
Gli esperimenti di espressione in E.coli hanno dimostrato 

che : 

 

1) la proteina espressa in E.coli attraverso la trascrizione e la  

 traduzione è proprio la proteina che riconosce la sequenza 

 specifica di repressione del gene di aldolasi A 

 

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

 protein 

 

3) il suo dominio di binding al DNA richiede che siano presenti  

 almeno i primi 8 domini a dita di zinco 

 

4) la proteina overespressa in E.coli è perfettamente funzionale 
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ZNF224 wild-type e mutants proteins 
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1. TRASFORMAZIONE DEL VETTORE D’ESPRESSIONE 

(CODIFICANTE PER LA PROTEINA DI FUSIONE) IN E. COLI. 

 

2. IDENTIFICAZIONE DEL TRASFORMANTE MIGLIORE E CIOE’ IL 

CEPPO PIU’ PRODUTTIVO. 

 

3. AMPLIFICAZIONE DEL CEPPO BATTERICO TRASFORMATO. 

 

4. INDUZIONE DELL’ESPRESSIONE DELLA PROTEINA DI FUSIONE 

     MEDIANTE IPTG. 

 

5. PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA DI FUSIONE MEDIANTE  

     CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’. 

ZNF224 wild-type e mutants proteins 
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6      47                                                I       II     III     IV    V     VI    VII   VIII   IX     X     XI   XII   XIII  XIV  XV   XVI XVII XVIII XIX 

KRAB 

domain 
Zinc-finger domains 

707 aa 

470 aa 

343 aa 

ZNF224 wild-type e mutants proteins 

pDEST15 ( E. coli Gateway vector) 

T7 promoter 

RBS 

Met               GST                        
cDNA ZNF224 
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Specif.Comp 

Non Specif. 

Comp. 

M1 WT M2 

-    +     - 

-     -     + 

-    +     - 

-     -     + 

-    +     - 

-     -     + 

  1        2       3       4        5        6        7       8       9      

EMSA Experiments with recombinant 

ZNF-224 mutants 
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Come si fa a dire che la proteina che noi abbiamo testato  

per il legame alla sequenza Ald A-NRE nell’esperimento 

di gel-shift è proprio la proteina zinc finger ZNF224 ? 

 

Con quali strumenti metodologici e quali strategie sperimentali è 

possibile investigare questo punto ? 



The Gel 
             Sample 1            Sample 2          Control 
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Membrane Transfer 
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Amplification: primary antibody recognized by 

many molecules of the secondary antibody 
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E’ necessario un anticorpo specifico  

che riconosca  la proteina zinc finger 

ZNF224 !!! 
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ZNF224 cDNA sequence 

