Produzione di proteine da geni clonati

(a) Coltura in batch

Il prodotto
viene isolato
dal terreno
di coltura
o dalle cellule

Centrifugazione

Vasca di coltura chiusa Pellet di cellule

(b) Coltura continua

— Agitatore Prelievo

Terreno di terreno

di coltura + cellule
fresco —qu l

Purificazione
del prodotto

Coltura l— )

su grande scala
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Cellula animale

Cromosomi

Gene per la %
proteina animale l

Vettore contenente
il gene animale

Proteina animale mRNA l

€O

Batterio geneticamente modificato
che produce la proteina animale
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Sito di legame

Promotore  al ribosoma Terminatore
l Gene i
l‘ T DNA
O @ Trascritto
di RNA
Posizione in culi
il ribosoma

si lega all'mRNA
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Segnali per I'espressione di E. coli:
P = promotore

R = sito di legame al ribosoma

T = terminatore

Sito unico di restrizione

Vettore
di espressione

Il gene esogeno ¢ inserito
nel sito unico di restrizione

) Gene esogeno

l Trasformazione di E. coli

@5

Il gene esogeno Proteina ricombinante
& espresso in E. coli
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(a) Un promotore forte (b) Un promotore debole
Gene Gene
e ’7;1:\ - o ,_74.1:\ .
Promotore | fascrizione Promotore Trascrizione
forte debole

A Fd

Molti trascritti di trascritti

Traduzione Traduzione

£ 973
zs”g;%@g “%

Molte copie Numero ridotto
della proteina di copie della proteina
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(@) Un gene inducibile _ L'aggiunta di un
induttore chimico...
Il gene normalmente A ... attiva

non & espresso \ il gene

T_I?I > Q_IT-

Promotore

X NI, Produzione
Nessuna trascrizione N\ ditrascritti
(b) Un gene reprimibile l'aggiunta di un
repressore chimico...
Il gene normalmente L] ... spegne
& espresso \’ I'espressione del gene
_OIT- > Q_ITTT-
/\/W x
/M

NN\
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(a) Il promotore lac IPTG
lacZ
- 2 B0 ———— Trascrizione
-35 -10
(b) Il promotore trp Acido 3-B-indolacrilico Triptofano
trpA
= T - 28LT ——— Trascrizione —— Repressione
i - della trascrizione
(o) Il promotore tac IPTG
= - - 2D ——— Trascrizione

(d) Il promotore AP,

E—maou =2 -, 20 C Repressione > 30 C 1o izione
-35 -10 della trascrizione

(e) Il promotore T7 IPTG
\’ RNA polimerasi di T7
—— \’ » Trascrizione

=35 -10
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Gene Gene esogeno
esogeno inserito
P I tt
. .? R nella cassetta
R

Cassetta | B

T/ Sito unico
di restrizione T
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. 4 !
I sito di legame al >
ribosoma viene nascosto

.f 3

Appaiamento di basi
intramolecolare

3’
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Porzione iniziale Sito unico
diungenediE coli  direstrizione

P_R r—/T

Inserimento di un
gene esogeno

Gene esogeno

v
P R sy T

;l_J
orretta

Fusione nella ¢ Fusione in un fase
fase di lettura di lettura scorretta

...... GGA GCT ATATTA...... ......GGA GCATATTA......
E. coli Il gene esogeno Il gene esogeno
viene tradotto non viene tradotto

Espressione del gene
Segmento proteico
di E. coli

/ Polipeptide
esogeno

N-terminale

C-terminale
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La proteina fusa alla
glutatione-S-trasferasi
viene caricata in colonna

: Tampone Eluizione
Glutatione legato di lavaggio con glutatione

alla matrice — 5
di agarosio ——

La proteina di fusione si lega - E ;(
b 0
0

al glutatione tramite la sua

porzione contenente
la glutatione-S-trasferasi
G G

G

(e

Proteina

GM\@ di fusione

pura

Molecole di glutatione
attaccate alla superficie <2

della matrice
3/ ’
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Peptide di E. coli

Proteina animale
Residuo
di metionina

Trattamento

(’%(d con bromuro
di cianogeno

Il taglio avviene specificamente
in corrispondenza del residuo
di metionina




Fw 5 G. AATTCATGNNNNNN 3’
CTTAA GTAGNNNNNN

Rw 5" GAATTCTTANNNNNNN. 3’

GAATTCATG AATTC
CTTAA G



Produzione di proteine da geni clonati

Problemi nella produzione di proteine ricombinanti da cellule procariotiche

a) Processamento dell’RNA messaggero

b) Folding non corretto delle proteine

c) Modificzioni post-traduzionali (glicosilazione)
d) Degradazione delle proteine
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(a) E. coli non & in grado di rimuovere gli introni
Introne

lTrascrizione

/\_/L_m:ntenuto nell’mRNA

Traduzione

Il polipeptide sintetizzato
¢ scorretto

(b) Terminazione precoce della trascrizione

P R T

=
l \ Sequenza all'interno del gene

esogeno simile a un segnale
di terminazione di E. coli

Trascrizione solo parziale del gene

(c) Bias nell'utilizzo dei codoni
Gene umano

e ———

CCA CCT CCA ccc
| codoni piti frequenti per la prolina sono CCA, CCT o CCC

Gene di E. coli

Tﬁl -
CcCG CCG CcCG
Il codone piu frequente per la prolina & CCG

Risultato: E. coli presenta difficolta nel tradurre
i codoni per la prolina presenti nel gene umano
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Cellula di E. coli

