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1-100 copie di 
DNA plasmidico 

per cellula

Biotecnologie – uso dei batteri

DNA cromosomico Plasmide F DNA cromosomico

RiceventeDonatore

DNA polimerasi

Relaxosoma Trasferasoma

Plasmide F Plasmide F

Pilus

PilusVecchio donatore Nuovo donatore
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Plasmidi - proprietà
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Enzimi di restrizione

Gli enzimi usati per i clonaggi molto spesso 
riconoscono sequenze 

PALINDROMICHE
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Enzimi di restrizione
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Vettori di espressione

Plasmide 
ricombinante

Clonaggio

Tecniche di 
Biologia 

Molecolare

Trasformazione

Proteina 
ricombinante
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Anatomia di un vettore: serie pET

LacI: attiva LacO

T7 promoter: promotore di 
un batteriofago

LacO: reprime la 
trascrizione

RBS: ribosome binding site

ORF: open reading frame

Amp: resistenza 
all'ampicillina

Ori: origine di replicaizone

Rop: controlla il numero di 
copie 
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Legare il ribosoma: sequenze consenso 

Sequenza di 
Shine-Dalgarno

Sequenza di 
Kozack



8

Promotore

Sito di inserzione
(enzimi di restrizione)

Shine-Dalgarno
RBS

Clonaggio ed espressione

ATG TAA

AUG

UAA

mRNA

Proteina
ricombinante

5’

NH2 COOH

Terminatore

trascrizoine

traduzione
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Donatore 
procariotico

Inserimento della 
sequenza codificante

nel vettore di espressione

PROMOTORE
NATIVO

CDS

TERMINATORE
NATIVO

ATG                                         TAA

TRASFORMAZIONE
In cellule BATTERICHE «vuote»

Clonaggio di geni batterici

RBS

sito ER

sito ER

Prodotto di PCR 
con inserzione 

sito ER

PROMOTORE
FORTE

RBS MCS TERMINATORE
FORTE

CDS

CDS

CDS

ATG                                        TAA

PCR

LIGASI

vettore di 
espressione 

batterico

vettore di 
espressione

batterico 
aperto

START STOP

DNA

DNA
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Donatore 
eucariotico 

Inserimento della 
sequenza codificante

nel vettore di espressione

PROMOTORE
NATIVO

TERMINATORE
NATIVO

TRASFORMAZIONE
In cellule BATTERICHE «vuote»

Clonaggio di geni eucariotici

RBS

sito ER

sito ER

Prodotto di PCR 
con inserzione 

del sito ER

PROMOTORE
FORTE

RBS MCS

TERMINATORE
FORTE

CDS

CDS

ATG                                        TAA

PCR

LIGASI

vettore di 
espressione 

batterico

vettore di 
espressione

batterico 
aperto

RNA

START STOP

AUG                                         TAA

NO!!!

cDNA

TRASCRITTASI 
INVERSA

AAAA

ATG                                         TAA

INTRONI ESONI Trascrizione 
e splicing

ATG                                         TAA

DNA
mRNA

DNA DNA
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C      8h    12h   15h

Proteina  
“ricombinante” 

da purificare

Elettroforesi di proteine: SDS PAGE 
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PRIMA  GENERAZIONE 

(identiche a quelle naturali)

Proteine ricombinanti terapeutiche

 ORMONE DELLA CRESCITA

 INSULINA

 ERITOPOIETINA

 G-CSF

 FATTORI ANTIEMOFILICI

 VACCINI  RICOMBINANTI
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Ormone della crescita umano (hGH)

taglio

Target
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Ormone della crescita umano (hGH)
Produzione 

citoplasmatica
Esportazione

periplasmatica

LISI MECCANICA + 
 PURIFICAZIONE

LISI OSMOTICA + 
PURIFICAZIONE
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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 Insulina matura
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Insulina umana ricombinante

oxidant environment
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Biotecnologie e doping sportivo

ERITROPOIETINA (EPO) 

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

nell’ossigenazione dei muscoli 
sotto sforzo

 Prodotto biotecnologicamente 
come ormone naturale

Chinese Hamster Ovary (CHO) 
Cells Expression system

La presenza di 

glicosilazioni 
COSTRINGE

la sua produzione in cellule di 
mammifero CHO 
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Proteina S (HBsAg) 

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 è 
protettiva

Se espressa in lievito 

il folding è corretto.

