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I plasmidi YAC possono reggere frammenti eterologhi di 200 - 800 kb

si basano su plasmidi lineari di lievito (YLp) con un segmenti ARS e CEN e con 

CROMOSOMI ARTIFICIALI DI LIEVITO (YAC)

sequenze (omologhe o eterologhe) che in vivo assumono le funzioni di telomeri

ARS1 CEN4

L’importanza degli YAC è aumentata di recente grazie ai metodi messi a punto 
per trasferirli a cellule in coltura e a linee germinali di animali da esperimento

Clonaggio con ricombinazione specifica in vivo con un vettore YAC

Il lievito viene trasformato le due braccia di un vettore YAC 
e frammenti di DNA eterologo di grandi dimensioni

URA3

TRP1 ARS1 CEN4

La ricombinazione in vivo risulta nella
formazione di un clone YAC specifico

Le due braccia del vettore YAC sono derivate da plasmidi linearizzati che
contengono segmenti omologhi alle estremità del DNA da clonare



15/12/2009

2

Es: clonaggio in YAC per ligazione in vitro
Il ceppo ospite è ade2, ura3, trp1, his3

URA3

ARS
TRP1

CEN4

SmaI

Il sito SmaI i trova all’interno del gene SUP4 che
sopprime la mutazione ade2 presente nel ceppo

HIS3BamHI BamHI

SmaIBamHI

BamHI

SmaI

TRP1 ARS1 CEN4

BamHI
URA3

SmaI

I frammenti della digestione BamHI+SmaI, defosforilati, 
sono legati con DNA eterologo digerito SmaI

SmaI URA3BamHI
BamHI

I trasformanti dovranno essere Ura+,Trp+ e mantenere l’auxotrofia per His. Le 
colonie saranno rosse per via dell’inattivazione di SUP4 che non controlla più ade2

TRP1 ARS1 CEN4
SmaI
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La manipolazione degli YLp è disagevole per via della 
loro incapacità di essere propagati in E. coli

Ma è possibile ottenere vettori YAC circolari in 
E  coli ma lineari in lievito (in vivo)E. coli ma lineari in lievito (in vivo)

un vettore YCp circolare può essere trasformato 
in YAC inserendovi un dimero di telomero di 

Tetrahymena o di lievito

d  l  t f i  i  li it  t  l id  à i lt  i   l l  dopo la trasformazione in lievito questo plasmide sarà risolto in una molecola 
lineare con le  estremità libere terminate da un telomero funzionale

TRASFORMARE IL LIEVITOTRASFORMARE IL LIEVITO

SFEROPLASTI
LITIO

ELETTROPORAZIONE

Le cellule vanno trattate, in presenza di stabilizzatori 
m ti i ( bit l  1M)  imi id liti i

SFEROPLASTI

osmotici (sorbitolo 1M) con enzimi idrolitici

glusulasi (estratto dall’intestino 
della lumaca Helix pomatia)

Zymolyasi: un enzima prodotto 
da Arthrobacter luteus
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Si aggiunge il DNA agli sferoplasti

Si co-precipita la mistura con 
una soluzione di PEG e Ca2+

Si sospendono le cellule in una soluzione di sorbitolo mischiato con agar 
sciolto e si allestisce un overlay su piastre selettive con sorbitolo

Questa tecnica è laboriosa e lunga ma 
permette di ottenere buoni risultati

L’acetato di litio si usa per  
permeabilizzare le cellule

ACETATO DI LITIO

aggiungere DNA e coprecipitare con il PEG

Dopo un breve shock termico

si lava senza PEG e senza acetato di 
litio e si semina per spatolamento su 

piastre di terreno selettivo

SELEZIONE
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le cellule per l’elettroporazione si preparano raccogliendole da 
una coltura fresca , lavandole e sospendendole in sorbitolo 

si aggiunge il DNA

si sottopone la sospensione 
all’impulso elettrico in un 

elettroporatore

In seguito si semina per 
spatolamento su terreni selettivi

SELEZIONE

L’efficienza di trasformazione può 
essere aumentata oltre 100 volte

cellule in tarda 
fase logaritmica

ssDNA carrier

PEG

CONIUGAZIONE E. coli – S. cerevisiae

La possibilità di una coniugazione “Trans-Kingdom” è stata
osservata già nel 1989

