
DNA expression 
vectors



Producing high levels of 
proteins from cloned cDNAs

• Many proteins are normally expressed at 
very low concentrations within cells, which 
makes isolation of sufficient amounts for 
analysis difficult

• To overcome this problem, 

DNA expression vectors can be 
used to produce large amounts of 
full length proteins
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Promotori Espressione

• Promotore Lac

• Promotore araBAD

• Promotore trp

• Promotore tac (ibrido Lac-trp)

• Promotore T7

• Promotore PL del fago 



E. coli expression systems can 
produce full-length proteins

Figure 7-36



Promotori Espressione

Promotore Lac

• Basato sull’operone Lac

• Induzione con IPTG (isopropil-β-tio-D-
galattoside)

• Espressione basale elevata; uso di alleli di 
LacI con una produzione di repressore più 
elevata, o LacI sul vettore di espressione

• Promotore non molto forte





Promotori Espressione

Promotore araBAD

• Attivato da arabinosio

• Gene controllato dal repressore AraC

• Utilizzato quando non è utilizzabile IPTG 

Es. proteine ad uso terapeutico



Promotori Espressione

Promotore T7
• Trascrizione costitutiva
• Polimerasi del Fago T7
• Gene della Polimerasi T7 integrato nel 

ceppo ospite sotto il controllo di Lac
______________________________
Two-step expression vector

- Chromosomal lac inducible T7 RNA pol
• T7 RNA pol initiates expression of plasmid
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Promotori Espressione

Promotore trp

• Trascrizione regolata da trp

• In presenza di trp → gene represso

• Induzione con assenza di trp nel terreno di 
coltura



Promotori Espressione

Promotore PL

• Repressore cI di  → off espressione
• Ceppi batterici con gene cI sotto il controllo del 

trp → gene represso
• Induzione in presenza di trp nel terreno di 

coltura
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Promotori Espressione

Promotore PL

• Repressore cI di  → off espressione

• Ceppi batterici con gene cI termosensibile 
→ gene cI espresso a (28-30°C)
→ gene cI represso a (37-42°C)

→ Induzione a (37-42°C)
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Problemi di basse rese di 
proteina ricombinante solubile

• Problemi nel folding
• Non corretta struttura 3D
• Assenza di cofattori
• Assenza modificazioni post-traduzionali

• Problemi overespressione o crescita cells
• Degradazione proteolitica
• Tossicità della proteina



OTTIMIZZAZIONE 
STABILITA’

• Utilizzo di codoni alternativi

• organismi diversi possono utilizzare 
preferenzialmente codoni sinonimi per stesso AA  

• Considerare la % di utilizzazione media dei codoni 
sinonimi 

• possibile aumentare i livelli di espressione 
modificando i codoni del  gene di interesse senza 
alterarne il prodotto di espressione.



OTTIMIZZAZIONE 
STABILITA’

Differenza nell’uso dei codoni tra Procarioti ed Eucarioti

Può avere un impatto nella produzione delle proteine 
eterologhe in E.coli

ESEMPIO: 
Codoni comuni in eucarioti per Arg (AGA e AGG) sono 
codoni rari in E.coli

Possibili risoluzioni:
Mutare i codoni con CGC preferito da E.coli
Oppure
Co-esprimere in gene per il tRNAArg(AGA/AGG) 
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Principali Mutazioni di Geni in ceppi di Laboratorio di E.coli
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Principali Mutazioni di Geni in ceppi di Laboratorio di E.coli
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Bacterial expression of Insulin

• No human signal sequence

• Add bacterial signal sequence





Proteine di fusione

• Migliorano espressione

• Migliorano solubilità

• Facilitano rilevamento

• Facilitano purificazione



Protein Properties that can be 
Used as Handles for Purification

Genetically Engineered Purification Handles
(RECOMBINANT DNA)

• Alter the cDNA in such a way as to add a few extra 
amino acids on the N-terminus or the C-terminus of 
the protein being expressed. 

• This added ‘‘tag’’ can be used as an effective 
purification handle. One of the most popular tags is 
addition of 6–10 histidines onto the N-terminus of a 
protein (Hochuli et al., 1988; Ford et al.,1991; Porath, 
1992)

Richard R. Burgess



Preparing extracts for purification

Recombinant DNA technology is a very useful tool for protein 
purification

• for 'overproduction' of proteins using expression vectors

• for application of 'tags' to proteins

• for excretion of proteins into the culture medium

Disruption and homogenization of cells, tissue, etc.

• Different techniques: shearing, grinding, sonication, French pressure 
cell disruption, depending of cell types

• Isolation of organelles; solubilization of membranes

• Excreted proteins

Clearing of extracts

• Cleared extracts should be used for column steps; clearing by 
centrifugation or filtration; solubilization of membranes



Immobilized metal affinity 
chromatography

Principle

• Transition metals (Ni, Co, Zn) are attached to 
column

• Proteins with affinity to metal ions can be 
bound to the column and subsequently eluted 
by change of conditions

Not many naturally occurring proteins have 
affinity for metal ions.

Technique is mainly used to purify recombinant 
proteins provided with a His-tag.



Resins for IMAC
Application: purification of ‘His-tagged’ proteins

1. Provide a protein with a ‘tag’ of 6 histidine residues by mutagenesis of the gene 
(add codons for 6 consecutive His residues to the gene). 

i.e. 

