
 Produzione di proteine ricombinanti  

 



-STUDIO  DELLA  RELAZIONE TRA STRUTTURA  E  ATTIVITA’  

 

.-PROTEINE DI INTERESSE TERAPEUTICO (anticorpi, insulina, 

ormone crescita).  

 

-PROTEINE DI INTERESSE COMMERCIALE (enzimi). 

 

- 

Applicazioni principali delle proteine ricombinanti 



Le proteine ricombinanti possono essere espresse come 

  

• Wild type   equivalenti alle proteine naturali 

  

• Mutanti    varianti nelle quali sono state inseriti dei 

cambiamenti nella sequenza  mediante tecniche di 

mutagenesi   



Espressione di una proteina ricombinante 

 

 

1.Clonaggio del gene o del cDNA (screening di librerie 

di cDNA, RT-PCR,  RACE,  TAIL PCR) 

 

2.Inserimento 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) 



Strategia di clonaggio di sequenze codificanti note 

 

• Analisi di restrizione del cDNA/gene che deve essere clonato 

 

• Scelta e del vettore  ed analisi del suo  MCS  

• Progettazione oligonucleotidi  contenenti  estensioni con i siti di 

restrizione scelti  

• Amplificazione per PCR o RT pCR  del DNA da clonare 

• Digestione del frammento amplificato e del vettore con gli enzimi di 

restrizione    

• Purificazione dei frammenti  

• Ligazione e trasformazione 
 

 



Strategia di clonaggio di sequenze codificanti note 



Strategia di clonaggio di sequenze codificanti ignote 

-Screening di librerie genomiche o di cDNA  

-RACE Rapid Amplification of cDNA ends  

-TAIL PCR 

Requisito necessario 

Conoscenza  di alcune porzioni della sequenza amminoacidica 

per sintetizzare oligonucleotidi da utilizzare nelle reazioni di 

PCR 

 

 
  



Progettazione di oligonucleotidi a partire da una sequenza 

amminoacidica 

 

 

Si sintetizzano delle miscele di oligonucleotidi in modo tale che 

sia presente almeno un oligo che possa appaiarsi allo stampo 
 



 

Il codice genetico é degenerato 



COME PROGETTARE UN OLIGONUCLEOTIDE A PARTIRE DA  UNA SEQUENZA 

AMINOACIDICA 

 

-Scegliere la sequenza aminoacidica a minore degenerazione 

-Escludere la terza base dell’ultimo codone dal conteggio 

-Inserire la deossiinosina 

-Considerare il «Codon usage» 
 

 

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 
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Frequenza di codoni usati in   Saccharomyces cerevisiae 



PCR 

(Polymerase 

Chain Reaction 
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APPLCAZIONI DELLA PCR 



RACE   Rapid Amplification of cDNA ends 

  

l’mRNA viene trascritto in cDNA dalla trascrittasi inversa utilizzando un 

innesco generico (poli-T+adattatore, 3’ RACE) o gene-specifico (5’ RACE).  

Il cDNA viene poi amplificato con l’oligo adattatore e un oligo gene-specifico. 

 







TAIL PCR (THERMAL ASYMMETRIC INTERLACED PCR) 

 

 

TAIL-PCR è  una tecnica che permette di amplificare frammenti di DNA  adiacenti a 

sequenze note  

. 

- consiste   in  tre reazioni consecutive di PCR in cui vengono utilizzati tre primer  

specifici  consecutivi SP1 SP2 e SP3 e un primer  aribitrario  AD degenerato avente una 

Tm più bassa 

 

 le amplificazioni specifiche  e aspecifiche sono   controllate termicamente 

 

 

. 



