
Produzione di proteine 
ricombinanti

Metodi e strategie



• Il DNA contiene 
l’informazione (sequenza) 

• L’informazione è trasferita 
all’mRNA           
TRASCRIZIONE

• L’mRNA è decodificato dal 
ribosoma per produrre la 
proteina         TRADUZIONE

Questi meccanismi e codici sono 
CONSERVATI

La biosintesi delle proteine



Proteina ricombinante: che cosa è?

Una proteina ricombinante è una proteina che viene 
prodotta sfruttando la tecnologia del DNA 
ricombinante in un organismo eterologo (ospite) sotto 
il controllo di un promotore specifico per l’ospite

Recombinant DNA: DNA sequences from different sources are 
joined to produce new DNA molecules



Proteina ricombinante: perché?

In teoria diventa possibile produrre 
quantità virtualmente illimitate di 

qualsiasi proteina

Diventa possibile modificare la 
sequenza codificante



Proteina ricombinante: perché?

1. Accademia: studio delle relazioni struttura-funzione: 
- individuazione domini strutturali e funzionali
- determinazione del ruolo di singoli residui amminoacidici 

(mutagenesi)
2. Biofarma: produzione di farmaci (es. insulina, anticorpi, ormoni, 

anticoagulanti, fattori della coagulazione) o antigeni per la 
produzione di vaccini (es. HBsAg)

3. Industria: produzione di enzimi e proteine per applicazioni 
industriali

Ognuna di queste applicazioni ha requisiti diversi per 
quanto riguarda la qualità e la quantità di proteina.



Proteina ricombinante: come?

1. Sintesi/clonaggio sequenza codificante cDNA
– strategie basate sulla PCR: è necessario avere a disposizione il 

DNA/RNA templato!

2. Clonaggio della sequenza codificante nel vettore di 
espressione
– promotore inducibile o costitutivo

3. Trasformazione dell’ospite
– shock termico, elettroporazione, liposomi

4. Selezione dei ricombinanti
– resistenza ad antibiotici, vantaggio selettivo

5. Espressione e purificazione della proteina
– intracellulare o secreta



Vettori di espressione

Elementi specifici per l’ospite:
• Elementi di regolazione 

della trascrizione 
(promotore e terminatore)

• Marcatore di selezione
• Origine di replicazione 

(assente nei vettori 
integrativi)

Elementi per la propagazione in 
E. coli:
• Marcatore di selezione
• Origine di replicazione



Vettori di espressione

Elementi per modificare la 
sequenza codificante con 
aggiunta di sequenze per:

• Tag peptidici o proteici
• Segnali di localizzazione 

subcellulare o secrezione

   

PROTEINE DI FUSIONE



Strategie di clonaggio di sequenze codificanti note



Polymerase chain reaction (PCR)

Fasi della PCR:
• Denaturazione
• Annealing
• Estensione 

In provetta:
• DNA templato
• Due primer
• dNTP
• Tampone + MgCl2
• Taq DNA polymerase



Reverse transcriptase PCR (RT-PCR)

• Utilizzata per clonare 
sequenze codificanti 
eucariotiche

• I primer possono essere 
disegnati in modo da 
aggiungere sequenze utili 
per il clonaggio nel vettore

• Stampo: mRNA
• Enzimi: trascrittasi inversa 

(RT) e Taq



AatII Acc65I AccI AclI AfeI  AflII  AhdI AleI ApaI ApaLI  AscI AseI  AsiSI AvaI AvrII BaeGI BaeI BamHI 
BanII BbsI BbvCI BciVI BclI BfaI BfuAI  BglII  BmtI BpmI Bpu10I BpuEI BsaAI BsaBI BsaI BseRI BsiEI BsiWI 
BsmAI BsmBI BsmFI BsoBI BspMI BsrBI BsrDI BssSI BstBI BstEII BstNI BstYI BstZ17I Bsu36I BtsI CspCI DraI 
DrdI EaeI EagI EciI Eco53kI EcoNI EcoO109I EcoRI EcoRV FseI FspI HincII HindIII HpaI Hpy99I KasI KpnI 
MfeI MscI NaeI NarI NcoI NgoMIV NheI NmeAIII NotI NsiI NspI PacI PaeR7I PciI PflFI PflMI PmeI PmlI PpuMI 
PsiI PspGI PspOMI PspXI PstI PvuI PvuII RsrII SacI SacII SalI SbfI ScaI SexAI SfcI SfiI SfoI SgrAI SmaI 
SmlI SnaBI SpeI SphI SspI StuI StyI SwaI TliI TspMI Tth111I XbaI XcmI XhoI XmaI ZraI 