Alcuni plasmidi coniugativi IncP “promiscui” possono operare un TGO non 
solo tra batteri diversi ma anche tra batteri e lieviti
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Questo fenomeno è naturale

Batteri con 2 plasmidi: 
coniugativo e shuttle

Batteri con il solo 
plasmide shuttle

TERRENO PER LIEVITI CON 
AMPICILLINA E LEUCINA

Lievito leu2Lievito leu2

Ma può essere controllato per farne uno 
strumento biotecnologico utile

Come nel progetto di un gruppo 
dell’Università di Whashington

che ha messo a punto un sistema a 
moduli destinati a interagire

Input Input

1) segnalazione2) decisione 
di tti ità

Input
(segnale ambientale)

p
(segnale ambientale)

4) acquisizione di 

3) Controllo  
dell’apparato 
di i i

di attività

4) acquisizione di 
una nuova capacità

di coniugazione

TGO



15/12/2009

7

Modello sperimentale I° MODULO (LIEVITO): SEGNALAZIONE

Il gene batterico per la sintesi di AHL (luxI) è stato messo sotto il controllo di un 
promotore naturale di lievito attivato dal lattosio e represso dal glucosio

luxI AHL

II° MODULO (E.COLI): DECISIONE DI AZIONE

Il gene che codifica LuxR è posto sotto il controllo di Plac wild-
type e integrale (attivato dal lattosio - represso dal glucosio)

AHL entra liberamente nella cellula di 
E. coli e si complessa con LuxR

luxR LuxR

p

III° MODULO (E. coli): SINTESI CONTROLLATA 
DELL’APPARATO DI CONIUGAZIONE 

Il complesso AHL+ luxR
tti  il p m t  PL x

LuxR

AHL

attiva il promotore PLux

I geni essenziali per il trasferimento 
sono stati messi sotto il controllo di 

questo promotore korA

TrbA: regolatore trascrizionale 
per l’operone TraII trbA

KorA: esprime una proteina di regolazione globale con siti 
di legame multipli lungo la sequenza del plasmide coniugativo
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Il plasmide shuttle che ne viene trasferito ha

L’apparato coniugativo si mette in moto in risposta al segnale del 
lievito, emesso a seguito delle condizione imposte

Origine 
batterica

Origine di 
replicazione di 

lievito

Marcatore 
batterico 

(BLA) Marcatore per il 
lievito (LEU2)

OriT: origine di trasferimento 
riconosciuta da Tra

Lac+

Glu-

PLAC
PYEAST luxI luxR

lacZ

AHL

Lux
R

Apparato 
coniugativo

PLUX

Attività 
β-galattosidasica
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Per quanto S. cerevisiae abbia degli indubbi 
vantaggi, alcuni svantaggi  ne limitano l’uso

Uno di questi riguarda la glicosilazione: il pentasaccaride comune (core) è 
conservato negli eucarioti ma variano e molto le catene laterali

In Saccharomyces le catene laterali sono formate solo da mannosi

in altri eucarioti si trovano invece oligosaccaridi complessi: la glicosilazione
operata dal lievito, è inidonea per proteine con funzionalità connessa alla 

struttura della porzione glucidica

Saccharomyces, inoltre, ha la tendenza a glicosilare le proteine in ogni sito 
disponibile e, quindi, nasce un problema di iperglicosilazione

