COLTURE CELLULARI - IBRIDI SOMATICI
(daunates di laurea)

INTRODUZIONE

Osservazioni sullafusione di cellule somatiche furono furono riportate gia nel secolo scorso: cdlule binucleate furono
osservatedaJ. MULLER (1838) in tumori, ed in seguito da Robin nel midollo edaVirchow siain tessuti normai chein
lesioni inflammatorie e neoplastiche. 11 concetto che dcune di queste cdlule potessero essere prodotte dalafusione di cdlule
mononucleate derivo' dal lavoro di de Bary (1859), il quale osservo' cheil ciclo vitale di alcuni mixomiceti coinvolgevala
fusione di cdlule singole per formare plasmodi multinuclegti.

In seguito al'introduzione di metodi di colturadi tessuti, si sono moltiplicate le osservazioni sullafusione cdlulare in colture
di tessuto animale,

Enders e Peebles (1954) scoprirono cheil virus dd morbillo in coltura cdlulare inducevale celule afondersi per formare
sincizi multinucleati; Okada (1958) ha dimostrato che cdlule tumordi animali in sospensione potrebbero fondersi
rapidamente per formare cdllule giganti multinucleste usando dte concentrazioni di virus HV J, un virus parainfluenzale.

Nel 1960 Barski haidentificato cellule generate dalafusione spontaneain unacolturamistadi due linee cdlulari tumorali
di topo diverse macorrelae. Queste cellule contenevano i complementi cromosomici di entrambe le cdllule parentdi in un
singolo nucleo. Questo fenomeno € stato poi esaminato da Ephrussi e collaboratori (), i quali hanno concluso che anche
differenze genetiche piu’ grandi non escludono lafusione cdlulare spontanea.

Comunque ben presto divenne chiaro che lafrequenza ddlafusione cellulare spontanea eramolto bassa e che maolti tipi
cdlulari non si fondono spontaneamente. Per scopi di ricerca, pero’, lafrequenzadi fusione devein qualche modo essere
aumentata

Harris e Watkins (1965) hanno trovato il modo di accelerare lafusione di varie cellule mediante I'uso dd virus Sendai
inattivato agli UV. Essi dimostrarono dtresi' chelafusione puo' essere indottatra cellule provenienti da specie molto
diverse e chele cdlule fuse sono vitdi. Con questo lavoro € cominciato I'uso esteso del metodo dellafusione cdlularein
varie branche della biologia cdlulare.

IBRIDI SOMATICI

L'informazione genetica contenutaiin cellule di diversaorigine puo' essere combinatain un singolo nucleo attraverso la
fusione cdlulare. Lafusione cdlulare richiede che delle cellule entrino in contatto e include una breve distruzione delle
membrane cdlulari usando agenti chimici. Quando avviene laricostituzione delle membrane, le cellule adiacenti possono
riformareinsieme le loro membrane producendo unasingola cellulaibrida
Inizidmente la cdlula derivata da fusione contiene due nuclel (eterocarionte binucleato), madopo ladivisione cdlularei
corredi cromosomici delle due cellule si vengono atrovare dentro un singolo nucleo (sincarionte).

E' possibile eseguire lafusione siasu duetipi di cdllule che gppartengono ala stessa specie (si parlain questo caso di
ibridi interspecifici). Nel primo caso lacdlulaibrida € una cellula che conserval'intero assetto cromosomico delle due
cdlule di partenza, mentre nel secondo caso lacdlulafusatende ad eiminarei cromosomi gppartenenti aun tipo di cellula

Gli ibridi cdlulari hanno trovato un largo impiego nelle strategie di mappatura
Lamaggior parte degli ibridi somatici usati per il mappaggio di geni umani sono creati fondendo cellule umane e di topo 0
cdluleumane edi hamster.

Per ragioni che non sono interamente chiare, questi ibridi tendono a perdere molti del cromosomi umani matrattengono
I'intero assetto cromosomico murino.

| cromosomi umani sono trattenuti interamente a caso, con la eccezione del cromosoma che porti il fattore di selezione
(vedi capitolo successivo). E' pero’ possibile creare un panndlo di tali ibridi, dove ogni lineaibrida contiene un gruppo
differente di cromosomi umani.

Perche questo pannello sia utile, € essenzide per I'utilizzatore sapere quali cromosomi umani Sono presenti in ciascun
ibrido.

Per identificarei cromosomi si utilizzano tecniche citogenetiche, avvantaggiate dd fatto che esistono delle differenze
sufficienti trai cromosomi umani e queli murini da permettere unafacile identificazione.

Unavoltache un tale pannello di ibridi € stato generato, puo’ essere usato nelle varie strategie di mappatura.

STRATEGIE DI SELEZIONE

Laprimatecnicadi fusione cdlulare che e stata messa a punto prevedeval'utilizzazione del virus Sendal inattivato ai raggi
UV. Essendo tale metodo piuttosto complesso, e stato ben presto abbandonato e sostituito da un metodo piu’ facile e piu’
veloce che utilizzail PEG (glicole polietilenico).

