: Schematics of Cis and Trans Sleeping Beauty plasmids.
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