E’ utilizzata come vaccino

Vaccino HBV (epatite B): questione di folding

Hepatitis B surface AntiGen

Recombivax HB
Engerix-B

Heplisav-B
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Vaccino contro il meningococco
Il meningococco (Neisseria meningitidis) è un diplococco Gram-negativo che 

causa la meningite. il genoma (2.3 Mb) è stato sequenziato nel 2000. 

~ 600 proteine 
di membrana 

o secrete

TUTTE clonate 
ed espresse in batteri

Reverse Vaccinology

~ 2150 ORF

Sequenza di arresto:
~ 20 aminoacidi

per lo piì Idrofobici 
che formano una alfa-elica

Genome

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10710307/

bioinformatica
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Aminoacidi

Idrofobici

dell'alfa-elica

Vaccino contro il meningococco



21

Promotore

Purificazione

Iniezioni in Topi

Infezione 
con 
Meningococ
co

Se sì, quella proteina 
è un possibile vaccino

Vaccino contro il meningococco

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20410516/

400x

meningococco

La risposta immunitaria 
è protettiva rispetto 

all’infezione?
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 VACCINI  RICOMBINANTI

tPA

INSULINA

ANTCORPI

SECONDA  GENERAZIONE 

(proteine modificate 

mediante mutagenesi "in vitro")
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Sostituire uno (o pochi) nucleotidi 
nella sequenza codificante per una 

proteina

ESEMPIO:

In un codone TGC  

(codificante per CISTEINA)

viene sostituita la  T  con la  G,

trasformandolo  nel  codone  GGC

che  codifica  per  GLICINA

Mutagenesi oligonucleotide-diretta

ORIGINALE             5'-GAATGATGCAGGATTGATCTATGG-3'

PRIMER FWD            5'-GAATGAGGCAGGATTGATCTATGG-3'
PRIMER REV    3'GACCCGATGCTTACTCCGTCCTA-5'
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Mutagenesi: diabete

assorbimento rapido

assorbimento lento

Lispro: inversione di Lisina B28 e Prolina B29 

Aspart: mutazione di Prolina B28 in Aspartato

- maggiore solubilità
- minore formazione di polimeri
- rapido assorbimento

Detemir: delezione di treonina B30
               miristilazione di lisina B29

- di-esamerizzazione, 
- precipitazione 
- rilascio graduale

L'insulina è 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.
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Mutagenesi: coagulazione

XII XIIa

XI XIa

IX IXa

X Xa

VIIVIIa

X

Protrombina

Fibrinogeno Fibrina

Plasminogeno

Plasmina

Via Intrinseca
(ferita)

Via Estriseca
(trauma)

Xa

Trombina

Fibrina degradata

tPA

uPA

Attivatore Tissutale del Plasminogeno
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Mutagenesi: coagulazione
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Alteplase  
 tPA normale umano

 (hrtPA)

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

tPA ricombinante

Tenecteplase   
tPA umano con due modificazioni 

aminoacidiche. 

Approvato per infarto. 
Maggiore affinità per la fibrina.

