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double-stranded
plasmid DNA expression vector

e )
promoter l

SeqQUENCe T DNA WITH
RESTRICTION NUCLEASE

e )

INSERT PROTEIN-
CODING DNA SEQUENCE

————

INTRODUCE
RECOMBINANT DNA
INTO CELLS

ke

' N\
overexpressed overexpressed
mRNA wu‘a n
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Processi industriali che utilizzano proteine
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PHARMACEUTICALS Pulp and Paper Starch Processing Textiles
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Alcune proteine umane ricombinanti
da tempo approvate per uso medico

Insulin (1987)
Interleukin 2 (1989)
Human growth hormone (1991)

Glucagon (1992)

Recombinant Vaccines:

Pertussis
Interferon gamma (1992) Hepatitis B
Erytropoietin (1992) Difteria

Factor VIII (1993)
Human DNAse (1994)
Follitropin (19995)
Calcitonin (1997)

Lyme disease



‘N
(7p]
D
(@)
o
| -
ol

o
-

o
(@)

=

I

o
)
(72)
-

e
(=

2
(@))

o
o
(e
()
(¢B)
+—
2
m
©
o
(9p)]
| -
o
@)

Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

« Svariate centinaia di proteine umane ad
uso terapeutico sono state prodotte
tramite la tecnologia rDNA

e || loro valore commerciale € enorme

— Si stima che Il loro mercato valga oltre 150
miliardi di $
— Ormone crescita Genentech 250 milioni $

Insulina Eli Lilly 277 miliioni $
Eritropoietina Amgen 2.15 miliardi $
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Proteine umane ricombinanti
approvate dalla FDA

Proteina Industrie Malattia

DNase | Genentech Fibrosi cistica
Eritropoietina Amgen Anemia

Ormone crescita Genentech Deficienza di GH
Insulina Eli Lilly Diabete

IFN-a2a Hoffmann-La Roche Leucemia
Interleukin-2 Chiron Carcinoma renale
t-PA Genentech Infarto

E altre....



Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Alcuni obiettivi di interesse
biotechologico

* Riuscire a produrre nuove proteine di interesse
medico o industriale

Massimizzare la produzione di proteine
ricombinanti (un'aumentata efficienza di produzione
aumenta i profitti)

* Facilitare i processi di purificazione delle proteine

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
L

* Costruire proteine diverse da quelle presenti in
natura, dotate di nuove e vantaggiose proprieta



Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Ci sono differenze tra le proteine prodotte per usi
Industriali e quelle prodotte per uso terapeutico

Queste riguardano la

SICUREZZA (identita con il prodotto atteso, assenza
di contaminazioni, riproducibilita della strategia di
produzione) e |

COSTI DI PRODUZIONE (devono essere bassi per

Pl, ma possono essere molto alti per PT)
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Qual e 'obiettivo ?

Come scegliere I'ospite in cuil produrre la
proteina?

Quanta proteina serve?

Come esprimere la proteina (espressione
costitutiva, inducibile..)?
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Molecular Cloning

Restriction site
Foreign DNA Plasmid o {
bzt = LacZ gene

Ampicillin
resistance
gene

* | Mrcc
o N_SQ?‘%";’ \gy"p

ﬁ?\

N

4 _ Bacteria (may take

" up plasmid with or

1 '~ without the insert,

e or may not take up
* plasmid at all).

& &/
S’S’D.

Bacterial genome is
missing the lacZ gene,

White colonies

have plasmids
Blue colonies with the foreign
have plasmids insert.

without insert,

The foreign DNA and plasmid are cut with the same
restriction enzyme, which recognizes a particular
sequence of DNA called a restriction site. The restriction
site occurs only once in the plasmid, and is located within
the lacZ gene, a gene necessary for metabolizing
lactose.

The restriction enzyme creates sticky ends that allow the
foreign DNA and cloning vector to anneal. An enzyme
called ligase glues the annealed fragments together.

The ligated cloning vector is transformed into a bacterial
host strain that is ampicillin sensitive and is missing the
lacZ gene from its genome.

Bacteria are grown on media containing ampicillin and
X-gal, a chemical that is metabolized by the same
pathway as lactose. The ampicillin kills bacteria without
plasmid. Plasmids lacking the foreign insert have an
intact lacZ gene and are able to metabolize X-gal,
releasing a dye that turns the colony blue. Plasmids with
an insert have a disrupted lacZ gene and produce white
colonies.
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

La sintesi di proteine ricombinanti e essenziale per studiare
una funzione di un organismo vivente.

Lo studio di una proteina “in vitro “ si accompagna di solito
allo studio “in vivo” . Mediante i due approcci € possibile definire
le caratteristiche strutturali e funzionali dei domini proteici di una

proteina.