Le catene laterali glucidiche determinano l’antigenicità: un’errata o eccessiva 
glicosilazione interferisce con la possibilità di impiego terapeutico

può anche accadere che il plasmide 
ricombinante sia perso con frequenza 

relativamente elevata e che ci siano errori relativamente elevata e che ci siano errori 
nella secrezione  delle proteine prodotte
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Per ovviare a questi inconvenienti sono stati presi in 
considerazione lieviti appartenenti ad altri generi

promotori forti per espressione eterologa 

Lieviti metilotrofi
PICHIA

Kluyveromyces (S. pombe)

possibilità di integrare 
stabilmente i plasmidi

ottima secrezione 
di proteine

meno marcatori 
selezionabili

solo vettori 
integrativi

integrità delle 
proteine prodotte 

integrativi

Schizosaccharomyces pombe, un importante organismo modello per 
la biologia cellulare e molecolare, si divide per fissione binaria

C  di 

Fase stazionaria
Ha solo 3 cromosomi e la sua divergenza dai 
lieviti gemmanti è stimata intorno ai 330-420 

milioni di anni fa

Aploide-Mitosi

Carenza di 
nutrienti Coniugazione

Zigote

Carenza di 
nutrienti

Meiosi

Asco zigoticoAscospore

Diploide
Mitosi

Asco zigotico

Sporulazione

quiescenti

Asco azigotico
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I LIEVITI METILOTROFI
Candida boidinii, Hansenula polymorpha (P. angusta), 

Pichia methanolica e Pichia pastoris

Gruppo emergente di ospiti eucariotici per la 
produzione di proteine ricombinanti

offrono prospettive migliori per le  
produzioni di uso farmaceutico

Sono insensibili 
all’effetto “Crabtree”

le proteine sono secrete nel 
terreno e non trattenute nella 

zona “periplasmatica”

la produzione di etanolo in 
aerobiosi è molto limitata

L’ipermannosilazione
è meno frequente

Le catene sono più corte e mancano
di legami α-1,3, (immunogeni)

La biomassa e la resa 
di prodotto sono più alte

sono stati creati ceppi di P. pastoris
che N-glicosilano come l’uomo

LA VIA DELL’ASSIMILAZIONE DEL METANOLO (MUT-pathway)

Dove l’alcool ossidasi lo converte 

Il metabolismo del metanolo inizia all’interno dei perossisomi

Il resto passa al citoplasma dove è 
ossidata con produzione di energia

Metanolo

H 0
Formaldeide

Formato
+CO2

in formaldeide e H202

AOXAOX

Una parte della formaldeide è 
condensata per via assimilativa

ossidata con produzione di energia H202

I promotori più impiegati per i sistemi di espressione 

Le alcool ossidasi hanno una bassa 
affiità per l’O2: la loro espressione 
è quindi molto elevata

I promotori più impiegati per i sistemi di espressione 
derivano da enzimi chiave della via MUT

ALCOOL-OSSIDASI
FLD e FDH 

(formaldeide- e formato-deidrogenasi)
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Pichia pastoris- Pichia angusta (Hansenula polymorpha)

Sono i lieviti metilotrofi maggiormente studiati 
dal punto di vista dell’espressione eterologa

In P. pastoris esistono due geni che codificano alcool-ossidasi: AOX1AOX1 e AOX2
In P. angusta c’è il solo gene MOX

AOX1 è responsabile della maggior parte dell’attività 
e il significato fisiologico di AOX2 non è chiaro

L’omologia tra AOX1 e 2 è elevata, il profilo di repressione-induzione 
lo stesso, anche se la regione di promozione non è omologa

In generale  questi geni sono strettamente 

G
L
U
C

E 
T
A

M
E

In generale, questi geni sono strettamente 
repressi da etanolo e glucosio e fortemente 
indotti dal metanolo

C
O
S
I
O

N
O
L
O

T
A
N
O
L
O

I fattori trascrizionali che agiscono in trans 
non sono stati per la maggior parte identificati