Si parte da cdllule umane (in generefibroblasti o linfociti) che vengono poste a contatto con cdllule di topo.
Queste cdlule vengono mescolate insieme con I'aggiuntadel PEG che produce modificazioni alivello delamembrana
plasmatica, per cui quando le cdlule ricostituiscono laloro membrana possono essere in grado di fondersi.



Comunque questo processo di fusione non e specifico: accanto acdlule ibride vere si possono produrre ibridi topo-topo o
uomo-uomo cosi come possono rimanere cellule non fuse, che anzi di solito costituiscono lamaggioranza.

E' necessario quindi utilizzare un sistema che permetta di recuperare preferenzidmente gli ibridi celulari desiderati.
Esistono diversi sistemi di selezione.

SISTEMA HAT (ipoxantinaaminopterina-timiding).

Questatecnica, inizidmente ideata da Seybasky e colleghi nel 1962 e modificata due anni dopo da Littlefield, consiste
nell'applicare condizioni di colturain cui solo le cdluleibride riescono asintetizzareil DNA e percio’ ad andare incontro a
divisioni cdlulari.

Le cdllule non ibride sono incapaci di sintetizzare DNA e vanno perdute.

Lasintesi di DNA e condizionataala presenzadi deossipurin- e pirimidin- trifosfati sintetizzati a partire dai rispettivi
monofosfati.

Questi ultimi, aloro volta, si formano in due modi: per sintesi de novo da precursori piu’ semplici 0 mediante quelle che
sono chiamate vie di savataggio, in cui gli enzimi riciclano purine e pirimidine prodotte dalla degradazione di DNA o
RNA.

L'aminopterinabloccatutte le reazioni dell'enzima diidrofolato reduttasi che é coinvolto nellasintesi de novo di IMP (e di
qui tutte le purine) e anche nellametilazione di dUMP aformare dTMP.

Di conseguenza, la cdlula diventa completamente dipendente dalavia di salvataggio per produrrei trifosfati purinici e
pirimidinici per lasintesi ddd DNA.

L'ipoxantina puo essere usata come una sorgente estranea di purine poiche essa e fosforilata ddl'enzima ipoxantina guanina
fosforibosil transferasi (HGPRT) aformare IMP che, dternativamente, puo essere convertito aAMP e GMP.

Allo stesso modo, latimidina puo essere fosforilatadatimidinachinasi (TK) per formare TMP.

Le cdlule normali possono quindi crescerein HAT; invece le cdlule che mancano di HGPRT (HGPRT-) o di TK (TK-)
non possono farlo perche siail pathway de novo che quello di savataggio sono blocceti.

E' possibile fondere cellule umane omozigoti per un alele che determinala mancanza di HGPRT, enzima appartenente dla
viadi recupero delle purine, con cdllule di topo che per costituzione geneticamancano di TK masono dotate di HGPRT.
Le cdlule umane sono invece dotate ddl'enzima TK che converte latimidinain timidin monofosfato. Per diverse ragioni né
le cdlule umane ne quelle murine possono sopravvivere in presenzadi aminoptering, le prime perchéincapaci di sintetizzare
purin monofosfati, le seconde pirimidin monofosfati.

Le cdluleibride formate per fusione, invece, sono incapaci di crescere in presenzadi aminoptering, grazie a cromosomi di
topo hanno 'HGPRT e possono recuperare le purine per formare purin monofosfati ddl'ipoxantina, e grazie ai cromosomi
umani hanno TK e possono sintetizzare ddlatimidinai pirimidin monofosfati.

Quindi solo queste celluleibride riescono a crescere e adividersi in presenzadi HAT.

SELEZIONE DELLE CELLULE HGPRT E TK-

Lamadattiadi Lesh-Nyhan, unamaattiaumana ereditaria, € dovuta dl'assenza congenita dell'enzima HGPRT.
Piu'comunemente, comunque, cdlule deficienti in HGPRT- possono essere selezionati facendo crescerele cdlulein 8-
azagnanina o 6- tiognanina

Questi analoghi sono incorporati negli acidi nucleici atraverso laviaddl'HGPRT e uccidono tutte le cellule ad eccezione di
guelle che mancano di HGPRT.

Lasdezione viene fatta utilizzando eevate concentrazioni di queste sostanze (40ug di 8-azagnaninao 10 ug di 6-tiognina per
ml). Allo stesso modo, i mutanti TK - possono essereisolati facendo una selezione in bromodeossiuridina (BUdR).
Questa sostanza viene incorporatand DNA tramitel'enzima TK e, specidmente se le cdllule sono esposte aluce visibile,
risultaletde. Anchein questo caso si utilizzano elevate concentrazioni di tale sostanza (50 ug/ml di BUdR).

| mutanti TK- sono piu' rari di quelli HGPRT- e sono percio piu difficili daisolare.

Lafrequenzadi entrambi i mutanti pud essere aumentata attraverso un trattamento con mutageni.