La scelta del sistema per produrre una proteina ricombinante
dipende dalla strategia che si intende seguire e dalle successive
metodologie che saranno applicate.
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

| microrganismi sono facilmente manipolabill,
economici, modificabili in tempi rapidi. Tuttavia, le
proteine prodotte nel batteri sono prive di
modificazioni post-traduzionali

Le cellule di lievito e di insetto consentono di
ottenere glicosilazioni, ma queste sono spesso
specie-specifiche

Le coltivazione di cellule di mammifero e lenta,
costosa e difficiimente consente l'ottenimento di
proteine In alta resa

L'uso di animali come bioreattori ha alcuni vantagaqi,
ma notevoli limitazioni



Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Tre sistemi biologici sono attualmente disponibili per sintetizzare
proteine ricombinanti :

1) | sistemi di espressione nei Procarioti
2) | sistemi di espressione negli Eucarioti

1) Isistemi di “in vitro” transcrizione/traduzione
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Liniversit

‘wisannio Difficolta Resa in %
Eucarioti
% Baculovirus ++ + 10-20%
(@)
E Vaccinia Virus +++ + 5%
% Yeast ++ + 1-5%
o
= Plasmid + + 1%
=
= Procarioti
§ E.Coli 10%
e ' + + 0
— Tac promoter
(«B)
E_? E. Coli + + 10-30%
g T7 polimerasi
2 In vitro
}_% transcription/
© translation
? T7, T3, SP6 + 1%
8 RNA polimerasi
/wheat germ o
reticolociti
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

| sistemi di espressione in E. coli offrono I seguenti vantaggi :

1)
2)
3)
4)
9)

6)

sono i piu affidabili per sintetizzare proteine al di sotto dei 75 kDa

sono ideali nello studio di domini specifici di proteine regolatorie

sono estremamente efficienti ed economici

danno alte rese (fino a milligrammi di proteine) usando scale-up methods
in poco tempo danno la possibilita di purificare le proteine

offrono proteine altamente purificate se sono usate delle sequenze
estranee definite “tag”

7) Hanno una genetica molto studiata e noti sono I processi di fermentazione
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

| sistemi di espressione in E. coli offrono I seguenti svantaggi :

1

N

2)
3)

4)

5)

6)

/)

possono dare bassi livelli di espressione
possono produrre proteine degradate
possono produrre proteine insolubili o denaturate

producono proteine senza alcuna modificazione
post-traduzionale (ad es. glicosilazione)

producono proteine non efficienti nel raggiungere una
conformazione multimerica

sono manipolate artificialmente per essere rese competenti

possono avere problemi nell’esportazione delle proteine esogene prodotte
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| sistemi di espressione in E. coli :

E possibile esprimere la proteina in
diversi modi:

a) Espressione diretta citoplasmatica
(proteina solubile nel citoplasma)

b) Espressione diretta periplasmatica
(proteina solubile nel periplasma)

c) Espressione di una fusione.
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

La sintesi di proteine ricombinanti richiede la manipolazione di alcune
proprieta specifiche del sistema d’espressione nel suo complesso:

1)La natura delle sequenze promotrici e di arresto della trascrizione

2)La forza del sito di legame al ribosoma

3)Il numero delle copie del gene clonato

Ml clonaggio del gene nel plasmide o integrazione nell’organismo ospite
5)La localizzazione finale della proteina sintetizzata

6)La resa della traduzione nell’organismo ospite

7)La stabilita della proteina prodotta all’interno dell’organismo ospite

8)La scelta dell’ospite in cui produrre la proteina esogena di interesse
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Messaggio fondamentale !!!

 Nessuna strategia funzionera in tutti i casi
« Ogni proteina € unica

* Pud essere necessario apportare piu
modifiche alle strategie standard



Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

Vettore

Un vettore di
espressione comprende
le sequenze necessarie
per la trascrizione ¢ fa
traduzione da parte
della cellula aspite,

I gene estraneo viene inserito

g i n corrispondenza di un sito
G di restrizione.
esfraneo
-
BamH|

Cellule di E. ¢oli vengono trasfettate
con il vettore di espressione.

Il gene estraneo viene
espresso in . coli grazie
alla presenza del vettore
di espressione.
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

La sintesi di proteine ricombinanti richiede la manipolazione di alcune
proprieta specifiche del sistema d’espressione nel suo complesso:

1)La natura delle sequenze promotrici e di arresto della trascrizione

2)La forza del sito di legame al ribosoma

3)Il numero delle copie del gene clonato

Ml clonaggio del gene nel plasmide o integrazione nell’organismo ospite
5)La localizzazione finale della proteina sintetizzata

6)La resa della traduzione nell’organismo ospite

7)La stabilita della proteina prodotta all’interno dell’organismo ospite

8)La scelta dell’ospite in cui produrre la proteina esogena di interesse
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti

| principali elementi di sequenza necessari in un vettore di espressione

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

GENE REFRESSCRE TERMINATORT DELLA
PER UN PROMOTORE N ;
'\ RECLABILE / } N
TR e om L
- e o —
------- T il y——RBS 1
GENE PER IA | : NS Hﬂﬂmcmam
PROMOTORE P(I.ILJMER. STABILIZZARE L'TiRNA
PR FORTE RECIARILE
2D ¥ ANTRIOND
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| sistemi di espressione in E. coli