Le regioni importanti per l’attività dei promotori sono state identificate 
attraverso lo studio di delezioni e l’allineamento di sequenze

Con l’eccezione della regione tra −415 e −172 di P-AOX1 dove è stato Con l eccezione della regione tra 415 e 172 di P-AOX1 dove è stato 
individuato un elemento che contiene un IR e a cui si lega Mrxf

Una struttura analoga è presente nel promotore di MOX (MoxB)

R i  A R i  C Le ame per P AOX1Regione A
( -690)

Regione C
(-540 -400)

Legame per 
Mxrf

URS1 UAS URS2 PpAOX2

PpAOX1

URS1 UAS1UAS2 MOX-B
MOX
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AOX1 ha probabilmente un funzionamento analogo a 
quello di GAL4, (repressione/derepressione + induzione)

Ma a differenza di GAL4, la derepressione non è sufficiente a 
garantire un livello apprezzabile di espressione

MOX si dereprime in assenza di glucosio e una piccola quantità di metanolo 
(0,5%) aggiunto quando la crescita è già buona, ottiene gli stessi livelli di 

espressione del metanolo usato come sola fonte di carbonio

AOX1 (e AOX2) non si attivano se i lieviti sono 
coltivati su glicerolo, a differenza di MOX

espressione del metanolo usato come sola fonte di carbonio

GAL

GAL4

METGLY

MOX

MET

AOX1

GLU
GLY

GLU GLY

GLY
+

(MET
0,5%)

GLU GLY

ME
-OH

Queste caratteristiche tuttavia sembrano essere legate più 
alla natura dell’ospite che alla struttura del promotore 

È un dato importante perché il metanolo è tossico e infiammabile e ne 
va limitato l’uso ai livelli necessari per l’induzione

possibili fonti di carbonio su cui coltivare i lieviti 
inibiti dal glicerolo senza reprimere l’espressione

TREALOSIO ALANINA SORBITOLO
(crescita molto lenta)

L

MANNITOLO

A crescita avviata l’aggiunta di una moderata quantità di 
metanolo attiva un’espressione molto forte

Il trascritto può arrivare a rappresentare anche il 5%  trascr tto può arr ar  a rappr s ntar  anch   5  
del poli(A)+mRNA presente nelle cellule indotte

Il glicerolo può essere usato anche con Pichia methanolica, uno 
dei lieviti metilotrofi più recentemente preso in 
considerazione, che si comporta come P. angusta
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Un’altra valida alternativa è quella offerta 
dal promotore di FLD

Oltre che nel metabolismo del metanolo FLD è coinvolto nell’assimilazione di 
alcune C1-amine come la metilamina  come fonte di azotoalcune C1 amine come la metilamina, come fonte di azoto

PFLD può essere indotto da
METANOLO (in assenza di glucosio)

METILAMINA O COLINA

Il sorbitolo non reprime la sintesi dei geni del metabolismo del metanolo e 
non interferisce con l’induzione di PFLD da parte della metilamina

per fermentazioni ad alta densità senza l’uso di 
metanolo si possono combinare

SORBITOLO 
(fonte di carbonio)

METILAMINA
(fonte di azoto)

I CEPPI
I ceppi di laboratorio di P. pastoris derivano da NRRL-Y 11430 

(Northern Regional Research Laboratories, Peoria, Ill)

I ceppi con delezioni in uno o entrambi i geni AOX possono 

WILD
Mut+ ∆AOX1

MutS

∆AOX1,2
Mut-

pp g p
dare migliori risultati nella produzione di proteine

Necessitano di una minore quantità di metOH per l’induzione, particolare 
che limita il rischio di incendio per i fermentatori  di grandi dimensioni

Il ceppo più usato tuttavia è quello WT o la sua variazione GS115 
(his4),  che crescono bene su metanolo (FENOTIPO MUT+)
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KM71 (his4 arg4 aox1∆::ARG4)
AOX1 è in gran parte deleto e rimpiazzato dal gene ARG4  di S. cerevisiae