1   GAGTCCAAACATTCGGTGGAGTCGCGGACACTTCCGCTCGGGGACTGAGGTTGCTGCAGTTTTTCCGCGATAGTTTGGGGCAGTTCCGCGCGTTGCAGGC 100

101 CCTTCTGAATTTCCTGGACCTACGCATTGGATCCTCAAAGAACTGCTGAATACCACTAGAAACATACCTGTAACCAGAGACAGCTGATTATAGCTTTCTG 200

201 CAGCAAGGAAGCCCACGTACCAGGGGCTGTCTTGGCACAATTCTGCTTTCCCAGGAACTGCATCACTCAGGACTCTGCAAGTTTCCAGAAGTAAGAGGGA 300

301 AAATGACCACGTTCAAGGAGGCAATGACCTTCAAGGACGTGGCTGTGGTCTTCACTGAGGAAGAGCTGGGGCTGCTGGACCTTGCTCAGAGGAAGCTGTA 400

      M  T  T  F  K  E  A  M  T  F  K  D  V  A  V  V  F  T  E  E  E  L  G  L  L  D  L  A  Q  R  K  L  Y  

401 TCGAGATGTGATGCTGGAGAACTTCAGGAACCTGCTCTCAGTGGGACATCAAGCATTCCACAGGGATACTTTCCACTTCCTAAGGGAAGAAAAGATTTGG 500

     R  D  V  M  L  E  N  F  R  N  L  L  S  V  G  H  Q  A  F  H  R  D  T  F  H  F  L  R  E  E  K  I  W   66

501 ATGATGAAGACAGCAATCCAAAGGGAAGGGAATTCAGGAGACAAGATCCAAACTGAGATGGAGACTGTTTCAGAAGCAGGAACACATCAAGAGTGGTCCT 600

    M  M  K  T  A  I  Q  R  E  G  N  S  G  D  K  I  Q  T  E  M  E  T  V  S  E  A  G  T  H  Q  E  W  S  F 100

601 TCCAGCAAATCTGGGAAAAAATTGCAAGTGATTTAACCAGGTCTCAAGACTTGGTGATAAATAGCTCTCAGTTCTCCAAAGAAGGTGATTTCCCCTGCCA 700

      Q  Q  I  W  E  K  I  A  S  D  L  T  R  S  Q  D  L  V  I  N  S  S  Q  F  S  K  E  G  D  F  P  C  Q  133

701 GACTGAGGCAGGACTATCTGTAATTCACACAAGACAGAAATCTTCCCAGGGCAATGGATATAAACCATCCTTCAGTGATGTCTCCCACTTTGATTTTCAT 800

     T  E  A  G  L  S  V  I  H  T  R  Q  K  S  S  Q  G  N  G  Y  K  P  S  F  S  D  V  S  H  F  D  F  H   166

 801 CAACAATTACACTCAGGAGAGAAATCTCATACGTGTGATGAGTGTGGAAAGAACTTTTGTTACATCTCAGCCCTTCGTATTCATCAGAGAGTCCACATGG 900

    Q  Q  L  H  S  G  E  K  S  H  T  C  D  E  C  G  K  N  F  C  Y  I  S  A  L  R  I  H  Q  R  V  H

 901 GAGAGAAATGCTATAAGTGTGACGTGTGTGGTAAGGAATTCAGTCAGAGTTCACATCTGCAAACTCATCAGAGAGTCCACACTGGAGAGAAACCGTTCAA 1000

      E  K  C  Y  K  C  D  V  C  G  K  E  F  S  Q  S  S  H  L  Q  T  H  Q  R  V  H 

1001 ATGTGTGGAATGTGGGAAAGGCTTCAGTCGTAGATCAGCACTTAATGTTCATCACAAATTACACACAGGAGAGAAACCTTATAATTGTGAGGAATGCGGG 1100

      C  V  E  C  G  K  G  F  S  R  R  S  A  L  N  V  H  H  K  L  H  T  G  E  K  P  Y  N

1101 AAGGCCTTCATTCACGATTCCCAGCTTCAAGAACATCAGAGAATCCATACGGGGGAGAAGCCATTCAAATGTGATATATGTGGTAAGAGCTTCTGTGGTA 1200

     K  A  F  I  H  D  S  Q  L  Q  E  H  Q  R  I  H  T  G  E  K  P  F  K  C  D  I  C  G  K  S  F  C  G  R 

1201 GATCAAGACTTAATAGGCATTCCATGGTTCACACGGCAGAGAAACCATTCCGATGTGATACGTGTGATAAGAGCTTTCGTCAGAGATCAGCACTTAATAG 1300

       S  R  L  N  R  H  S  M  V  H  T  A  E  K  P  F  R  C  D  T  C  D  K  S  F  R  Q  R  S  A  L  N  S

1301 TCATCGCATGATCCACACAGGAGAGAAACCATACAAATGTGAGGAGTGTGGAAAAGGCTTTATTTGTAGGCGAGATCTTTATACGCATCATATGGTCCAC 1400

      H  R  M  I  H  T  G  E  K  P  Y  K  C  E  E  C  G  K  G  F  I  C  R  R  D  L  Y  T  H  H  M  V  H

1401 ACGGGAGAAAAGCCATATAATTGTAAAGAGTGTGGGAAGAGCTTCAGATGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGCGAGTCCACAGTGGAGAAAAACCAT 1500

     T  G  E  K  P  Y  N  C  K  E  C  G  K  S  F  R  W  A  S  C  L  L  K  H  Q  R  V  H

1501 TCAAATGTGAAGAATGTGGGAAAGGATTTTACACAAATTCACAATGCTATTCCCACCAGAGATCCCATAGTGGAGAAAAACCATACAAATGTGTGGAGTG 1600

       K  C  E  E  C  G  K  G  F  Y  T  N  S  Q  C  Y  S  H  Q  R  S  H  S  G  E  K  P  Y  K

1601 TGGGAAGGGCTACAAAAGGAGGTTGGATCTTGACTTTCACCAGCGCGTCCATACAGGAGAGAAACTGTATAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGCTTTAGT 1700

      G  K  G  Y  K  R  R  L  D  L  D  F  H  Q  R  V  H  T  G  E  K  L  Y  N  C  K  E  C  G  K  S  F  S

1701 CGGGCCCCATGTCTTTTGAAACATGAGAGACTCCACAGTGGAGAAAAACCATTCCAATGTGAAGAGTGTGGGAAGAGATTTACTCAAAATTCACATCTTC 1800

     R  A  P  C  L  L  K  H  E  R  L  H  S  G  E  K  P  F  Q  C  E  E  C  G  K  R  F  T  Q  N  S  H  L  H

1801 ATTCCCATCAGAGAGTTCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGAGAAGTGTGGAAAGGGCTACAATAGTAAGTTTAATCTTGATATGCACCAGAAGGT 1900

       S  H  Q  R  V  H  T  G  E  K  P  Y  K  C  E  K  C  G  K  G  Y  N  S  K  F  N  L  D  M  H  Q  K  V

1901 CCACACAGGAGAGAGACCATACAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGTTTTGGCTGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGAGACTGCGCAGTGGGGAAAAA 2000

