
 Produzione di proteine ricombinanti  

 



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 



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  

 

• Sistemi di esporto delle proteine più efficienti Limitata secrezione 

nel mezzo di proteine endogene (quella eterologa arriva a 

rappresentare il 30% del secreto) 

 

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

 



Cellule di mammifero 

 

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

Hamster Kidney) di criceto e le  HEK293 (Human Embrionic Kidney) Hela umane  

 

•   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 

 

 

 

 

 

• DHFR: deidrofolato reduttasi utilizzabile in ceppi DHFR- 



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 



Cellule Spodoptera frugiperda 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 

• Interferone 

 



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 



Formazione ponti disolfuro 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 









N-glicosilazione delle proteine  

 

• Formazione del nucleo oligosaccaridico  

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/












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 



.  

 regione N-terminale(1–60)contiene 11 residui 

ripetuti coinvolti nella formazione di alfa elica 

anfipatica  interazione con i lipidi 

 regione centrale  coinvolta nell’aggregazione 

tra  (residui 61–95) 

 regione acidica   C-terminale ( 101–140) . 

• α - sinucleina ( α - syn ) , è una proteina di 14kDa 

associata a  malattie neurodegenerative.  

• Presente abbondandemente  nel cervello (talamo , 

substanzia nigra, ippocampo etc)    

• Espressa maggiormente nei neuroni che  nelle cellule 

gliali  

•  E’ coinvolta nel «trafficking» delle vescicole sinaptiche  





Espressione   in E.coli della alfa –sinucleina   

Espressione periplasmatica 

-Non è coinvolta SecA 

-Non avviene per shock 

osmotico 

-Ne’ mediante MscL:  Large 

Mechanosensitive channel   



Alfa-syn non può liberamente 

penetrare nelle  LUV( large 

unilamellar vescicles )  

Ed è stabile nel periplasma 



La traslocazione non è mediata da Tat ABC ma da SRP  



La regione carbossi-terminale è necessaria per la traslocazione   
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Inibitori della sintesi di colesterolo 

aumentano la tossicità  sia di syn 

FL che di syn Δ6 

Fluconazolo aumenta la 

percentuale synucleina 

associata alle vescicole di 

secrezione 



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 