Strategia sperimentale per la ricerca di un promotore forte

DNA
cromosomiale
Abel Gene
reporter
Taglio
Plasmide con Abel
Abel Abel Abel Abel
\ /
)
.’Ult" A ,lt' | /“)(‘ | .4brl
Taglio I:[ ‘|:I
con Abel
Abel Abel Abel Abel

1 - "

A [.)“ ]
' Abel

Attivita enzimatica ;
e - Luciferasi

-CAT

-GFP



K7
(7]
D
(@)
o
| -

(ol

o
>

i®)
o

=

I

—
)
(7]
>

e
-

2
(@))

o
o
c
(@]
(«B]
=

2
m

o
o
(9]
| -
o
@)

| sistemi di espressione in E. coli

Strategia sperimentale per la ricerca di un promotore forte

Lo studio della regolazione dell’'espressione
genica. I sistemi reporter

Clementi di

regolazions LT Proteina

rans - S _ faciimente
) - - dosabile

~ Promotore  Gene reporter

Elementi di regolazione ois

Con | sisteni reporter & possdile studiare sia gli elementi o
che #rans di regolazione della trascrizione.

Inoltre @ possibile effettuare lo screening di molecele In
grado di interferire con l'espressione del gene reperter.

Questo principio puo essere esteso ogli amvmali transgerici
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| sistemi di espressione in E. coli

Strategia sperimentale per la ricerca di un promotore forte

I geni reporter

GENE

VANTAGGIL

SVANTAGGIL

B-Galattosidasi

Ben caratterizzata, stabile,

Presenza di attivita endogena

Batterica rilevazione automatizzabile in cellule di mammifero,

enzima tetramerico (risposta

non lineare)
Luciferasi Alta attivita specifica, Richiede |'aggiunta di
(Lucciola) mancanza di attivita cofattore, O,, ATP.
endogena (basso
backgrounad)

Fosfatasi Proteina di secrezione, Elevata attivita endogena in
alcalina saggio colorimetrico molto alcuni tipi cellulari.
(Umana) sensibile.

fluorescent
proteins (GFP,
varianti RFP,
BFP)

Monomerico, non richiede
substrato, assente nei
mammiferi, varianti con

diversa A di fluorescenza.

Bassa sensibilita per
mancanza di amplificazione
(non & una reazione
enzimatica)




e | sistemi di espressione in E. coli

Liniversiti
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Strategia sperimentale per la ricerca di un promotore forte

Luciferasi

Le luciferasi sono una classe di enzimi ossidativi che agendo su un
substrato specifico causano la produzione di fotoni ( luciferasi di lucciola,
e suoi derivati ricombinanti,Luc 2, ecc) ' (lucem ferre).

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

luciferina+ ATP — luciferil adenilato + PP,
luciferil adenylato + O, — ossiluciferina+ AMP + fotoni
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| sistemi di espressione in E. coli

Strategia sperimentale per la ricerca di un promotore forte

Regulatory sequence to Reporier gene
be studied [eg encoding GIP o

(e £ dgece’s promoter) luctferase)

ONA

!
’

S  mRNA
‘

A reporter protein
Amount |s easly measured
(e.8. GFP by fluccoscerce)




| sistemi di espressione in E. coli
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Fluorescent proteins

La Green Fluorescent Protein (GFP) e una proteina naturale
(prodotta dalla medusa Aeguorea victoria) di piccole dimensioni (238
aa 26,9 kd) che se eccitata da una radiazione nel campo
dell'ultravioletto (2. 395 nm), ma anche del visibile (. 475 nm, colore
blu) emette una radiazione di colore verde (505 nm) «

Osamu Shimomura
Premio Nobel 2008

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi




| sistemi di espressione in E. coli

Strategia sperimentale per la ricerca di un promotore forte

COME IDENTIVICARE ELEMENTINTL PROMOTORE
ATTIVITA'

od | h 100%

g CAT, luolerpse

= '. b 100%
=] h 20%
h 1%
b 0%
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| sistemi di espressione in E. coli

« La trascrizione & spesso il punto di

controllo pit importante per la
regolazione dell'espressione genica

« |La trascrizione é controllata dal
promotore

| promotori devono essere

— Forti
— Possibilmente Regolabili
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| sistemi di espressione in E. coli

Forte

— Alta affinita per 'RNA polimerasi
— Legame forte - trascritto ad alta frequenza

— Legame debole - RNA Pol si stacca =2 no
trascription

Regolabile

— L'espressione puo essere controllata dal
ricercatore, tramite induttori e repressore
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1)
2)
3)
4)

)

| sistemi di espressione in E. coli

Alcuni promotori forti e regolabili :

Il promotore lac
|l promotore trp
Il promotore tac
Il promotore di sinistra pL del batteriofago A

[l promotore del gene 10 del batteriofago T7



| sistemi di espressione in E. coli

La lezione del lac operon

O0srnn
requiator : ; )
r Vo operalor siructural genes
gens S ¥ 1 » \
e — & v - o
= @ l 9 ' a I [ B ‘
'
messenger BNA Wuuu (0 ession
v
reprazzor @) " induction
= 8 1.0 a 2% C I

