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Studi sullorgantzzazione del genoma di « P, berghel »
mediante clonaggio molecolare (**)

Ben poco & noto u ivello. molecolare sulla Biologia i base del plasmodio
solo recentemente: sono state spplicate tecniche di clonaggio molecolare, Jn_ par
ticolare allo sopo di ottensre Tespressione di antigent specificl, Nella' convin-
sione che Veluchdarione del meceanismi fondamentali implicati nel differeaia:
menta pelle varie forme del cick vitale del plasmodio possa postare ad alte vie
i approccio al problems del contzollo dells malsrtia, il lavoro. del nostro. gruppo
si & indirimato verso due obiettivi-principali

1) Comprensione dell'evento molecolare che & alls huse della gametogenesi.

2) Canutterizmsione di RNA messaggerl e di prodott genict stadio-specifici

Senia entrare el detagll sperimeniali, che comportano s di tecniche
i DNA ricombinsnte, sark qui dats notfaia del lavoro condotto su Plasmodiitm
berghei considersio come un utile modelle di laboratorio.

Per quanto riguarda. il e il problema centrale & quello i inter-
pretare in tecmini mobecolari in che cona comiste 1] « commitment » di aloune
e e it pdawd s o st i
funtioni specializzate che permettond la trasmissione atttavenso il vetore, quali
extlagellazione, fusione ¢ formaziane. dello sigote. meiosi.

E' nevessario premettere alcune conoscenze di base, emerse da studl pil o
meno recent:

3} La produsione di pametocitl — sia = vivo » che « in vitco = — pab
essere modulata da fattori ambientali. stato osservato che la percenmale di

wametocitl antivd pella popolusione inwaeritzocitaria vicas indouta ad sumentare
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da farord quall Vessurimento del terrena df coltura u]. la presenn in esso di
AMP ciclica [2], la presenza di anicorpi specifici [3]. L'insicme di queste
ossesvasioni suggerisoe che il meccanismo differensintivo posss esssre fonescaio
di una funsione inducibile.

b) L capacieh i infetace 1a s viens pésdia sponiancamene ed ir
sevenibilmente o seguita di profungata trasmissions meccanica. (per i
i sangue infettn da ospite verecbeato 8 ospite vertebrato). Appare cod che i
sssonza della prossione selettiva esercitata dal passaggio per zanmars, n fonzione
che innesen il differensiamento in gametociti venga perduta. irreversbilmente,

) Studi cscguiti con clonf purl di plasmodi derivati da popelasioni in attive
differenziamento (e quindi infettive per la zanzara) rivelano che una singela for-
ma wessusta bl tidare arigine allimers serie di forme del ciclo vinae, com-
prest | gametocidl def due scasi [4]. Le forme asessunte devomn quindi conte-
nere Vinformusdone genetica complera. per e funsiont specifiche i gametociti.

1 postr studi [5, 6] hasno peeso il vin dallosservazione di un diverso con-
teauio in DNA ripetitive nel genoms di P, berghel tr popolusion] intracsiicod
tarie. eontenenti. gametocitl anivl ¢ popolasioni non it infertive per s zansara
dopo Prolungats trasmissions meccanica (pils di 120 passagg).
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La figuea | mostra come ba pendita di infertivith el riguardi-della zanzara
sccompagnata ds una parallels dimimusione ncll'sbbondanzs. relativa del DNA
tipetitive, La corrclasione tra § due paramersi (infestivied e contemuto fn DNA
tipetitivo) ¢ evidenziam meglio in figura 2.

one ripetitiva del DNA estratio dalla popolarione intracsitrocitaria
ancors pienamente infettiva & stata da nol dsolatn e caratberizzaia ol microscoplo
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g 3 — Una saslecola i DNA cscolare delle hengheaaa i =11t omservasa in preparasiont
arrichite i DNA. ocondriake.

elettronico dal punto di vista della lungherea media dellc sequence tiperuie (00
1400 coppic di basi) ¢ del tipo di interspersione [7]. Quost'ultima & risulunta
clevsta, nel sento che le ssqense ripetote appaono disperse lunga ttto il
genoma.

1l lavoro al microscople elestonico o ha altres) permesso i evidensinge [7]
Ia prescnza di DNA aitocondriale (figars 3) che era stata messa in dubbio da
aleuni Autori.

Ls frazione ripetitiva purificars & stats marcata con P ¢ sagglata per ibrk
dazions specifica s DNA estratto db popoluiont infettive = non infettive [8].
Tali preparazioni di DNA. diffeciscana soche per piccole varisaioni el profils
clextroforctico outeauta ' dope digestnne con cuzimi di restrizione.

