
Produzione di proteine 
terapeutiche



Proteine di interesse terapeutico: 
biofarmaci

• Proteine come farmaci

• Proteine come antigeni (vaccini)

La produzione industriale di 
proteine terapeutiche 
richiede l’uso della 
tecnologia del DNA 
ricombinante per ottenere 
le elevate quantità di 
proteina necessarie







Biosintesi dell’insulina nelle cellule  del 
pancreas

Catena A             21 aa
Catena B             30 aa

Unite da due ponti S-S

ESONE 1 ESONE 2

PREPROINSULINA

PROINSULINA

Peptide segnale

INSULINA

Nell’apparato di Golgi 
un enzima rimuove 33 
aa che costituiscono il 
peptide C

B
AC



L’insulina forma esameri, 
stabilizzati dallo zinco, 
che ne modulano la 
solubilità e la 
biodisponibilità



PRODUZIONE DI INSULINA
RICOMBINANTE IN BATTERI

• Plasmidi separati codificano per la 
catena A e B in ceppi di E. coli 
separati

• Le catene A e B sono prodotte sotto 
il controllo del promotore lac come 
proteine di fusione con la regione N-
terminale di LacZ

• Le sequenze LacZ sono eliminate con 
trattamento con bromuro di 
cianogeno (scinde legami Met-X)

• Le catene A e B sono mescolate 
assieme in condizioni ossidanti, si 
formano i ponti S-S e viene 
purificata la forma nativa



Produzione  di insulina ricombinante nel lievito 
Saccharomyces cerevisiae (via della proinsulina)

Pro-insulina costituita da catena B1-29 (mancante di Thr30) e 
catena A1-21 fusa al peptide segnale dell’-factor per produrre 
insulina secreta (mini-peptide C). 



Espressione costitutiva 
sotto il controllo del 
promotore TPI (trioso-
fosfato isomerasi), 
selezione mediante 
complementazione con il 
gene della TPI di S. pombe
in un ceppo di S. cerevisiae
tpi::LEU2



Valutazione dell’efficienza della sequenza del pro-
peptide e della sequenza spacer nella produzione di 

insulina ricombinante nel lievito 



Schema del 
processo 
industriale di 
produzione 
dell’insulina  
ricombinante 
mediante la via 
della proinsulina.



Analoghi dell’insulina approvati per l’uso come farmaci





Proprietà farmacocinetiche degli analoghi dell’insulina



Glicoproteine terapeutiche



L’eritropoietina è un ormone che stimola 
l’eritropoiesi



Eritropoietina 

L’eritropoietina (EPO) è un ormone 
che stimola la produzione di globuli 
rossi. E’ una glicoproteina di 165 aa 
con 4 catene di carboidrati (3 N- e 1 
O-glicosilazione). 
• La N-glicosilazione è necessaria 

per la secrezione e la stabilità 
dell’EPO nel plasma.

• La O-glicosilazione non sembra 
avere influenza sull’attività 
biologica dell’EPO.

EPO ricombinante prodotta in CHO e 
nel lievito Pichia pastoris



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;  1,2-
mannosidase, MnsII; 
mannosidase II, GnTI;  1,2-
Nacetylglucosaminyltransferase
I, GnTII;  1,2-N-
acetylglucosaminyltransferase 
II, GalT;  1,4-
galactosyltransferase, SiaT; 
2,6-sialyltransferase, MnT;
mannosyltransferase. For 
simplicity the two GlcNAc
residues present at the reducing
end of all glycans have been
omitted.



Come ingegnerizzare la via della 
glicosilazione in lievito?

• Inattivazione dei geni per gli enzimi endogeni
– Marker di selezione

• Introduzione di nuovi enzimi con attività catalitica 
e localizzazione desiderata
– Protein engineering

• Introduzione di enzimi/trasportatori per i 
precursori???
– Galattosio e acido sialico



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

dopo inattivazione genica e knock-in

Inattivazione di OCH1 e introduzione 
del trasportatore GlcNAc

Selezione negativa con 5-FOA



Strategie per costruire glicosidasi e 
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).

• 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



Produzione di eritropoietina umana in Pichia pastoris
glicoingegnerizzato



Costruzione del ceppo di lievito

pGLY2088 rhEPO

pGLY2456   sialic acid

YGLY1703

YGLY2849

YGLY3159

YGLY1703: arg1, och1, pno1, mnn4B, bmt2, K. lactis UDP-GlcNAc transporter, -1,2 M. 

musculus MnsI, -1,2 GlcNAc transferase I, -1,2 R. norvegicus GlcNAc transferase II, D. 

melanogaster MnsII, S. cerevisiae Gal epimerase, D. melanogaster UDP-Gal transporter, H. sapiens 

-1,4 galactosyl transferase



Produzione di eritropoietina umana in Pichia pastoris
glicoingegnerizzato

• espressione sotto il controllo del 
promotore AOX1

• segnale di secrezione -factor
• induzione per 40 ore
• resa 50 mg/L (12-13 copie del 

vettore integrate nel genoma)