>gi|49175990:3153377-3154540 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 
chromosome, complete genome 
ATGAACAACTTTAATCTGCACACCCCAACCCGCATTCTGTTTGGTAAAGGCGCAATCGCTGGTTTACGCG 
AACAAATTCCTCACGATGCTCGCGTATTGATTACCTACGGCGGCGGCAGCGTGAAAAAAACCGGCGTTCT 
CGATCAAGTTCTGGATGCCCTGAAAGGCATGGACGTGCTGGAATTTGGCGGTATTGAGCCAAACCCGGCT 
TATGAAACGCTGATGAACGCCGTGAAACTGGTTCGCGAACAGAAAGTGACTTTCCTGCTGGCGGTTGGCG 
GCGGTTCTGTACTGGACGGCACCAAATTTATCGCCGCAGCGGCTAACTATCCGGAAAATATCGATCCGTG 
GCACATTCTGCAAACGGGCGGTAAAGAGATTAAAAGCGCCATCCCGATGGGCTGTGTGCTGACGCTGCCA 
GCAACCGGTTCAGAATCCAACGCAGGCGCGGTGATCTCCCGTAAAACCACAGGCGACAAGCAGGCGTTCC 
ATTCTGCCCATGTTCAGCCGGTATTTGCCGTGCTCGATCCGGTTTATACCTACACCCTGCCGCCGCGTCA 
GGTGGCTAACGGCGTAGTGGACGCCTTTGTACACACCGTGGAACAGTATGTTACCAAACCGGTTGATGCC 
AAAATTCAGGACCGTTTCGCAGAAGGCATTTTGCTGACGCTAATCGAAGATGGTCCGAAAGCCCTGAAAG 
AGCCAGAAAACTACGATGTGCGCGCCAACGTCATGTGGGCGGCGACTCAGGCGCTGAACGGTTTGATTGG 
CGCTGGCGTACCGCAGGACTGGGCAACGCATATGCTGGGCCACGAACTGACTGCGATGCACGGTCTGGAT 
CACGCGCAAACACTGGCTATCGTCCTGCCTGCACTGTGGAATGAAAAACGCGATACCAAGCGCGCTAAGC 
TGCTGCAATATGCTGAACGCGTCTGGAACATCACTGAAGGTTCCGATGATGAGCGTATTGACGCCGCGAT 
TGCCGCAACCCGCAATTTCTTTGAGCAATTAGGCGTGCCGACCCACCTCTCCGACTACGGTCTGGACGGC 
AGCTCCATCCCGGCTTTGCTGAAAAAACTGGAAGAGCACGGCATGACCCAACTGGGCGAAAATCATGACA 
TTACGTTGGATGTCAGCCGCCGTATATACGAAGCCGCCCGCTAA 

              BamHI EcoRI SacI   SalI  HindIII NotI   XhoI     
ATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCA

Sito di clonaggio multiplo del vettore

Sequenza del gene

Analisi di restrizione della sequenza del gene

Enzimi che NON tagliano la sequenza del gene

Strategia di clonaggio se la sequenza codificante è nota
1. Analisi di restrizione



              BamHI EcoRI SacI   SalI  HindIII NotI   XhoI     
ATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCA

Sito di clonaggio multiplo del vettore

Sequenza degli oligonucleotidi per il clonaggio del gene per PCR

           BamHI Forward 5’-CAGGGATCCATGAACAACTTTAATCTGCAC-3’
       HindIII Reverse 5’-CAGAAGCTTTTAGCGGGCGGCTTCGTATATAC-3’

Gli oligonucleotidi contengono delle estensioni al 5’ che introducono 
siti di restrizione utili per il clonaggio nel vettore

Strategia di clonaggio mediante PCR se la sequenza 
codificante è nota

2. Progettazione degli oligonucleotidi (primer)



Strategia di clonaggio mediante PCR se la sequenza
codificante è nota

Sequenza degli oligonucleotidi per il clonaggio del gene per PCR

            BamHI Forward 5’-CAGGGATCCATGAACAACTTTAATCTGCAC-3’
        HindIII Reverse 5’-CAGAAGCTTTTAGCGGGCGGCTTCGTATATAC-3’

PCR su DNA genomico oppure RT-PCR su RNA

Digestione del prodotto di PCR con gli enzimi di restrizione BamHI e 
HindIII

Ligazione nel vettore digerito con BamHI e HindIII

Trasformazione di E. coli, estrazione del DNA plasmidico e conferma 
della presenza della sequenza del gene di interesse



Strategie di clonaggio se la sequenza codificante 
NON è nota

Screening di librerie di cDNA o di DNA genomico
1. ibridazione della libreria con una sonda a DNA gene-specifica
2. identificazione e recupero del plasmide/fago che contiene la 

sequenza di interesse

RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
 5’ RACE
 3’ RACE
 



Se il primer gene-specifico 
appaia sul codone d’inizio 
ATG si ottiene l’intera 
sequenza codificante



E’ necessario avere informazioni sulla 
sequenza aminoacidica e/o nucleotidica 
per progettare gli oligo gene-specifici

Le informazioni si possono ottenere: 
• direttamente sulla proteina (=> degradazione di 

Edman o spettrometria di massa) 
• mediante analisi bioinformatiche (=> allineamenti 

di sequenze ed identificazione di sequenze 
conservate)



COME PROGETTARE UN OLIGONUCLEOTIDE A 
PARTIRE DA UNA SEQUENZA AMINOACIDICA

Il problema della degenerazione del codice genetico:



COME PROGETTARE UN OLIGONUCLEOTIDE A 
PARTIRE DA UNA SEQUENZA AMINOACIDICA

La degenerazione del codice genetico riduce la probabilità di un 
appaiamento preciso dell’oligo!

