Biotecnhologie — uso dei batteri
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Enzimi di restrizione

Gli enzimi usati per i clonaggi molto spesso
riconoscono sequenze
PALINDROMICHE

Sticky ends: EcoRl Blunt ends: EcoRV
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Enzimi di restrizione

Microorganisms

Restriction enzymes

Cleavage sites

Cleavage products

Bacillus amy-
loliguefaciens H

B. globigii

Escherchia coli RY13

Haemophilus influenzae Rd
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Staphylococcus aureus 3Al
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Vettori di espressione

Vettore
di espressmne

F’ror‘notore
. . Un vettore di

Tecn |Che d| sbiberens Iagante espressione comprende
l| ribosoma ;
. . le sequenze necessarie
B|0|Og|a == BamHl per la trascrizione e la

M I I T traduzione da parte

olecolare dells trasorziona della cellula ospite.

CI . BN (Ccne estraneo
onaggio l/ -
Il gene estraneo

mHI _ g g
-~ Ba viene inserito in

P Iasm I d e ——Gene Ct?rrisp_cmdenza
. . fran di un sito
ricombinante gemanen

di restrizione.

BamH|

. Cellule di E. coli vengono trasfettate
TranO rmazione con il vettore di espressione.

/
‘ ’ { — I' Il gene estraneo viene
\ espresso in E. colf grazie
N mRNA  Proteina ; alla presenza del vettore
' di espressione.

Proteina
ricombinante

Sadava et al. Biologia.blu© Zanichelli editore, 2012




Anatomia di un vettore: serie pET

-7 promoter Lacl: attiva LacO

LacO .
T7 promoter: promotore di

un batteriofago

T7 terminator

LacO: reprime la
trascrizione

RBS: ribosome binding site
et ORF: open reading frame

Amp: resistenza
all'ampicillina

\ Ori: origine di replicaizone
\ pBR322 ori

Rop: controlla il numero di
copie



Legare il ribosoma: sequenze consenso

Sequenza di
Kozack

Sequenza di
Shine-Dalgarno



Clonaggio ed espressione

Shine—-Dalgarno
seqguence

AGUCCUCTA Sito di inserzione
' (enzimi di restrizione)

Shine-Dalgarno
RBS

Terminatore
Promotore \
ATG TAA
UAA

trascrizoine ¢

5 ] Auc []

MRNA

16S rRNA

traduzione ¢

NH2

COOH
Proteina

ricombinante



Clonaggio di geni batterici

Donatore RBS START  STOP
procariotico \ = M
DNA=—— — — I —
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In cellule BATTERICHE «vuote»




Clonaggio di geni eucariotici

Donatore
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*
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batterico batterico

\
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Elettroforesi di proteine: SDS PAGE
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Proteine ricombinanti terapeutiche

PRIMA GENERAZIONE
(identiche a quelle naturali)

ORMONE DELLA CRESCITA
INSULINA
ERITOPOIETINA
G-CSF
FATTORI ANTIEMOFILICI
VACCINI RICOMBINANTI
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Ormone della crescita umano (hGH)
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Ormone della crescita umano (hGH)
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Insulina umana ricombinante

La pre-proinsulina viene prodotta e secreta dal pancreas come unica catena che
viene maturata mediante due tagli proteolitici liberandosi del peptide segnale
(RER) e del peptide C (protettore dei vasi arteriosi)

Preproinsulina

Proinsulina

Proteolysis

fiignal

Sequence

Proteolysis

Insulina matura

e LI
HDC 0002-8315:01

100 units perml

3 nsulin ispro inject’

Humulin ISP po o

human insulin 8
{ecombinant DNA orighl
iophane suspension
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Insulina umana ricombinante

S jiom K10
Mnc 0002-8315:01

100 units per l
sl

Humulin
- NPH

human insulin f
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p-gal

~Insulin
A chain

Transform into E. coli

Culture cells

Purify B-gal-insulin 3
fusion proteins 7

]
LA |
' v
/ (¥,

}CnBr

Purify A and B chains
A chain \ y / B chain
/\.r\ -

; oxidant environment
NH, —L— COOH Active

NH, — "~ COOH insulin
Disullide bond
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Chromosome 7q11-22

Biotecnologie e doping sportivo

160 150

HoOC ®©ﬂ l|®|©'|0| B@OGO@O@@GOG@B@@QQ"
FBISLALRXPXPYANH,

lo
09000069‘360 D TRPCECg) 30

\ | &

Wmom@ooooo m:»@ ORCE
eo©@@ooeou@ s oaoao
% \ ©
AFOVETETEEREEOPET wo«\‘-”
Q)

@e;eee@eeeeeoe?

