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flowchart



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica e Metodi sperimentali

1) Analisi della sequenza (Codon usage, Siti di proteolisi, sequenze di secrezione)
2) Definizione dei domain boundaries



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: A) disorder prediction:

1) FOLDINDEX: https://fold.weizmann.ac.il/fldbin/findex

IҐнΦтурғIҔҍμғwҔμҍмΦмрм

con | <R> | carica netta media 
<H> idrofobicitàmedia

https://fold.weizmann.ac.il/fldbin/findex


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: A) disorder prediction:

2) GLOBPLOT: http://globplot.embl.de/

PROPENSIONE al disordine di ogni aa
t Ґ w/ ҍ {{ 

RC  random coil (loops, turns)
SS strutture secondarie regolari 

Calcolata su un insieme non ridondante di proteine 
da ciascun rappresentante da ciascuna superfamiglia 

nel database SCOP(StructuralClassificationof Proteins): 
2020-09-25 include59,801domini non redondantiin 682,669strutture.

http://globplot.embl.de/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: A) disorder prediction:

3) https://iupred2a.elte.hu/
ǎǘƛƳŀ ƭΩŜƴŜǊƎƛŀ ǘƻǘŀƭŜ Řƛ ƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ǎƛƴƎƻƭŜ ŎƻǇǇƛŜ Řƛ ǊŜǎƛŘǳƛΣ 
(IPOTESI: sequenze disordinate non formano sufficienti interazioni stabilizzanti fra residui)

long disorder short disorder

structureddomains



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto 

Analisi bioinformatica: B) Predizione della struttura secondaria

Å http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

Å http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/index_up.html

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: C) Allineamento con omologhi 

1) basato su struttura I

MSA:
Å https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK_LOC=blasthome
Å https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ cdd/cdd.shtml (ConservedDomains Database)

MSA+p-HMM (HiddenMarkov Model): 
Å https:// pfam.xfam.org/
Å http:// smart.embl-heidelberg.de/ (Simple Modular Architecture Research Tool)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: C) Allineamento con omologhi 

2) basato su struttura III

Å https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins (Database PDB)

Å http://www.ebisu.co.uk/chemogenomix.com/chemogenomix/GenThreader.html
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Design del costrutto

Analisi bioinformatica: C) Allineamento con omologhi 

3) basato su approcci ibridi

https://www.ics.uci.edu/~baldig/dompro.html (ProteinDomain Prediction)
Homology(PSSM), SecondaryStructure, SolventAccessibility 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/web_servers/psipred_server/dompred_overview/  
(Domain Prediction)
PSSM, FoldRecognition(SecondaryStructure)

DomainDiscovery:
Position SpecificScoring Matrix (PSSM), SecondaryStructure, SolventAccessibility, 
Domain LinkerIndex
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Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

1. Limited Proteolysis Mass Spectrometry (LP-MS)
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Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

1. Limited ProteolysisMass Spectrometry(LP-MS)
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Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

2) Hydrogen/Deuterium Exchange (DX-MS)
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Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

3) Protein Painting



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Espressione di singoli domini: CAVEAT

Domain swapping

Domain swapped dimer: Folding non nativo



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta della cellula ospite:

Modifiche post traduzionali 
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Scelta della cellula ospite:

Modifiche post traduzionali 



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite: Procarioti

ù
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Scelta del sistema ospite: Lievito
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Scelta del sistema ospite: Baculovirus
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Scelta del sistema ospite: mammalian cells



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
cDNA isolation:

genomic fishing fishing from mRNA

strategia ibrida sintesi/PCR sintesi genica
(overlap assembly PCR)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore : 

elementi principali
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Scelta del vettore : PROMOTORE

In base a
ÅOspite
ÅForza 
ÅLeakiness
ÅLag time
ÅCostitutivo/inducibile

cDNA



cDNA

cDNA

protein

pLac promoter pBAD promoter

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore : PROMOTORE



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
promotori batterici

Promoter
Description Expression Additional considerations

T7 Promoter from T7 bacteriophage Constitutive, but requires T7 RNA polymerase.

T7lac
Promoter from T7 bacteriophage 

plus lac operators

Negligible basal expression. 

Requires T7 RNA polymerase, which is also controlled by lac 

operator.

Very tightly regulated by the lac 

operators,tunable.

Sp6 Promoter from Sp6 bacteriophageConstitutive, but requires SP6 RNA polymerase.
SP6 polymerase has a high 

processivity. 

araBAD
Promoter of the arabinose 

metabolic operon

Inducible by arabinose 

repression in the presence of glucose or by competitive 

binding of the anti-inducer fucose

Weaker. Low basal expression; not 

tunable

trp
Promoter from E. coli tryptophan 

operon

Repressiblewith high levels of cellular trp.

lac Promoter from lac operon
Constitutive in the absenseof lac repressor (lacIor lacIq). 

Can be induced by IPTG or lactose.