      H  T  G  E  R  P  Y  N  C  K  E  C  G  K  S  F  G  W  A  S  C  L  L  K  H  Q  R  L  R

2001 CCTTTCAAATGTGAAGAGTGTGGGAAAAGATTTACTCAGAATTCACAGCTTCATTCTCATCAAAGAGTGCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGATG 2100

     P  F  K  C  E  E  C  G  K  R  F  T  Q  N  S  Q  L  H  S  H  Q  R  V  H  T  G  E  K  P  Y  K

2101 AGTGTGGGAAGGGCTTCAGCTGGTCCTCAACTCGTCTGACCCATCAGAGACGCCACAGCAGAGAAACACCTCTCAAATGTGAGCAGCATGGGAAGAACAT 2200

       C  G  K  G  F  S  W  S  S  T  R  L  T  H  Q  R  R  H  S  R  E  T  P  L  K  C  E  Q  H  G  K  N  I  

2201 TGTACAGAATTCATTCTCTAAAGTGCAAGAAAAAGTTCACAGTGTAGAAAAGCCATACAAATGTGAGGACTGTGGGAAGGGCTACAACAGGCGCTTGAAT 2300

      V  Q  N  S  F  S  K  V  Q  E  K  V  H  S  V  E  K  P  Y  K  C  E  D  C  G  K  G  Y  N  R  R  L  N

2301 CTTGATATGCATCAGAGGGTCCACATGGGAGAGAAAACATGGAAGTGTAGGGAGTGTGATATGTGCTTTAGTCAGGCCTCAAGCCTTCGACTTCATCAGA 2400

     L  D  M  H  Q  R  V  H  M  G  E  K  T  W  K  C  R  E  C  D  M  C  F  S  Q  A  S  S  L  R  L  H  Q  N

2401 ATGTTCATGTTGGAGAAAAACCTTAGTGATGTGATGGTGCAATAAAGTCTTCACTCAGTCTTCATG 2466

       V  H  V  G  E  K  P  *

C
o
rs

o
 d

i 
B

io
te

cn
o
lo

g
ie

 I
n
d
u
st

ri
al

i-
M

o
d
u
lo

 P
ro

ce
ss

i 



Strategia di produzione dell’anticorpo 

1) Scelta dell’epitopo 

 

2) Immunizzazione dell’animale 

 

3) Controllo della produzione dell’anticorpo 

 

4) Purificazione dell’anticorpo 
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Antibody  

(immunoglobulin, Ig) 

 A Y-shaped protein 

secreted into the blood in 

response to specific 

antigens, such a 

bacterium or viruses, that 

neutralizes an antigen by 

binding specifically to it, 

producing an immune 

response 

Antibodies 
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Antibodies 

Antigen 

 Any foreign substance that elicits an immune 

response when introduced into the tissues of a 

susceptible animal, stimulating the production 

of antibodies 
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Antibodies 

Epitope 

 The small site on the surface of an antigen to 

which a complementary antibody may 

specifically bind 
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Antibodies 

Antiserum 

 Blood serum from an immunized host from 

which the clotting proteins and RBC’s have 

been removed, that contains antibodies specific 

to one or more antigens 

C
o
rs

o
 d

i 
B

io
te

cn
o
lo

g
ie

 I
n
d
u
st

ri
al

i-
M

o
d
u
lo

 P
ro

ce
ss

i 



Antibodies 

Polyclonal Production 

• Repeated immunization of animal with the 

antigen 

• Blood is removed at peak antibody production 

and serum is purified 

• The “pool” of antibodies recognizes different 

parts of the antigen 
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Monoclonal 

Production 

• Antibody 

that 

recognizes 

only one type 

of epitope 

 

 

Antibodies 
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Polyclonal 

• often recognize multiple epitopes 

• preferred choice for detecting 
denatured proteins 

• can be generated in a variety of 
species, increasing experimental 
design capabilities 

• generally have a more robust 
detection 

• more tolerant of minor changes to 
antigen (denaturation) 

• less expensive 

• larger quantities produced 

Monoclonal 

• very specific, excellent primary 
antibody 

• less background staining 

• homogeneity is high, allowing 
reproducible results 

• hybridoma cells can be frozen, 
thawed, and re-cultured 

 

 

 

Antibodies 
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  Globular Protein with a 

number of different antigenic 

    determinants (epitopes) 

  When the protein folds,  

  antigenic determinants  

 are formed on its surface 

 (usually 5 to 6 amino acid 

           residues) 

Monoclonal antibodies only 

  recognize one epitope 

Antibodies 

Polyclonal antibodies recognize  

        multiple epitopes 
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Strategia di produzione dell’anticorpo 

1) Scelta dell’epitopo 

 

2) Immunizzazione dell’animale 

 

3) Controllo della produzione dell’anticorpo 

 

4) Purificazione dell’anticorpo 
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Strategia di produzione dell’anticorpo 
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Strategia di produzione dell’anticorpo 

1) Scelta dell’epitopo 

 

 -l’epitopo deve essere facilmente riconoscibile 

 -deve essere immunogenico   

 -deve essere facilmente degradabile 

 -deve stimolare il differenziamento delle cellule T e B 
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Strategia di produzione dell’anticorpo 

2) Immunizzazione dell’animale 

 

 -scelta dell’animale 

 -quantità di siero 

 -anticorpo policlonale o monoclonale 

 -tipo di risposta immune 

 -numero di animali 

 -adiuvanti (LPS, liposomi) 
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Polyclonal: 

Antibodies are collected from sera of 

exposed animal 

 

Can be any animal: Rabbit, Goat, Horse, 

Rat, Sheep, etc… 

Suite of antibodies recognizing 

multiple antigenic sites of 

injected biochemical. 

