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La presente invenzione si riferisce ad un metodo
migliorato per 1'identificazione e/o 1'isolamento di
cloni ricombinanti éhe codificano 1 geni dei
recettbri di membrana, 'metodo che. sfrutta
l'éspressione funzionale di recetfori in E. Coli e
la 1loro interqzione con 1igand£ specifici ed &
basato sostanzialmente sullé réplica su filtro.delle
colonie batteriche " e sﬁlla loro m;fcatura con
ligandi radioattivi; 1l'invenzione si riferisce
particolarmente ad un .metodo per 1'individuazione
e/o 1l'isolamento di cloni che "codificano per
recettori B-a&renergici umani. )
Diverse tecniche sono note per il clonaggio di geni,
ma nel conteﬁpo éono parimenti note le difficolta
che si incon£rano nei . tentativi di assegnare una
funzione specifica ai geni clonati. D'altra parte
conoscere i geni che compongono il DNA umano & il
passaggio fondamentale per poter sperare di
diagnosficare tempestivamente e ‘quindi curare un
grandissimo numero di malattie, oggi considerate

ancora incurabili.
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I geni umani sono assal numerosi (si pensa siano
nell'intorno di 100.000) ed ognuno di -essi ha un
cdmpito parficolare: da uno pu¢ dipendere il colgre
degli occhi, da un altro il gruppo sanguigno; da
loro ‘dipendono anche le malattie ereditarie, e cosi
l'insorgere e 1la trasmissione di certe forme
tumorali.
Identificare i singoli geni ihteressa bertanto il
biologo, il medico e quanfi altri devono trarre da
una tale conoscenza, come detto, spunti per diagnosi
e teraéie curative con l'approntamento dei relativi
kits e farmaci.
E' noto che la sequenza nucleotidica pud portare
alla predizione -del prodotto proteico di un gene
clonato, ejpué suggerire la élasse alla quale 1la
proteina pdtrebbe appartenere, ma  in generale il
problema della identificazione della funzione di un
gene clonato rimane' insoluto e finofa, malgrado
studi approfonditi in ogni parte del mondo, i geni
umani identificati ed iéolafi sono stati poche
decine.
La Richiedente ha ora trovato un metodo per
l'identificazione e/o 1l'isolamento di geni che
codificano per ‘recetfori di membrana di qualsiasi

origine biologica che si presenta molto pid semplice
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e rapido in confronto a hetodi analoghi che si
basano sull'espressione di recettori in cellule
eucaribtiche e cher si presenfa di estrema utilita
qualora venga finalizzato al clonaggio.dégli stessi
recettori di membraﬂa.
I metodi convenzionali per il.clon;ggio di recettori
per neurotrasmettitori richiedéné Ia purificazione
del  recettore, 1la . generazione - di sequenza
amminoacidiche parziali e 1'uso di oligonucleotidi
sintetici sopda per ottenere CIOpi di cDNA o
genomici: tuttavia, nel caso delia maggiofe parte
dei recettori per neurotrasmettitori, la loro rarita
1li rende estremamente difficli da purifica}e, e solo
in rare occasioni il clonaggio di recettori mediante
espressibne‘hé'avuto successo [ Mésu, Y, Nakayaﬁa.
K., Taméki, H., Harada, Y., Kuno,:M., Nakamishi, §S.
(1987) Natur;, 329, 836-838; - Julius, D.,
MacDérmott.r A.B., Axel, ﬁ., 'Jessel, T.M. (1988)
Sciencé, 241, 558-564; - Yokota, Y., Sasai, Y.,
Tonaka, K., Fujiwara, T., Tsuchidé, K., Shifamoto,
R., Kakizuka, A., Obkuba, H., Nak;qishi, S. (1989)
J. Biol. Chem., 264, 17649-17652;- Shigemoto, R.,
Yokota, Y., Nakanishi, S. (1990) J. Biol. Chem.,
265, 623-628; - Tanaka, K., Masu, M., Nakanishi, S.