Leaky promoter 

weak expression

tunable

Ptac Hybrid promoter of lac and trp Regulated like the lac promoter

Contains -35 region from trpB and -

10 region from lac. Very tight 

regulation.tunable

pL
Promoter from bacteriophage 

lambda
temperature regulable

Often paired with the temperature 

sensitive cI857 repressor.

T3 Promoter from T3 bacteriophage
Constitutive

requires T3 RNA polymerase



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
sistemibatterici

DE3 system

Espressione inducibile
Autoinduzione
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Autoinduzione

In alcuni media (mix glucosio e lattosio)
ŝ ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ƛƴŘǳǊǊŜ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ǉǳŀƴŘƻ 
i batteri raggiungono la saturazione.

Si possono raggiungere da 2 a 3X OD600nm



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
promotori di Lievito

Promoter
Description Expression

Additional 

considerations

GAL1, 10
adjacent, divergently 

transcribed promoters

Inducible with 

galactose; repressible 

with glucose

Used independently or 

together. Regulated by 

GAL4,80.

TEF1
from transcription elongation 

factor
Constitutive

Analogous to mammalian 

EF1a promoter.

GDS

Strong 

from glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase

Constitutive Very strong

ADH1 From alcohol dehydrogenase IRepressed by ethanol

Full length version is 

strong. Truncated 

constitutive with lower 

expression.
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promotori di Baculovirus



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
promotori di mammalian cells

Promoter origin Expression comments

CMV

Strong 

from the human 

cytomegalovirus

Constitutive

May contain an 

enhancer. 

Silenced in some 

cell types.

EF1a
Strong from human 

elongation factor 1h
Constitutive High expression

SV40
from the simian 

vacuolatingvirus 40
Constitutive

Mayinclude an 

enhancer.

PGK1 

(human or 

mouse)

from

phosphoglycerate

kinase gene.

Constitutive

vary by cell type. 

Resist 

downregulation 

due to 

methylation or 

deacetylation.

Ubc
from the human 

ubiquitin C gene
Constitutive Ubiquitous

human beta 

actin
from beta actin gene Constitutive Ubiquitous

TRE
Tetracycline response 

element promoter
Inducible

minimal 

promoter with 

low basal activity 

and several 

tetracycline 

operators. 
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Scelta del vettore: TAGs&clevage sites



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore: TAGs
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Scelta del vettore: TAGs
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Scelta del vettore: TAGs



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore: siti di taglio per Proteasi

TAG

Affinity 
Matrix

TAG

TAG

TAG

TAG



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Clonaggio:

Ligation-dependent

Clonaggio per restrizione TA cloning



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Clonaggio:

Ligation-independent

RF-cloning LI- cloning (LIC)

TOPO cloning:
Vaccinia Topoisomerasi I (InVitrogen) 
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Clonaggio:

Ligation-independent

Gateway cloning: In Fusion-Creator cloning
fago ɚïattB/P (Life technologies) fago P1 Cre-LoxP (Clontech)
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Inserimento nella cellula ospite:

Trasformazione 

Batteri

Lievito 



Cellule insetto/mammifero: 

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Inserimento nella cellula ospite:



Cellule insetto/mammifero: 

Trasfezione Trasduzione

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Inserimento nella cellula ospite:



Espressione/purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Small scale inducible expression:

To test/optimize different strains/ expression conditions (°T/[inducer]/media/time)

TOTAL EXTRACTS SOLUBLE FRACTIONS

Large scale expression:
To adjust optimized expression conditions to larger scales



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
expression flowchart



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
collection & lysis

CENTRIFUGAZIONE  
SURNATANTE per il recupero di proteine secrete

PELLET: LISI CELLULAREper recuperare proteine 
citoplasmatiche / di membrana o proteine in corpi di inclusione 
ƭƛǎŀǘƻ όǇǊƻǘŜƛƴŀ ǘŀǊƎŜǘΣ ƛƴǎƛŜƳŜ ŀ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ǎƻƭǳōƛƭƛ ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜΣ 
membrane e proteine di membrana, organelli, DNA, matrice 
citosolica della cellula)

Cellule di insetto/MAMMIFERO: soluzione ipotonica (Shock osmotico)

Batteri e lieviti: più difficile 

Metodo enzimatico Sonicazione French press & Microfluidizer 

(lisozima) (alta pressione localizzata) (valvola stretta ad alta pressione)

Bead Mill 

(microsfere e agitazione 

ad alta frequenza)



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
purificazione
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purificazione



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
evoluzione dei metodi di purificazione



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione: cattura



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione: purificazione intermedia



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione: polishing



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Precipitazione frazionata:

separazione sulla base della solubilità (effetto del salting out)
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Precipitazione frazionata
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Precipitazione frazionata

Precipitazione frazionata:



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:

IN BATCH CON FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) 
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Metodi cromatografici:



SEC

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici


