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¢ Gli esperimenti di espressione in E.coli hanno dimostrato
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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
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ZNF224 wild-type e mutants proteins

Copyright © The McGraw-HIll Companles, Inc. Permisalon required for reproduction or dispiay.

Human gene cloning (1)

bacterium

restriction
human cell enzyme

cleaves DNA

insulin gene C
™~ A

DNA ligase seals human gene and plasmid

!

@ recombinant DNA
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ZNF224 wild-type e mutants proteins

E. coli bacterium

Plasmid
Cell with DNA
Bacterial O lsolate of lme"r::tg i
lasmid
chromosome < P © Isolate
DNA )
‘ with enzyme > == Gene of interest
7 | ©cCutcell's DNA
* «+ With same enzyme
Gene /
' of interest
lACOmblne targeted fragment
and plasmid DNA
© Add DNA ligase,
which closes
the circle with
Reconibinant covalent bonds
DNA Gene
plasmid of interest

Copyright © 2000 Poarson Ecucation, Inc



ZNF224 wild-type e mutants proteins

AAAAAAA
ETTTITTTTT T(N)as

Ll\‘r\ erse Transceription

Sequence Information Available Region

V
AAAAAAA
TTTTTTTTT(N)x
— I ETTTTTTTTT(N )
1™ PCR
\V
ITTTTTTTT(N)s
— { ETTITITTTTT(N) s
Y™ PCR

ITTTITTTTT(N)%

A Cloning and Seguencing
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5

ZNF224 wild-type e mutants proteins

TRASFORMAZIONE DEL VETTORE D’ ESPRESSIONE
(CODIFICANTE PER LA PROTEINA DI FUSIONE) IN E. COLLI.

IDENTIFICAZIONE DEL TRASFORMANTE MIGLIORE E CIOE’ IL
CEPPO PIU’ PRODUTTIVO.

AMPLIFICAZIONE DEL CEPPO BATTERICO TRASFORMATO.

INDUZIONE DELL’ ESPRESSIONE DELLA PROTEINA DI FUSIONE
MEDIANTE IPTG.

. PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA DI FUSIONE MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’.



KRAB I ; _
domain INC-Tinger domains
6 47 I I I IV V_ VI VI VI IX X  XI XII XII XIV XV XVI XVI XVII XIX

707 aa

470 aa

S — ]

pDEST15 ( E. coli Gateway vector)
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EMSA Experiments with recombinant

ZNF-224 mutants

M1 WT M?2
Specif.Comp -+ S - - + -
Non Specif. . -+ - - T - -
Comp. -
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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 e proprio la proteina zinc finger ZNF224 ?

Con quali strumenti metodologici e quali strategie sperimentali e
possibile investigare questo punto ?

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Membrane Transfer

Western Blotting Fexd
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Amplification: primary antibody recognized by
many molecules of the secondary antibody

primary antibody: secondary antibodies:
rabbit antibody marker-coupled antibodies
directed against directed against rabbit
antigen A antibodies

‘( 03;0 Ja rker

immobilized
antigen A l

Figure 9-16. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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E’ necessario un anticorpo specifico
che riconosca la proteina zinc finger
ZNF224 111