ERITROPOIETINA (EPO)

8

Ormone proteico, stimola la
eritropoiesi, provoca aumento dei
globuli rossi e migliora I'efficienza

nell’ossigenazione dei muscoli
sotto sforzo

Prodotto biotecnologicamente

100 9@00900000000@0@‘300.900!..‘3‘ come ormone naturale

Chinese Hamster Ovary (CHO)
Cells Expression system

La presenza di

ae| glicosilazioni

COSTRINGE
la sua produzione in cellule di
mammifero CHO
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Vaccino HBV (epatite B): questione di folding

Proteina S (HBsAQ)
del capside
utilizzata come vaccino

Virus non coltivabile => ricombinante

Se espressa in E.coli
Il folding
risulta diverso da quello nativo.

\)
La risposta immunitaria non e
protettiva

Se espressa in lievito
il folding e corretto.

\J

E’ utilizzata come vaccino

E antigen HBeAg

Lipid bilayer
membrane £

Dna

polymerase .
Core antigen

HBcAg

Large surface protein - )
HBsAg Small surface protein

HBsAg
Medium surface protein
HBsAg

Recombivax HB { _.
Engerix-B |

Heplisav-B e

bRl 55 6w, i o 002
)




Vaccino contro il meningococco

Il meningococco (Neisseria meningitidis) € un diplococco Gram-negativo che
causa la meningite. il genoma (2.3 Mb) e stato sequenziato nel 2000.

/ Genome
\ |
. Reverse Vaccinology
L EXTRACELLULAR
His (200) SPACE
oL s |
ILE 3
GLY T
< ~ 2150 ORF
GLY TYRCYS 3
© GLY § - o
i M( bioinformatica
I-Eu\ PHE .8 .
CLA '§- i 600 pI’OteIne
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CYTosOL an R £ 0 secrete
&
4
Sequenza di arresto: TUTTE clonate
~ 20 aminoacid ed espresse in batteri

per lo pii Idrofobici WA _ -
che formano una alfa-elica ' ) 19




Vaccino contro il meningococco
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Figure 10-21 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Vaccino contro il meningococco

i1010)4

Y
Fj J

Purificazione

v

Iniezioni in Topi

La risposta immunitaria
e protettiva rispetto
all’infezione?

y ol"cnr'nputer based algorithms

Amplification of genes
by PCR and cloning of genes

of genome with the use :
Protein

averexpression

to select 350 potential antigens ! 4
in E. coli

/ Mice immunized

with purified
proteins

=

|
Confirm surface expression

by FACS and ELISA { / a
Confirm immunogenicity
by SBA assay looking at

bacterial lysis in presence
of antibody and complement

Five candidate antigens | Vaccine

formulated for use in vaccine
(MadA, GNAL1030 fused with | - |

GNA2132, and GNA2091 #
fused with fHbp) | —

rMeni
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SECONDA GENERAZIONE
(proteine modificate
mediante mutagenesi "in vitro")

VACCINI RICOMBINANTI
tPA
INSULINA
ANTCORPI

22



Mutagenesi oligonucleotide-diretta

Sostituire uno (o pochi) nucleotidi
nella sequenza codificante per una
proteina

ESEMPIO:

In un codone

(codificante per CISTEINA)
viene sostituitala T conla G,

trasformandolo nel codone

che codifica per GLICINA

ORIGINALE 5'-GAATGAT AGGATTGATCTATGG-3'

PRIMER FWD 5'-GAATGA AGGATTGATCTATGG-3'
PRIMER REV 3 'GACCCGATGCTTACTCCGTCCTA-5'
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Mutagenesi: diabete

L'insulina € un ormone di natura proteica prodotto nel pancreas. Facilita il
passaggio del glucosio dal sangue alle cellule ed ha pertanto azione
ipoglicemizzante. Viene utizzata nella gestione del paziente diabetico.

assorbimento rapido

Lispro: inversione di Lisina B28 e Prolina B29

Aspart: mutazione di Prolina B28 in Aspartato

1sulin fispro injec”
USP (rDNA origi)
Pxonly u-At

- maggiore solubilita —%
- minore formazione di polimeri % ’
- rapido assorbimento