Antibody Production 
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Monoclonal:   

Individual B lymphocyte hybridoma 

is cloned and cultured.  

Secreted antibodies are collected from 

culture media. 

 

Typically BALBc mice 

Sometimes Rat (ascites fluid). 

 

Antibodies recognize one 

antigenic binding site of the 

antigen. 

Antibody Production 
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Strategia di produzione dell’anticorpo 

3) Controllo della produzione dell’anticorpo 

 

 -cellule B esprimenti l’anticorpo specifico 

 

 -titolo dell’anticorpo prodotto 

 

 -risposta dopo successive inoculazioni 
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Strategia di produzione dell’anticorpo 

 4) Purificazione dell’anticorpo 

 

  -precipitazione in ammonio solfato, acido caprilico 

 

  -cromatografia per gel filtrazione 

 

  -cromatografia su DEAE (scambio ionico) 

 

  -purificazione su resine legate alla proteina A  
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ZNF224 cDNA sequence 

1   GAGTCCAAACATTCGGTGGAGTCGCGGACACTTCCGCTCGGGGACTGAGGTTGCTGCAGTTTTTCCGCGATAGTTTGGGGCAGTTCCGCGCGTTGCAGGC 100

101 CCTTCTGAATTTCCTGGACCTACGCATTGGATCCTCAAAGAACTGCTGAATACCACTAGAAACATACCTGTAACCAGAGACAGCTGATTATAGCTTTCTG 200

201 CAGCAAGGAAGCCCACGTACCAGGGGCTGTCTTGGCACAATTCTGCTTTCCCAGGAACTGCATCACTCAGGACTCTGCAAGTTTCCAGAAGTAAGAGGGA 300

301 AAATGACCACGTTCAAGGAGGCAATGACCTTCAAGGACGTGGCTGTGGTCTTCACTGAGGAAGAGCTGGGGCTGCTGGACCTTGCTCAGAGGAAGCTGTA 400

      M  T  T  F  K  E  A  M  T  F  K  D  V  A  V  V  F  T  E  E  E  L  G  L  L  D  L  A  Q  R  K  L  Y  

401 TCGAGATGTGATGCTGGAGAACTTCAGGAACCTGCTCTCAGTGGGACATCAAGCATTCCACAGGGATACTTTCCACTTCCTAAGGGAAGAAAAGATTTGG 500

     R  D  V  M  L  E  N  F  R  N  L  L  S  V  G  H  Q  A  F  H  R  D  T  F  H  F  L  R  E  E  K  I  W   66

501 ATGATGAAGACAGCAATCCAAAGGGAAGGGAATTCAGGAGACAAGATCCAAACTGAGATGGAGACTGTTTCAGAAGCAGGAACACATCAAGAGTGGTCCT 600

    M  M  K  T  A  I  Q  R  E  G  N  S  G  D  K  I  Q  T  E  M  E  T  V  S  E  A  G  T  H  Q  E  W  S  F 100

601 TCCAGCAAATCTGGGAAAAAATTGCAAGTGATTTAACCAGGTCTCAAGACTTGGTGATAAATAGCTCTCAGTTCTCCAAAGAAGGTGATTTCCCCTGCCA 700

      Q  Q  I  W  E  K  I  A  S  D  L  T  R  S  Q  D  L  V  I  N  S  S  Q  F  S  K  E  G  D  F  P  C  Q  133

701 GACTGAGGCAGGACTATCTGTAATTCACACAAGACAGAAATCTTCCCAGGGCAATGGATATAAACCATCCTTCAGTGATGTCTCCCACTTTGATTTTCAT 800

     T  E  A  G  L  S  V  I  H  T  R  Q  K  S  S  Q  G  N  G  Y  K  P  S  F  S  D  V  S  H  F  D  F  H   166

 801 CAACAATTACACTCAGGAGAGAAATCTCATACGTGTGATGAGTGTGGAAAGAACTTTTGTTACATCTCAGCCCTTCGTATTCATCAGAGAGTCCACATGG 900

    Q  Q  L  H  S  G  E  K  S  H  T  C  D  E  C  G  K  N  F  C  Y  I  S  A  L  R  I  H  Q  R  V  H