1

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

ZNF224 cDNA sequence

GAGTCCAAACATTCGGTGGAGTCGCGGACACTTCCGCTCGGGGACTGAGGTTGCTGCAGTTTTTCCGCGATAGTTTG
CCTTCTGAATTTCCTGGACCTACGCATTGGATCCTCAAAGAACTGCTGAATACCACTAGAAACATACCTGTAACCAG
CAGCAAGGAAGCCCACGTACCAGGGGCTGTCTTGGCACAATTCTGCTTTCCCAGGAACTGCATCACTCAGGACTCTG
AAATGACCACGTTCAAGGAGGCAATGACCTTCAAGGACGTGGCTGTGGTCTTCACTGAGGAAGAGCTGGGGCTGCTG
M T T F K
TCGAGATGTGATGCTGGAGAACTTCAGGAACCTGCTCTCAGTGGGACATCAAGCATTCCACAGGGATACTTTCCACT
G H Q A F H R D T F H
ATGATGAAGACAGCAATCCAAAGGGAAGGGAATTCAGGAGACAAGATCCAAACTGAGATGGAGACTGTTTCAGAAGC
M M K T A I ©Q R E G N S G D K I © T E M E T V S E A
TCCAGCAAATCTGGGAAAAAATTGCAAGTGATTTAACCAGGTCTCAAGACTTGGTGATAAATAGCTCTCAGTTCTCC
© 9 I w E K I A S D L T R S @ D L Vv I N S S O F s
CACTCACCCACCACTATCTETAATTCACACAACACACAAATCTTCCCACCECAATCCATATAAACCATCCTTCACTE
T E A G L S Vv I H T R QQ K S s © G N G Y K P s F S
CAACAATTACACTCAGGAGAGAAATCTCATACGTGTGATGAGTGTGGAAAGAACTTTTGTTACATCTCAGCCCTTCG
Q ¢ L H S G E K S H T € D E € G K N F € Y I s A L R
GAGAGAAATGCTATAAGTGTGACGTGTGTGGTAAGGAATTCAGTCAGAGTTCACATCTGCAAACTCATCAGAGAGTC
E K C Y K € b VvV € G K E F S © S S H L © T H Q© R V
ATGTGTGGAATGTGGGAAAGGCTTCAGTCGTAGATCAGCACTTAATGTTCATCACAAATTACACACAGGAGAGAAAC
cC vV E ¢ G K G F S R R S A L N Vv H H K L H T G E K I
AAGGCCTTCATTCACGATTCCCAGCTTCAAGAACATCAGAGAATCCATACGGGGGAGAAGCCATTCAAATGTGATAT,
K A F I H D S © L Q9 E H ©Q R I H T G E K P F K € D I
GATCAAGACTTAATAGGCATTCCATGGTTCACACGGCAGAGAAACCATTCCGATGTGATACGTGTGATAAGAGCTTT
S R L N R H S M VvV H T A E K P F R € D T C D K S F
TCATCGCATGATCCACACAGGAGAGAAACCATACAAATGTGAGGAGTGTGGAAAAGGCTTTATTTGTAGGCGAGATC
H R M I H T G E K P Y K € E E €C G K G F I € R R D 1
ACGGGAGAAAAGCCATATAATTGTAAAGAGTGTGGGAAGAGCTTCAGATGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGCG.
T 6 E K P Y N € K E €C G K S F R W A s € L L K H © R
TCAAATGTGAAGAATGTGGGAAAGGATTTTACACAAATTCACAATGCTATTCCCACCAGAGATCCCATAGTGGAGAA.
K ¢ E E € G K G F Y T N S © € Y s H © R S H S G E
TGGGAAGGGCTACAAAAGGAGGTTGGATCTTGACTTTCACCAGCGCGTCCATACAGGAGAGAAACTGTATAATTGTA.
G K G ¥ K R R L. D . b F H @@ R VvV H T G E K L Y N C ¥
CGGGCCCCATGTCTTTTGAAACATGAGAGACTCCACAGTGGAGAAAAACCATTCCAATGTGAAGAGTGTGGGAAGAG.
R A P C L L K H E R L. H S G E K P F Q € E E C G K R
ATTCCCATCAGAGAGTTCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGAGAAGTGTGGAAAGGGCTACAATAGTAAGT TT.
S H 9 R V H T G E K P Y K € E K €C G K G Y N S K F
CCACACAGGAGAGAGACCATACAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGTTTTGGCTGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATC.
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 ¢
CCTTTCAAATGTGAAGAGTGTGGGAAAAGATTTACTCAGAATTCACAGCTTCATTCTCATCAAAGAGTGCACACTGG,
P F K €C E E C G K R F T ©Q N S © L. H S H © R V H T G
AGTGTGGGAAGGGCTTCAGCTGGTCCTCAACTCGTCTGACCCATCAGAGACGCCACAGCAGAGAAACACCTCTCAAA
C G K G F S W S S T R L T H © R R H S R E T P L K _
TGTACAGAATTCATTCTCTAAAGTGCAAGAAAAAGTTCACAGTGTAGAAAAGCCATACAAATGTGAGGACTGTGGGA.
Vv 9 N s F S K VvV Q@ E K VvV H s V E K P Y K € E D C G ¥
CTTEATATCCATCACACCETCCACATCCOACACARAANACATCEAACTETACCEACTETCATATCICCITTITACTCACCT
L D M H 9 R VvV H M G E K T W K € R E € D M C F S © A
ATGTTCATGTTGGAGAAAAACCTTAGTGATGTGATGGTGCAATAAAGTCTTCACTCAGTCTTCATG 2466

VHYVGEKP*
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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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Antibodies

Antibody
(immunoglobulin, 1g)

A Y-shaped protein
secreted into the blood iIn
response to specific
antigens, such a
bacterium or viruses, that
neutralizes an antigen by
binding specifically to it,
producing an immune
response

Antigens

Antibody
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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