Detemir: delezione di treonina B30
miristilazione di lisina B29 A=

Levemir®

- di-esamerizzazione, o e
- precipitazione |
- rilascio graduale
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Mutagenesi: coagulazione

Via Intrinseca Via Estriseca
(ferita) (trauma)

] @) @) [
] o
o @ / Attivatore Tissutale del Plasminogeno

Plasminogeno
|

L

uPA

Protrombina @ ‘ Plasmina

Fibrinogeno Fibrina —L> Fibrina degradata




Mutagenesi: coagulazione

Finger

Kringle 2

Serine
Protease

heavy chain light chain
A-chain B-chain

: Serine

Plasmin 3
Kallikreins [24.29]

Binding to fibrin [
Interaction with membrane receptors:
LRP, Annexin Il [14.15]

Activation of EGF receptor (18]

Mannose receptors mediated uptake/
clearance by liver endothelial cells ['7]

Binding/activation of plasminogen,
PDGF-CC, NMDA receptor [18-20]

Proteolytic activity via its catalytic
triad (His%22, Asp1, Ser78) [10.21]
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tPA ricombinante

- Thr103Asn: aumenta di 10 volte la stabilita nel siero

- Lys-His-Arg-Arg296Ala-Ala-Ala-Ala : maggiore affinita per i coaguli di fibrina

Alteplase
tPA normale umano
(hrtPA)

Approvato per infarto, ictus e embolia
Prodotto in cellule animali in coltura

Tenecteplase
tPA umano con due modificazioni
aminoacidiche.

Approvato per infarto.
Magagiore affinita per la fibrina.
Prodotto in cellule animali in coltura

Reteplase
tPA umano non glicosilato
e piu corto

Approvato per infarto.
Emivita incrementata
Prodotta in E. coli

Desmoplase
tPA della saliva del
pipistrelli vampiri

Approvato per ictus.
Emivita doppia nel sangue
Prodotto in cellule animali in coltura
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Mutagenesi: vaccino per la pertosse

Produzione di tossine batteriche modificate,
da parte dello stesso ceppo patogeno, dopo
mutazione genetica

Vaccino Antipertosse

Mediante |a tecnica del DNA ricombinante e
stato ottenuto un ceppo di Bordetella
Pertussis capace di produrre una tossina
della pertosse del tutto identica,
antigenicamente, a quella del ceppo
patogeno, ma assolutamente priva di
tossicita.

ADP-ribosilasi

Tossina attiva

La tossina mutata, prodotta in laboratoriosu ~ Enzima inattivo

larga scala, viene purificata e impiegata  proteina non tossica
come vaccino
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Mutagenesi: vaccino per la pertosse

Segnalazione dei recettori Bordetella pertussis € un coccobacillo Gram-negativo
a proteine G trimeriche aerobio obbligato. Lega le cellule elipiteliali ciliate delle vie
respiratorie esacerbando la secrezione di muco e provocando
crisi di tosse. La chiave e una iperattivazione della adenilato
cilcasi causata dalla mancata inibizione da parte di proteine

G inbitrici a causa dell'azione della subunita A della tossina.

\ | ]
inactive inactive inactive ¢ A subunit
receptor G protein enzyme

B pentamer

signal molecule :

A endocytosis )
K Gai |ADP-ribose ~ ATP CAMP

actl\tiated g | endosome l
receptor an cellular

G protein p offects
translocation

I

activated f 4 nucleus

activated G protein




Mutagenesi: vaccino per la pertosse

‘_-l--__' ‘\

’ =~
/ Cholera foxin / Pertussis toxin™
A subunit ' A subumt 1
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Mutagenesi: vaccino per la pertosse

Clonaggio della tossina da Bordetella

Immunobiology Research Institute Siena, Siena, ftaly

Received 3 June 1992
Accepted 10 June 1992
. . . . We have
Mutageg nesi e StUdluo dl fu nzione uscd recombinant DNA technologies to clone the
pertussis toxin gene, express it in bacteria, map
the B and T cell epitopes ol the molecule, and to
identify the amino acids that are important for
enzymatic activity and toxicity. Finally, we have
used this information to mutate the gene in the
chromosome of Bordetella pertussis in order to

Identlflcatl AA dEtermlnantl fUﬂZlonall obtain a strain that produces a molccule that is
l already non-toxic.

