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Le finalita di produrre proteine ricombinantiin modelli cellulari sono molteplici;
« voler studiare le funzioni della proteina di interesse

« visualizzare gli effetti di espressione di una forma mutata della proteina di nostro
interesse

« produrre la

interesse in ppl
Come si pus produrre proteine ricombinanti?

La sequenza codificante della proteina viene clonata allinterno di un vettore di espressione.
I vettori pit plzai Jati ai fini

modello celular
Tmodel celr
Heut, di mammifre . st bose e appicarion)

trasferita allinterno di un

Coli & quello piis utilizzato) o di tipo eucariotico, come cellule di

Un vettore di clonaggio ha chiaramente o scopo di produrre pii copie del DNA di interesse. Invece, un vettore di espressione mira ad esprimere una
determinata proteina di interesse; il secondo pub inoltre servire ai fini del clonaggio.

Fasi del clonaggio

1. scelta del vettore da utilizzare per il clonaggio;

2.anals del polylinker, sequenza contiene it uic i iconoscimento per enzimi di estizione incu nerie il DNA esogen.
3 DNAGI

cosi

4.11dna esogeno e il plasmide vengona ibridat e fissati ad opera diligasi

61 plasmidi ricombinati vanno cresciuti su gel di agarosio;
7.

(in cui & presente appunto il gene di resistenza all antibiotico).
Poi & possibile proseguire con amplificazione di queste cellule.
8. Recupero delle colonie cresciute su terreno selettivo;

o "

Procedura di clonaggio dove abbiamo un vettore plasmidico, con
alfinterno del polylinker

lsito & scelto
di allinterno del plasmide.
di una ligasi, che salda e estremita coesive del DNA inserito. In

Dopo di che si ottiene il DN binant [ d
questo inserire il plasmide r di Il DNA di nostro
interesse. terreni selettivi per il plasmide liicarle a nostro
piacimento.

s ai fini aifini dell' proteina di
espressione].

Caratettice 6t un pharida i
unghezza variabile da 3

“ presenza di un buon numero. m siti

frammento di DNA di nostro interesse.

(“riceo”

Vettor di espressione.

al clon:
Lo caratersie g6 vertor af esressione son m paree s a auelle et vetor d lonsgeo
Entrambe e logedivetor presentano nftt
jone INA di interesse ai fini dellespressione;
~ina sequensa regolirce detta ‘promotore” o) he gulda la trascrizione della sequenza del DNA di interesse inserito;
« una sequenza di terminatione (1) della trascrizione.
n questo modo & possibile clonare a sequenza di nostro interesse e poi regolarne Iespressione per mezz0 del promotore.

Nei vettori 2 €. Coli (ori€), sia quella di replicazione
riotica (orieuk).
i semplice e pil rapido eseguire onceduve di clonaggio in 20 minuti, quelle di
26ere intl Ny

A
k) @ poi espresso. ll promotore

questo
Consente i waserone de gene dinteresse

per un marker
tratta di un

cellule che

perla rexisunu ad un ant

un ilpl I

sequenza codifcante pera resstenza alfantiiotico. Le el i maigicans i un apposo erenc di cora o, aggiumta s Siomess desderats,
per lespressione

fotico, per cui se

di

tipo “shuttle” nei sistemi ot quell eucariotici
Elementi essenziali dei vettori di espressione

« sito multiplo di clonaggio (MCS) o Polylinker

« promotore.

« origine di replicazione del DNA

« marker di selezione

« sequenze di terminazione della trascrizione

« elementi inducibili (vedi
generate

elementi stablizanti  ottimizzanti
* code per la purificazione (o
permetterne la purificazione.

seguito ad noi stessi

Ia proteina di

Fattori che influenzano i ivell i espressione di un gene clonato
« forza del promotore

« terminazione della trascrizione

« numero di copie del plasmide

« stabilita del plasmide

« fisiologia della cellula ospite

« sequenze alsito di inizio della traduzione

« scelta dei codoni

« struttura dell mRNA

Effetti secondari
Pe

un gene clonato,

- Avolte presente n un tossica e se fin dallinizio

la morte di tutte

b b " "  inducibill ~
proteina di la biomassa
proteina in

i) chi
inducano I
manoi

moriranno,

I SISTEMI DI ESPRESSIONI EUCARIOTICI.
I sistemi di
illevito, tra cui . cerevisiae & uno dei pi utlzat.

finalita che ci prefiggiamo. Posso essere sistemi a base

putsine base di

utilizzando il
. vnclm, ad esempio Fantigene di suverﬂcne dellepatite
« prodotti che possono avere delle appl gnostiche, ad esempio la proteina del virus dellepatite C, la quale pub essere prodotta per mezzo
diapprocci basati dellepatite C.