Applicazioni 

 Isolamento  regioni codificanti presenti al 5’ 

  Isolamento  di promotori 

   Amplificazione di sequenze poco rappresentate  da 

genomi  complessi  

 



 Progettazione primers 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 - 

  TAIL-PCR  

 Oligonucleotidi  specifici  (SP1-SP2-SP3): 

 -Nested 

- Complementari alla sequenza codificante 

-Tm =58-63oC  

Oligonucleotidi degenerati : 

-Corti 

 -Tm più bassa di quella degli oligo specifici ( Tm =47-48oC) 

 

Temperatura di annealing 

variabile 

Ordine dei cicli 

si alternano cicli ad alta e bassa stringenza  

 

 

 

 

-   

  



Cicli ad alta stringenza   (thermal asymmetric)  
Annealing temperature = 63oC 

Cicli a ridotta stringenza (thermal symmetric) 

Annealing temperature = 44oC 

Cicli a bassa stringenza   

Annealing temperature = 30oC 

 Temperatura di annealing 





10  Cicli a ridotta stringenza  

2 cicli ad alta stringenza  

(thermal asymmetric) 

1 ciclo a  bassa stringenza  

(thermal symmetric)) 

 prodotto non specifico 

(type II) 

 prodotto specifico  

(type I) 

Prodotto non specifico 

(type III)) 

Product 

yield: 

High or middle 

(detectable or undetectable)) 

High 

(detectable) 

Low 

(undetectable)) 

12 TAIL-cycling 

(super cicli) 

 

• 5cicli ad alta stringenza  T annealing 63 

• 1ciclo  a bassa stringenza T annealing 44 

• 10 cicli a ridotta stringenza Tm annealing variabile 

(ramping) 

  

I PCR  primers  

SP1 e AD 





II PCR 

 PCR con SP2 e AD (10 super cicli) 

 templato è il prodotto  della prima reazione di PCR diluito1000-volte  

Prodotto specifico   Prodotto nonspecifico (type III) 

Product 

yield: 
High (detectable) Very low (undetectable)) 





III PCR  

 PCR con  SP3 E AD (20  cycles) 

• templato è il prodotto  della seconda reazione di PCR 

diluito1000-volte   

Prodotti specifici 

 Gel di Agarosio 

Sequenziamento 



 Molti prodotti di PCR dalla prima  TAIL-

PCR  che scompaiono  nella   seconda 

TAIL-PCR  

 Prodotti  specifici  non sono sempre 

presenti nella prima reazione.  

 



YAC clones 

Liu & Whittier, 1995 



Liu & Whittier, 1995 



Attività antifungina 

Identificazione del cluster biosintetico della            
4-clorotreonina in Streptomyces sp. OH-

5093 



Le alogenasi Fe(II) non-eme  

-chetoglutarato dipendente 

  

 

Ferro 

Cloro 



Identificazione dell’alogenasi in Streptomyces sp. 
OH-5093 

1. Allineamento proteine ortologhe a SyrB2 

                                                     

  2.  Scelta delle regioni 
altamente conservate 
per la costruzione di 
oligonucleotidi 
degenerati 

N65-D71:  5’- AAC TAC GAC CG(GC) CAC CT(GC) GA(CT)-3’ 

G194-Y200 : 3’-CC(CG) (CA)A(CG) A(TA)G CC(CG) ATG CTG ATG-5’ 
 



3. Amplificazione per PCR e sequenziamento 
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Analisi di Southern blotting 

Southern blotting effettuato sul DNA 
genomico di Streptomyces sp. OH-5093  
digerito con BamHI (1), PstI (2), RsaI (3), 
SacII (4), SmaI (5), EcoRI (6), XhoI (7), 
SphI (8), BfaI (9). La sonda utilizzata è 
JV2 marcata con 32P.   