Evitare aminoacidi codificati da sei codoni (Leu, Ser, Arg)
Escludere la terza base dell’ultimo codone dal conteggio
Scegliere la sequenza aminoacidica a minore degenerazione

Met-Leu-Pro-Gln-Lys-Trp-Asp-Gly-Ser-Met-Asn-Gly-Arg
1     6     4    2    2     1      2    4     6      1     2     4     6

Pro-Gln-Lys-Trp-Asp-Gly
4     2    2     1      2    4
CCN-CAA/G-AAA/G-TGG-GAT/C-GGN 18 basi degenerazione 128
      17 basi degenerazione    32

Met-Leu-Pro-Gln-Lys-Trp
   1     6     4    2    2     1
ATG-TTA/G-CCN-CAA/G-AAA/G-TGG 18 basi degenerazione   32 (96)



COME PROGETTARE UN OLIGONUCLEOTIDE A 
PARTIRE DA UNA SEQUENZA AMINOACIDICA

La degenerazione può essere ulteriormente ridotta
1) con l’introduzione di basi insolite
         deossiinosina (I) N→I  I→A I→G
      I→C

I→T 
ok no

es. Arg CGN
AGA/G   5’-IGN-3’

2) Con l’utilizzo del ‘codon usage’
• non tutti i codoni per un dato aminoacido sono utilizzati con la stessa 

frequenza. Scegliendo il codone (o i due codoni) più usato(i) per ciascun 
residuo aminoacidico nella sequenza bersaglio si può ridurre la 
degenerazione totale dell’oligonucleotide, ma nello stesso tempo si 
riduce la probabilità di un appaiamento perfetto.

• si possono disegnare oligonucleotidi più lunghi



Frequenze di uso dei diversi codoni in 
Saccharomyces cerevisiae



Un esempio: la progettazione dell’oligo per il clonaggio 
della proteina Ftr1 del lievito Pichia pastoris

Allineamento delle sequenze aminoacidiche di Ftr1 di vari lieviti 
per identificare regioni conservate

FTR1_YEAST        MPNKVFNVAVFFVVFRECLEAVIVISVLLSFLKQAIGEHDR-----ALYRKLRIQVWVGV 55
FTR2_CANAL        -MVDVFNVQVFFVVFREALEAVIVVSVLLAFVKQSMGSSANG---PELKKKLYRQIWLGA 56
FTR1_CANAL        -MVDVFNVQIFFIVFRESLEAIIVVSVLLAFVKQSMGGSSD----PQLKKRLYRQIWLGA 55
YAK7_SCHPO        MAKDVFSVAIFFIVLRETLEASIIVSVLMSFISQTLMDKDGNVTDPKLKRKFMLQVWIGS 60
                     .**.* :**:*:** *** *::***::*:.*::           * :::  *:*:* 
FTR1_YEAST        LLGFIICLAIGAGFIGAYYSLQKDIFG-SAEDLWEGIFCMIATIMISMMGIPMLRMNKMQ 114
FTR2_CANAL        GLGVLICIIIGGAFIGTFYGLGKDIWG-KSEDLWEGIFCIIATVLITAMGIPMLRINKMK 115
FTR1_CANAL        GLGVLVCLY-GVLSIGASYGLGKDIFGVISEDLWEGIFCIIATVLITAMGIPMLRINKMK 114
YAK7_SCHPO        FTALFICLAIGGGFIGAFYALDKDIWS-GSEEIWEGVFSLIAVVLITVMGFAMLRVSHLQ 119
                    ..::*:  *   **: *.* ***:.  :*::***:*.:**.::*: **:.***:.:::
FTR1_YEAST        SKWRVKIARSLVEIPHRKRDYFKIGFLSRRYAMFLLPFITVLREGLEAVVFVAGAGITTQ 174
FTR2_CANAL        EKWRVKLAQALIKSPENKKNRFKLGYLGKKYALFILPFITCLREGLEAVVFVGGVGITSP 175
FTR1_CANAL        EKWRVKLAQALIKSPTNKKDRFKLGYLGKKYALFILPFLQVLREGLEAVVFVGGVGLNSP 174
YAK7_SCHPO        EKWRKKLMKSIAN--RKAKG---ISNWGKKYSMFLLPFFTVLREGLEVVVFVGGVGLETP 174
                  .*** *: ::: :   . :.   :.  .::*::*:***:  ******.****.*.*: : 
FTR1_YEAST        GSHASAYPLPVVVGLICGGLVGYLLYYGASKSSLQIFLILSTSILYLISAGLFSRGAWYF 234
FTR2_CANAL        ---ASSFPIPVIVGIICGLAVGALLYYFGSNMSMQIFLIISTCILYLIAAGLFSRGVWFF 232
FTR1_CANAL        ---ATSFPIPVIVGLIAGIVVGALLYYFGSSMSMQIFLIISTCILYLIAAGLFSRGIWYF 231
YAK7_SCHPO        ---ATAFPLPVICGLIVGCLIGYFIYRGGNVMNLQWFLIASTCILYLISAGLMSKATFYF 231
                     *:::*:**: *:* *  :* ::*  ..  .:* *** **.*****:***:*:. ::*
FTR1_YEAST        ENYRFNLASGGDASEGGDGNGSYNIRKAVYHVNCCNPELDN--GWDIFNALLGWQNTGYL 292
FTR2_CANAL        ESYQYNKKTGGDAAENGSGPGTYDISKSVWHVNCCNPLTDN--GWDIFNAILGWQNSATY 290
FTR1_CANAL        ETNTYNKKTGGDASENGSGPGTYDISKSVWHVNCRNPETDN--GWDIFNAILGWQNSATY 289
YAK7_SCHPO        EMNKWNHQTGGDAGELGDGPGSYPFKSAVWHVNYGNPEMNSNGGYMIFNAILGWNNTGTY 291
                  *   :*  :****.* *.* *:* : .:*:***  **  :.  *: ****:***:*:.  
FTR1_YEAST        SSMLCYNIYWLVLIIVLSLMIFEERRGHLPFTKNLQLKHLNPGYWIKNKKKQELTEEQKR 352
FTR2_CANAL        GSVISYNVYWIFIISVLLLMVYEEKHGHLPLTKNLTLVQLNPMYHIKGKKKLELNKAEKE 350
FTR1_CANAL        GSVISYNIYWLFIICVLLLMVYEEKHGHLPFTKNLTLVQLNPMYHIKGKKKLELNKAEKD 349
YAK7_SCHPO        GSILSYIIYWLFVAFIMFLMWYKERRAARLLIAKLGDKVVDLEAASSHTPVQSSSSEDEF 351
                  .*::.* :**:.:  :: ** ::*::.   :  :*    ::     . .   . .. :: 
FTR1_YEAST        QLFAKMENINFNEDGEINVQENYELPEQTTSHSSSQNVATDKEVLHVKADSL 404
FTR2_CANAL        ELFTKLQKQKFGDVQEIDETSSNKLVETQENK-------------------- 382
FTR1_CANAL        ELFTKLQQQNFGQAAEVDETSSNKWMDSQENS-------------------- 381
YAK7_SCHPO        KINSPTDDKGDKAIDIVTEVRESSSPVEEHKDDKTVDVINEIRESH------ 397
                  :: :  :.        :    . .      . 