 901 GAGAGAAATGCTATAAGTGTGACGTGTGTGGTAAGGAATTCAGTCAGAGTTCACATCTGCAAACTCATCAGAGAGTCCACACTGGAGAGAAACCGTTCAA 1000

      E  K  C  Y  K  C  D  V  C  G  K  E  F  S  Q  S  S  H  L  Q  T  H  Q  R  V  H 

1001 ATGTGTGGAATGTGGGAAAGGCTTCAGTCGTAGATCAGCACTTAATGTTCATCACAAATTACACACAGGAGAGAAACCTTATAATTGTGAGGAATGCGGG 1100

      C  V  E  C  G  K  G  F  S  R  R  S  A  L  N  V  H  H  K  L  H  T  G  E  K  P  Y  N

1101 AAGGCCTTCATTCACGATTCCCAGCTTCAAGAACATCAGAGAATCCATACGGGGGAGAAGCCATTCAAATGTGATATATGTGGTAAGAGCTTCTGTGGTA 1200

     K  A  F  I  H  D  S  Q  L  Q  E  H  Q  R  I  H  T  G  E  K  P  F  K  C  D  I  C  G  K  S  F  C  G  R 

1201 GATCAAGACTTAATAGGCATTCCATGGTTCACACGGCAGAGAAACCATTCCGATGTGATACGTGTGATAAGAGCTTTCGTCAGAGATCAGCACTTAATAG 1300

       S  R  L  N  R  H  S  M  V  H  T  A  E  K  P  F  R  C  D  T  C  D  K  S  F  R  Q  R  S  A  L  N  S

1301 TCATCGCATGATCCACACAGGAGAGAAACCATACAAATGTGAGGAGTGTGGAAAAGGCTTTATTTGTAGGCGAGATCTTTATACGCATCATATGGTCCAC 1400

      H  R  M  I  H  T  G  E  K  P  Y  K  C  E  E  C  G  K  G  F  I  C  R  R  D  L  Y  T  H  H  M  V  H

1401 ACGGGAGAAAAGCCATATAATTGTAAAGAGTGTGGGAAGAGCTTCAGATGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGCGAGTCCACAGTGGAGAAAAACCAT 1500

     T  G  E  K  P  Y  N  C  K  E  C  G  K  S  F  R  W  A  S  C  L  L  K  H  Q  R  V  H

1501 TCAAATGTGAAGAATGTGGGAAAGGATTTTACACAAATTCACAATGCTATTCCCACCAGAGATCCCATAGTGGAGAAAAACCATACAAATGTGTGGAGTG 1600

       K  C  E  E  C  G  K  G  F  Y  T  N  S  Q  C  Y  S  H  Q  R  S  H  S  G  E  K  P  Y  K

1601 TGGGAAGGGCTACAAAAGGAGGTTGGATCTTGACTTTCACCAGCGCGTCCATACAGGAGAGAAACTGTATAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGCTTTAGT 1700

      G  K  G  Y  K  R  R  L  D  L  D  F  H  Q  R  V  H  T  G  E  K  L  Y  N  C  K  E  C  G  K  S  F  S

1701 CGGGCCCCATGTCTTTTGAAACATGAGAGACTCCACAGTGGAGAAAAACCATTCCAATGTGAAGAGTGTGGGAAGAGATTTACTCAAAATTCACATCTTC 1800

     R  A  P  C  L  L  K  H  E  R  L  H  S  G  E  K  P  F  Q  C  E  E  C  G  K  R  F  T  Q  N  S  H  L  H

1801 ATTCCCATCAGAGAGTTCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGAGAAGTGTGGAAAGGGCTACAATAGTAAGTTTAATCTTGATATGCACCAGAAGGT 1900

       S  H  Q  R  V  H  T  G  E  K  P  Y  K  C  E  K  C  G  K  G  Y  N  S  K  F  N  L  D  M  H  Q  K  V

1901 CCACACAGGAGAGAGACCATACAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGTTTTGGCTGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGAGACTGCGCAGTGGGGAAAAA 2000

      H  T  G  E  R  P  Y  N  C  K  E  C  G  K  S  F  G  W  A  S  C  L  L  K  H  Q  R  L  R

2001 CCTTTCAAATGTGAAGAGTGTGGGAAAAGATTTACTCAGAATTCACAGCTTCATTCTCATCAAAGAGTGCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGATG 2100