 

L’alogenasi è presente in 
singola copia 

•Clonaggio dei frammenti in pBlueScript 

•Screening su colonia con sonda marcata 
radioattivamente 



Organizzazione del cluster thr 
 

100 bp 
 

  thr1               thr2      thr3                 dmt1              thr4 

Dominio di 
adenilazione 

Dominio di 
tiolazione 

Alogenasi Fe 
(II) non-eme 

DMT ( Drug 
Metabolite 
Transporter) 

Dominio 
Tioesterasico 



• A seleziona e attiva l’amminoacido; 

•  PCP lega l’amminoaciladenilato alla 4’-fosfopanteteina, gruppo 

            prostetico del dominio stesso; 

•  C catalizza la formazione del legame peptidico. 

 

   

MECCANISMO DELLA SINTESI PEPTIDICA NON RIBOSOMIALE 



Thr1 

Dominio di adenilazione 

 

Presenza dei motivi 
conservati  

 

Specificità per il 
riconoscimento della 
treonina 



Identificazione regione 5’ del gene thr1 

mediante TAIL PCR 



Thr1 

Dominio di adenilazione 

Regioni del promotore 

Shine - Dalgarno 

Possibili codoni d’inizio 

Motivi conservati nei 
domini di adenilazione 

Primer utilizzati 
nella TAIL-PCR 



IDENTIFICAZIONE  DELLA REGIONE 5’-  

DEL GENE  thr1 

M
W 

GCAD 2 GCAD 12 GCAD 9 GCAD 11 

100 

200 

300 

500 

400 

1000 

3000 

800 1000 
700 

bp 



Thr1 

Dominio di adenilazione 

Regioni del promotore 

Shine - Dalgarno 

Possibili codoni d’inizio 

Motivi conservati nei 
domini di adenilazione 

Primer utilizzati 
nella TAIL-PCR 



STUDI SULLA PROTEINA Thr1 

Western blotting della proteina His-
Thr1 purificata  mediante 
cromatografia di affinità su Ni-NTA 
Agarosio  
  

 

 
SDS-PAGE della proteina His-Thr1 
purificata  mediante cromatografia 
di affinità su Ni-NTA Agarosio  

kDa kDa 

                1       2       3                 1       2      

linea 1: marcatori di peso molecolare 

linea 2: lisato  

linea 3: eluato  

linea 1: eluato   

linea  2: marcatori di peso molecolare  



STRATEGIE DI MUTAGENESI 
 

 

 

 

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 

PCR error-prone 

DNA shuffling 

saturazione 



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 QuikChange 



Mutagenesi sito-specifica:  

introduzione simultanea di mutazioni 

multiple (overlap extension PCR) 

 

 

•  PCR per amplificare diversi 

frammenti contenenti le mutazioni A 

B C parzialmente sovrapposti 

• I frammenti amplificati vengono 

mescolati e sottoposti a due cicli di 

denaturazione ed annealing 

 

• PCR  con oligonucleotidi esterni per 

permettere di completare 

l’estensione dei filamenti mancanti 



Mutagenesi sito-specifica:  

introduzione simultanea di mutazioni 

multiple (megaprimer) 

 

Si eseguono 2PCR consecutive con due 

diverse coppie di oligo 

1PCR oligo esterno e oligo contenente 

l’inserzione fiancheggiata da almeno 10 

basi per l’appaiamento allo stampo a 

monte e a valle 

 

 

2PCR con frammento ottenuto che 

funzionerà da megaprimer   e oligo 3 

esterno 



•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  posto un altro dNTP ), 

–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) 

Mutagenesi casuale 

  Evoluzione guidata in vitro: error-prone PCR 



•) 

Mutagenesi casuale Evoluzione guidata in vitro: 

DNA shuffling   

Il DNA proveniente da geni omologhi  

o da esperimenti di mutagenesi casuale 

viene 

• Digerito con DNAsi  o enzimi di 

restrizione  

• Riassemblato in una PCR senza oligo 

• Amplificato con oligo esterni per 

ricostituire un’intera sequenza codificante 

ibrida   

SCREENING  

PER IDENTIFICARE I MUTANTI CON LE PROPRIETA’ DESIDERATE 



Sistemi di espressione 

Procariotici  

E. Coli, B. Subtilis 

Eucariotici: 

Saccharomyces Cerevisiae (lievito) 

Cellule di insetto (Baculovirus) 

Cellule di mammifero in coltura (CHO etc.) 