SELEZIONE CON OUABAINA

L'ouabaina avveenala pompa sodio-potassio presente nellamembrana cdlulare ostacolando la normale regolazione
intracellulare di questi eettroliti. Le cellule umane sono 100-1000 volte piu' sensibili al'ouabaina rispetto aquelle di roditore.

gli ibridi uomo-roditore hanno la stessaresistenza delle cdlule parentdi di roditore, percio’ durante lagenerazione di ibridi
cdlulari uomo-topo le cellule umane parentdi possono essere diminate anche se non sono deficienti per TK o HGPRT.
Lalineacdlulare di topo, comunqgue, dovrebbe essere sensibile dl' HAT. Seguendo la procedura standard di fusione, il
mezzo di coltura dovrebbe contenere siaHAT che ouabainain concentrazioni appropriate. E' necessario, comungue,
determinare la sensibilita relativa all'ouabainadelle due linee percentuai primadi effettuare lafusione.



SISTEMA ALANOSINA - ADENINA

Tdesistema€ andogo a sistemaHAT. L'danosinabloccala conversione ddl'lM P in AMP rendendo le cdlule dipendenti
dafonti esogene di adenina, che vieneincorporata attraverso lavia che richiede I'enzima adeninafosforibosil transferasi
(APRT).

Un terreno di coltura contente danosina - adenina permette lacrescitadi cellule normali manon di cellule che mancano di
APRT, le quai possono essere seezionate in presenzadi 2 - fluoroadenina.

Poich€e ci sono vie dternative per lasintesi di IMP, questo metodo risulta poco efficiente.

SELEZIONE CON G418

Questo sistema di selezione utilizza cellule umane donatrici che sono state rese resistenti al'azione della neomicina, un
antibiotico, tramite integrazione cromosomicadi plasmidi che contenevano il gene neo.

Tdi cellule vengono poi fuse con cdlule di topo riceventi mediante la procedura classica

E' importante determinare primaddlafusione la sensibilita delle cellule parentali a G418.

Le sensibilita variano tra 200-1000 ug\ml e sono necessarie circatre settimane per uccidere le cellule.

Facendo crescere le cdlule ad dte densita, a causadi scambi di nutrienti, I'effetto del G418 € molto piu' lento.

IBRIDI MONOCROMOSOMICI

E' possibile limitare laquantita di materiale umano che viene trasferito in unacdluladi ricevente roditore, attraverso la
tecnica ddlafusione con microcdlule.

Le cdlule donatrici vengono sottoposte per un certo periodo dl'azione del colcemid, un inibitore dellaformazione del fuso
mitotico. Grazie aquesto trattamento, il nucleo delle cdlule si frammentain micronucle, contenuti ognuno uno o pochi
cromosomi.

M ediante una centifugazione in presenzadi citocaasina B (inibitore del fuso mitotico) si halaformazione delle

mocroce lule che contengono al'‘interno un micronucleo.

Le microcellule cosi' ottenute vengono fuse con cdlule riceventi alo stesso modo delle cellule donatrici normali. Gli ibridi
che si ottengono, contengono pochi cromosomi o un unico cromosomadd donatore (ibridi monocromosomici).
Attualmente sono diponibili linee cdlulari di ibridi uomo-roditore monocromosomici per ciascuno dei cromosomi umani.

IBRIDI DA RADIAZIONE

Gli ibridi cdlulari somatici uomo-topo rappresentano uno strumento importante per il mappaggio dei geni umani. Tuttavia
tale metodo presenta un grosso limite, quello di non poter ottenere una locdizzazione subcromosomica precisaameno che
non si ricorraaibridi particolari che vengono creeti partendo dalinfociti presi daindividui con determinati riarrangiamenti
strutturali oppure con latecnicachiamata |FGT (trasferimento genico mediante irradiazione e fusione).

Tdetecnicasi basa sul fatto che cellule sottoposte aradiazioni letai ionizzanti vengono recuperate per mezzo di unafusione
con adatte cellule riceventi. Inizilmente questa tecnica € stata utilizzata partendo da linfociti di sangue periferico irradiati e
fusi; per i nostri scopi, invece, € piu' utile partire daibridi contenenti un solo cromosomaumano che vengono irradiati e poi
fusi. Latgppadi irradiazione hadue funzioni fondamentali.

Primo, ladose letde di radiazione e necessaria per assicurare lamorte di tutte le cellule donatrici, generdmente dosi
maggiori di 1500 rad sono sufficienti per uccidere lamaggior parte dei vari tipi di cdlule.

Secondo, l'irradiazione causarotture alivello de DNA e quindi determinalaframmentazione dei cromosomi; aumentando
ladose di radiazione aumenta lafrequenza di rotture cromosomiche.

Dopo l'irradiazione, le cdllule donatrici vengono fuse con cdlule di topo riceventi utilizzando il PEG.

Lalinea cdlulare ricevente deve essere deficiente per qualche marker che permetta poi la selezione afavore del'ibrido.

Si possono utilizzare cdllule riceventi che siano HGPRT- e quindi in td caso si fauso di HAT per lasdezione.

Molto spesso il cromosoma umano di partenza viene reso resistente al'antibiotico G418 mediante integrazione del gene neo
in diverse copie del cromosoma umano, per cui le cdlule che possiedono materiale umano sono resistenti al G418.