{1990) Neuron, 4,-8Q3—854].
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Molecole fécettoriali fﬁnzionali vengono altresi
ottenute mediante microniezione in oociti di Xenopus
di mRNA sintetizzatq in vitro, e non mancanc alcune
indicazioni marginali sull'espreséione.funzionale in
E. coli di Alcuni geni per rgéettéri umani [-
Marullo, S., Delavier- Klutehko, C., Eshalat, Y.,
Strosberg, A. D., Eurarine. L. (19883 Proc. natl.
Acad. USA 85,7 7751-25551, nessuna di queste
informazioni permettendo tuttavia un approféndimento
: pfatico di ~una tecnica per 1l1l'individuazione e
l'isolamento di geni con;attivita specifica.
11 metodo secondo la presente invenzione consente di
superare tutti 1 J1imiti che finco ad ora devono
essefe ascritti alle tecnologie dell'arte nota e,
sfruttandor la summenzionata - po;éibilité‘ di
espres;ione funzionale dei fecetfori'in E. coll e
la loro interazione con ligandi sbecifici, permette
l'identificazione dei cloni ricombiananti che
codificénOm per i geni di detti recettori, tale
metodo consistendo sostanzialmente nella replica su
filtro delle colonie “battericﬁe e nella 1loro
marcatura con 1igandi radicattivi.
In pabticolare, il metodo per l'identificazione e/o
l‘isolamento‘ di geni che codificano per recettori

di membrana umani secondo la presente invenzione



comprende le seguenti operazioni:

- ‘prepérazioqe di un adﬁﬁté“ vettore modificato

mediante inserimento in ‘un vettore .noto delle

£ j—

regioni codificanti per il ‘recettore di

interesse;

- trasformazione con tale vettore modificato di

cellule batteriche di E. coli;

- ébsorbimentomdelle COlonie,batteriché'da'quelle_

derivate - su Filtri di nitrocellulosa

opportundmente trattati;

- incubazione-di dette colonie-sul filtro, con un

iegahte marcato; -

- eventuale isolamento. del-?qomplessq cloné{

ligando e risoluzione di questo stesso

~

- complesso. i
11 metodo verra ora dettagliato per '1'individuazione

dei cloni ché codificano per recettori adrenergici

umani : 'ééréi facile, per 1'esperto..del . ramo,

scegliefg T Lle . condiiibdii; - ottimali - pér

1'individuazione (e 1*isolamento) di cloni che

codificapo per altri recettori, gualupquel sia 1la
" fonte biologica, anche vegetalé ogbattéfici.

Individuazione di cloni che codificand per recettori

adrenergici umani P

Sono stati utilizzati batteri f-ché _ esprimono
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recettori )g p-adrenergici umani . Le regioni
codificanti il recettore)pl- e\p2-adrenergico umano

sono state inserite nel sito EcoRI del vettore di

espressione _\gtll all'estremita 3' del gene della

B-galattosidasi; i vettori modificati cosi ottenuti
sono stati designati Aﬁl e /&52, ed utilizzati

insieme a/\lgtll ‘per infettare cellule di E. coli

ceppo Y1089 allo scopo di ottenere tre lisogeni:.

[ A 817, [ A B2] e [ A gt11]. Un egual numero di
celluie L A B1] e [ ,}gtll] é stato seminato su
piastre di- [B e lasciafo crescere per 20 ore.
‘Un'altra miscela contenente un numero uguale di
cellule-[ ABZ] e [ Agtll] é staté‘trattata nello

stesso modo.