     P  F  K  C  E  E  C  G  K  R  F  T  Q  N  S  Q  L  H  S  H  Q  R  V  H  T  G  E  K  P  Y  K

2101 AGTGTGGGAAGGGCTTCAGCTGGTCCTCAACTCGTCTGACCCATCAGAGACGCCACAGCAGAGAAACACCTCTCAAATGTGAGCAGCATGGGAAGAACAT 2200

       C  G  K  G  F  S  W  S  S  T  R  L  T  H  Q  R  R  H  S  R  E  T  P  L  K  C  E  Q  H  G  K  N  I  

2201 TGTACAGAATTCATTCTCTAAAGTGCAAGAAAAAGTTCACAGTGTAGAAAAGCCATACAAATGTGAGGACTGTGGGAAGGGCTACAACAGGCGCTTGAAT 2300

      V  Q  N  S  F  S  K  V  Q  E  K  V  H  S  V  E  K  P  Y  K  C  E  D  C  G  K  G  Y  N  R  R  L  N

2301 CTTGATATGCATCAGAGGGTCCACATGGGAGAGAAAACATGGAAGTGTAGGGAGTGTGATATGTGCTTTAGTCAGGCCTCAAGCCTTCGACTTCATCAGA 2400

     L  D  M  H  Q  R  V  H  M  G  E  K  T  W  K  C  R  E  C  D  M  C  F  S  Q  A  S  S  L  R  L  H  Q  N

2401 ATGTTCATGTTGGAGAAAAACCTTAGTGATGTGATGGTGCAATAAAGTCTTCACTCAGTCTTCATG 2466

       V  H  V  G  E  K  P  *
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KRAB 

domain 
Zinc-finger domains 

707 aa 

470 aa 

343 aa 

ZNF224 wild-type e mutants proteins 

pDEST15 ( E. coli Gateway vector) 

T7 promoter 

RBS 

Met               GST                        
cDNA ZNF224 
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The Gel 
             Sample 1            Sample 2          Control 
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Membrane Transfer 
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Amplification: primary antibody recognized by 

many molecules of the secondary antibody 
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M1  M2  WT M1   M2   WT 

85 - 

135 - 

85 - 

135 - 

Ab anti-ZNF Ab anti-GST 

Western Experiments 
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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 è proprio la proteina che riconosce la sequenza 

 specifica di repressione del gene di aldolasi A 

 

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

 protein 

 

3) il suo dominio di binding al DNA richiede che siano presenti  

 almeno i primi 8 domini a dita di zinco 

 

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

 

5) La proteina wild type e le isoforme mutanti per delezioni 

 successive sono esattamente della taglia aspettata, come  

 dimostrato dagli esperimenti di western blotting. 
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Espressione di proteine ricombinanti in E.coli  
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Le proteine prodotte in procarioti possono essere : 

 

-Instabili 

 

-Prive di attività biologica 

 

-Contaminate da tossine o pirogeni  



Espressione di proteine in vettori eucariotici 

 

-Yeast  

 

-Baculovirus  

 

-Vaccinia virus 

 

-Retrovirus 
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da usare in cellule eucariotiche 

come vettori ! 



Vantaggi dei sistemi d’espressione in Eucarioti 

 

1) Proteine ad alto peso molecolare 

 

2) Proteine perfettamente ripiegate 

 

3) Proteine modificate 

 

4) Proteine native e funzionali 
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Vantaggi dei sistemi d’espressione in Eucarioti 

1) Corretta formazione di legami disolfuro 

2) Taglio proteolitico della forma precursore 

3) Glicosilazione 

4) Fosforilazione 

5) Acetilazione 

6) Carbossilazione 

7) Miristilazione 

8) Palmitilazione 
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I processi di modificazione delle proteine più frequenti: 



Caratteristiche dei sistemi d’espressione in Eucarioti 

Un vettore d’espressione eucariotica, così come avviene per 

i sistemi procariotici, deve avere: 

 

1) Un gene marcatore selezionabile 

 

2) Una sequenza promotrice eucariotica 

 

3) I segnali di terminazione per la trascrizione e traduzione 

 

4) Il segnale di poliadenilazione dell’mRNA 
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Caratteristiche dei sistemi d’espressione in Eucarioti 

P = promotore 

 

Cs = sito di clonazione 

 

T = segnali di terminazione 

 

Ampr = marcatore selettivo in E.coli 

 

ESM = marcatore selettivo in Eucarioti 

 

Orieuk = origine di replicazione eucariotica 

 

oriE = origine di replicazione in E.coli 
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Un vettore d’espressione eucariotica possiede sia elementi  

costitutivi di un vettore procariotico che eucariotico !  



Caratteristiche dei sistemi d’espressione in Eucarioti 

Per introdurre DNA esogeno in cellule 

eucariotiche si utilizza la tecnica della 

trasfezione. 

 

Nei batteri si usa, in genere,  la tecnica della 

trasformazione. 
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Caratteristiche dei sistemi d’espressione in Eucarioti 

Per i lieviti l’introduzione di materiale esogeno si ottiene con : 

1) Trattamento con acetato di litio 

2) Elettroporazione 

3) Eliminazione della parete cellulare per via chimica o enzimatica  

       (formazione di protoplasti) 

 

Per le cellule animali in coltura l’introduzione di DNA esogeno  

avviene per : 

1) Trattamento con fosfato di calcio 

2) Trattamento con DEAE-destrano 

3) Elettroporazione 
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Yeast Espression systems 
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Alcune delle proteine ricombinanti prodotte nei lieviti  



Yeast Espression systems 
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Principali caratteristiche dei lieviti: 
 

1)Sono ben studiati da un punto di vista genetico e fisiologico 

 

2)Sono facilmente coltivabili in small scale che in large scale 

 

3)Sono dotati di promotori forti ed inducibili 

 

1)Sono dotati di vettori potenzialmente efficienti come il plasmide 2m  

 

2)Sono capaci di modificare post-traduzionalmente le proteine prodotte 

 

3)Sono sistemi d’espressione da cui facilmente è possibile isolare le proteine  

 

4)Sono molto sicuri come sistemi d’espressione. 