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

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Antibodies

Monoclonal Antibody Production

Immunization of mouse
to stimulate antibody
production

Tumor cells are
grown in tissue
culture

Antibody-forming
cells isolated
from spleen

_ _ (O — (e
Antibody-forming cells are fused with e g/%,‘,_‘eﬁs
cultivated tumor cells to form hybridomas i éfé

£y

Antibody-producing
hybridomas cloned

Hybidromas screened for
antibody production

Monoclonal antibodies
isolated for cultivation
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Antibodies

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

del Sannio

(A) ..
Globular Protein with a
number of different antigenic
determinants (epitopes)
multiple

When the protein folds,
antigenic determinants
are formed on its surface
(usually 5 to 6 amino acid
residues)

multiple Tientical tigenic determinants
(a polyvalent antigen)

Monoclonal antibodies only
recognize one epitope

Figure 24-29. Molecuﬁar Biology jof the Cell, 4th Edition.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Polyclonal antibodies recognize
ultiple 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



Strategia di produzione dell’ anticorpo

Liiversits
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Role of an Antigen-Presenting Cell

Phagocytosis of enemy cell (antigen)

Fusion of lysosome and
phagosome

@
@
@ Enzymes start to
O,

degrade enemy cell

Enemy cell broken
into small fragments

Fragments of
antigen presented
on APC surface

Leftover fragments
released by
exocytosis

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Strategia di produzione dell’ anticorpo

antigen linked

to APC-specific ligands antigen linked
(CD40L, chemokines...) to internalizing receptors
(DEC205, CD36, mannose
\r receptor...)
’.')’v"’-
MHC class |l

antigen linked to
APC-restricted molecules
(CD19, MHC class 1)

1. Antigen targeting

2. Antigen processing
and presentation

3. T cell activation
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Strategia di produzione dell’ anticorpo

re
o D4
Teell T Teell o
_' receptor .
2 /‘\\ {

antigen |
MHC Il

. antigen




Strategia di produzione dell’ anticorpo

AnLigen processing Converis 1o plasma cell
4 0
antibocy

Class 2 MHC
Bocell

IEGSS 2 \\ 'D Antrgen

|~ MHC @
\)1

- Mu( rophage

i | -cell receplor v

D -

Helper T-cells
proliferate

n-2

K7
(7]
D
(@)
o
| -

(ol

o
>

i®)
o

=

I

—
)
(7]
>

e
-

2
(@))

o
o
c
(@]
(«B]
=

2
m

o
o
(9]
| -
o
@)



Strategia di produzione dell’ anticorpo

1) Scelta dell’ epitopo

-I'epitopo deve essere facilmente riconoscibile

-deve essere immunogenico

-deve essere facilmente degradabile

-deve stimolare il differenziamento delle cellule Te B
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Strategia di produzione dell’ anticorpo

2) Immunizzazione dell’animale

-scelta dell’'animale

-quantita di siero

-anticorpo policlonale o monoclonale
-tipo di risposta immune

-numero di animali

-adiuvanti (LPS, liposomi)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Antibody Production

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

Monoclonal:
Individual B lymphocyte hybridoma

IS cloned and cultured.
Secreted antibodies are collected from
culture media.

Typically BALB¢ mice
Sometimes Rat (ascites fluid),

Antibodies recognize one ¥

antigenic binding site of the

antigen. @
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Strategia di produzione dell’ anticorpo

3) Controllo della produzione dell’anticorpo
-cellule B esprimenti I'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