Le colonie batteriche 'sono state adsorbite su filtri

di nitrocellulosa’ impregnati con*

isoprdpil;B¥D-tiogalattoside (IPTG) per indurre
i'eSpfessione delle proteine di ' fusione
corrispondenti e separati in due metd. Campioni di
proteine di membrana da cervelle di maiale sono
stati depositati su ciascuna metd &el filtro, come
controllo interno. Le due porzioni di ciasucn
filtro fSOnb state successivamente trattate per
analizzare il legame di ICYP. La fig. 2A (meta

Sinistra di ciascun filtro) mostra che solo 1le
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colonie batteriche che esrpimopo recettori PBl- o
p2-adrenergici sono in grado di legare ICYP;
L'aggiunta di pindololo non marcato radidaftivamente
comﬁete il legame, confermando che il legame stesso
¢ saturabile e specifico (fig. 2A, metd destra di
ciascun filtro).
La sensibilita del saggio & tale che, quando\cellule
[ (\62]' e [ A gtll] sono mescolate nel rapporto
1:1000, wuna singola colonia positiva"pué essere
identificata tra centinaia di altre colonie sulla
stessa piastra. Il numero medio di recettori attivi
per cellulé batterica risulta uguale a 23 per [ /B2]
e 11 pér[A pl1] (vedi tabella 1). Questi valori sono
stati calcolati da curve di éaturazione ottenute da
sospensioni batteriche.
La fig. 2B mostra i risultati Qi un analogo saggio
mediante replica su fi;tro da coionie batteriche che.
esprimono il-recettore 862-adrenergico umano inserito
nel vettore plasmiqico pUEX1. Il plasmide pUEX-B2
espriqe l - una proteina dai fusione
ﬁ-galattosidasi—BZ—adrenocettorehproducendo in media
13 recettori attivi per cellula (vedi tabella 1),
Per caratterizzare ulteriormente la -specificitd del
saggio mediante replica su filtro 3 agonisti

ﬁ-adrenergici sono stati sperimentati su cellule
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[ A B2] in saggi di competizione del legame. I1
1egame del ICYP alle colonie batteriche in presenza
dei_ 3 agonisti mostra un ordine di potenza di
competizione caratteristico del recettore g
2-adrenergico, ovvero 1isoproterenclo > epinefrina >
norepinefrina (vedi fig. 3). J
Come accennato in precedenza, la nuova metodologia
pué essere utilizzata per identificare ed isolgre i
geﬁi che codificano recettori di membrana di
qualsiasi natura. La tecnica descritta & basata sul
legame di ligandi specifici a cellule batteriche che
esprimono i recettori. Questo metodo e
considerevolmente piu semplice e rapido rispetto a‘
metodi simili basati sull'espressione dei geni per
" recettori in cellule eucariote. [-Machida, C.A.,.
Bunziw, J., Hanneman, E., Grandy,.D.; Cinelli, D.
(1989) DNA 8, H447-455]. Sebbene 1'efficacia di
gquesto metodo sia stata testata scltanto per
recettori Bl- e p2- adrenergici umani, ripetiamo che
lo stesso pud essere impiegato in generale per
l'analisi di genoteche di espressione da cDNA.

I1 protocollo sperimentale descritto necessita
l'espressione funzioanle del recettore in esamé in
E. coli e la disponibilita di ligandi specifici.

Diversi esempi di espresisone funzionale in batteri,
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oltre a quella di recettori p-adrenergici umani, &
stata riportata in letteratura.

L'espreséione fuﬁzionalé in El‘coli di un recettore
umanao, cgme nel caso dei pecettori adrenergici,
suggerisce che . 1l'ambiente di membrana neceséarib
per 1a gorretta interazione coﬂ ligéndi specifici é
mantenuto nei batteri e che recettori integrali di
me@brana sia batterici che eucariotici condividono

una simile organizzazione trans-membrana. Per

definire la topologia di una proteina di membrana

politopica & necessario determinare quali domini

proteici sono situati al due lati della membrana

stessa. In E. coli fusioni geniche possono essere
utilizzate per ottenere inforﬁazidhi topologiche.
Per esempio si possono utilizzare .fusioni tra lal
p-galattosidasi e 1la f;sfatési alcalina per studiare
la topologia del recettore sz-adrenergico umano. La
po;sibilit& di étudi topologici rappresenta uno dei
vantaggi di un sistema di espressione batterico per
proteinei recettoriali in confronto ‘a sistemi che
utilizzano cellule di mammifero in coltura.