Progettazione dell’oligonucleotide per il clonaggio del 
cDNA della proteina Ftr1 del lievito Pichia pastoris

Sequenza scelta: Leu-Arg-Glu-Gly-Leu-Glu-Ala-Val-Val
• conservata in tutte le proteine Ftr1
• i due residui di Glu sono essenziali per la funzione di Ftr1

Sequenza scelta: Leu-Arg-Glu-Gly-Leu-Glu-Ala-Val-Val
Degenerazione:     6     6     2    4     6    2    4     4    4
Codon usage Leu TTA 0.16   TTG 0.33
   CTT 0.17   CTC 0.08 CTA 0.12   CTG 0.16

Arg AGA 0.47 AGG 0.16
CGT 0.16   CGC 0.05 CGA 0.11   CGG 0.05

Glu GAA 0.58  GAG 0.42
Gly GGT 0.43 GGC 0.14  GGA 0.32 GGG 0.10
Ala GCT 0.45  GCC 0.25  GCA 0.24  GCG 0.06
Val GTT 0.42  GTC 0.23  GTA 0.16  GTG 0.20

Oligo: TT(AG) AGA GA(AG) GG(AT) (CT)T(AG) GA(AG) GC(ACT)
GT(AGCT) GT

Degenerazione 768 invece di 221184



Clonaggio del cDNA della proteina Ftr1 del lievito
 Pichia pastoris

3’ RACE:
1. RT con oligo poli-dT-linker su mRNA di Pichia pastoris 
2. PCR con oligo Ftr1 forward e linker (GACTCGAGTCGACATCG)

Risultato ottenuto: prodotto di PCR di circa 900 bp 
 
 TTAAGAGAGGGTTTAGAGGCTGTAGTGTTCATAGGTGGTGTTGGCCTGGGATCTCCAGCTACATCTTTTCCCATCCCTG
 TGATTGTTGGTCTTATTGCTGGTATTTCTGTCGGTGTGCTTTTGTACTATTCAGGATCAACTCTTTCTTTGCAAGTTTT
 CTTATGTATATCGACGGCTATTTTGTACTTGATTGCTGCTGGGTTGTTTTCTAGGGCTATCTGGTTCTTTGAAACCTAC
 AAATACAACCAAAAGACTGGAGGAGATGCTTCTGAAAATGGTTCGGGACCCGGTACTTATGACATTAAGACTTCTGTTT
 GGCATGTGAACTGCTGTAACCCTGAAACTGATAATGGTTGGGATATTTTTAACGCGTTGTTGGGATGGCAAAACTCTGC
 CACTTATGGCTCAGTCATAGGCTACAACATATACTGGCTGGCGGTAATGATCACTTTGTATTTACTCTGGTTCGAAGAA
 AAGAATAACCACTTGCCATTTATGAAAAATCTGAAGTTGAGACAACTGAACCCATTATACTGGATGAAGGGTAAAAACA
 AGAAGGAGGTCTCCAAGGAAGATCAGGAAAAATTATTTGAGCAATTGAAGAGTAAGGAGTTTGCCAATAAACTTGCGGA
 GGAATAATTAGATTGACCTAGCTGAATCTTGTTAGCAACTGTATGCACACACACACACACACACACACACACATACAAG
 GGCTAACAGAGGATGATACGTTTTTCAGTCACAAACACATACACATGCACATGTACCCTAACAAGAACAAGACATTTTG
 CTTGAATTAGAACTCAGGACTGCAAAAGGTTTACCGCATACTACGTACGCACATACACCATCTAATACACACGTTTTGT
 ATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCGATGTCGACTCGAGTC