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



1

101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

ZNF224 cDNA sequence

GAGTCCAAACATTCGGTGGAGTCGCGGACACTTCCGCTCGGGGACTGAGGTTGCTGCAGTTTTTCCGCGATAGTTTG
CCTTCTGAATTTCCTGGACCTACGCATTGGATCCTCAAAGAACTGCTGAATACCACTAGAAACATACCTGTAACCAG
CAGCAAGGAAGCCCACGTACCAGGGGCTGTCTTGGCACAATTCTGCTTTCCCAGGAACTGCATCACTCAGGACTCTG
AAATGACCACGTTCAAGGAGGCAATGACCTTCAAGGACGTGGCTGTGGTCTTCACTGAGGAAGAGCTGGGGCTGCTG
M T T F K
TCGAGATGTGATGCTGGAGAACTTCAGGAACCTGCTCTCAGTGGGACATCAAGCATTCCACAGGGATACTTTCCACT
G H Q A F H R D T F H
ATGATGAAGACAGCAATCCAAAGGGAAGGGAATTCAGGAGACAAGATCCAAACTGAGATGGAGACTGTTTCAGAAGC
M M K T A I ©Q R E G N S G D K I © T E M E T V S E A
TCCAGCAAATCTGGGAAAAAATTGCAAGTGATTTAACCAGGTCTCAAGACTTGGTGATAAATAGCTCTCAGTTCTCC
© 9 I w E K I A S D L T R S @ D L Vv I N S S O F s
CACTCACCCACCACTATCTETAATTCACACAACACACAAATCTTCCCACCECAATCCATATAAACCATCCTTCACTE
T E A G L S Vv I H T R QQ K S s © G N G Y K P s F S
CAACAATTACACTCAGGAGAGAAATCTCATACGTGTGATGAGTGTGGAAAGAACTTTTGTTACATCTCAGCCCTTCG
Q ¢ L H S G E K S H T € D E € G K N F € Y I s A L R
GAGAGAAATGCTATAAGTGTGACGTGTGTGGTAAGGAATTCAGTCAGAGTTCACATCTGCAAACTCATCAGAGAGTC
E K C Y K € b VvV € G K E F S © S S H L © T H Q© R V
ATGTGTGGAATGTGGGAAAGGCTTCAGTCGTAGATCAGCACTTAATGTTCATCACAAATTACACACAGGAGAGAAAC
cC vV E ¢ G K G F S R R S A L N Vv H H K L H T G E K I
AAGGCCTTCATTCACGATTCCCAGCTTCAAGAACATCAGAGAATCCATACGGGGGAGAAGCCATTCAAATGTGATAT,
K A F I H D S © L Q9 E H ©Q R I H T G E K P F K € D I
GATCAAGACTTAATAGGCATTCCATGGTTCACACGGCAGAGAAACCATTCCGATGTGATACGTGTGATAAGAGCTTT
S R L N R H S M VvV H T A E K P F R € D T C D K S F
TCATCGCATGATCCACACAGGAGAGAAACCATACAAATGTGAGGAGTGTGGAAAAGGCTTTATTTGTAGGCGAGATC
H R M I H T G E K P Y K € E E €C G K G F I € R R D 1
ACGGGAGAAAAGCCATATAATTGTAAAGAGTGTGGGAAGAGCTTCAGATGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATCAGCG.
T 6 E K P Y N € K E €C G K S F R W A s € L L K H © R
TCAAATGTGAAGAATGTGGGAAAGGATTTTACACAAATTCACAATGCTATTCCCACCAGAGATCCCATAGTGGAGAA.
K ¢ E E € G K G F Y T N S © € Y s H © R S H S G E
TGGGAAGGGCTACAAAAGGAGGTTGGATCTTGACTTTCACCAGCGCGTCCATACAGGAGAGAAACTGTATAATTGTA.
G K G ¥ K R R L. D . b F H @@ R VvV H T G E K L Y N C ¥
CGGGCCCCATGTCTTTTGAAACATGAGAGACTCCACAGTGGAGAAAAACCATTCCAATGTGAAGAGTGTGGGAAGAG.
R A P C L L K H E R L. H S G E K P F Q € E E C G K R
ATTCCCATCAGAGAGTTCACACTGGAGAAAAGCCATACAAATGTGAGAAGTGTGGAAAGGGCTACAATAGTAAGT TT.
S H 9 R V H T G E K P Y K € E K €C G K G Y N S K F
CCACACAGGAGAGAGACCATACAATTGTAAGGAATGTGGGAAGAGTTTTGGCTGGGCCTCGTGTCTTTTGAAACATC.
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 ¢
CCTTTCAAATGTGAAGAGTGTGGGAAAAGATTTACTCAGAATTCACAGCTTCATTCTCATCAAAGAGTGCACACTGG,
P F K €C E E C G K R F T ©Q N S © L. H S H © R V H T G
AGTGTGGGAAGGGCTTCAGCTGGTCCTCAACTCGTCTGACCCATCAGAGACGCCACAGCAGAGAAACACCTCTCAAA
C G K G F S W S S T R L T H © R R H S R E T P L K _
TGTACAGAATTCATTCTCTAAAGTGCAAGAAAAAGTTCACAGTGTAGAAAAGCCATACAAATGTGAGGACTGTGGGA.
Vv 9 N s F S K VvV Q@ E K VvV H s V E K P Y K € E D C G ¥
CTTEATATCCATCACACCETCCACATCCOACACARAANACATCEAACTETACCEACTETCATATCICCITTITACTCACCT
L D M H 9 R VvV H M G E K T W K € R E € D M C F S © A
ATGTTCATGTTGGAGAAAAACCTTAGTGATGTGATGGTGCAATAAAGTCTTCACTCAGTCTTCATG 2466

VHYVGEKP*
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domain INC-Tinger domains
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707 aa