Animali transgenici 

Piante transgeniche 



                         

 

                                                   

Si valuta la qualità del prodotto finale: 

Modifiche post.sintetiche necessarie per il corretto folding 

Attività biologica della proteina  

Scelta del sistema di espressione 



 

 

•Formazione dei ponti disolfuro 

•Glicosilazione 

•Processamento proteolitico 

• γ-carbossilazione, β-idrossilazione 

•Fosforilazione 

•Acetilazione, metilazione, ADP-ribosilazione, amidazione 

•Solfatazione 

Principali modifiche post-sintetiche delle proteine 



Elementi specifici per l’ospite: 

 

•Elementi di regolazione  

della trascrizione  

(promotore e terminatore) 

•Marcatore di selezione 

•Origine di replicazione  

(assente nei vettori integrativi) 

 

 

Vettori di espressione 



•Crescita rapida (ca 30 min/raddoppio) 

•Sistema economico 

•Caratterizzazione dettagliata dei 

meccanismi molecolari dei processi di 

trascrizione e traduzione 

•Ceppi mutanti 

•Trasformazione semplice (CaCl2, 

elettroporazione) 

•Elevati livelli di espressione da plasmidi 

multicopia con promotori forti inducibili 

•Selezione mediante resistenza ad 

antibiotici 

•Espressione preferenzialmente 

intracellulare 

 

 

Escherichia Coli 



Vettori di espressione procariotici 



  PROMOTORI FORTI E REGOLABILI 

Forti 

– Alta affinità per l’RNA polimerasi             TRASCRITTO ALTA FREQUENZA 

Regolabile 
– L’espressione può essere controllata dallo sperimentatore, tramite induttori e 

repressori 

UNA PRODUZIONE CONTINUA DELLA PROTEINA PROVOCA: 

 

-inibizione funzioni cellula 

-perdita energia 

-perdita plasmide 



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 promotore trp -10 promotore lac 

 

•Promotore costitutivo fago T7 (deve essere presente nel ceppo la 

RNA polimerasi di T7) 



  

Promotore lac 



  

Promotore trp 



Il gene della RNA 

polimerasi T7è integrata 

nel cromosoma del 

ceppo ospite sotto il 

controllo del promotore 

lac. L’espressione 

dell’RNA polimerasi è 

indotta da IPTG 

I 

Promotore T7 



• L’ambiente ossidante del periplasma permette la formazione 

dei ponti disolfuro, cosa che non avviene nell’ambiente 

riducente del citoplasma. 

• Il periplasma contiene la disolfuro ossidoreduttasi (DsbA) e la 

disolfuro isomerasi (DsbC), che catalizzano la formazione e 

l’isomerizzazione dei ponti disolfuro. 

• La stabilità della proteina può aumentare (meno proteasi). 

• Si permette l’accumulo di proteine che possono essere tossiche 

nel citoplasma 

• La proteina può essere isolata più facilmente 

• N-terminale vero 

• Svantaggio: minori livelli di espressione 

 

Esporto della Proteina in E.Coli 



Formazione ponti disolfuro in E.coli  



PROTEINE RICOMBINANTI IN PROCARIOTI 
 
Vantaggi 
- sistemi di espressione molto semplici da manipolare 
- produzione di proteine in grandi quantità ed a basso costo 

 
Problemi 
E’ difficile ottenere proteine  eucariotiche che mantengano la conformazione 
nativa dato che i batteri  mancano di adeguati sistemi di modificazione post-
traduzionale (glicosilazione, tagli proteolitici, fosforilazione, aggiunta di 
lipidi).  