 Oligo: TT(AG) AGA GA(AG) GG(AT) (CT)T(AG) GA(AG) GC(ACT) GT(AGCT) GT
 Prodotto PCR:  TTA     AGA GAG      GGT      TTA          GAG      GCT        GTA          GT



Allineamento della sequenza aminoacidica dedotta di 
Ftr1 di Pichia pastoris con le altre permeasi Ftr1 
PpaFTR1         LREGLEAVVFIGGVGLGSP---ATSFPIPVIVGLIAGISVGVLLYYSGSTLSLQVFLCI 
CaFTR2          LREGLEAVVFVGGVGITSP---ASSFPIPVIVGIICGLAVGALLYYFGSNMSMQIFLII 212
CaFTR1          LREGLEAVVFVGGVGLNSP---ATSFPIPVIVGLIAGIVVGALLYYFGSSMSMQIFLII 211
FTR1_YEAST      LREGLEAVVFVAGAGITTQGSHASAYPLPVVVGLICGGLVGYLLYYGASKSSLQIFLIL 214
YAK7_SCHPO      LREGLEVVVFVGGVGLETP---ATAFPLPVICGLIVGCLIGYFIYRGGNVMNLQWFLIA 211
                ******.***:.* *:      *:::*:.:: *:* *  .* ::*  ..  .:* **  
PpaFTR1         STAILYLIAAGLFSRAIWFFETYKYNQKTGGDASENGSGPGTYDIKTSVWHVNCCNPET 
CaFTR2          STCILYLIAAGLFSRGVWFFESYQYNKKTGGDAAENGSGPGTYDISKSVWHVNCCNPLT 271
CaFTR1          STCILYLIAAGLFSRGIWYFETNTYNKKTGGDASENGSGPGTYDISKSVWHVNCRNPET 270
FTR1_YEAST      STSILYLISAGLFSRGAWYFENYRFNLASGGDASEGGDGNGSYNIRKAVYHVNCCNPEL 273
YAK7_SCHPO      STCILYLISAGLMSKATFYFEMNKWNHQTGGDAGELGDGPGSYPFKSAVWHVNYGNPEM 270
                **.*****:***:*:. ::**   :*  .****.* *.* *:* :  :*:***  **  
PpaFTR1         DN--GWDIFNALLGWQNSATYGSVIGYNIYWLAVMITLYLLWFEEKNNHLPFMKNLKLRQ 
CaFTR2          DN--GWDIFNAILGWQNSATYGSVISYNVYWIFIISVLLLMVYEEKHGHLPLTKNLTLVQ 329
CaFTR1          DN--GWDIFNAILGWQNSATYGSVISYNIYWLFIICVLLLMVYEEKHGHLPFTKNLTLVQ 328
FTR1_YEAST      DN--GWDIFNALLGWQNTGYLSSMLCYNIYWLVLIIVLSLMIFEERRGHLPFTKNLQLKH 331
YAK7_SCHPO      NSNGGYMIFNAILGWNNTGTYGSILSYIIYWLFVAFIMFLMWYKERRAARLLIAKLGDKV 330
                :.  *: ****:*** *:.  .*:: *  **: :   : *:  :*:         *    
PpaFTR1         LNPLYWMKGKNKKEVSKEDQEKLFEQLKSKEF----------ANKLAEE----------- 
CaFTR2          LNPMYHIKGKKKLELNKAEKEELFTKLQKQKFGDVQEIDETSSNKLVETQENK------- 382
CaFTR1          LNPMYHIKGKKKLELNKAEKDELFTKLQQQNFGQAAEVDETSSNKWMDSQENS------- 381
FTR1_YEAST      LNPGYWIKNKKKQELTEEQKRQLFAKMENINFNEDGEINVQENYELPEQTTSHSSSQNVA 391
YAK7_SCHPO      VDLEAASSHTPVQSSSSEDEFKINSPTDDKGDKAIDIVTEVRESSSPVEEHKDDKTVDVI 390
                       .        . .  ::    ..               .               
FTR1_YEAST      TDKEVLHVKADSL 404
YAK7_SCHPO      NEIRESH------ 397

 Per completare la sequenza codificante di Ftr1 di Pichia pastoris 
il frammento ottenuto è stato utilizzato come sonda nello 
screening di una libreria di cDNA



Modificazione della sequenza codificante.
Strategie di mutagenesi basate sulla PCR

Mutagenesi sito-specifica
 per valutare il ruolo strutturale/funzionale di specifici 

aminoacidi, si producono poche varianti sulla base di ipotesi  
predefinite

Mutagenesi casuale (evoluzione guidata in vitro)
 per modificare le proprietà di una proteina (termostabilità, 

specificità di substrato), si produce un gran numero di 
varianti che devono essere analizzate per identificare quelle 
migliori è è necessario un metodo di screening efficiente