Gli ibridi che si ottengono contengono in genere frammenti umani inseriti nei cromosomi di roditore. 1| DNA estratto da
guesti ibridi viene amplificato tramite una Alu-PCR (le sequenze Alu si trovano solo nel DNA umano ogni 4-5Kb circa); i
prodotti sono quindi utilizzati come sonde in esperimenti di FISH su metafasi umane normai per un accurata
caratterizzazione citogenetica di materiadle umano ritenuto in ogni ibrido.

Tdi ibridi rappresentano uno strumento importante per la caratterizzazione di riarrangiamenti cromosomici in citogenetica
clinicao citogeneticatumorde e ndlo studio ddl'evoluzione dei primati.

STRATEGIE DI MAPPATURA

Unameta primaria per incominciare acomprendere |'organizzazione del genoma é di ottenere una serie di diagrammi di
mappa descrittivi di ciascun cromosomaumano a unarisoluzione sempre piu' fine.

Per costruire unamappa genomica e necessario aver adisposizione frammenti di DNA, precedentemente isolati e inseriti in
vettori di clonaggio.



I cloni ricombinanti sono successivamente ordinati nelle loro rispettive localizzazioni sul cromosoma. Dopo il
completamento dellamappatura, il passaggio successivo e quello dideterminare la sequenza di basi di ciascun frammento
ordinato.

Le mappe possono essere divise in genetiche e fisiche a secondadel metodi usati per ricostruirle e dela unita di misura
adoperate per vautare la distanza tra due marcatori.

MAPPE GENETICHE PER LINKAGE

Le mappe genetiche per linkage sono mappe costruite mediante associazione genetica, determinando la frequenza con cui
due marcatori sintenici (ossia associati e quindi locaizzati sullo stesso cromosoma) sono ereditati insieme.

Maggiore eladistanzatrai geni associati, maggiore e laprobabilita che si verifichi uno scambio nellaregione compresatra
le due coppie e quindi maggiore € lapercentude di meiosi nelle qudi si verificauno scambio in questazona. Quindi,
misurando lafrequenza di ricombinazione si puo ottenere una misura della distanza di mappatra coppie di geni.
Ladistanzatra due geni viene misuratain cM (in onore a genetistaamericano Thomas Hunt Morgan).

Un cM, o unitadi mappa genetica, € definito come la distanzatra due geni per i qudi un prodotto dellameiosi su cento &
ricombinante.

Ponendo in un grafico ladistanzatradue loci, misuratain cM, in funzione dellafrequenzadi ricombinazione, si osservauna
deviazione della proporzionalita diretta, per distanze tra due loci maggiori di 40-50 cM.

Infatti piu’ distanti sono dueloci e maggiore € la probabilita che si verifichino crossing-over multipli. Un dtro fattore che
contribuisce dlareazione non lineare tra frequenza di ricombinazione e distanza di mappa genetica e l'interferenza.
L'interferenza positivaindical'effetto per cui un crossing-over puo ridurre la probabilita di un secondo crossing-over nelle
sue vicinanze.

Affinché un marker possa essere utilizzato per la costruzione di mappe genetiche, esso deve essere polimorfico.

Un marker polimorfico e unaregione di DNA esprimibile o un segmento di DNA anonimo ereditato nella progenie, che
differisce tragli individui di una popolazione e che abbia una frequenza superiore al'1%.

Nel passato, e proteine polimorfiche rappresentavano i principai marker utilizzati negli studi di linkage.

Queste includevano i numerosi dldi per molecole MHC di classel ell, gli antigeni del gruppo sanguigno ABO euna
varietadi enzimi o proteine strutturali.

Comunque, marker proteici polimorfici sono rari in quanto fanno parte di una piccola frazione del genomaumano (la
regione codificante) che tende ad essere conservata.

Lamaggior parte dei marker invece definisce un polimorfismo neutrale, ossiavariazioni dl'interno dellaregione non
codificante del genoma umano.

Appartengono a questa categoriai VNTR basati sugli RFLPs.

I VNTR (variable number of tandem repests) sono sequenze nucleotidiche note ripetute in tandem un numero variabile di
volte, precedute e seguite da sequenze di DNA asingolacopia

Digerendo il DNA genomico di diversi individui con enzimi di restrizione che tagliano al'interno delle sequenze uniche che
fiancheggiano un locus VNTR, si evidenzieranno dopo corsa dettroforetica del prodotto di digestione, frammenti di
lunghezza diversi asecondadd numero di ripetizioni.

Polimorfismi di lunghezzadegli enzimi di restrizione, che sono alabase degli RFLPs (Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms), possono essere dovuti anche alla presenzalassenza ne genomadi un individuo di siti di taglio per enzimi
di restrizione.

Mutazioni puntiformi al'interno della sequenza riconosciuta da un enzimadi restrizione hanno spesso come unico effetto la
mancata digestione del DNA daparte di qudl'enzima.

Queste variazioni tragli individui possono essere usate come marcatori per costruire mappe genetiche di linkage.
Ladistanzamediatrai markers édi 2. 9 cM, mail 56% é ad unadistanzadi 1 cM.

Oggi ¢ sono tecniche che permettono di isolare markers DNA cromosoma specifici partendo dalibraries
cromosomarspecifiche che possono essere redizzate mediante I'uso di uno strumento, chiamato FACS (Fluorence Actived
Cdl Sorter).