470 aa

S — ]

pDEST15 ( E. coli Gateway vector)
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Membrane Transfer

Western Blotting Fexd

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Amplification: primary antibody recognized by
many molecules of the secondary antibody

primary antibody: secondary antibodies:
rabbit antibody marker-coupled antibodies
directed against directed against rabbit
antigen A antibodies

‘( 03;0 Ja rker

immobilized
antigen A l

Figure 9-16. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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135 -

835 -

Western Experiments

M1 M2 WT

' -
-

-—
.
-

Ab anti-ZNF

135 -

835 -

M1 M2 WT
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Ab anti-GST



T

@ Gli esperimenti di espressione in E.coli hanno dimostrato

L iniv:;rsitii .
dughic Stuch C e .

ded SaNNio

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

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

successive sono esattamente della taglia aspettata, come
dimostrato dagli esperimenti di western blotting.



Espressione di proteine ricombinanti in E.coli

Le proteine prodotte in procarioti possono essere :
-Instabili
-Prive di attivita biologica

-Contaminate da tossine o pirogeni
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Espressione di proteine in vettori eucariotici

-Yeast

-Baculovirus

-Vaccinia virus

-Retrovirus

——

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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| processi di modificazione delle proteine piu frequenti:

1) Corretta formazione di legami disolfuro
2) Taglio proteolitico della forma precursore
3) Glicosilazione

4) Fosforilazione

5) Acetilazione

6) Carbossilazione

7) Miristilazione

8) Palmitilazione

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Wi Caratteristiche dei sistemi d’ espressione in Eucarioti

Un vettore d’espressione eucariotica, Cosi come avviene per
| sistemi procariotici, deve avere:

1) Un gene marcatore selezionabile
2) Una sequenza promotrice eucariotica
3) | segnali di terminazione per la trascrizione e traduzione

4) 1l segnale di poliadenilazione del’mRNA

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



W

Limiversi
dghi Stach
del Sannio

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Caratteristiche dei sistemi d’espressione in Eucarioti

Un vettore d’espressione eucariotica possiede sia elementi
costitutivi di un vettore procariotico che eucariotico !

P = promotore

Cs = sito di clonazione

T = segnali di terminazione

Amp" = marcatore selettivo in E.coli

ESM = marcatore selettivo in Eucarioti
Ori¢uk = origine di replicazione eucariotica

oriE = origine di replicazione in E.coli



Wi Caratteristiche dei sistemi d’ espressione in Eucarioti

Per introdurre DNA esogeno In cellule
eucariotiche si utilizza la tecnica della
trasfezione.

Nel batteri si usa, in genere, la tecnica della
trasformazione.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



% Caratteristiche dei sistemi d’ espressione in Eucarioti

Per i lieviti |” 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 I” introduzione di DNA esogeno
avviene per :

1) Trattamento con fosfato di calcio

2) Trattamento con DEAE-destrano

3) Elettroporazione

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



Yeast Espression systems

Alcune delle proteine ricombinanti prodotte nei lieviti

VACCINI
Antigene di superficie del virus
dell’epatite B
Proteina dello sporozoita della malaria
Proteina dell’involucro di HIV-1
DIAGNOSTICA
Proteina del virus dell’epatite C
Antigeni HIV-1
AGENTI TERAPEUTICI PER LUOMO
Fattore di crescita dell’epidermide
Insulina
Fattore di crescita insulinosimile
Fattore di crescita derivato dalle piastrine
Proinsulina
Fattore di crescita dei fibroblasti
Fatrore di stimolazione delle colonie di
granulociti e macrofagi
Antitripsina «;
Fattore di coagulazione del sangue XlIIla
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Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Yeast Espression systems

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 2u
2)Sono capaci di modificare post-traduzionalmente le proteine prodotte
3)Sono sistemi d’espressione da cui facilmente ¢ possibile isolare le proteine

4)Sono molto sicuri come sistemi d’espressione.



2)

3)
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Yeast Espression systems

| tre tipi di vettori piu 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 !)

Vettori che si integrano nel cromosoma dell’ospite
(non sono stati molto usati poiche poco produttivi !)

Cromosomi artificiali di lievito (YAC)

( sarebbero molto vantaggiosi, se non offrissero
non poche difficolta nella costruzione

di questi veri e propri cromosomi di lievito !).