' ' ' '

messaniar BNA ooy WA ediendar RKA

v ' v v
@ m A arotetns

TRpreS s nd_}
metabaivte MNAucar-reprassar compivs

*
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L’induttore del promotore inducibile lac ¢ il lattosio oppure un suo analogo,

IPTG

| sistemi di espressione in E. coli

HOCl:Hz CH,4
/
HO Q s—C—H
OH H CH,
H H
H OH
Isopropyl-f-D-thiogalactoside
(IPTG)



| sistemi di espressione in E. coli
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| sistemi di espressione in E. coli
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The lac Operon and its Control Elements

+1

lacl cap P lo lacZ lacY  lacA genes
site
AUG AUG ﬁ AUG
- : : messenger RNA

S S S

CAP protein RNA polymerase

M Low glucose
> Lactose available

lac genes strongly expressed

Repressor protein

. High glucose
~—y Lactose unavailable

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

not
m . Low glucose
) Lactose unavailable
not
CAP P O High glucose
—#—_—-—-——ﬁﬁ— Lactose available

binding
site



| sistemi di espressione in E. coli

Il sistema di espressione Lac promoter

Concentrazione  Concentrazione  Concentrazione Livello di
del glucosio del larrosio di cAMP Regione operatore-promotore lac trascrizione

Bassa Bassa Alta Promotore dperatore : Bassa

Alta Bassa Bassa [ Promotore | Q__ Bassa
Alea Alta Bassa [ Promotore | Operatore  [NGEIE | Bassa

Bassa Alta Alra Alta
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| sistemi di espressione in E. coli

del Sannio

(a) Il promotore lac
IPTG

lacZ \

.
I 2" . Trascrizione

-35 -10

(b) Il promotore trp Acido 3-B-indolacrilico Triptofano
trpA \\p. \\‘
——aw > Trascrizione — Assenza

—-35 -10 di trascrizione

(c) Il promotore tac PTG
\* . promotore tac: ibrido tra trp e lac
= ” ——a® 5 Trascrizione

(d) Il promotore AP,

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

——y 0°C  Assenza -30 °C
-35 =10 di trascrizione
Trascrizione
(e) Il promotore T7 IPTG
>
RNA polimerasi T7 Ceppo specialedi E. colilisogeno per
I A . N » Trascrizione |17 (fago T7 integrato e alterato: gene
-35 -10 per RNA pol T7 a valle del promotore

lac, indotto dall'lPTG)



| sistemi di espressione in E. coli

|l sistema di espressione Trp promoter

Corepressore
(triptofano)
Repressore Il triptofano si
inattivo lega al repressore

Cambio di
conformazuone Repressore
attivo

Il repressore si J

Iega all'operatore

——
''''' Vot b
g a

Regolatore Dperatore

I'RNA polimerasi non
si lega al promotore,
RNA polimerasi O Trascrizione inibita
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| sistemi di espressione in E. coli

|l sistema di espressione Trp promoter

o T

mBNA

un repressore inattivo incapace

11 gene regolatore r preduce
di legarsi all'operatore.

<—I<——s

I’RNA polimerasi trascrive i geni strutturali.

939@550‘9 La traduzione produce gli enzimi della via
inattivo metabolica del lnptol’ano

La trascrizione

ANA pohmefasu
; ,\<\ procede

i
Traduzicne

moaoica &9 &3

del triptofanc | 2 v e ] R

Triptofano presente
A QP
r

Corepressore
+ (triptofanc)

1 iriptofano lega
* T il repressore. ..
Repressore s Repressore
inattive A attive
~ / ... che quindi si
l le

ga all'operatore.

mRNA

P ¢ d € b A

Il triptofano inibisce il kegame
del'mRNA polimerasi, impedendo la
trascrizione dei geni strutturali,
bloccando in tal modo L sintesi degli
enzimi coinvolti nella via metabolica
del triptofano.




| sistemi di espressione in E. coli
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[l sistema di espressione Tac (Trp-Lac) promoter

Plasmide pGEX:

- contiene proteina GST con a valle un
sito di taglio per la trombina

- regolato da promotore “tac”,
promotore ottimizzato artificialmente,
derivante dalla fusione del lac promoter
operon con parte del promotore

dell'operone trp (triptofano)
- Mantiene inducibilita da IPTG, ma

presenta livelli di espressione assai piu
alti rispetto al lac normale

> produzione di grosse quantita di
proteina, purificabile mediante GST

- GST |

Promotore lac Trombine AD+polyQ LBD
cleavage site

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



| sistemi di espressione in E. coli

[l sistema di espressione Tac (Trp-Lac) promoter
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| sistemi di espressione in E. coli

|l sistema di espressione pL promoter

cl
the A repressor

P, t

Perpetuation of Lysogeny



| sistemi di espressione in E. coli

|l sistema di espressione pL promoter
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|l sistema di espressione T7 RNA polymerase