L'analisi dei recettori ricombianti richiede 1la
disponibilitd di ligandi con costanti di affinita
relativamente alte. poiché soltanto questi saranno

in grado di formare complessi a vita media
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sufficientemente lunga'dé resistere ai vari lavaggi
necessari. Recentemente si & resa disponibile
un'ampia varietd di ligandi radioiodinati. La

d

) recettori accoppiati a G-proteine_ hanno valoril

9

maggior parte delle' K dei vari ligandi- per
compfési dell'ordine di 10~ M, mentre il complesso
recettore Bz-adrenergico umano~ICYP ha una Kd di
10pM. E' ﬁossibile ipoéi;zare l'uso' di procedure
come ' l'irraggiamento con VUV per stabilizzare
covalentemeqte complessi'tpa recettoriwe ligandi con
minore affinita. |

La progettazione di specifici vettori pud inoltre

contribuire ad accrescere il numero di mqlecolé di

recettore attive espresse in ciascuna cellula

" batterica.

: ESEMPI,

.Cdétrutpf " derivati da geni -déi recéftori
5-adrene;gici. | -

Due frammenti BstEII-Apai e Ncol-PvuIl  (di
»éimensioni 1,4 Kb e 1,6 Kb, rispettivamente) dai
cbﬁA.dei recéttori ﬁi- e B2-adrenergico umano sono
'étati modificati con adattori per EcoRI e 1ligati in
registro allsité unico EcoRI del gene lacZ del fago
lgtll. Celluie Y1089 di E. coli éono state infettafe

con i fagi ricombinanti e le colonie contenenti fagi
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lisogenici sono state selezionatg mediante crescita
a temperature appropriate. Il frammento EcoRI di
1,66 Kb del gene per il‘recettore p2-adrenergico
umano € stato anche subclonato in registro al sito
unico EcoRI del plasmide pUEXl,, ed 1l costrutto
utilizzato per la trasformazione di cellule di E.
coli MC1061. Il corretto registro di traduzione
delle proteine di fusione derivate | & stato
verificato mediante 'sequénziamento | del DNA
corrispondente.

I saggi mediante replica su filtro delle colonie
batteriche esprimenti B-adrenocéttori umani sono
stati effettuati come segue:

Le cellule batteriche sono state seminate su
piastre di LB-agar del diamtetro di 10 cm. e
cresciute per 12 ore a 30°C. Filtri- di
nifrocellulosa rotondi (diam. 8,5 cm.),
precedentemente imbevuti in 10 mM IPTG nel caso
dell'espressione di 1lisogeni [ /\gtllj, [ 4 Bl] ed
LkB2], sono stati pol distes% sopra le colonie
batteriche; 1'espressione délie- proteine & stata
indotta per 2  ore, a '30°CJ”§er le colonie
lisogeniche, e a 42°C per lé'éo}OAie trasformate con
pUEX1 e éUEXBZ, prima della rimozione dei filtri. Le

manipolazioni successive sono state eseguite a
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temperatura ambiente con costante agitazione. Le
repliche su filtro delle colonie batteriche sono
state prima incubate per 60 miﬁuti in 10 ml di
taﬁpone-di legame (90 mM NaCl, mMTris-HCl pH 7,5)
contenente 20 'mg/mi albumina 1serica onina, e
successivamente trasferite per 90 minuti in 10 ml di
tampone di legame contenente 20 mg/ml albumina
serica bovina' e 20 pM ICYP (2000 Ci/mmole,
Amersham, UK).