« prodotti che possono avere applicazioni terapeutiche per F'uomo tra c per via

gene dell’

3 sistemi eucariotici, fini dell' & se da un lato i sistemi procariotici
sono pils flessibili per clonaggio ed espressione di una procin, dallaltro non & sempre possibile utilizzare sistem procariotici, le pmleme di
interesse tici. Si deve in er forzaa
ivemt caronih e s vaole produtre 1 roteia i nterese n o e il Funsonale,

Un modello di vettore di espressione in S. cerevisiae.
S0n0 presenti sequenze caratteristiche tra cui
«il promotore

~ilp vettore di interesse che 1 CONA della 1 (detta anche Cu/2n-S0D), un
pud pr via il DNy T espressione
sotto
+le sequenze ‘marker di selezione’ lievito su un leucina (e cellule che non hanno questo vettore
leucina) e in
ricombinante.
un cngmem replicazione procariotca d . ol ori€)
«un marker sequenza di DNA di
procariotici 800 di p di DN
nelle cellule di lievito.
Un atro sistema i cspressionebasoto sl celle di vt
girispetto as. g produrre I Fepatite
a(nssw In questo caso il
r: Fepatite 8 il Ia sequenza di -AOKL
dellalcol ossidasi 1.
f lievito di I
Falcol ossidasi 1), conil DF del lievito,
il gene dell‘alcol ossidasi 1 (gene AOX1) e al suo posto viene inserito il costrutto per la proteina di interesse,

Vantigene dell'epatite B.

Intal modo il vettore viene ntegrato el genoma delia cellul ospite, Pichia pastoris e questo genoma codicherd per tute e proteine dellevito ¢ in
I

pitper la \OX1 non viene pil
ai i dell' interesse. L’AOX1 serve p ), per cul
AOXL epr Ui PAOXL t tipo di
q in questi casi).
Sempre in Pichia pastoris & stato visto un altro esempio:
porta di questo gene. istidina.
1
s per
E utile ricorrere a cellule di li che non

osoro awwenire in sistemiinfeiori come le celule dilievito.

Anche

il controllo di

fini

Eser
termlnaxlone della (rascrmnne ben specifica

diinsetto;

; interesse nel genoma d

virus della poliedrosi nucleare multipla
i questo virus e poi si pub usare questo virus

Ticombiant per nfettare cllue i nseto & veicoar | osrut ncembinante alfnterna defe celll d meeto

I sistemi di espressioni basati

esempio 'adenosina deamminasi. Linfociti)

Vettori di espressione per le cellule di mammifero

produrre una serie di prodotti proteici importanti, come per

o alfutilizzo e allappli d
Comprendono anche linee cellulari umane che utilzzate per I scopi ben definit.
E owio che all’ la mmifero.
Per esempio, proteina di diare le
contesto cellulare.
vettori i h
presenti siti di alfinterno di tale sito di c\onagglo & posabll conare b seduenca  DNA i
il controllo di un © In questo modo il
costrutto sar espresso.
procariotico, Fori di . coll  un marker i elezione procariotico
(Ampr). irlo in tecnica di trasfezione
celulare. Le cellule di iloN binante mammifero
h presenza di un marker di Vari
fini d visto per gl altr sistemi: promotore,

presiin
marker di selezione e code di fusione.

Vespressione coordinata di DHFR e di una proteir

ricombinante

Sipud avere Tesp ungene proteina e poi sistemi che ci
Ie cellue con il la proteina
Gli approcei possono essere diversi.
Sistema di espressione a due vettori.
Avolte le e, per una proteina funzionale, per cui & importante
subunita
y Eutile is 3 P
3
5 om per interesse.
prodotti proteic e hé
diespressione e  Ivelidi , @ stessa cosa vale per la traduzione
del pri cui i livell di esp
@ unsistema d
In un vettor di espressione dicstronico ¢’ unfunica sequenza che codifica per
wes)
! sistemi I del 2
i rerese & detts g e v o rhor proteina

in un determinato modello cellulare.

opleaion moteplel 1 cull terapia gnica
Nell un ., manipolate per n costrutto
in £ reimpiantate per far si che
la funzione demlana possa essere corretta.
I vettor viral per ' polate pe 2 3
evitare cheil patologici, ma lo d: per diinteresse. Tutte le

sequenzs

e
sistemi bersaglio cellulari