IPTG Incuction IPTG Induction

£ cou RNA * T7 RNA v

polymorase polymerase

I,»-r >ﬁ I gone 1 Targot gene

- laco r-
. lac promotat , ,

9

lac !
reprassor + ropressor
' I
' |
lac | gene —| lac I gene

T7 lysosyme

|
|
T7 lysorymo

(Jono

E. coli genome VYV VLLL
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Il sistema di espressione a due plasmidi nella produzione
In larga scala di proteine ricombinanti

A Triprofano assente nel mezzo

Protetna ¢l
sintefizzata
(derepressa)

Proteina del gene
cdonato non
sintetizzata

pup ‘V\.-\‘ (repressa)

B Triprofano presente nel mezzo

Proteina ¢l Proteina del

non sintetizzata gene clonato
(repressa) sinterizzata
pop

-\,\'\\(dcrcprcssn)




Il sistema di espressione con copie multiple del gene
di interesse clonate plasmidi

‘n
m - . -
8 A Geni donan purificati
g Abe Abe Abel Abel Abel Abel
2 = —p e
3
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'8 B Prodot di legatura
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Limiversit

st S Strategia sperimentale per 1’espressione in E. coli
-Clonaggio del cDNA di interesse nel plasmide Tac promoter
-Trasformazione del ceppo di E.coli

-Crescita delle cellule fino a 0,5-0,6 O.D.

-Induzione con IPTG per tempi tra 2-10 ore

-Inibizione del legame della proteina repressore LacR

-Espressione della proteina di interesse

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Lyt Protocollo

del Sannio

-Minimal scale preparation

-Large scale preparation

-Centrifugation

-Cellular lysis

-Nucleic acids precipitation (polyethyleneimine PEI)
-Protein purification (ammonium sulfate)
-Chromatography

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Espressione di una proteina di fusione (tagged protein)

3 tag epitope purificationfig. - Yisualizzatore immagini e fax pet Windows ; -IQI}J
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e ESPressione di una proteina di fusione (tagged protein)

;dc:%nno

,

Abel Abel

Abel  lacZ Gene

Legatura
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Espressione di una proteina di fusione (tagged protein)

Sito di taglio
el fatrore X,
Sequenza di
collegamento X ‘
3

AL

e

. .. Thr-Ala-Glu-Gly-Gly-Ser-lle-Glu-Gly-Arg-Val-His-Leu . . .
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Espressione di una proteina di fusione (tagged protein)

(zene sintetico

Transfezione
delle cellule ospiti o]
— B o o)

o 0 o

Vettore di
espressione

e 0
" o f ° -

o o SR
o9 .2

Proteine 1icombinanti
. ® GRS SA D EAE Secrezione ‘
PG e SO DS e
\ GRS e o PR i SO W s

R 7T A
RERD B I

Pwificazione con
cromatografia i
affita

Digestione con
proteasi
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Espressione di una proteina di fusione (tagged protein)

1 Miscela concentraca
di proteine secrete

Interlenchina 2

[ S e

L o@

Pepride

marcacore @

Altre proteine

3 Aggiunta alla colonna della miscela di
proteine secrete

Il pepride marcatore
si fissa all'anticorpo

i
.
!

R

’ Le altre proteine
O @ passano attraverso
la colonna

2 Preparazione della colonna
di immunoaffinica

F

Anticorpa pcpndlco Supporto
anti-marcarore polipropilenico

4 Eluizione della proteina
di fusione

E

!"w Proteina
-./\A.\ di fusione

Peptide marcatore Interleuchina 2



Expression of a tagged protein

PROTEINE DI FUSIONE

Per evitare degradazione di proteine eterologhe e per permetterne una piu semplice
purificazione. queste vengono prodotte come proteine di fusione con una proteina stabile

dell’ organismo ospite.

Un TAG e una sequenza proteica
con proprieta che ci permettono
di purificare la proteina

d’interesse
TAG DIMENSIONE LIGANDO
D GST 25 kDa glutatione
MBP 40 kDa amilosio

Anticorpo monoclonale
specifico

His-tag 6-10 aa Ni2*

FLAG (DYKDDDDK) 8 aa
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Purificazione delle proteine di interesse
prodotte come proteine di fusione
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L’ espressione di una proteina in E. coli pud essere svantaggiosa
perche:

1) bassa espressione
2) proteina insolubile

3) proteolisi

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



1) bassa espressione

a) Controllare il livello di traduzione dell’ mRNA (sequenze
Shine Dalgarno, RBS o ribosome binding site...)

b) Controllare se vi sono possibili strutture secondarie dell’ mMRNA
(togliere sequenze fiancheggianti dal cDNA)

c) Controllare 1 tipi di codoni usati ( mutagenesi sito diretta,
cotrasfezione con vettori che codificano per tRNA rari)
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v -
kano 1) bassa espressione

La sequenza di Shine e Dalgarno

mRNA .