 

 



Saccharomyces cerevisiae 
 

•Crescita rapida (ca 90 min/raddoppio) 

•Sistema economico 

•Caratterizzazione dettagliata dei meccanismi molecolari 

dei processi di trascrizione e traduzione 

•Ceppi mutanti (auxotrofie,) 

•Trasformazione semplice (LiCl, elettroporazione) 

•Plasmidi episomali o integrativi con promotori forti 

inducibili (GAL1, PHO5) o costitutivi (ADH, GAPD, TPI, 

PGK) 

•Selezione mediante complementazione di una auxotrofia 

o resistenza ad antibiotici (G418) 

•Espressione intracellulare o secreta (sequenza segnale 

a-factor) 

•Modifiche post-sintetiche 



I vettori di espressione eucariotici  hanno le stesse caratteristiche dei vettori 

procariotici 

 

Promotore (p) 

Sito di clonaggio (cs) 

Segnali di arresto e poliadenilazione (t) 

Origine della replicazione eucariota (orieuk) 

Gene marcatore selezionabile eucariota (ESM) 

Origine della replicazione procariota (oriE) 

Gene marcatore selezionabile procariota (Ampr) 

per permettere la manipolazione in E. coli 



Promotori in Saccharomyces   

 

Acid phosphatase PHO5 Inducibile 

 

Alcohol dehydrogenase I ADH I Costitutivo 

 

Alcohol dehydrogenase II ADH II Inducibile 

 

Galactokinase GAL 1 Inducibile 

 

Metallothionein Cup 1 Inducible 

 

Phosphoglycerate kinase PGK Costitutivo 

 

Triose Phosphate isomerase TPI Costitutivo 



1. Vettori episomiali o plasmidici YeP (Yeast episomal plasmid) 

Molto diffusi  

Copie multiple 

Possibile instabilità su larga scala (>10 L) 

2. Vettori che si integrano YiP Yeast integrating plasmid 

Limitazioni del numero di copie del gene clonato (uno per cromosoma) 

e quindi limitazione della resa in proteina 

Si integrano per ricombinazione omologa 

3. Cromosomi artificiali di lievito (YAC) 

Lungo frammento di DNA che viene mantenuto nella cellula come cromosoma separato 

Altamente stabile 

Non ancora usati per produrre proteine eterologhe su scala industriale 



I plasmidi episomiali, chiamati YEp sono  basati su un plasmide endogeno di 

lievito di tipo episomale, il plasmide 2 micron. Contengono un’origine per la  
replicazione autonoma (2 ). Più copie del plasmide (50-100 per cellula) sono 
propagate nelle cellule di lievito e mantenute come episomi.   

Ap ori  

ori 2µ 

trp1 

YEp 

Saccharomyces cerevisiae 

.   



Yip vettore di integrazione, deriva da un vettore plasmidico batterico.  
 - marker di selezione di lievito 
- manca di origine di replicazione 
Integrazione per  ricombinazione omologa tra un marcatore funzionale di lievito e il 
corrispondente marcatore difettivo in un lievito mutante. L’integrazione porta alla 
duplicazione della sequenza bersaglio. Il DNA duplicato fiancheggia il vettore. I 
plasmidi integrativi sono propagati stabilmente, ma occasionalmente possono 
essere “spinti fuori” per ricombinazione tra le due sequenze duplicate. 

Ap ori  

ura3 

Inserto 

YIp 

Ricombinazione omologa 

Ura3- difettivo 

Inserto Ap ori  ura3 ura3 

1 copia  per cellula 

X 

Saccharomyces cerevisiae 



Si possono utilizzare peptidi segnale di lievito, oppure si può clonare il 
cDNA di interesse contenente la sequenza codificante il peptide segnale. 