Tde strumento permette di separarei cromosomi di una sospensione, colorata con fluorocromi, in base dlaintensita di
fluorescenza che a sua voltadipende in gran parte dala quantitadi DNA e, quindi dale dimensioni del cromosoma.
Sempre per ottenere markers per unaregione subcromosomica specificasi pud usare la tecnica della microdissezione che
utilizza un micromanipolatore in grado di tagliare una particolare regione da un preparato metafasico osservato a
microscopio. Laregione di interesse e cosi' isolata e clonata mediante PCR.

MAPPE FISICHE

Le mappe fisiche descrivono I'ordine e la distanza tra due marcatori misuratain numero di nucleotidi.
| metodi utilizzati nellamappaturafisicasi possono dividere in due categorie:

-metodi abassarisoluzione

-metodi ad atarisoluzione



MAPPA FISICA A BASSA RISOLUZIONE
| sistemi di mappaturapiu usati utilizzano gli ibridi cellulari e latecnicaddlaibridazionein situ.

MAPPATURA MEDIANTE IBRIDI CELLULARI

Gli ibridi cdlulari sono stati utilizzati iniziadmente per mapparei geni di cui si sonoscevail prodotto (proteine enzimatiche o
strutturdi).

Sugli estratti proteici delle cdllule ibride si esegue una corsa dettroforeticasu gdl. Il gd si usain seguito o per far avvenire
unareazione enzimatica catalizzata dal'enzimail cui gene si vuole mappare, in presenzadi un cromogeno, o per far avvenire
unareazione di precipitazione usando anticorpi contro la proteinastessa. Sela cdlulaibridanon haritenuto il cromosoma su
cui mappail gene codificante, non si avrareazione colorimetrica o di precipitazione.

Oggi, grazie dl'avvento delle di DNA ricombinante, € possibile mappare quasiasi segmento clonato indipendentemente
dalasuaespressione. Digerendo il DNA estratto dai cloni ibridi con enzimi di restrizione, eseguendo un blotting e
ibridando con la sonda a disposizione, € possibile localizzarla su un dato cromosoma.

Usando un enzimain grado di discriminare trala banda di ibridazione umana e murina, si puo’ riconoscere |'eventuae
segnale di ibridazione proveniente dalle cdlule di roditore.

Per definire la posizione subcromosomicasi utilizzano ibridi che contengono frammenti di un dato cromosoma.

IBRIDAZIONE IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

L'ibridazione in situ fluorescente permette di localizzare direttamente una sonda su cromosomi in metafase preparati su un
vetrino da microscopio poiche produce un segnae visivo diretto.

Lasondadi DNA viene marcata con unavitamina chiamatabiotina, ibridizzata ala preparazione di cromosomi, e quindi la
sonda é visudizzata con metodi fluorescenti.

Larisoluzione massimaddlaFISH edi circal0 Mb, lamisuradi unatipica banda vista su un cromosoma

Tecniche ad dtarisoluzione, che permettono di ottenere cromosomi in prometafase, PoSSONo pero’ permettere risoluzioni di
1 Mb.

MAPPA FISICA AD ALTA RISOLUZIONE

Ci sono delle tecniche che permettono di mappare sequenze di DNA con unarisoluzione da 1pb amolte Mb. Le mappe
fisiche ad dtarisoluzione sono fondamentalmente basate su due approcci:

- assemblaggio di contigui di cloni (seriedi cloni overlappanti che coprono unainteraregione cromosomica) che permette la
costruzione di unamappafisicadi cui si conosce la sequenza nucleotidica completa

- andisi di frammenti di DNA ottenuti madiante digestione con enzimi che tagliano poco frequentemente (i cosidetti enzimi
"rare cutter") producendo macroframmenti. | prodotti di digestione vengono separati utilizzando la tecnica ddl'dettroforesi
su gel acampo pulsato (PFGE-pulsed field gdl dectrophoresis) che riesce a suddividere efficacemente in base dle
dimensioni frammenti di DNA [unghi fino a diverse megabasi.

Il principio su cui si basataletecnicaé quelo di far ruotare le molecole di DNA dl'interno del gel in modo che anche
molecole molto lunghe possano passare trale maglie della matrice semisolida e migrare piu’ 0 meno velocemente secondo
laloro lunghezza. si possono cosi separare frammenti di DNA lunghi da50K b aquache Mb.

Questo approccio produce mappe con maggiore continuita e pochi gaps trai frammenti rispetto ale mappe costruite usando
contigui, anche selarisoluzione e piu' bassa

Esistono diversi vettori per il clonaggio molecolare comei plasmidi, in grado di contenere frammenti fino a 10K b, fagi, che
possono contenere frammenti fino a40K b, e cosmidi in grado di contenere frammenti fino a40Kb.

Per lamappaturafisica e necessario utilizzare contigui che coprano estese regioni cromosomiche, cio e piu’ facilmente
ottenibile utilizzando frammenti clonati piu’ grandi.

Un notevole contributo dlasoluzione di questo problema é derivato dal'uso dei cromosomi artificiai di lievito (Y ACs),
mediantei quali & possibile clonare larghe regioni di DNA (da 100K b apiu' di 1500K b).