S — AGGAGG = AUG
UCCUCC

’IFSSrH

small ribosomal subunit
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1) bassa espressione

a) Controllare il livello dell”’ mRNA (sequenze Shine Dalgarno,
RBS...)

b) Controllare se vi sono possibili strutture secondarie dell’ mMRNA
(togliere sequenze fiancheggianti dal cDNA)

c) Controllare 1 tipi di codoni usati ( mutagenesi sito diretta,
cotrasfezione con vettori che codificano per tRNA rari)
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1) bassa espressione

A
(@ G
—C
U—A
A—U
U—G
A A
A—=1J
A—U
A—U
G A
G—U
G—"U
G—U

siaancoed  Naaacae



1) bassa espressione

a) Controllare il livello dell”’ mRNA (sequenze Shine Dalgarno,
RBS...)

b) Controllare se vi sono possibili strutture secondarie dell’ mMRNA
(togliere sequenze fiancheggianti dal cDNA)

c) Controllare 1 tipi di codoni usati ( mutagenesi sito diretta,
cotrasfezione con vettori che codificano per tRNA rari)
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1) bassa espressione

Migliorare |la traduzione

* Uso del codoni
— Molti codoni per lo stesso aminoacido
— Alcuni sono usati di rado
— poco tRNA corrispondente

 Differenti organismi usano il codice in
modo diverso

* Obiettivo: ottimizzare | codoni
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Table 3.2 The genetic code and codon usage in E. coli and humans

1) bassa espressione

Codon Amino acid Frequency of use in:
E. coli Humans

GAG Glutamic acid 0.30 0.59
GAA Glutamic acid (.70 0.41
CGG Arginine 0.08 0.19
CGA Arginine 0.05 0.10
CcGu Arginine 0.42 0.09
CGC Arginine 0.37 0.19
AGG Arginine 0.03 0.22
AGA Arginine 0.04 0.21
CCG Proline (.55 0.11
CCA Proline 0.20 0.27
CCU Proline .16 0.29
CCC Proline (.10 (.33
UGA Stop 0.30 .61
UAG Stop 0.09 0.17
UAA Stop 0.62 0.22
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2) proteina insolubile

a) Risolubilizzare la proteina

b) Denaturare la proteina, purificarla e rinaturarla

c) Aggiungere il ligando

d) Modificare le condizioni di crescita della cellula ospite

e) Modificare la proteina per migliorare la solubilita

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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3) proteolisi

a) Uso di ceppi di E.coli privi di proteasi
b) Mutagenesi sito diretta dei siti delle proteasi

c) Uso di inibitori di proteasi nei tamponi di preparazione
degli estratti



s St Integrazione del DNA di interesse nel cromosoma di E. coli

del Sannio

1) Il sito di integrazione dono deve essere incluso in un gene essenziale
1) 1l gene che si introduce deve essere sotto un promotore regolabile

1) Il frammento da inserire deve contenere sequenze in parte omologhe
con il DNA cromosomiale

4) Tra le due sequenze deve avvenire ovviamente un evento di ricombinazione
singolo o doppio.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Integrazione del DNA di interesse nel cromosoma di E. coli

A
- Plasmide
(7]
wn /
q) -~
o Gene donato
o
E DNA
o cromosomiale
3 Sito di — N »
‘ = St DNA
-8 ricombinazione __\_ v cromosomiale
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e
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(¢D) Gene clonato
(@)]
o B
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(] DNA
% cromosomiale
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Espressione di proteine esogene in E. coli e secrezione

E possibile esprimere la proteina in
diversi modi:

a) Espressione diretta citoplasmatica
(proteina solubile nel citoplasma)

b) Espressione diretta periplasmatica
(proteina solubile nel periplasma)

c) Espressione di una fusione.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Espressione di proteine esogene in E. coli e secrezione

E’ necessario prendere alcune precauzioni :
1)clonare sequenze segnale per guidare 1’esportazione delle proteine
2)usare ceppi gram-positivi per ottenere la proteina nel mezzo

3)fondere il cDNA della proteina di interesse con quello di proteine
espresse ed esposte fuori dal batterio gram-negativo

4)abbassare i1 livelli di proteine espressa, modulando negativamente
la traduzione
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Stablilita della proteina

« |La vita media e variabile
— Da pochi minuti a >24 ore
« Fattori che influenzano la stabilita

— NH, terminale
— Sequenze PEST

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Stabilita della proteina

« Sequenze PEST
— Interne alla sequenza aminoacidica
— Aumentano la suscettibilita alla proteolisi
. P = Pro
E=Glu
S = Ser
T=Thr

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Table 6.4 Stability of S-galactosidase
with certain amino acids added to its N
terminus

Amino acid added Hali-life
Met, Ser, Ala =20 h
Thr, Val, Gly =20 h
lle, Glu =30 min
Tyr, Gln ~10 min
Pro ~7/ min
Phe, Leu, Asp, Lys ~3 min
Arg ~2 min

Adapted from Bachmair et al., 1986, Science 234:
179-186.
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti
In Procarioti

L introduzione di DNA esogeno in un organismo procariotico
porta alla modificazione del metabolismo.
Questo fenomeno, che e definito carico metabolico, e dovuto :