Durante il processo di esportazione si verificano: 
1. la formazione di ponti disolfuro, 
2. il taglio proteolitico 
3. le modificazioni post-traduzionali 
...e la proteina si libera nel mezzo extracellulare 

Saccharomyces cerevisiae 

Secrezione 



Problemi nella espressione di proteine ricombinanti in S. cerevisiae: 

 

•Perdita del plasmide (anche con promotori inducibili) 

 

• Iperglicosilazione della proteina eterologa [fino a 100residui di mannosio contro 

~10 normale]=> alterazione della attività biologica e/o immunogenicità 

 

•A volte proteine progettate per essere secrete sono trattenute nello spazio 

periplasmatico 



Pichia pastoris 

 

•  Lievito metilotrofico 

• Crescite ad alta densità 

 

• Glicosilazione più simile a quella di mammifero 

 

• Promotori inducibili  AOX1 (promotore  dell’alcol ossidasi indotto 

da metanolo), CUP1 (rame) 

 

• Promotori costitutivi GAPD (gliceraldeide fosfato deidrogenasi), 

YPT1 ( pro 

 

• Sistemi di esporto delle proteine più efficientiLimitata secrezione 

nel mezzo di proteine endogene (quella eterologa arriva a 

rappresentare il 30% del secreto 

 

• Possibilità di “umanizzare”il pathway glicosilativo (GlycoFi) 

 



AOX: ossidazione di MeOH a formaldeide e H2O2( CAT). 



Vettore integrativo  



Vettore  shuttle permette l’espressione  della proteina sia in sia in in E coli (pT7)  

che in Pichia Pastoris (pAOX1) 



Cellule di mammifero 

 

• Linee cellulari derivate da tumori CHO (Chinese Hamster Ovary), BHK (Baby 

Hamster Kidney) , HEK293(Human Embrionic Kidney) 

 

•   Sistemi molto complessi e costosi 

 

• Crescita lenta (ca 24 ore/raddoppio) 

 

•   Plasmidi episomali o integrativi con promotori forti inducibili (fitoestrogeni, 

TetOn/TetOff)o costitutivi (citomegalovirus CMV) 

 

•   Trasfezione transiente o stabile (lipocomplessi, elettroporazione) 

 

•   Selezione mediante resistenza ad antibiotici o vantaggio selettivo (diidrofolato 

reduttasi, glutamina sintasi) 

 

•   Adatte  alla produzione di proteine terapeutiche folding e modifiche post-sintetiche 

generalmente corrette 



Vettori di espressione  eucarioti 

 

• Origine di replicazione 

– Generalmente derivata da virus animali (SV40 Simian virus 

40) 

• Promotori/sequenze di arresto 

– Generalmente derivati da virus animali o da geni di 

mammifero altamente espressi SV40, cytomegalovirus 

(CMV), herpes simplex virus (HSV)actina β, timidina chinasi, 

ormone della crescita bovino 

• Marcatori selezionabili  

Neo:  neomicina fosfotransferasi fosforila G-418 inattivandolo 

 

 

 

 

 

 

• DHFR deidrofolatoreduttasi 

 



Sistema TetOn per l’espressione regolata da 

tetraciclina 

 

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 TetR non si lega al DNA e 

permette la trascrizione del gene di interesse 

Induzione dell’espressione  indotta da tetraciclina in cellule di mammifero 



I baculovirus formano una famiglia di virus il cui aspetto somiglia a un bastoncino i Baculoviridae. Sono distinti in due 

sottofamiglie: Eubaculovirinae, con Nucleopoliedrovirus (NPV) e Nudibaculoviridae Granulovirus (GV), e. Questi virus 

possono infettare soprattutto specie di insetti come le larve delle tarme e dei sinfiti, le zanzare e anche i crostacei. Il 

genoma dei baculovirus è costituito da un DNA circolare a doppia catena, di dimensione compresa tra 80 e 180 kbp, 

che ne fa un virus di grossa taglia. I baculovirus sono impiegati in biotecnologia per la produzione di proteine 

ricombinanti dal 1983. Questi virus permettono di introdurre il gene codificante della proteina da produrre nelle colture 

di cellule di insetti, in particolare nelle cellule di Spodoptera frugiperda (Sf9 e Sf21) e di Trichoplusia ni (Hi5). Il cDNA 

della proteina in questione viene integrato nel genoma del virus, sostituendo il gene codificante alla proteina di struttura 

fibrillare p10, c. Un esempio di proteina prodotta in baculovirus è la proteina interferone 