  Yeast Espression systems 
 

  I tre tipi di vettori più in uso basati sulla genetica del 

 Saccaromices cerevisiae sono : 

1) Vettori episomali o plasmidici 

 (sono stati molto usati anche se sono instabili  

 in produzioni in larga scala !) 

 

2)   Vettori che si integrano nel cromosoma dell’ospite 

 (non sono stati molto usati poiché poco produttivi !) 

 

3) Cromosomi artificiali di lievito (YAC) 

 ( sarebbero molto vantaggiosi, se non offrissero  

 non poche difficoltà nella costruzione 

 di questi veri e propri cromosomi di lievito !). 
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Cromosomi artificiali di lievito (YAC) 
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Ampr = marcatore selettivo in E.coli 

 

oriE = origine di replicazione in E.coli 

 

CEN = assicura la funzione dei 

centromeri 

 

ARS = sito di replicazione autonoma 

 

URA3 = biosintesi uracile 

 

TRP = biosintesi triptofano 

 

T = sequenze telomeriche 

 

SmaI = sequenze per clonaggio 
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Vettore d’espressione per l’enzima superossido dismutasi  

(Cu/Zn SOD) in Saccaromices cerevisiae derivante  

dal plasmide 2mm 



L’enzima superossido dismutasi  

(Cu/Zn SOD) 
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L’enzima superossido dismutasi  

(Cu/Zn SOD) 
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La funzione dell’anione superossido è cruciale nella : 

 

1)Stimolazione della risposta infiammatoria dei fagociti; 

 

2)Indirizzamento dei leucociti verso il sito dell’infezione. 

 

 

L’eccesso dell’anione superossido può però generare effetti 

negativi nei confronti delle macromolecole biologiche (acidi 

nucleici, lipidi, carboidrati, proteine) che sono parte integrante 

delle strutture cellulari. 



L’enzima superossido dismutasi  

(Cu/Zn SOD) 
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Vettore d’espressione per l’enzima superossido dismutasi  

(Cu/Zn SOD) in Saccaromices cerevisiae 
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Secrezione di proteine espresse in Saccaromices cerevisiae 



Secrezione di proteine espresse in lievito 
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Secrezione di proteine espresse in Saccaromices cerevisiae 
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Yeast Espression systems 
 

Saccaromices cerevisiae 

 

-promotori inducibili ADH1 e GAL1 

-marcatori di selezione (HIS2, URA3,ADE2) 

-Repressore GAL80 

-Attivatore GAL4 

-Induttore galattosio 

 

 

C
o
rs

o
 d

i 
B

io
te

cn
o
lo

g
ie

 I
n
d
u
st

ri
al

i-
M

o
d
u
lo

 P
ro

ce
ss

i 



Il sistema inducibile della proteina GAL4 

in Saccaromices cerevisiae 
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L’espressione in Saccaromices cerevisiae spesso comporta : 

 

1)Perdita del plasmide 

2)Eccessiva glicosilazione (fino a 100 residui di mannosio !) 

3)Sequestro di proteine nello spazio periplasmico 

 

Di qui la necessità di utilizzare altri ceppi di lievito quali : 

 

1)Kluyveromyces lactis 

2)Schizosaccaromyces pombe 

3)Yarrowia lipolytica  

4)Hansenula polymorpha 

5)Pichia Pastoris 
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Sistemi d’espressione in Pichia pastoris 



Sistemi d’espressione in Pichia pastoris 

-Utilizza metanolo come fonte di carbonio 

 

-Necessita del promotore inducibile AOX1 (alcool ossidasi) 

 

-La sintesi della proteina esogena è regolata del metanolo 
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HBsAg = antigene di superficie 

del virus dell’epatite B 

AOXp = promotore  

AOXt = terminatore 

oriPP = origine di replicazione  

in Pichia Pastoris 

oriE = origine di replicazione  

in E. coli 

HIS4=biosintesi istidina 
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Il plasmide ricombinante è costituito da : 

Sistemi d’espressione in Pichia pastoris 



Pichia pastoris 
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Pichia pastoris 
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Protocollo per la produzione dell’antigene di superficie 

(HBsAg) nel ceppo di lievito Pichia pastoris : 

 
1)Costruzione del plasmide ricombinante; 

2)Integrazione del plasmide ricombinante nel genoma di  

      Pichia pastoris; 

3)Selezione del ceppo ricombinante esprimente la proteina 

      di interesse, HBsAg; 

4)Crescita controllata in small scale del ceppo di lievito  

      ricombinante ed induzione della sintesi della proteina di 

      interesse mediante metanolo, metabolita attivatore dell’enzima  

      alcool ossidasi 1 (AOX1); 

5)Crescita in large scale e induzione della sintesi della proteina  

      di interesse. 