 



Mutagenesi sito-
specifica QuikChange: 

1. PCR di amplificazione 
dell’intero plasmide con due 
oligo complementari che 
portano la mutazione

2. Digestione con DpnI per 
degradare il templato wild 
type (metilato)

3. Trasformazione di E. coli
4. Verifica mediante 

sequenziamento del DNA  



Mutagenesi sito-
specifica: 
overlap extension PCR

Gli oligo mutagenici vengono 
utilizzati insieme a oligo alle 
estremità per amplificare 
porzioni di sequenza codificante 
che vengono poi usate come 
templato in una seconda PCR che 
riassembla il cDNA 



Evoluzione guidata in vitro:
error-prone PCR

• PCR in condizioni tali da aumentare la 
frequenza di errore della Taq polimerasi:
– aggiungendo Mn2+ (riduce la specificità di 

appaiamento delle basi),
– sbilanciando le concentrazioni dei 

desossiribonucleotidi (se uno dei dNTP 
diventa limitante, potrebbe essere 
incorporato al suo posto un dNTP 
diverso), 

– aumentando la concentrazione di Mg2+ 
(stabilizza l’appaiamento di basi non 
complementari), 

– aumentando la concentrazione di Taq 
polimerasi (aumenta la probabilità di 
allungamento di estremità che derivano 
da inneschi non corretti)



Evoluzione 
guidata in 
vitro:
DNA shuffling



Evoluzione guidata in vitro
Metodi di screening delle librerie di varianti



Evoluzione guidata in vitro
Strategia



Organismo ospite
• Procarioti
 - Batteri (Escherichia coli, Bacillus sp.)
• Eucarioti
 - Lievito (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, 

Kluyveromyces lactis)
 - Cellule di mammifero (CHO, BHK, HEK-293)
 - Cellule di insetto (Sf9)
 - Piante e animali transgenici



Scelta del sistema di espressione

• Caratteristiche della proteina, incluse 
eventuali modifiche post-sintetiche 
necessarie per il folding e l’attività biologica 

• Tempo di produzione 
• Costo di produzione
• Regolamentazione per l’approvazione
• Diritti 

Sistema di espressione: combinazione 
ospite/vettore (e modalità) di espressione



Principali modifiche post-sintetiche 
delle proteine 

• Formazione ponti disolfuro
• Glicosilazione
• Processamento proteolitico 
•  g-carbossilazione, b-idrossilazione
• Solfatazione 
• Fosforilazione 
• Acetilazione, metilazione, ADP-ribosilazione, 

amidazione



Cisteina e ponti disolfuro

La formazione di ponti 
disolfuro avviene nel 
periplasma nei batteri 
e nel reticolo 
endoplasmatico negli 
eucarioti

Richiede condizioni 
ossidanti



Glicosilazione delle proteine.
Ruolo della glicocomponente

• La glicosilazione può assistere il folding della catena 
polipeptidica attraverso effetti sulla struttura secondaria

• Le  catene oligosaccaridiche possono contribuire alla stabilità 
di una proteina aumentandone la solubilità, schermando regioni 
idrofobiche, proteggendo dalle proteasi o favorendo interazioni 
intra-catena

• La glicosilazione può indirizzare una proteina alla sua 
destinazione finale (trafficking/sorting)

• Le catene oligosaccaridiche possono partecipare al 
riconoscimento/legame con ligandi o recettori o all’attività 
biologica di una proteina 

• L’acido sialico che si trova all’estremità delle catene 
oligosaccaridiche aumenta l’emivita delle proteine plasmatiche 

• Le catene oligosaccaridiche possono contribuire 
all’immunogenicità di proteine eterologhe



La glicosilazione è una modifica post-sintetica 
organismo-specifica



Organismo ospite

• Procarioti
 - Batteri (Escherichia coli, Bacillus sp.)
• Eucarioti
 - Lievito (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, 

Kluyveromyces lactis)
 - Cellule di mammifero (CHO, BHK, HEK-293)
 - Cellule di insetto (Sf9)
 - Piante e animali transgenici



Escherichia coli
• Crescita rapida (ca 30 

min/raddoppio)
• Sistema economico
• Caratterizzazione dettagliata dei 

meccanismi molecolari dei processi di 
trascrizione e traduzione

• Disponibilità di ceppi mutanti
• Trasformazione semplice (CaCl2, 

elettroporazione)
• Elevati livelli di espressione da 

plasmidi multicopia con promotori 
forti inducibili (lac, tac) e costitutivi 
(T7)

• Selezione mediante resistenza ad 
antibiotici





E. coli: promotori forti e inducibili

• Promotore lac (induzione con IPTG, un analogo del 
galattosio)

• Promotore trp (induzione in assenza di triptofano)
• Promotore tac: regione -35 del promotore trp
     -10 del promotore lac
• Promotore costitutivo del fago T7 (deve essere 

presente nel ceppo la RNA polimerasi di T7)



E. coli: limitazioni?

• Espressione preferenzialmente 
intracellulare

• Aggregazione e corpi di inclusione
• Modifiche post-sintetiche?