Per identificare Y ACs di una data regione cromosomicain modo da costruire un contiguo, si possono usare delle sequenze
nucleotidiche note, lunghe da 200 a 500 pb, distribuite su tutta una regione genomica o su tutto il genoma dette STS
(Sequence Tagged Site). E' stata costruita unamappa mostrando I'ordine e ladistanzadegli STS. Lamappacon gli STS puo
essere rappresentata el ettronicamente e conservata in una banca dati facilmente accessibile. Un STS identificain maniera
univoca un quasiasi tratto di DNA e pertanto un laboratorio che voglia clonare uno specifico frammento genomico, dovra
semplicemente consultare un computer per conoscere le due sequenze STS che delimitano questo franmento. Usando due
primers corrispondenti ale due sequenze STS, si potraamplificare mediante PCR il frammento.

Poiche ndlareazione di amplificazione I'enzima usato (Tag polimerasi) non amplifica efficacemente frammenti superiori a
1-2000 pb, i primers scdti, corrispondenti alle due sequenze STS che delimitano il frammento da clonare, non devono
distare piu' di mille pb.



Poiche ogni eemento mappato (cloni, contiguo, sequenza) e definito daun unico STS, le mappe con gli STS sono molto
utili per identificare e combinare dati di mappatura ottenuti da differenti strategie.

RELAZIONE TRA MAPPA GENETICA E MAPPA FISICA

Ladistanza dellamappa genetica per le 3000M b del genomaumano é di circa3700 cM e pertanto 1 cM corrisponde
gpprossimativamente a una distanza di mappafisicadi 0. 8 Mb.

In redtail rapporto delle distanze di mappa genetica e fisica sui segmenti cromosonici spesso deviano da questo vaore
medio a causa dellalocalizzazione non casuale dei chiasmi. | segmenti cromosonici contenenti gli "hot spots” di
ricombinazione mostrano unapiu atafrequenzadi ricombinazione e pertanto markers locdizzati in questa zona sembrano
piu distanti dd rede. In generale c'e unafrequenzadi crossing-over piu dtain corrispondenza delle regioni subtelomeriche
rispetto aquelle centromeriche. Fino a 1990 pit di 6000 loci, tracui 2300 geni, ossiacircail 2% de geni stimati sul
genoma umano, sono stati mappati su cromosomi umani.

SCOPO DELLA RICERCA

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di generare pannelli di ibridi daradiazione, specifici per i cromosomi umani 2, 4, 5,
17. Gli ibridi ottenuti dovrebbero contenere un singolo frammento o pochi frammenti del cromosomain questione, di
grandezza gppropriata per essere poi usati come painting library o per scopi di mappatura subregionde. La caréatterizzazione
sard effettuata essenziamente in dude modi:

- per Reverse-FISH

- con un pannello di STS, di mappatura nota, disatribuiti lungo il cromosoma.

APPROCCIO SPERIMENTALE

FUSIONE CELLULARE

L'ibrido somatico monocromosonico viene fatto crescere in fiasche da 75 cm; unavolta che e stata raggiunta la confluenza
lafiascavieneirradiata con raggi g. Oltre dl' ibrido monocromaosonico, viene tenutain coltura l'dtralinea parentale
rappresentata dalalinea cdlulare di hamster B14-150 (TK-).L'ibrido irradiato e lalinea di hamster vengono trispinizzati e
trasferiti in due provette da 10 ml che vengono subito centrifugate. A questo punto i due pellet sono riuniti in un'unica
provettaelavati per tre volte con terreno senza siero.

Al termine del terzo lavaggio il sovranatante viene eiminato e d pellet viene aggiunta quache gocciadi PEG. || PEG deve
rimanere a contatto con le cellule soltanto per 60 secondi, dopodiche la sua azione viene fermata dall'aggiunta di terreno
complementato con il siero. La sospensione cdlulare ottenuta viene distribuitain piastre di Petri che contangono 10 ml di
terreno complementato. 24 h dopo lafusione, il terreno viene cambiato e si aggiunge HAT per laselezione. Questa
operazione viene ripetuta ogni giorno fino a quando non si incominciano aprelevarei cloni.

RACCOLTA DEI CLONI

Dopo unadecinadi giorni dalafusione celulare cominciano acomparirei primi cloni che sono facilmente riconoscibili
rispetto a tappeto di cdlule parentali che comungue cominciano gradatamente amorire dopo pochi giorni dala aggiunta
del'HAT.

Tultti i cloni che compaiono vengono cerchiati, da di sotto dellapiastra, con un pennarello mentre la piastradi Petri viene
osservataa microscopio ottico. Quando i cloni hanno ragiunto una certa dimensione (1-3mm), essi vengono raccolti
mediante cilindretti di metalo del diametro di /2 cm. Ogni cilindretto, reso sterile, viene poggiato in una piastra contenente
dd silicone e successivamente posizionato la dove e segnato il clone. Grazie dla presenza dd silicone, il cilindretto aderisce
a fondo ddlapiastradi Petri, permettendo cosi di svolgere tutte le operazioni di tripsinizzazione dd clone dl'interno del
singolo cilindretto. 1l clone tripsinizzato viene passato in un pozzetto (diametro 1.5cm circa) di unapiastrada 24 pozzetti.
L'isolamento halo scopo di non contaminare gli atri cloni e di non essere contaminato da essi.