Cellule Sf9 infettate con baculovirus 

ricombinante 

•Promotore forte della poliedrina 

•Crescita lenta (ca 24 ore/raddoppio) 

•Sistemi molto complessi e costosi 

•Folding e modifiche post-sintetiche 

generalmente corrette 



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 



Folding delle Proteine in E.Coli 



• Peptide segnale 

fortemente idrofobico 

viene riconosciuto  da 

SRP il complesso SRP 

ribosoma  lega il 

recettore FtsY e poi 

trasferito al traslocone  

SecYEG e SecDFYajC 

•  Peptide segnale 

mediamente idrofobico 

viene intercettato SecB 

che lega  la catena 

distesa  e poi SecA e 

SecYEG 

• Peptide segnale 

contenente  2 arginine 

viene traslocato 

attraverso il sistema 

TatABC  dopo che ha 

raggiunto la forma 

nativa 









Nglicosilazione delle proteine 

 

• Formazione del nucleo oligosaccaridico a 

per successive aggiunte di monosaccaridi  

sul dolicolo fosfato  

• Traslocazione nel lumen del reticolo  

• Trasferimento mediato 

dall’oligosaccariltrasferasi sulla sequenza 

consenso  N-X-T/S 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mcb/TOC/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mcb/TOC/










Produzione di eritropoietina in P pastoris 

 

 

• glicoproteina necessaria per la 

maturazione dei globuli rossi  con tre siti 

di Nglicolsilazione 

• Utilizzata come farmaco per l’anemia    







Insulina sintetizzata 

nelle cellule beta del 

pancreas come 

precursore inattivo  

 
Catena A  21 aa 

Catena B 30 aa 

2 ponti S-S  

Nel Golgi viene rimossa la catena C 



PRODUZIONE DI INSULINA 
RICOMBINANTE IN BATTERI 

-Plasmidi separati codificano per  

Catena A e B 
 
- Le catene sono espresse sotto il 
controllo di lac come proteine di 
fusione alla regione Nterm di LacZ 
-le sequenze di LacZ sono eliminate 
per trattamento con bromuro di 
cianogeno (che taglia dopo una 
metionina) 
 
-catene purificate, mescolate assieme, 
in opportune condizioni formano i 
legami S-S  
 



Produzione del vaccino contro l’epatite C in lievito 

-vaccini attenuati sono virus alterati in modo che non possano più 

riprodursi nell’organismo in cui vengono inoculati  
 
-questi vaccini sono potenzialmente pericolosi: possono essere 
contaminati con virus infettivi 
   
-i tentativi di produrre antigene di superficie del virus dell’epatite B 
(HBsAg ) in E. coli fallirono 

 
-il gene codificante HBsAg e’ stato clonato in un vettore di espressione di 
lievito. 
 
-il lievito trasformato con questo vettore produce elevate quantità di 
HBsAg 
 
-utilizzando fermentatori e’ possibile ottenere 50-100 mg di proteina per 
litro di coltura 



Espressione dell’antigene di superficie del virus dell’epatite B 
in Pichia pastoris (nel citoplasma) 
 

 

 

Promotore alcol ossidasi 

Segnali di arresto e 

poliadenilazione 

Regolato dalla presenza di metanolo 

Seq 3’ alcol ossidasi per facilitare 

integrazione del DNA durante crossing over 

Gene per la biosintesi 

della istidina 

Vettore di espressione 
che si integra in P. 
pastoris 