I filtri sono stati poi lavati 4 volte per 15 minuti
in 10'm1 di tampéne di legame ébntenente 0,2% Tween
20, asciugati a temperatura ambiente per 5 minuti ed
esposti - per 6;16 ore a ‘—70°C su lastra
autoradiografica con schermi inténsificanti.

Gli studi di competizione con ligandi adrenergici
non marcati radiocattivamente séno statl effettuati
aggiungendo varie concentrézioni dei competitori
durante 1'incubazione con ICYP. -

Preparazione ed uso delle membrane di cervello e
polmone di maiale

Le membrane di-cervello e-polﬁone di maiale sono
state preparate secondo il metodo di Benovic et al.
[(1984) Biochemistry, 23, 4510;45181. Le ﬁembrane
sono state risospese ad una concéptrazione proteica

di 5-10 mg/ml . in un tamponé' contenente 50 mM
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Tris-HC1, pH 7,4,5 mM EDTA, 100 HM
fenilmetilsulfonilfluoruro, 2 uM leupeptina e 50
pg/ml inibitore della tripsina da soia, congelate in
azoto liquido elCOnservate a -80°C.
L'attivita di legamé da recettofg p2-adrenergico é
stata saggiata nelle preparazioni di membrane con
ICYP [Allen et al., (1988) EMBO J. 7, 133—138].‘
L'attivita specifica media nelle preparazioni di
membrane di cérvello e polmoné é  stata,
rispettivamente, di 0,0Tmeole/mg e 0,16 pﬁole/mg di
proteina. La concentrazione proteica & stata
determinata secondo il microdosaggio colorimetrico
dai VBradford,r utilizzando come riferimento
gammaglobulina bovina [Bradford,/H.B.. (1976) Anel.
Biochem. 72, 248-254]7.
Le membrane di maiale soné state wusate come
controlio positivo nel saggié delle colonie
batteriche replicate su filé?o. Le membrane (0,1-2
ug di. propeina- totale in 2-5?.ul) sono state
depositate sui filtri di nitrocellulosa una volta
rimossi dalle piastre ‘di agar contenenti le colonie
batteriche; - i filtri sono stati poil asciugati
rapidamente a temperatura ambiente ed utilizzati

per il saggio di legame di ICYP come descritto

precedentemente.
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Le membrane da cellule di E.'coli Y1090 di tipo

~selvatico sono .state prepapafe'éome-descritto in

letteratura.. .~
La parte sperimentale sin qui déscritta‘trova una
- pid precisa definizione della lettura delle figure

in calce“‘;alla descrizione, figure una ‘cui
spiegazione & qui di seguitdfriportata,f

Fig. 1 Saggio mediante replicéﬂs&.filtro di proteine.

di méﬁbrahaﬂdi cervello e polmone - -
Diverse’ quantita (0,1, 0,5 e.2 pg) -di proteine di

-

membrana di cervello e polmone di msdiale, e da

batteri . Eﬁf coli . di “tipo sefyaticé -sono state ,'

'

dep051tate su . flltrl di . nitroCéliqusé- il '‘saggio’
per il 1egame d1 ICYP & stato svolto i;-presenza (+)'
e in assenza (=) d; competltore non-maygatq (10 uM
plndololo) |
Fig. 2 Saggio mediante replica su filtro di colonie
di E coli esprimenti recettori B-adrenergici umani
’Ea)}' Un egual humero di coldnie [ Aﬁl] o [ JBZ] eA_i
"[x gtll] é .stato . seminato in- presenza di X- gali
e IPTG su due piastre da 10 cm. d1 diametro e
cfesciutdga 30 °C per 16 ore. Le foto delle
dué piaégrejnella parte gdéhlto permettono di .
dlstlnguere le colonie blu corrispondentl a