H−(O−CH2−CH2)n−OH
PEG



L’eritropoietina umana 
prodotta in Pichia pastoris è 

biologicamente attiva

Harvested

Fermentation Broth

Centrifugation

Microfiltration

Ultrafiltration #1

Blue-dye Chromatography

Hydroxyapatite Chromatography

Cation Exchange Chromatography #1

Ultrafiltration #2

PEGylation

Cation Exchange Chromatography #2

Ultrafiltration #3

Sterile Filtration

Final Product

*

*This step was only applied at scales larger than 40 liters





Analisi diretta dell’EPO ricombinante
Iso-Elettro-Focalizzazione a pH 2-6 identifica varianti 
con diversa carica dovuta alle catene oligosaccaridiche



Una modifica post-sintetica inusuale:
la -carbossilazione del glutammato

Carbossilasi 
Vitamina K-
dipendente

Vitamina K 
epossido 
reduttasi



La cascata della coagulazione del sangue

Numerosi fattori della 
coagulazione possiedono 
residui di Gla (-carbossi-
glutammato) necessari per 
una corretta interazione 
con le membrane mediata 
da ioni Ca2+



Disordini genetici della coagulazione

Emofilia A (fattore VIII) ed emofilia B (fattore IX)

• Malattie genetiche legate al sesso caratterizzate da emorragie 
spontanee e di origine traumatica.

• La World Federation of Haemophilia stima che nel mondo ci siano 
400.000 emofiliaci.

• La produzione dei fattori della coagulazione attraverso la 
tecnologia del DNA ricombinante permette di superare i problemi 
di contaminazioni virali che rendono meno sicuri i derivati del 
plasma.





Fattore VIII

Il fattore VIII è una proteina di 2332 aa che ha una 
struttura a domini A1-A2-B-A3-C1-C2. Il dominio B viene 
inizialmente rimosso e nel plasma il fattore VIII è associato 
al fattore di von Willebrandt (vWF), che lo stabilizza. Il 
dominio C2 è coinvolto nel legame a vWF e alle membrane.  



Fattore VIII: organizzazione strutturale e 
modifiche post-sintetiche



Processamento proteolitico del Fattore VIII



Fattore VIII ricombinante

• Espresso in cellule di mammifero BHK e CHO a livelli bassi: 
secrezione poco efficiente. Costi molto elevati (oltre 
100.000 $/anno per paziente)

• Produzione di fattore VIII ibrido uomo/maiale  (sequenze 
FVIII di maiale nei domini A1 e A3 aumentano livelli di 
espressione migliorando la velocità di secrezione) con un 
sistema lentivirale sotto il controllo del promotore EF-1 in 
cellule BHK

• Livelli di espressione: 9 pg/cellula/giorno cioè circa 7.3 mg in 
2.5 lt raccolti dal giorno 3 al giorno 7 di coltura

• Purificazione mediante cromatografia a scambio cationico su 
SulfoPropyl-Sepharose: 4.9 mg di fattore VIII con elevata 
purezza



Fattore VIII ricombinante



Fattore VIII ricombinante: caratteristiche di 
diversi sistemi di produzione e purificazione 



Fattore IX

Il fattore IX è una proteina di 461 aa 
che ha una struttura a domini Gla-
EGF1-EGF2-SP. 

Il dominio SP è una serina proteasi.

Il dominio Gla è modificato post-
traduzionalmente da -carbossilazione 
vitamina K-dipendente di 12 residui di 
glutammato.

L’attivazione richiede un 
processamento proteolitico per 
rimuovere un peptide di 35 aa tra i 
domini EGF2 e SP. 



Espressione del Fattore IX in cellule CHO

Fattore IX (415 aa) 
espresso in CHO a 180 
mg/lt (forma attiva solo 
1.5 mg/lt).  
I livelli di espressione 
aumentano se viene co-
espressa la furina
(proteasi che rimuove un 
peptide segnale necessario 
per la -carbossilazione).

Approvato con il nome 
BeneFIX nel 1998.



Espressione del Fattore IX in cellule HEK293

Aumento di circa 4 volte dei livelli di espressione di FIX attivo se 
viene co-espressa VKORC1 (vitamina K epossido reduttasi)



Nuovi approcci per aumentare l’emivita di 
FVIII, FIX e FVIIa



Fattore VIIa
ricombinante

Il fattore VII è espresso in cellule 
BHK come proteina a singola catena.  
L’attivazione (proteolisi R152-I153) è 
spontanea. Purificazione mediante 
cromatografia a scambio ionico, 
cromatografia di affinità su 
anticorpo monoclonale contro il 
dominio Gla e altre due 
cromatografie a scambio ionico.

Il fattore VIIa è indicato nei 
pazienti con emofilia A o B che hanno 
sviluppato anticorpi inibitori contro i  
fattori VIII o IX.



Emicizumab: un 
anticorpo bispecifico

per il trattamento 
dell’emofilia

Anticorpo bispecifico per FIXa e 
FX mima il ruolo di FVIIIa



Terapia genica
Hemgenix® (2023)            Roctavian® (2022)

FIX Padova (R338L)
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