Cromosomi artificiali di lievito (YAC)

Uiniversit
'zll:gli?gfugﬁ
dei Sannio

TR ARS “EN - - -
N ’-_T_T_‘i:\ Sial Amp’ = marcatore selettivo in E.coli

=
//? \%‘LJ’RAJ
A

orit = origine di replicazione in E.coli

Amp' Q pYAC
oriE ,"'l ."' . . .
.\\ /// CEN = assicura la funzione dei
T X I
Nay—g centromeri

BamHI BamHI

BamH|
Smal

Fosfatasi alcalina URA3 = b|OS|nteS| UraCiIe

ARS = sito di replicazione autonoma

TRP = biosintesi triptofano

T ori® Amp* TRPIARS CEN URA3 T
/[)NA entrante (>100 kb) T — Sequenze telomerIChe
Legarura
Smal = sequenze per clonaggio
T oriE Amp’ TRPI ARS CEN [JRA3 T
I B ] | . [

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

DNA dell'inserto =



_ @ Vettore d’espressione per I’enzima superossido dismutasi
sty (Cu/Zn SOD) In Saccaromices cerevisiae derivante
dal plasmide 2um

del Sannio

Sequenza b
derivante

da 2pm

LEU2

Sequenza b
derivante

da 2pm

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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L’enzima superossido dismutasi
(Cu/Zn SOD)

Net sistomi biokogal, 1 rmadicali Biberi dell’ossgeno ¢ ROS
(Reactive Oxygen Spectes) vengono  generatt od  eliminasi
contiuanwnie

| priccepal ROS sano

*Os Lnione superosskio)

*O.H (radicale idnaperossdo ).
*OH (radicale idrossilico;
NO* monossida d xaoto),
ONOO {mioew perosanitrito).

Esaone aliee molecele, qush H.O, (perossido 3 idrogeno) ¢
sy

HOCT (acxlo ipoclorasn) che pur pon essenche radicaly i per 92,

producone facilmente 1| radicale idvossifico, altamente reattivg
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L’enzima superossido dismutasi
(Cu/Zn SOD)

La funzione dell’anione superossido € cruciale nella :
1)Stimolazione della risposta inflammatoria dei fagociti;

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

L’eccesso dell’anione superossido puo pero generare effetti
negativi nei confronti delle macromolecole biologiche (acidi
nucleict, lipidi, carboidrati, proteine) che sono parte integrante
delle strutture cellulari.
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L’enzima superossido dismutasi
(Cu/Zn SOD)

Metabolismo dell’ossigeno parzialmente ridotto

O, t+e " Oy 1one superossido
Superossido dismutasi
0,y +0, +2H* =% »  H,0,+0,
(SOD) K
* SOD mitocondriale Mn™ dipendente Cat:;ia.s-l
* SOD citosolica Cu™ o Zn™ dipendente vp erossidast
OH- anione DETOSSIFICAZIONE

H,0,+ e

\

OHe radicale




N Vettore d’espressione per I’enzima superossido dismutasi
S : - o
St (Cu/Zn SOD) in Saccaromices cerevisiae

Sequenza b
derivante

da 2pm

LEU2

Sequenza b
derivante
da 2pm

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Secrezione di proteine espresse in Saccaromices cerevisiae

(a) Generic signal peptide structure
n h c§

N ++
(b) Sec signal peptides

OmpA MKKTAIATAVALAGFATVAQA

MalE MKIKTGARILALSALTTMMFSASALA
(c) Twin-arginine signal peptides

SufI MSLERROFIGASGIALCAGAVPLEASA

CLOOLOLOLOLCLOUCLOLCEOL QL CECECE

TorA MNNNDLFQASRRRFLARLGGLTVAGMLGPSLLTPRRATA
CLOUCLOLOULCLONOLCEOL OO Lot CLOLOLLONt

DmsA MKTKIPDAVLAAEVERRGLVKTTAIGGLAMASSALTLPFSRIAHA
oo COoOtOoeoCecrcectecuoeonoeononcy

HyaA MNNEETFYQAMRROGVITRRSFLKYCSLAATSLGLGAGMAPKIAWA

OOt oeCucecucecnce QLo CeOCetxCeonCroncecce CLOLOLCe
TRENDS in Microbiology
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Secrezione di proteine espresse in lievito

Secre
00~ prote

Kluyveromyces lactis
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Secrezione di proteine espresse in Saccaromices cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

« Most heterologous genes are provided with a
DNA coding sequence for signai peptide that
facilitates the secretion of protein through cel
membranes and external environment,

« Other sequence that protect the recombinant
profen from proteolytic degradation, and provide
a affinity tag is also used.

« These extra amino ackl sequences are equipped
with a protease cleavage site so that they can be
removed from the recombinant protein.