[ thll] dalle colonie bianche corrispondenti
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a [JXBIJ e [ XBZ]. Entrambe le piastre sono
state ricoperte‘con un filtro di nitrocellulosa
imbeévuto di IPTG ed iﬁcubate per ulteriore 2
ore a 30°C; 1 filtri sono stati rimossi e
tagliati in due meta, éu ciaécuna delle quali
Sono state depositate ﬁroteine di membrana da
poimone di maiale (1' ng). Il saggio per il
leggme di ICYP é& stato eseguitb in assenza
(mé;é_sinistra di ciascun filtro) o in presenza
{metd destra di cilascun filtro) di 10 uM
pindololo non marcato radioattivamente.
Dopo essere.stati lavati, i filtri sono stati
esposti su film autoradiografico Qef 14 ore.
b) Le colonie batteriche trasformate con il
vettore di tipo selvatico_ (filtri sul 1lato
deétro), e con il vettore contenente il cDNA
per. il recettore @ 2-adreﬁergico ~sono state
cresciute su piastre separate.
Fig. 3 Saggio mediante replica su filtro di [4 p21]
in presenza di diversi agonisti B—Qadrenergici
Ii saggio per 1l legame di ICYP ‘alle colonie
batteriche trasferite.su-filtri"é stato‘svolto in
assenza (filtro in alto) o in presenza di wvarie
concentrazioni (10_8, 10f§ e 10_q M) dei seguenti

ligandi Pp-adrenergici non radicattivi: (-~)-isopro-
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terenclo, {(-)-epinefrina e (-)inoropinefrina.
Tabella 1 Legame di ICYP ai batteri trasformati con
differenti vettori espriménti recettori B
-adrenergici
I1 numero medio di recettori attivi per cellula &
stato calcolato da curve di saturazione dei legami
di ICYP in sospensioni di batteri esprimenti
recettori B—adrénergici. . [-Marullo et  al.“ (1988)
Proc. Natl.; Acad. USA 85, 7551—75553.. I wvalori
indicati rappreseﬁtano la media di tre eéserimenti
indipendenti. I batteri di cohtrollo (cellule Y1089
infettate con lgtil e cellule MC1061 trasfettate con
pUEX1) non mostrano nessuna éttivita di legame.
Tornando infine alla descrizione del metodo, si
possono sottolineare le seguenti condizioni ottimali
per 1l'analisi funzionale déi;kgcettori:

Sono stati .utilizzati caﬁpioni di membrane di
cervello e ﬁolmone di mémmifero, tessuti che
contengono unialta concent;azione di recettori
B-adrenergici [-Frielle, T. e él. (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84, 7920-7924], per determinare 1le
condizioni ottimali per i1l iégame di ICYP a proteine
recettoriali  immobilizzate su un filtro di

nitrocellulosa.

Campioni di membrane di —cervello e polmone di
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maiale, wuna volta adsorbiti su filtro; legano
specificamente ICYP (fig. 1). Tre - evidenze
sperimentali indicano che il 1egame.é sﬁecifico:

1) 1l'intensita del segnale autoradiografico apﬁare
proporzionale alla quantita l;di proteina
immobilizzata su filtro;

2) le membrane di polmone mostranb un'attivita
specifica pid alta rispetto alle membrane di

. cervello, come previsto -dal moﬁénto che il
polmone  contiene  una coﬁcénprézione di
recettori P-adrenergici méggioré.deizéervelfo;

3) un eccesso di antégoniéta_7 non marcato
radioattivamente compete con i1 1ligando
radiocattivo per il legame alle lproteine di
membrana.

La fig. 1 evidenzia inoltre rcoﬁe preparazioni ‘di

membrane da batteri E. coli di tipo selvatico non

mostrino alcuna attivitad di legame per ICYP.

Diverse condizioni sperimentali sono state testate:

1 risultati migliori sono stati .ottenuti mantenendo

le proteine replicate su filtro in un tampone

Tris-NaCl contenente 2% albumina serica_bovina.per 1

ora, ‘e successivamente incubando per 2 ore nello

stesso tampone in presenza di 20 pM IQYQ.