4 &\\\ ndlsone

Folding non corretto
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(a) Il promotore GAL Galattosio

p GAL10 ‘:
—o—EE BN Trascrizione

(b) Il promotore AOX
Gene per la

p alcol ossidasi E
—e—E— =100 Trascrizione

Metanolo

(c) Il promotore della glucoamilasi
Amido Xilosio

Gene per
p laglucoamilasi E i '
— @—}E NN Trascrizione Repressione
della trascrizione

(d) Il promotore della cellobiasi

Cellulosa
Gene per

p la cellobiasi E
—_—— e Trascrizione

Produzione di proteine in S.cerevisiae
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Residui
zuccherini

— Asn— — Asn— — Asnh—
Uomo P. pastoris S. cerevisiae

Glicosilazione
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3 g
<\
v

Oocita Cellula
somatica e St
/’L—'C—)—\’\ Mlcr0|n|eZIone
di DNA esogeno
Rimozione Rimozione
del nucleo del nucleo
i — O
o Y

Impianto in una
madre surrogata
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Gene per la proteina
ricombinante

. ? | | s
Promotore della Clonaggio in una
B-lattoglobulina pecora transgenica

La proteina ricombinante
viene secreta nel latte
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La molecola di insulina
30 amminoacidi

BE_ 2 Catena B
BT T Catena A
21 amminoacidi
Sequenza
leader B G A

L | | | |
Preproinsulina (Proinsulina = BCA — leader)

l Ripiegamento spontaneo

lTaino proteolitico

LB I

NN
N (N

[ A 1 Insulina
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(a) Geni artificiali

lacZ'
Promotore lac

Vettore con il gene
artificiale A

(b) Sintesi dell'insulina

g

A

Porzione della l
B-galattosidasi

Gene A

Catena A

Gene B

C

Vettore con il gene
artificiale B

Colture di E. coli
trasformato in cui
awiene la sintesi

delle proteine

di fusione Ae B

Catena B

met

Bromuro
di cianogeno

Proteine di

Lo fusione tagliate

Purificazione delle
catene AeB

unite da ponti disolfuro

i 11

Insulina
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lacZ’ Gene artificiale
Promotore lac per la somatostatina

) Trasformazione
Porzione della di E. coli

B-galattosidasi

\"\ Proteina di fusione

met I

Somatostatina
Bromuro
di cianogeno
™~

Somatostatina

(a) Preparazione del frammento di cDNA della somatotropina

0 24 191
Codoni _l:F:-_
Haelll

Digestione con Haelll

0 24 24 191
| _— B
_l:1

Frammento Frammento
da clonare
scartato

(b) Espressione

0 24 191
Frammento cDNA

leader sintetico ) .
Inserimento in un
vettore di espressione

Promotore lac

lTrasformazione di E. coli

Produzione
di somatotropina
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(a) Il gene per il fattore VI

Esoni Introni
_El:l]DUEU:[&]IIUﬂ]ﬁ:Im B I
L
20 kb

(b) Processamento post-traduzionale del fattore VI

LA | B 1S 1 Prodotto primario della traduzione
(2531 amminoacidi)

Processamento

TT1 A Polipeptide maturo
——=IC del fattore VIII
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cDNA per il fattore VI
o |- 2 P N

Promotore Ag Sequenza di poliadenilazione
di SV40
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Esempi di proteine umane prodotte a partire da geni clonati in batteri e/o cellule eucariotiche o con il pharming

Proteina
a-antitripsina

Albumina sierica

Attivatore del plasminogeno tissutale

Deossiribonucleasi
Eritropoietina

Fattore VIII

Fattore IX

Fattore di crescita dei fibroblasti
Fattore di crescita epidermico

Fattore di crescita insulino-simile 1

Fattore di necrosi tumorale

Fattore di stimolazione dei granulociti

Insulina

Interferone-a

Interferone-3

Interferone--y

Interleuchine

Ormone follicolo-stimolante
Proteina surfattante polmonare
Relaxina

Somatostatina
Somatotropina
Superossido dismutasi

Utilizzata nel trattamento di
Enfisema

Supplemento del plasma
Infarto

Fibrosi cistica

Anemia

Emofilia A

Emofilia B

Ulcere

Ulcere

Disturbi dell’accrescimento
Cancro

Cancro

Diabete

Leucemia e altri tipi di cancro
Cancro, AIDS

Cancro, artrite reumatoide
Cancro, malattie immunitarie
Trattamento dell’infertilita
Malattie respiratorie
Facilitazione del parto
Disturbi dell'accrescimento
Disturbi dell'accrescimento
Danno da radicali liberi nei trapianti di rene