Prodotto in cellule animali in coltura

Reteplase   
tPA  umano non glicosilato 

e più corto

Approvato per infarto. 
Emivita incrementata

Prodotta in E. coli

Desmoplase   
tPA della saliva dei 
pipistrelli vampiri

Approvato per ictus.
Emivita doppia nel sangue

Prodotto in cellule animali in coltura 

- Thr103Asn: aumenta di 10 volte la stabilità nel siero

- Lys-His-Arg-Arg296Ala-Ala-Ala-Ala : maggiore affinità per i coaguli di fibrina
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Enzima inattivo

Proteina  non  tossica

ADP-ribosilasi
 
Tossina  attiva

Mutagenesi: vaccino per la pertosse
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Bordetella pertussis è un coccobacillo Gram-negativo 
aerobio obbligato. Lega le cellule elìpiteliali ciliate delle vie 
respiratorie esacerbando la secrezione di muco e provocando 
crisi di tosse. La chiave è una iperattivazione della adenilato 
cilcasi causata dalla mancata inibizione da parte di proteine 
G inbitrici a causa dell'azione della subunità A della tossina.

Mutagenesi: vaccino per la pertosse
Segnalazione dei recettori 

a proteine G trimeriche



30NAD +

ADP-ribosilazione

Tossicità mediata  
da ADP-ribosilazione

di proteine G

Mutagenesi: vaccino per la pertosse
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Clonaggio della tossina da Bordetella

Mutagegnesi e studiuo di funzione

Identificati AA determinanti funzionali

Gene mutato inattivo ricostruito

Sostituzione del gene in Bordetella 

Purificazine della proteina mutata

Mutagenesi: vaccino per la pertosse

Difterite

Tetano

Petosse
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Proteine prodotte in 

✔  Batteri

✔  Lieviti 

✔  Cellule animali

✔ Vantaggi

✔ Proteine altamente purificate

✔ Quantità virtualmente illimitate

✔ Economia

✔ Sicurezza

Proteine ricombinanti
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Possibili difficoltà dell'espression in batteri

La proteina NON mantiene la sua funzione perché:

- Il folding non è corretto

Produzione in lievito o in cellule animali

- La proteina necessita di modificazioni post-traduzionali

Produzione in cellule animali

Proteine ricombinanti
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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'identità 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 può essere diversa da quella che 
aveva nel tessuto originale e una volta in coltura può essere indotta a formare 
tipi cellulari variabili
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Vantaggi

✔  L’ambiente extracellulare puo’ 
 essere manipolato 

✔  Uso di un tipo cellulare ben definito
✔  Grandi quantita’ di cellule
✔  Studio di varie funzioni cellulari 

Due tipi di colture cellulari:
- colture primarie
- linee cellulari

Propagazioni di cellule fuori dall’ organismo

Linee cellulari: vantaggi

Problemi

✔  Adesione su superficie 
✔  Crescita 2D
✔  Numero di passaggi
✔  Diverso comportamento



37

Gestione delle colture cellulari 
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Cellule muscolari
C2C12 differenziate 

Mantenimento del fenotipo originale

Cellule epatiche
HepG2 differenziate 
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Deve esssere capace di duplicarsi in E.coli e di funzionare 
come un gene nel nucleo di cellule animali in coltura

Vettore per ospiti eucariotici

Origine di 
replicazione 

batterica

Gene per 
resistenza 

agli antibiotici

Promotore 
procariotico 

Enhancer 
eucariotico 

Promotore 
eucariotico 

per RNApol II

Sequenza 
di Kozak

cDNA della 
proteina 

da esprimere

Segnali di 
poliadenilazione

Sequenza 
di Kozak

Gene per 
selezione

eucariotico

<< >>> > >
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Trasfezione di vettori in eucarioti 
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Trasfezione di vettori in eucarioti 

Trasfezione transiente Trasfezione stabile

- Esperimenti a breve termine
- Over-espressione/silenziamento
- Popolazione disomogenea
- Il DNA non si duplica (diluizione)

- Esperimenti a lungo termine
- Plasmide integrato nel genoma
- Popolazione omogenea
- Server marker di selezione



42

Liposomi
caricati con 

i vettori di espressione

Lipofezione
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