PRIMO SCREENING

Quando i cloni porteti nella piastraa 24 pozzetti hanno raggiunto la confluenza, questi vengono tripsinizzati; una parte delle
cdlule viene prelevata e seminata nella chamber-slide costituita da un vetrino su cui € montata una camerain plasticadivisa
in otto pozzetti in manieratale daavere otto differenti cloni su un'unico vetrino. Lle cdlule rimanenti restano nelle piastre da
24 pozzetti. 11 giorno dopo, le camerein plastica vengono rimosse eil vetrino, con le cdlule degli otto cloni adese dla
superficie, viene trattato con ipotonica (K CL 0, 56%) e fissativo (costituito da metanolo e acido acetico in un rgpporto di
3:1). Dopo unanottea 37° C, il vetrino vieneibridato in situ con DNA umano totale marcato con biotina. I DNA umano
ibridato vienerilevato dal'avidina coniugatad Cy3. L'uso della FISH in situ fornisce informazioni sulla presenzadi
materiale umano, sullasuadimensione e, in particolare, sullaomogeneitadd clone. Cloni in cui il frammento umano €
presente in meno del 50% delle cdlule sono generdmente scartati.

CARATTERIZZAZIONE DELL'IBRIDO



Tutti i cloni positivi d primo screening vengono dlargati fino ad ottenere 2 fiasche da 75 cmgq. |1 contenuto di unafiasca
viene congelato in azoto liquido, tutto il resto viene utilizzato per I'estrazione di DNA. I| DNA estratto daogni ibrido viene
sottoposto dla Alu-PCR che permettte di amplificare tutto il materidle umano contenuto nel cloneibrido. Tavolta accade
chedcuni cloni, pur essendo risultati positivi d primo screening, non risultano amplificati con la Alu-PCR, questo staa
significare che probabilmente il contributo umano presente nell'ibrido non contiene sequenze Alu d suo interno (forse
perche troppo piccolo). | prodotti della PCR, quindi, sono marcati con la biotina tramite lanick-translation e usati come
sonda per esperimenti di FISH su metafasi umane normali. | vetrini umani sono ottenuti da una colturadi linfociti di
sangue periferico stimolati con lafitoemaglutinina (PHA). M ediante osservazione del vetrini d microscopio afluorescenza,
e possibile determinare il numero elalocdizzazione de frammenti cromosomici trattenuti in ciascun ibrido.

MATERIALI

- TERRENO DI COLTURA

Tutti i terreni di coltura devono contenere unamisceadi sdi inorganici detta soluzione sdina bilanciata (BSS). Lafunzione
di questa soluzione salina e quelladi mantenere costante il ph e la pressione osmotica nel terreno e anche di fornire
un'adeguata concentrazione di ioni inorganici essenzidi. Tultti i terreni di coltura contengono anche unamiscelacompleta di
aminoacidi, un supplemento di vitamine e, in dcuni casi, componenti extracome coenzimi e intermedi metabolici; inoltre e
richiestal'aggiunta di siero per permettere la crescitadi linee cdlulari primarie.

1 tutto viene poi equilibrato con il 5% di CO2 che portail phintornoa?, 2 - 7, 4.1l terreno di colturada me utilizzato &
I'RPM1 1640 ottenuto sciogliendo in acquail preparato in polvere a cui successivamente vengono aggiunti Fetal Calf Serum
(FCS 10%), streptomicina-penicillina (antibiotici) e glutammina

- SSISTEMA DI SELEZIONE

Il sistemadi selezione utilizzato éil sistemaHAT.

HAT eunasiglache staad indicarei componenti del sistema che sono: ipoxantina, aminopterinae timidina.

Le soluzioni madri di HAT (500x e 100x) vengono conservate a-20°C. L'HAT in uso e diquotato in provette da 10ml (con
concentrazione 100x) conservate a4°C. Da queste soluzioni vengono prelevati 100ul e aggiunti a 10ml di terreno di coltura
Preparazione della soluzione madre

concentrazione finale preparazione dello stock

(mg/100ml)

I poxantina 13, 6 ug/ml 136, 1

Aminopterina0, 17 ug/ml 1, 76

Timidina3, 87 ug/ml 38, 7

- IBRIDI CELLULARI

Quittro ibridi somatici monocromosomici: GM 108268, GM 10115A, GM 10114, GM 10498A sono stati utilizzati per la
costruzione di panndli di ibridi daradiazione, specifici per un determinato cromosoma umano.

GM 10826B e un ibrido che contiene come unico contributo umano il cromosoma 2, GM 10115A contieneil cromosoma4,
GM 10114 contiene il cromosoma5 mentre GM 10498A contieneil solo cromosomal17.

Sono tutti ibridi ottenuti mediante unafusione di cellule uomo-hamster.

Questi ibridi sono stati forniti dal Corrid Institute Cell Repository, Camden, New Jersey.