I filtri sono stati poi lavati 4 volte in un tampoﬁe



19.
Tris-NaCl contenente 0,2% Tween 20 (vedi Materiali e
Metodi}.
Ln assenza di albumina serica bovina durante 1la
preincubazione e/o l'ingubazione Eon ICYP si ha una
riduzione marcata del legame specifico ai preparati
di membraﬁa. I1 lavaggio 1in presenza di un
detergente blando (0,2%Tween 20) si rende necessario

per diminuire il legame aspecifico alla matrice di

nitrocellulosa. _ :
TABELLA 1 .
Vectors : Geqes Active Répeptors
per cell

X gtll p1 11 |

B2 23
pUEX1 B2 13
RIVENDICAZIONI
1) Metodo per 1l'identificazione e/o 1l'isolamento

di geni che codificano per recettori di

membrana comprendente le seéﬁenti 6peraiioni:

-  preparazione  di un vettore modificato per
l'iﬁserimento in un véttore noto delle
regionir codificanti per il recettore di
interesse;

- traformazione con tale vettore modificato

di cellule di E. coli;
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di membraﬁa. I1 lavaggio 1in presenza di un
detergente blando (0,2%Tween 20) si rende necessario

per diminuire il legame aspecifico alla matrice di

nitrocellulosa. _ :
TABELLA 1 .
Vectors : Geqes Active Répeptors
per cell

X gtll p1 11 |

B2 23
pUEX1 B2 13
RIVENDICAZIONI
1) Metodo per 1l'identificazione e/o 1l'isolamento

di geni che codificano per recettori di

membrana comprendente le seéﬁenti 6peraiioni:

-  preparazione  di un vettore modificato per
l'iﬁserimento in un véttore noto delle
regionir codificanti per il recettore di
interesse;

- traformazione con tale vettore modificato

di cellule di E. coli;



1Y)

2)

20.

- adsorbimento delle cplonie'baftériche da

Qﬁelle derivété ) éﬁ; ﬂfiltri  ‘di
nitroceliulosg preVengivamentevadattati;

- incubazione di tali coloﬁie con un legante

marcato;

. =  eventuale isolamento del complesso

clone-liéando e risoluzione di questo
stesso complesso.
Metodo per 1l'identificazione é/o 1'isolamento
di - geni che codificano - per | recetttofi
adrenergici umanit - secondo; la precedenté
rivendicazioné caratterizzatd_ dalla seguenti
pperazfdni particolari
- _ inserimento delle regioni codificanti il
recettore P-1 e PB2-adrenergico umano nel
sito EcoRi del vettore di espressione
lgtll all'estremita dei gene della
:Bﬂgalattosidasi; A
- i trasférmézione con i1 vettore modificato
cosi _ottenuto di cellule di E. coli e
crescita di queste stesse cellule;
-  adsorbimento delle colonie batteriche cosi
ottenute su filtri di nitrocellulosa
Pimpregnate con isopropil-B-D-tiogalattosi-

de;



&

21.
- trattamento di tale colonie, su filtro,
con [1251]—iodocianopindololo,

3) Metodo per 1l'identificazione e/o 1'isolamento
di geni che codificaho | per recettori
adrenergici umani secondo 'la precedente
rivendicazione nel quale.le.cellule infestate
con il vettore ottenuto nel primo stadio
derivano dal batterio E. coli Y1089.

43 Metodo per l'identificazibne e/o l'isolamento
di geni - che codificano per recettori
adrenergici umani secondo le rivendicazioni 2 e
3 nel éuale tuttavia 1l wvettore sottoposto a
modifica nella preliminare operazione di
inserimento delle regioni codificanti il
recettore B2-adrenergico e il vettore
plasmidico pUEX1.

Milano,

-7 SET, 1990

MG/mo

Enichem S.p.A.
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