Lievito: Saccharomyces cerevisiae 

• Crescita rapida (ca 90 min/raddoppio)
• Sistema economico
• Caratterizzazione dettagliata dei meccanismi molecolari dei 

processi di trascrizione e traduzione
• Disponibilità di ceppi mutanti (auxotrofie, proteasi)
• Trasformazione semplice (LiCl, elettroporazione)
• Plasmidi episomali o integrativi con promotori forti inducibili 

(GAL1, PHO5) o costitutivi (GAP, TPI, PGK)
• Selezione mediante complementazione di una auxotrofia
• Espressione intracellulare o secreta (sequenza segnale a-

factor)
• Modifiche post-sintetiche









Pichia pastoris e Kluyveromyces lactis

• Crescite ad alta densità
• P. pastoris e K. lactis sono considerati GRAS (Generally 

Regarded As Safe)
• Sistemi di esporto delle proteine più efficienti
• Glicosilazione più simile a quella di mammifero
• Promotori inducibili 

– P. pastoris AOX1 (metanolo), FLD (metanolo o metilamina), CUP1 (rame) 
– K. lactis LAC4 (galattosio, lattosio), PHO5 (fosfato)

• Promotori costitutivi 
– P pastoris  GAP, YPT1
– K. lactis PGK

• Disponibilità di ceppi e vettori più limitata 



Metabolismo del metanolo in P. pastoris



Integrazione del vettore nel genoma di P. 
pastoris per ricombinazione omologa



Costruzione di ceppi di lievito mutanti
Cassette per la rigenerazione di marker di selezione 

dopo inattivazione di un gene



Cellule di mammifero
• Crescita lenta (ca 24 ore/raddoppio)
• Sistemi molto complessi e costosi
• Plasmidi episomali o integrativi con promotori forti inducibili 

(fitoestrogeni, TetOn) o costitutivi (CMV)
• Trasfezione transiente o stabile (lipocomplessi, elettroporazione)
• Trasduzione con vettori derivati da virus
• Selezione mediante resistenza ad antibiotici o vantaggio selettivo 

(diidrofolato reduttasi, glutamina sintasi)
• Folding e modifiche post-sintetiche generalmente corrette



Espressione in cellule di mammifero

• I vettori plasmidici 
sono più adatti per 
l’espressione di piccole 
quantità di proteina, in 
genere per studi che 
non richiedono 
l’isolamento della 
proteina



Sistema TetOn

Il repressore batterico TetR 
lega sequenze specifiche di 
DNA in assenza di 
tetraciclina.
Il gene di interesse è posto 
sotto il controllo di un 
promotore ibrido tetO-CMV e 
viene inserito in una linea 
cellulare che esprime 
costitutivamente TetR.
In presenza di tetraciclina, o 
dell’analogo doxyciclina, TetR 
non si lega al DNA e permette 
la trascrizione del gene di 
interesse. 



Sistemi basati su virus: 
lentivirus e retrovirus



Confronto di diversi sistemi basati su virus 
per l’espressione in cellule di mammifero



Cellule di insetto/baculovirus

• Cellule Sf9 infettate con 
baculovirus ricombinante

• Promotore forte della 
poliedrina

• Crescita lenta (ca 24 
ore/raddoppio)

• Sistemi complessi e 
costosi

• Folding e modifiche post-
sintetiche generalmente 
corrette



Purificazione delle proteine ricombinanti

• Metodi convenzionali: frazionamento con solfato 
d’ammonio, cromatografia a scambio ionico, gel-
filtrazione o cromatografia d’interazione 
idrofobica

• Cromatografia di affinità sfruttando tag peptidici 
o proteici fusi alla proteina (N- o C-terminali). 
Immobilizzazione di anticorpi contro i tag peptidici 
o di substrati dei tag proteici



Tag peptidici e proteici

• Tag peptidici sono utili per purificazione e 
rivelazione

• Tag proteici aumentano i livelli di 
espressione e la solubilità, sono utili per 
purificazione e rivelazione

• Rimozione tag  mediante inserimento di siti 
di taglio per proteasi nella sequenza linker 
tra la proteina e il tag



Alcuni tag peptidici e proteici di 
uso comune

• His tag : HHHHHH   6-10 aa
• FLAG : DYKDDDDK   8 aa
• Strep-tag II : WSHPQFEK   8 aa
• V5 tag: GKPIPNPLLGLDST  14 aa
• HA tag: YPYDVPDYA   9 aa
• c-myc tag: EQKLISEEDL   10 aa

• Glutathione-S-transferase (GST) tag: 211 aa
• Maltose binding protein (MBP) tag: 396 aa
• Green fluorescent protein (GFP) tag: 238 aa



Cromatografia di affinità per la purificazione 
delle proteine ricombinanti con tag



Sistema pET per la produzione di proteine 
con His-tag in E. coli

• Promotore T7
• Sito di clonaggio che permette l’aggiunta di His-Tag N- o C-terminale
• Sito di taglio per la proteasi trombina per rimuovere l’His-Tag N-

terminale
• Il ceppo di E. coli usato per l’espressione deve contenere la RNA 

polimerasi di T7



L’His-tag permette il legame a resine 
con metalli immobilizzati: Ni2+ o Co2+

imidazolo



Sistema per la 
produzione di proteine di 
fusione con MBP in E. coli  



Miglioramento dei livelli di espressione 
di una proteina ricombinante

• Miglioramento della traduzione
– Sequenze di legame per i ribosomi
– Stabilità dell’mRNA
– Codon usage