Lalinea parentale di hamster utilizzata per le fusioni € laB14-150 deficiente per I'enzimatimidina chinasi.

- VETRINI

In questo lavoro sono stati usati, per esperimenti di ibridazione in situ fluorescente, vetrini con preparati cromosomici
umani, a partire da sangue periferico di individui normali, per mappare e ordinarei frammenti cromosomici contenuti negli
ibridi daradiazione.

- DNA estratto dagli ibridi cdlulari caratterizzato mediante

Alu-PCR.

TRIPSINIZZAZIONE

-Quando lacoltura cdlulare, che cresce su monostrato, giunge a confluenza, viene diminato il terreno.

-Si lavacon 3-4ml di PBS Cae Mg free EDTA 0.02% per diminare completamente il siero contenuto nel terreno di coltura
che dtrimenti bloccherebbe I'effetto dellatripsina

-Si introducono 0.5-1ml di soluzione di tripsina. Si lascia agire scuotendo lafiasca per favorireil distacco delle celule da
fondo.

-Si risospende in terreno RPM I + 10% FCS per bloccare I'effetto dellatripsinae si alargala colturadistribuendo le cdlule
in piu fiasche oppure si procede con il congelamento.

NOTA: Lasoluzione madre di tripsina é dlo 0.25%, lawork-solution & al00.05%, diluitacon PBS-EDTA 0.02%.



CONGELAMENTO

-Per congelare le cdllule, viene preparata una soluzione congelante (che deve essere consumatain meno di un mese) cosi
fattax

terreno RPM1 + 10% FCS

dimetilsolfossido 10% DM SO

-Le cdlule sono recuperate e risospese in un volumetotaedi circa 1.5 ml nd criotubo.

- | tubi sono poi messi a-80°C per un minimo di 3 ore in unascatoladi polistirolo.

Si trasferriscono poi molto velocemente in azoto liquido.

NOTA: Laconcentrazione finde di DM SO non deve essereinferiore a 5%.

SCONGELAMENTO

-La provettina contenente le cellule conservate in azoto liquido viene messain acquatiepida per lo scongelamento.
-Dopo aver asciugato la provetting, si centrifugala sospensione a 1500 rpm per 7 min.

-Si diminail sovranatante, il pellet viene risospeso con dd terreno pipettando dl'interno della stessa provettina e viene
trasferito in fiasca (da25 o 75 ml).

-Lacolturasi lasciain termostato a 37°C.

PREPARATI CROMOSOMICI IN SITU

A questo scopo si usano le chamber slides costituite dauna camerain plasticadivisain 8 pozzetti incollata su un vetrino.
-Si aggiunge in ogni pozzetto qualche gocciadi terreno e 1-2 gocce di sospensione cdllulare.

-Lachamber slide € messain termostato a 37°C.

-Processamento delle chamber slides:

1) Si diminail medium di crescita e si aggiunge unasoluzione ipotonicadi KCl (0.025M, ovvero 0.56%), elasi lasciaa
contatto con le cellule per 10 minuti.

2) Per i prefissaggio ddle cdlule, si procede con una soluzione acool metilico- acido acetico 3:1(fissativo):

si aggiungono lentamente 1-2 gocce di fissativo in ogni pozzetto e si lasciaagire per qualche minuto.

3) Si rimuove la soluzione da ogni pozzetto e si aggiunge lentamente un volume adeguato di fissativo; si lascia agire per 5
minuti.

4) Si diminail fissativo e si procede con un rapido lavaggio

dd vetrino, immergendolo per pochi secondi in una soluzione frescadi fissativo.

5) Lacamerain plasticaviene staccata e il vetrino si lasciaasciugare dl'aria

Il vetrino & cosi' pronto per essere utilizzato.

COLTURE DI SANGUE PERIFERICO

Semina

L'dlestimento della coltura viene effettuata in fiasche piccole da 25ml ne modo seguente: si aggiungono a10 ml di medium
di crescitaRPM1 1640 complementato con FCS (conc. finade 10%) 0.3-0.6 ml di sangue e 150 ul di fitoemagglutinina
PHA.

Si incubain termostato a 37°C per 72-96 h.

Processamento:

-Si aggiunge unagocciadi colchicina per fiascaesi lasciaagire per circa20-30 min. in termostato a37°C.

-Si trasferisce la sospensione cdlulare in una provettada 10 ml e si centrifuga per 6-7 min. a 1500 rpm.

-Si diminail sovranatante e si risospendeil pdlet in 8 ml di soluzioneipotonica (KCl 0.56%)e si incuba per 10min. a37°C.
-Si aggiunge fissativo fino araggiungere un volumefinaedi 10 ml e si centrifugaa 1500 rpm per 7 min.

-Si diminail sovranatante e si risospendeil pelletin 10 ml di fissativo. Si lasciala sospesione a4°C per ameno 30 min,
dopodiché si centrifugaa 1500 rpm per 7 min e si risospende il pellet in fissativo. Ripetere dtre due volteil lavaggio conil
fissdtivo.

-1l sovranatante viene poi eliminato ed il pdlet risospeso in un adeguato volume di fissativo.

A questo punto si alestiscono i preparati metafasici secondo la seguente procedura.