… ATC GCG TAG …       

… Ile   Ala   Stop 

… ATC GCG CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAG …

… Ile   Ala   His  His His His His His Stop

2.The His-tag should not interfere with folding or activity of the protein 

(C-terminal is often the best choice)

3.Produce the protein

4.Purify the protein in 1 step with IMAC on a nickel column

5.Elute the bound protein with imidazol (specific elution) or with aspecific elution 
(pH)
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Arg-Gly: sito di taglio per la trombina dopo il tag-His
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Resins for IMAC

NH2
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Elute the bound protein
with imidazol (specific elution) or with aspecific elution (pH)
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Problemi generali con la produzione di 
proteine ricombinanti in procarioti

Problemi causati dalle limitazioni del batterio  come ospite per la 
sintesi di proteine ricombinanti

• non «produrre» proteine con modificazioni post-traduzionali
Questi problemi non si risolvono si ricorre ad sistemi di espressioni 
eucariotici quali lieviti, funghi, baculovirus.

• non «foldare» correttamente la proteina, la quale in genere risulta 
insolubile e forma i cosiddetti inclusion body all’interno del 
batterio.
Screening su diversi ceppi di procarioti 

• può «degradare» la proteina ricombinante perché non la riconosce 
come propria. Come il riconoscimento avviene non è tuttora noto.
L’utilizzo di ceppi carenti in proteasi



Recombinant DNA 
Technology- Yeast 

• Geneticamente e fisiologicamente ben conosciuto

• Cellule singole facilmente coltivabili

• Esistenza di parecchi promotori forti

• Capacità di effettuare numerose modificazioni 
post-traduzionali

• Secerne poche proteine autologhe

• Sicurezza (varie proteine prodotte in S. 
cerevisiae sono utilizzate come terapeutici, 
vaccini o diagnostici)
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• Vectors

• Transformation

• Gene regulation

NB: Sviluppato dopo la scoperta del 

plasmide da 2µm (n° copie 70-200)
• Marcatore gene LEU (codifica per β-isopropil malato

deidrogenasi) 
su ceppi yeast auxotrofi (LEU-/-)

Recombinant DNA 
Technology- Yeast 



Recombinant DNA 
Technology- Yeast

1. Vettori episomiali o plasmidici
• Molto diffusi
• Possibile instabilità su larga scala (>10 L)

2. Vettori episomali (Y episomal Plasmid)
• Alta efficienza trasformante, numero di copie del gene clonato
• limitazione della resa in proteina
• Geni in tandem spesso instabili

3. Vettori che si integrano (Y integrating Plasmid)
• Limitazioni del numero di copie del gene clonato (uno per cromosoma) e quindi 

limitazione della resa in proteina
• Geni spesso stabili e perdita di YIp integrato avviene a bassissima frequenza

4. Cromosomi artificiali di lievito (YAC)
• Lungo frammento di DNA che viene mantenuto nella cellula come cromosoma 

separato
• Altamente stabile





• Vectors basati su plasmide da 2µm

• Plasmidi episomici di lievito (YEp)  (20-50 copie per 
cellula)

Es Yep13 (vettore navetta)
(trasformanti 10000-100000/µg  DNA Plasmidico):

ori 2µm; marcatore LEU; 
seq pBR322 (replicabile anche in E.coli)

• Marcatore gene LEU 
(codifica per β-isopropil malato deidrogenasi) 
su ceppi yeast auxotrofi (LEU-/-)

Recombinant DNA 
Technology- Yeast 



Altri vettori

• Plasmidi integrativi di lievito (YIp) (1 copia per cellula)

Es YIp5 (trasformanti 1000/µg  DNA Plasmidico):
ori 2µm; marcatore URA3; seq pBR322 (replicabile anche in E.coli); di 
integra nel DNA (nessuna ori plasmidica)

• Marcatore gene URA3 (codifica per orotidina 5’-fosfato decarbossilasi, 
biosintesi nt pirimidinici)
su ceppi yeast auxotrofi (URA3-/-)

• Plasmidi replicativi di lievito (YRp) (5-100 copie per cellula, ma instabili)

Es YRp7 (trasformanti 1000-10000/µg  DNA Plasmidico): :
ori; marcatore TRP1; seq pBR322 (replicabile anche in E.coli); di integra 
nel DNA (nessuna ori plasmidica)

• Marcatore gene TRP1 (codifica per fosforibosilantranilato isomerasi, 3°
step sintesi del triptofano) si trova vicino all’ori di lievito su ceppi yeast auxotrofi
(TRP1 -/-)

Recombinant DNA 
Technology- Yeast 
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Esempio vettore in Lievito

Iva Pichova - Heterologous Protein Production in Eukaryotic Cells (Material)



Es. SOD in lievito
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Iva Pichova - Heterologous Protein Production in Eukaryotic Cells (Material)
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Vettore (plasmide shuttle) di espressione utilizzabile in
Pichia pastoris (lievito) ed E.coli (batterio)

Pichia pastoris 

E.coli

E.coli

Pichia pastoris 
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Reporter Gene
assay



Lievito: Vettori per il doppio ibrido

https://www.youtube.com/watch?v=Ypx42U5cmXE (link anche alla fine)

https://www.youtube.com/watch?v=Ypx42U5cmXE
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