 

La produzione di questo antigene ha offerto la possibilità di generare anticorpi  

specifici e neutralizzanti il virus dell’epatite B. Sono state prodotte così 

circa 9x106 dosi di vaccino. 



Pichia pastoris 
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Un sistema d’espressione in Yeast :Pichia pastoris 
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Vantaggi dei sistemi d’espressione in ceppi di Yeast 

-sistemi semplici 

 

-economici 

 

-non richiedono grandi apparecchiature 

 

-espressione costitutiva  

 

-espressione inducibile 
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Svantaggi dei sistemi d’espressione in Yeast 

1) Perdita dei plasmidi in conseguenza di un’elevata produzione 

 delle proteine esogene 

 

2) Iperglicosilazione delle proteine esogene e blocco della loro 

 attività biologica 

 

3) Inibizione della secrezione delle proteine esogene 
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Sistemi d’espressione in Baculovirus 

Proteine ricombinanti prodotte con il sistema del baculovirus in  

   cellule di insetto 
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Sistemi d’espressione in Baculovirus 
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Sistemi d’espressione in Baculovirus 

cs = sito di clonazione 

Pp = promotore del gene della poliedrina 

Pt = sequenze di terminazione del gene della poliedrina 

5’-AcMNPV e 3’-AcMNPV = sequenze per l’integrazione 

Il vettore per il trasferimento basato sul sistema del baculovirus è 

quello del virus della poliedrosi nucleare multipla di  

Autographa californica 
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Sistemi d’espressione in Baculovirus in forma episomale 
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Sistemi d’espressione integrati in Baculovirus 
C

o
rs

o
 d

i 
B

io
te

cn
o
lo

g
ie

 I
n
d
u
st

ri
al

i-
M

o
d
u
lo

 P
ro

ce
ss

i 



Sistemi d’espressione in Baculovirus 
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Caratteristiche  dei sistemi d’espressione in Baculovirus 

-Vettore shuttle in E.coli 

-Introduzione nelle cellule di insetto Sf9 

-Ricombinazione omologa 

-Screening dei ricombinanti 

-Scale-up del virus 

-Small scale protein preparation 

-Large scale preparation 
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Vantaggi dei sistemi d’espressione in Baculovirus 

Svantaggi dei sistemi d’espressione in Baculovirus 

-proteine ad alto peso molecolare 

-sistema controllato 

-protocolli collaudati 

-costi elevati 

-tempi di produzione lunghi 

-rese limitate 
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Sistemi d’espressione in mammalian cells 

1) Vaccinia virus 

 

2) Retrovirus 

 

3) Transient and/or stable plasmid transfections 
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Nei sistemi d’espressione in cellule di Eucarioti Superiori,  

il maggior vantaggio è costituito dal fatto che le proteine  

sono sintetizzate in una forma strutturalmente funzionale. 

 

Infatti, processi di modificazioni complessi ( Fosforilazioni, 

Glicosilazioni, Acetilazioni, Carbossilazioni…), che richiedono  

l’intervento di articolati passaggi enzimatici, avvengono solo  

nelle cellule eucariotiche di animali superiori. 

Sistemi d’espressione in mammalian cells 
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Sistemi d’espressione in Vaccinia Virus 
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Sistemi d’espressione in Vaccinia Virus 
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Sistemi d’espressione in Vaccinia virus 
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Caratteristiche del sistema d’espressione in Vaccinia virus 

 

-costruzione del vettore shuttle con il cDNA clonato 

 

-ricombinazione in un virus 

 

-infezione di cellule eucariotiche recipienti 

C
o
rs

o
 d

i 
B

io
te

cn
o
lo

g
ie

 I
n
d
u
st

ri
al

i-
M

o
d
u
lo

 P
ro

ce
ss

i 



Vantaggi dei sistemi d’espressione in Vaccinia virus 

-frammenti e quindi cDNA molto grandi da inserire (fino a 25 kb) 

 

-quantità ragguardevoli di proteina espressa ( fino ai mg) 

 

 

Svantaggi dei sistemi d’espressione in Vaccinia virus 

-difficoltà a generare virus ricombinanti 

 

-rischio di infezione per gli operatori 
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Sistemi d’espressione in Retrovirus 

-espressione in transiente  

 

-espressione stabile e costante nel tempo 

 

-integrazione in singola copia del cDNA 

 

-presenza di marcatori (beta galattosidasi, fosfatasi alcalina, GFP) 

 

-alta versatilità  

 

-tropismo delle varie classi di virus 
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Sistemi d’espressione in Retrovirus 
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Sistemi d’espressione in Retrovirus 
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-alta efficienza di infezione 

 

-specificità d’azione in alcuni tipi cellulari (cellule primarie) 

 

-stabili linee cellulari 

Vantaggi dei sistemi d’espressione in Retrovirus 
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Svantaggi dei sistemi d’espressione in Retrovirus 

-titolo basso di virus 

 

-lunghezza del cDNA inserito 

 

-resa molto bassa 

 

-bassa espressione stabile  

 

-rischio di infezione per l’uomo 
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