1) Replicazione del numero di copie di plasmide
2) Limitata quantita di ossigeno
3) Richiesta di elevate concentrazioni di alcuni amminoacil-tRNA
4) Ingorgo dei sistemi di trasporto delle proteine neosintetizzate
5) Blocco delle attivita vitali in alcuni ceppi ospiti che richiedono
un elevato metabolismo
6) Accumulo di intermedi importanti del metabolismo
Intermedio e relativa tossicita
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© Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti
In Procarioti

Il carico metabolico puo quindi causare:

1) Rallentamento della crescita

2) Perdita di materiale genetico estraneo (il plasmide)

3) Blocco di processi metabolici energeticamente costosi
(ciclo dell” azoto)

4) Produzione di attivita proteasiche capaci di inattivare le
proteine ricombinanti

5) Elevata frequenza di errore nella traduzione
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Sintesi ed espressione di proteine ricombinanti
In Procarioti

E’ possibile ovviare al fenomeno del carico metabolico attraverso:

1) Utilizzo di un plasmide a basso numero di copie

2) Integrazione del plasmide nel cromosoma dell’ospite

3) Utilizzo dei codoni della cellula ospite

4) Livello modesto di produzione della proteina esogena associatc
all “‘aumento della densita di crescita

5) Diminuito metabolismo del glucosio che provoca accumulo di
acetati

6) Utilizzo di molecole analoghe del glucosio (metilglucoside)
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Gateway Cloning Technology

Figure 1. Transferring a DNA Segment (Gene)
between an Entry Clone and Multiple
Destination Vectors. DNA segments can be
transferred from an Entry Clone into any number of
recipient vectors (Destination Vectors) to generate
Expression Clones, or from Expression Clones back
into Entry Clones.

-Rapido ed efficiente metodo di clonaggio
-Trasferimento in piu tipi di vettori
-Estrema versatilita

-Fedelta nell” orientamento e lettura

-Alta efficienza di trasformazione
-Rapidita e facilita di Screening

-Reazioni semplici in “one test tube”



e La reazione LR nel Gateway Cloning System

Entry Clone
L1 L2

¥ :|60bp 100 bp v :
i Destination Vector
pENTR-gena

M1 - R2
N \> ]
OO M TR (1 -
KnF 2 7S 12sep 125 bp
pDEST

Ap'

LA CLONASE
Enzyme Mix Incubate -60 min
(Int, 1HF, Xis) at25'C .

Transtorm £, colll
L] ®

iotecnologie Industriali-Modulo Processi

Ap' Colonies Next Day (>90% Correct Clones)

Figure 2. GATEWAY Cloning Reactions: The LR
Reaction. An Entry Clone, containing a gene flanked by
recombination sites, recombines with a Destination
Vector to yield an Expression Clone and a by-product
plasmid. The result is that a gene sequence in the Entry
Clone is transferred into an Expression Vector, donated
by the Destination Vector. The by-product plasmid
contains the ccdB gene, and hence gives rise to no
colonies when using standard strains of E. coli.
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e La reazione BP nel_Gateway Cloning System_

Expression Clone
B1 = B2

Donor Vector
P1 P2
r + )
Ap. ~[[h  HeeBi— 1
200 bp 200 bp
{M pDONR }

w’lAWVWervxuvrvv\NW\"“w
Kn

BP CLONASE
Enzyme Mix
{Int + IHF)

Incubate ~60 min
at25°C

Entry Clone

L1 =i L2
[ B Gene L
f\" 100 bp
"«‘ PENTR-gene \}

A3 v
Ay w
ANV e g aanng vy At

Kn
Transform E. oolil
[

iotecnologie Industriali-Modulo Processi

Kn' Colonies Next Day (>90% Correct Clones)

Figure 3. GATEWAY Cloning Reactions: The BP
Reaction. A gene in an Expression Clone can be
transferred into an Entry Vector by the BP Reaction.
Only plasmids without the ccdB gene that are also
kanamycin resistant (Kn") will yield colonies.
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Figure 4. Bacteriophage Lambda
Recombination in E. coli.
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Il_.Gateway Cloning System e versatile

Restriction Enzyme
and Ligase Cloning
By-Product Entry Clone Destination Vector
& atfi1 a2 i 2 a1 a2 J 5 a1 a2 3
BP Reaction LR Reaction
Donor Vector J Expression Clone / \ By-Product
{ ar amz ) 4 B g2 ) ( —aPi Pz )
PCR Product
GENE
atfe1 am2