Yeast Espression systems

Saccaromices cerevisiae

-promotori inducibili ADH1 e GAL1
-marcatori di selezione (HIS2, URA3,ADE?2)
-Repressore GALS0

-Attivatore GAL4

-Induttore galattosio
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Il sistema inducibile della proteina GAL4

IN Saccaromices cerevisiae

Galattosio assente Galattosio presente

Metabolita del galattosio

Proteina
Gal80p

Sito di legame del
metabolita del
galattosio

Dominio di attivazione Gald4 cambiato

Proteina trascrizionale nella forma
Galdp e
attivatrice
Sito di legame per il DNA
DNA S UASg B

(Sito di legame per la

proteina Galdp) Il dimero di Galdp & legato ad UAS,,, Gal80p resta associato a Galdp e si

lega ad un metabolita del galattosio; questo fa cambiare la

Un dimero GAL4p é legato a UAS conformazione di Galdp
Gal80p si lega alla proteina Galdp

In questa forma Galdp non pud attivare la Galdp alterato attiva la trascrizione dei geni GAL adiacent|
trascrizione dei geni GAL adiacenti
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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 necessita di utilizzare altri ceppi di lievito quali :

1)Kluyveromyces lactis
2)Schizosaccaromyces pombe
3)Yarrowia lipolytica
4)Hansenula polymorpha
5)Pichia Pastoris

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Sistemi d’espressione in Pichia pastoris

Solution?

* Expression: Pichia Pastoris cells

* Relatively new
* Cheap feed (methanol)
* Fast growth rate

2043.igem.org

Team Background Problem Design Alternatives Design Norms

4/7
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Sistemi d’espressione In Pichia pastoris

-Utilizza metanolo come fonte di carbonio
-Necessita del promotore inducibile AOX1 (alcool ossidasi)

-La sintesi della proteina esogena e regolata del metanolo

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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AOXIp HBsAgz

Sistemi d’espressione In Pichia pastoris

|l plasmide ricombinante e costituito da :

HBsAg = antigene di superficie
del virus dell’'epatite B

AOXp = promotore

AOXt = terminatore

ori®? = origine di replicazione
In Pichia Pastoris

ori® = origine di replicazione

In E. coli

HIS4=Dbiosintesi Istidina
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Pichia pastoris

Integrazione del plasmide ricombinante

HIS4

Segmento del

AOX ¢
HBiAg
N

AOX1p
DNA |

gcnomico

W

Gene AOX!

|

AOXIp HBiAg AOXIt HIS4

- \( DNA del vettore
»

3'-AOXI1

DNA
£ENOMICco

7

DNA

genom 1IC0O

3-A0XI1 i
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Pichia pastoris

Protocollo per la produzione dell’antigene di superficie
(HBsAQ) 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, HBSAgQ;

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 possibilita di generare anticorpi
specifici e neutralizzanti il virus dell’epatite B. Sono state prodotte cosi
circa 9x10° dosi di vaccino.



g Pichia pastoris

- del Sannio

I vaceno oie Ianise B & ¢
POIND W0 .- 3 )
poomRinsnts avlonzzaio

SACCIOMIORS CRrEvIsine

-l -

Vaccino ant-HBY

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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wowd  Vantaggl del sistemi d’espressione in ceppi di Yeast

-sistemi semplici

-economici

-non richiedono grandi apparecchiature
-espressione costitutiva

-espressione inducibile

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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wowt  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
attivita biologica

3) Inibizione della secrezione delle proteine esogene

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Sistemi d’espressione in Baculovirus

Proteine ricombinanti prodotte con il sistema del baculovirus in

Adenosina deamminasi

Anticorpi monoclonali del topo

Antigene del capside del rotavirus della
scimmia

Antigene del carbonchio

Antigene del virus sinciziale respiratorio

Antgene di neutralizzazione del virus
della malartia della lingua blu

Antigene tipo | del virus denguc

Artivatore tissutale del plasminogeno

cellule di insetto

Emagglutinina del virus influenzale

Eritropoictina

Fosfarasi alcalina delf'uomo

Glicoproteina 50 del virus della
pseudarabbia

Glicoproteina del virus della rabbia

Interferone o

[nterferone B

Lipasi pancreatica dell'vomao

Proteina del Lassavirus

Proteina dell'involucro di HIV-1

Protcina precursore dellamiloide B

Proteina trasportatrice multifarmaco

Proteine del capside di HSV

Proteine del poliovirus

Proteine della malana

Recettori accoppiati con la proteina G

Regolarore della conduttanza
rransmembrana della fibrosi cistica

Rodopsina bovina



Sistemi d’espressione in Baculovirus
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Baculovirus
ulticapsid nucleopolyhedrovirus