10 risultaro, Wastrato in Figura 4, mostes che la fraskone Fpetitiva prescnte
el DNA della popolssione infertiva & non solo pin abbondante, ms anche di
vessamente diseibaits Hspetto a quinia si osserva nl DNA dells popolasions
oon it infettiva. In questiultimo caso infactl Ta sonda sipedtiva. marcats. tico-
nosce selo pochi, ben deverminati, frammenti di restrizione, mentre nel ciso delly
popolasione infectiva sf b vna distribusions sssni pilt ampls e vasiata dela fra:
shone cipetitiva. aellumbito del profilo di. resrizione,
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L dati sperimentali qui brevemenie risssantl, vist alls loce delle considers-
ioal inkzali (3, b e €) o hanno portato a formulare il segueote modelior il dif.
ferenziamento in gametociti artivi Implica Tamplificisione di determinate. se.
quenze presenti in minor numero di cople ¢ con diverss organizeazione anche
nls popalezione wessnta. 1 meccanismo di- smplificasions ¢ rlarrangiamenta
b csscte fanescao da una funsione iaducibile.

Al fine di appeofondine il ruolo delle sequense: ripetitive amplificate nella
popoluzions infettiva, pec Identificae Feventuale wione. regolatrics, I passo da
complese & quello di folarc brewi traist i DNA contenentl un solo tipo di ‘e
quensa’ tipetiiva (mentre Ia sod. da moi precedentemense wiliaata contiens pro-
bubilmente diverse famiglic ripetitive), ¢ di leggeme 1l contenuts informarionale
eon tecaiche di sequenaiamento, Cib & resa possibile d tecniche di clonsggio
molecolare,

Bateaglia ¢ Porai hamno conruito uns collesione (brary) di cloni sicorbi-
aati pariendo da DNA totale di P. bergbei e utilizzsndo come vetsoe un fago .
opportunamente mumipolato, La collerione 3 stats quindi wilizzars per i duc
obiettivi_ indicati all'inizio, ovvero:

1) pet selezionare ed fsolare i clonl contenenti sequenze ripetive. Tra i di
vens clani selésionati i trovano e slesse sequense ripetitive in almeoo tre di-
versl intorni. genomici, confermands I'clevas grado di interspersingc

21 pet lsolare elon ricombinanti conienemti seqenze codificsat per prolcine
cpecssc @ determinadt stadi del ciclo biologico. Quests metodics presuppone
Testrazionc. dlRNA messaggero, ad esempio, da una popolrione Htraeritio
aria el pararica,

Per quanto riguasds questo secondo punto & necessario chiarire 1l proce
dimento. Il mesagiero pusificata, pud essere uillizmazo come sonds per identl.
fleare § clool cantenenti sequense di DNA complementati i varl messaggeri pre-
seat, nonché, suecessivamente, per individusre per ciascuno. dei cloni selerio-
nati qual'é l'elica di DNA che viene trascritia « in vivo ». Lclica truscritia, fm.
mobilizzita 53 di un filiro, pud essere utlicata per camarare: e balare il mes.
saggeio ad essa complemcatare dlls iscela def messiggeri. L'RNA mesaggero
codl lsalata pob quindé esscre wradotto « in visro u: diviene possibile cost carar
terizzare il prodosta proteico asiociato ad 1 singola gene,

Con quecia metodo abbiamo isolato un frammenio del DNA di P. Berghei
di dirca 3:210" coppic di basi, che codifica per una proteina dal peso moleco:
lare spparcnte di 32500 dalion, esprersa dursnce la fase intracritrocitaria. del
plasmodio. L sequenza codficante (lunga ~ 900 coppie di bast) & fiancheggiata
da sequenze ripetute del tipo descritto in procedenza.

T lavors sperimenitale continerd da o o utlizasdo lo- teeniche di s
quenziamento per desifrare | i riperitivi; dall'sliso witraverso. amalisi
dellorganizzazione. del gevomia di P, berghei allo sadio di sporsizcita allo scopo
4 saggiaze il modello di amplificarione proposio. Lidea & quella di identificare
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#l momento del ciclo witale n cui si ha la ridusione alla configurasione genomica
spondente alle forme asessuate

Per spicgae con un mecanismo di siarrangismento del penoma il differen-
siamento in fomme sesste di un arganisno come il plasmodio in cul siprodu-
sione sessuata ¢ wsessuata si alternano senza | mantenimento di una linea ger-
minale stabile; occorre Infautl che I meccantson di-darranglamento ipotizzato st
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