Figure 5. GATEWAY Cloning Technology as an Operating System for
Cloning and Subcloning Genes. Once a DNA segment is cloned into the
GATEWAY system, it can be easily transferred from an Entry Clone into a
Destination Vector (via the LR reaction) to generate an Expression clone. A DNA
segment in an Expression Clone can be easily transferred into an at/P pDONR
vector (via the BP reaction) to generate an Entry Clone and then into different
Destination Vectors, all without the need for restriction enzymes and ligase.
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Figure 6. Sequences of a#fB1 and atfB2 Sites Flanking a Gene
after Subcloning into a Destination Vector to Create an
Expression Clone.
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Figure 7. DNA Molecules Participating in the LR
Reaction. Two different co-integrates form during the LR
Reaction (only one of which is shown here), depending on
whether aul.l and at/R1 or atl.2 and attR2 are first to
recombine.
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|l Gateway Cloning System richiede la creazione di
un Entry clone

pressio
Clone/Library

@ B1 B2
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+

Figure 8. Four Ways to Make Entry Clones: 1. Using
restriction endonucleases and ligase. 2. Starting with a cDNA
library prepared in an atfL Entry Vector. 3. Using an
Expression Clone from a library prepared in an a#fB expression
vector via the BP Reaction. 4. Recombinational cloning of PCR
fragments with terminal a#B sites, via the BP Reaction.
Approaches 3 and 4 rely on recombination with a Donor Vector
that provides the Entry Vector carrying Kn'.

Kn'
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Caratteristiche di un Entry vector

Entry Vector

=

Variable Region N Options:

e Blunt site close to atiL1 site, in three possible reading
frames (PENTR1A, 2B, 3C)

@ Nco | site close to attl1 site (PENTR4)

e Blunt (Xmn ) and Nco | sites each preceded by E. coli
and eukaryotic ribosome recognition site (pENTR11)

Figure 9. Schematic of Available Entry Vectors. Shown at
the top are restriction sites flanking the ccdB gene that are
common to all Entry Vectors. In addition, each Entry Vector has
its own selection of cloning sites and other options residing next
to the attL1 site (Variable Region N).
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Variable Region N options are summarized in the lower half of
the figure.
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|l Gateway Cloning System
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Figure 10. Cloning A PCR Product by the BP
Reaction. A PCR product with 25-bp terminal
attB sites (+ 4Gs) is shown as a substrate for the
BP Reaction. Recombination between the aifB-
PCR product of a gene and a Donor Vector
(which donates an Entry Vector that carries Kn")
results in an Entry Clone of the PCR product.
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Caratteristiche degli Entry vectors

Table 1. Available Entry Vectors

Name Cloning Features Expression Features

pENTRIA | Alternative reading frame vectors for | N-terminal or C-terminal fusions in E. coli or

pENTR2B | N-terminal fusions. Multiple cloning site | eukaryotic cells.

P < (MCS) ity Sllows at?Ll. F ISt | Native expression and carboxy fusions require
restriction endonuclease cut site yields = 2 0
blisiit cnds addition of ribosome recognition sequence

5 ; and ATG translation initiation codon.

pENTR4 MCS immediately follows aerL1. First | C-terminal fusions require that no stop
restriction endonuclease site is Nco L. codons precede arfL2.

pENTRI1! |Two good E. coli and eukaryotic | Native, N-terminal or C-terminal fusions in

ribosome binding sites (SD and Kozak)
downstream of a#l.1. Blunt and Ncol
sites each preceded by SD and Kozak.

E. coli or eukaryotic cells.

C-terminal fusions require that no stop
codons precede antl.2.
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Caratteristiche deil Destination vectors

Table 2. Available Destination Vectors

Name Expression Features ori | Antibiotic
in Resistance
pDEST14 | E. coli Native protein expression with T7 promoter pBR | Amp
pDESTIS | E. coli N-terminal Glutathione-S-transferase fusion expression | pPBR | Amp
with T7 promoter
pDEST17 | E. coli N-terminal 6X histidine affinity tag fusion expression | pBR | Amp
with T7 promoter
pDESTS insect cells | Native protein expression with polyhedron promoter for | pUC | Amp
baculovirus expression
pDESTI10 | insectcells | N-terminal 6X histidine affinity tag fusion expression | pUC | Amp
with polyhedron promoter for baculovirus expression
pDEST20 | insectcells | N-terminal Glutathione-S-transferase fusion expression | pUC | Amp
with polyhedron promoter for baculovirus expression
pDEST12.2 | mammalian | Native expression with SV40 promoterfori and neo | pUC | Amp
cells resistance
pDEST26 | mammalian | N-terminal 6X histidine affinity tag fusion expression | pUC | Amp
cells with SV40 promoter/ori and neo resistance
pDEST27 | mammalian | N-terminal Glutathione-S-transferase fusion expression | pUC | Amp
cells with SV40 promoter/ori and neo resistance
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Zinc-finger domains
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ZNF224 wild-type e mutants proteins
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EMSA Experiments with recombinant

ZNF-224 mutants
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Zinc-finger domains
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pDEST15 ( E. coli Gateway vector)

T7 promoter RBS cDNA GST cDNA ZNF224
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Gli esperimenti di espressione in E.coli hanno
dimostrato che :

1) la proteina espressa in E.coli attraverso la trascrizione e la
traduzione e proprio la proteina che riconosce la sequenza
specifica di repressione del gene di aldolasi A

2) la proteina KRAB-zinc finger ZNF224 e una DNA binding
protein

3) 1l suo dominio di binding al DNA richiede che siano presenti
almeno 1 primi 8 domini a dita di zinco

4) la proteina overespressa in E.coli e perfettamente funzionale