• Miglioramento del folding
– Variazione delle condizioni di crescita (temperatura, composizione 

del terreno)
– Coespressione del macchinario di folding (chaperon molecolari)
– Proteine di fusione

• Miglioramento della stabilità
– Secrezione (è necessario un segnale di secrezione all’N-terminale)
– Proteine di fusione
– Modifiche post-traduzionali



Chaperon molecolari che assistono il 
folding delle proteine in E. coli



Cisteina e ponti disolfuro

La formazione di 
ponti disolfuro 
avviene nel periplasma 
nei batteri e nel 
reticolo 
endoplasmatico negli 
eucarioti

Richiede condizioni 
ossidanti



Sistema di formazione dei ponti 
disolfuro nel periplasma di E. coli



Meccanismo 
d’azione di DsbA

Sito attivo Cys30Pro His Cys33

Maggiore stabilità nello stato ridotto
Alta reattività nello stato ossidato
Stabilizzazione stato ridotto che determina Cys30 con basso 

pKa, nello stato ridotto formazione:
- legame elettrostatico estremità positiva di una a-elica
- legame idrogeno con His32.

DsbA ossidata ha una struttura flessibile che permette il 
legame di un gran numero di substrati

DsbA ridotta ha una struttura rigida che permette il legame 
solo di DsbB

 



Isomerasi: DsbC /DsbG

NADPH
Tioredossina reduttasi
Tioredossina 
DsbDa-DsbDb- DsbDg
DsbC/DsbG
Rottura ponti disolfuro non 
corretti



Meccanismi di folding e secrezione in E. coli



Meccanismi di folding e secrezione in cellule 
eucariotiche

• Reticolo endoplasmatico
– Rimozione peptide segnale
– Inizio glicosilazione
– Formazione ponti disolfuro e folding

• Apparato di Golgi
– Maturazione oligosaccaridi

• Vescicole di secrezione
– Trasporto alla membrana plasmatica e 

secrezione



Formazione dei ponti disolfuro nel 
reticolo endoplasmatico
PDI: proteina disolfuro isomerasi
Ero1: sulfidril-ossidasi



Glicosilazione delle proteine.
Ruolo della glicocomponente

• La glicosilazione può assistere il folding della catena 
polipeptidica attraverso effetti sulla struttura secondaria

• Le  catene oligosaccaridiche possono contribuire alla stabilità 
di una proteina aumentandone la solubilità, schermando regioni 
idrofobiche, proteggendo dalle proteasi o favorendo interazioni 
intra-catena

• La glicosilazione può indirizzare una proteina alla sua 
destinazione finale (trafficking/sorting)

• Le catene oligosaccaridiche possono partecipare al 
riconoscimento/legame con ligandi o recettori o all’attività 
biologica di una proteina 

• L’acido sialico che si trova all’estremità delle catene 
oligosaccaridiche aumenta l’emivita delle proteine plasmatiche 

• Le catene oligosaccaridiche possono contribuire 
all’immunogenicità di proteine eterologhe



N-glicosilazione delle proteine in corrispondenza di 
motivi di sequenza N-X-T/S



Umanizzazione 
della glicosilazione 
del  lievito Pichia 
pastoris

N-linked glycosylation pathways 
in humans and yeast. 
Representative N-linked 
glycosylation pathways in humans 
and P. pastoris (a).
An alternative humanized N-
linked glycosylation pathway in P. 
pastoris (b). Mns; a 1,2- 
mannosidase, MnsII; 
mannosidase II, GnTI; b 1,2-
Nacetylglucosaminyltransferase
I, GnTII; b 1,2-N-
acetylglucosaminyltransferase 
II, GalT; b 1,4-
galactosyltransferase, SiaT; a 
2,6-sialyltransferase, MnT;
mannosyltransferase. For 
simplicity the two GlcNAc 
residues present at the reducing 
end of all glycans have been 
omitted.



Strategie per costruire glicosiltrasferasi ibride



Glycoengineering steps required for 
sialic acid transfer in the yeast Golgi. 
Endogenous UDP-GlcNAc, present in 
the yeast cytoplasm, is converted
to CMP-sialic acid by UDP-N-
acetylglucosamine-2-epimerase/N-
acetylmannosamine kinase (GNE), N-
acetylneuraminate-9-phosphate 
synthase (SPS), sialylate-9-P 
phosphatase (SPP) and CMP-sialic acid 
synthase (CSS). Subsequently, the 
product is translocated into the Golgi 
by the CMP-sialic acid transporter 
(CST) and sialic acid is transferred 
onto the acceptor glycan by 
sialyltransferase (ST). Enzymes are 
indicated by blue text and metabolic 
intermediates by black text. For 
simplicity the two GlcNAc residues 
present at the reducing end of all 
glycans have been omitted.

Sintesi e incorporazione di 
acido sialico in glicoproteine in 

lievito