Gene mutato inattivo ricostruito W

Tetanus Toxoid, Redy
) ced = =
l Diphtheria Toxoig el dose D |ﬂer|te
and Acellular oS miesty

Pertussis Vaccine Reonly

Sostituzione del gene in Bordetella Adsorhed 1 Tetano

l & ndacel Petosse

For adolesceny and adult yse.

Purificazine della proteina mutata SANOFIPASTEUR




Proteine ricombinanti

Proteine prodotte in

v Batteri
v Lieviti

v Cellule animali

v Vantaggi

v Proteine altamente purificate
v Quantita virtualmente illimitate
v Economia

v Sicurezza
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Proteine ricombinanti

Possibili difficolta dell'espression in batteri
La proteina NON mantiene la sua funzione perche:

- Il folding non e corretto

Produzione in lievito o in cellule animali
- La proteina necessita di modificazioni post-traduzionali

Produzione in cellule animali
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Colture cellulari: derivazione

Cellule primarie
- numero di passaggi limitato
- fisiologia intatta
Cellule trasformate (immortalizzate, o linee cellulari)
- numero di passaggi elevato
- variazioni di espressione di oncogeni/oncosoppressori
- fisiologia alterata

Espianti tumorali

- numero di passaggi elevato
- fisiologia identica alla patologia dell'espianto

La American Type Culture Collection (ATCC) autentica
l'identita delle linee utilizzando gli short tandem repeats (STR)
che sono unici per ogni linea cellulare
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Linee cellulari: comportamento

La valenza di una linea cellulare coltivata puo essere diversa da quella che
aveva nel tessuto originale e una volta in coltura puo essere indotta a formare
tipi cellulari variabili

In vitro

Cstaoblast

= ] -".:..‘

(99 s Osteoblast
o @
i

Adipocyla ’ |~| I

*’ Camenioblast

Muerocyte

PDL
a fibroblast

Chondrocyte
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Linee cellulari: vantaggi

Propagazioni di cellule fuori dall’ organismo

A
‘ Due tipi di colture cellulari:
—> - colture primarie
Y SN - linee cellulari
Vantaggi Problemi
v L’ambiente extracellulare puo’ v Adesione su superficie
essere manipolato v Crescita 2D
v Uso di un tipo cellulare ben definito ¥ Numero di passaggi
v Grandi quantita’ di cellule v Diverso comportamento

v Studio di varie funzioni cellulari
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ione delle colture cellular
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Mantenimento del fenotipo originale

Cellule epatiche
HepG2 differenziate

Cellule muscolari
C2C12 differenziate

Early stage
of myotube

1l ey
) L "

Individual
myoblasts striations
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Vettore per ospiti eucariotici

Deve esssere capace di duplicarsi in E.coli e di funzionare
come un gene nel nucleo di cellule animali in coltura

Origine di Gene per Promotore Gene per
replicazione resistenza Enhancer eucariotico Sequenza selezione
batterica agli antibiotici eucariotico per RNApol II di Kozak eucariotico
N " — ] — S .
Promotore Sequenza cDNA della Segnali di
procariotico di Kozak proteina poliadenilazione

da esprimere
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Trasfezione di vettori in eucarioti

Coltura S :J DNA inserito
cellulare & nel vettore

METODO DI TRASFEZIONE

CasPOy Lipidi cationici Lipofezione Tl Tt
virale

{

1 +

Elettroporazione sonoporazione

R %, Fi . - Optoporazione
SRy e Py Rccimoukior Magne'loporazione

Precipitazione Endocitosi d

Chip Cuvetta

Coltura cellulare &
Sos pensmne

Coltura cellulare Coltura cellulare Coltura cellulare

Biolistica
Gene gun




Trasfezione di vettori In eucarioti

Trasfezione transiente Trasfezione stabile

Transfection

- Esperimenti a breve termine - Esperimenti a lungo termine

- Over-espressionelsilenziamento - Plasmide integrato nel genoma
- Popolazione disomogenea - Popolazione omogenea

- Il DNA non si duplica (diluizione) - Server marker di selezione
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Lipofezione

., T

solution ‘

Mix lipid

and DNA
DNA is
encapsulated
inside
liposomes

Liposomi
caricati con
I vettori di espressione

Add fo cells

Liposome
adheres
to cell

Nucleus

Liposome bilayer
fuses with p]c:smc:
membrane

DNA eners "
cell

DINA in
nucleus

Foreign gene
expressed
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