Budded Virus Occluded Virus Occlusion Body

Peplomers
(gp64)
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Sistemi d’espressione in Baculovirus

1l vettore per il trasferimento basato sul sistema del baculovirus e
quello del virus della poliedrosi nucleare multipla di
Autographa californica

DNA del

vetrore

DNA Pp cs It DNA
5'-AcMNPV 3'-AcMNPV

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 |” integrazione



Sistemi d’espressione in Baculovirus in forma episomale
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Vettore di
trasferimento

Gene clonato

5

DNA di
AcMNPV

Pp Gene donato e AcMNPV
I | 3’ ncombinante
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Sistemi d’espressione integrati in Baculovirus

Baculovirus modificato

Bae361

Gene 603 Gene della Gene essenziale
poliedrina

Trattamento

con Ba36l
Frammento Bsu361

Baculovirus tagliato

Bi361 Bsu36l

Gene 603 Gene clonato Gene essenziale

Vertore di crasferimento

Baculovirus ricombinante
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Sistemi d’espressione in Baculovirus

R : img063 - Yisualizzatore immagini e fax

k%)
(7]
[¢B}
(@)
(@)
S

o

°
>

e
(@)

=2

©

o
frm)
)
>

e
=

2
(@)]

2
o
=
(@)
[¢D)
+—

2
m

©
(@)
)
-
(@]
@)

Q0 | =E2F | PRlas XLHE| @




Limiversit

e 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

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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A Vantagqgi del sistemi d’espressione in Baculovirus

-proteine ad alto peso molecolare
-sistema controllato
-protocolli collaudati

Svantaggi dei sistemi d’espressione in Baculovirus

-costi elevati
-tempi di produzione lunghi
-rese limitate

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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R Sistemi d’espressione in mammalian cells

1) Vaccinia virus
2) Retrovirus

3) Transient and/or stable plasmid transfections

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Sistemi d’espressione in mammalian cells

Nei sistemi d’ espressione in cellule di Eucarioti Superiori,
Il maggior vantaggio e costituito dal fatto che le proteine
sono sintetizzate in una forma strutturalmente funzionale.

Infatti, processi di modificazioni complessi ( Fosforilazioni,
Glicosilazioni, Acetilazioni, Carbossilazioni...), che richiedono
I” intervento di articolati passaggi enzimatici, avvengono solo
nelle cellule eucariotiche di animali superiori.
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e Sistemi d’espressione in Vaccinia Virus

Restriction enzyme sites
Waeeinis pmmnt% rd

Foreign gene
ATG —W  Taa
d ¥
Ingertion wector
Bacterial origin
of replication
Antibiatic resistanee marker Ligation

—

fﬂ

Eecombination
ackor

Wil type Waceinia winus

Transfection

Infection

Homologous recombination
in infected cells

|

S - recom binant wins
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Sistemi d’espressione in Vaccinia Virus

Recombination
sequences
a Vaccinia genome
PRREE | (wild-type virus)
Foreign
sequence Transfer ) or
plasmid o
: o Adenovirus genome
: _-" (plasmid)

e~

Homologous
recombination

o= Recombinant
virus

Iml, hlicebiod

Fig. 2. Construction of a recombinant vaccinia viras and an sdenovires by homologous recombmation,
Waccmia vires consiruction 15 a helper virus-dependent system, in which a wild-tvpe vimes incorporaics
the desired tronsoenic scguence inio the genome by means of 8 homaologons recombination cvent with
a plasmid vector prepared to transfer that sequence. In contrast, recombinant adenoviruses are mostly
generated by homologous recombination using a helper-virus-independent svstem, Simultancous
transfection of two plasmids, one containing the DNA eacoding the desired anligen and one conlaining
the viral genome in a parttally deleted non-replicative form, s required, n, Cell nucleus,
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Caratteristiche del sistema d’espressione in Vaccinia virus

-costruzione del vettore shuttle con il cDNA clonato
-ricombinazione In un Vvirus

-infezione di cellule eucariotiche recipienti

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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kanmo Vantaggi dei sistemi d’espressione in Vaccinia virus

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

-quantita ragguardevoli di proteina espressa ( fino ai mg)

Svantaggi dei sistemi d’espressione in Vaccinia virus

-difficolta a generare virus ricombinanti

-rischio di infezione per gli operatori

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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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 versatilita

-tropismo delle varie classi di virus

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Sistemi d’espressione in Retrovirus
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Vantaggi dei sistemi d’espressione in Retrovirus

-alta efficienza di infezione
-specificita d’ azione in alcuni tipi cellulari (cellule primarie)

-stabili linee cellulari
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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 I’ uomo
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