FENOTIPO  MutS

cresce lentamente su metanolo perché dipende dal solo AOX2

Il fenotipo MutS si può ottenere con molti vettori di espressione 
per P. pastoris con la contemporanea inserzione della cassetta di 

espressione e la delezione del gene AOX1 da un ceppo Mut+

MC100-3 (his4 arg4 aox1∆::SARG4 aox2∆::Phis4)

FENOTIPO  Mut-

( g )
entrambi i geni AOX sono stati deleti; il ceppo NON cresce su MetOH

Alcune proteine eterologhe prodotte da Pichia si degradano con relativa facilità

Questo effetto è causato in gran parte dalle proteasi vacuolari

Il problema è particolarmente evidente nei fermentatori a causa della 
elevata densità di cellule e della lisi di una piccola parte di esse

L’uso di ospiti deficienti per le proteasi si è 
rivelato utile nel limitare questo problema

SMD1165 (his4 prb1) 

SMD1168 (his4 pep4)  

SMD1163 (his4 pep4 prb1) 
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PEP4 codifica la  proteinasi A, 
(aspartil-proteasi vacuolare)

PEP4 Proteinasi
A

CPY Carbossi
peptidasi

Y

Pro-
Pep4 processa e attiva 
CPY e, in parte, Prb1

La proteinasi B non 
processata è comunque 
attiva (circa il 50% 
dell’enzima maturo)

PRB1
Proteinasi

B

Pro-

Mutanti pep4: manca l’attività di Pep4 
e di Cpy; quella di Prb1 è ridotta

Mutanti  prb1 manca solo la proteinasi B

Mutanti doppi mancano tutte queste attività proteasiche

Pichia non possiede plasmidi naturali utilizzabili per l’espressione ectopica 
e i plasmidi con origine 2μm in Saccharomyces non vi si replicano

è possibile trasformarla solamente con integrazioni, 
con efficienze di trasformazione inferiori3’AOX1

HIS4

ColE1

BLA

AOX1-prom

Un sito di integrazione usato 
spesso è al 3’ di AOX1

HIS4

T

geneX
AOX1
Term

X
X

P-AOX1 3’AOX1
AOX1P-AOX1 3’AOX1P-AOX1 T HIS4 3’AOX1xx

Molti vettori sono progettati per ottenere contemporaneamente 
l’eliminazione di AOX1 per doppio cross-over

Ma è possibile ottenere integrazioni con un cross-over singolo, 
come per Saccharomyces
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S
P. pastoris secerne

poche proteine endogene
Le proteine secrete sono
più facili da purificare S

SS
S

La secrezione però ha 
successo con le proteine che
sono normalmente secrete 

dall’organismo che le produce 

Dipende dalla sequenza segnale
usata e non ha sempre successo

La SP con il maggior numero di successi
è quella del pre-propeptide dell’α-factor 

C

C
C

C
C

CC
C

C
C

C

C
è quella del pre propeptide dell α factor 

di S. cerevisiae
C

C CC
C

Kluyveromyces lactis

assimila il lattosio e lo 
converte in acido lattico

Promotore, 
ingegnerizzato

Segnale per la 
secrezione

Terminatore

converte in acido lattico
Cresce rapidamente, raggiunge 
buone densità cellulari
è facile da manipolare perché è 
eterotallico e il suo ciclo cellulare è 
principalmente aploide

è t  tt tt   l  

TT-LAC4
PADH1

αMF

selezione

SacII

è usato soprattutto per la 
secrezione di proteine

amdS

ori

s z on

esistono sistemi commerciali dedicati 
che impiegano il plasmide pKLAC2 

origine e selezione 
batteriche

L’integrazione avviene nel locus LAC4 dopo 
trasformazione con il plasmide lienarizzato (SacII)
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SELEZIONE

il gene che codifica l’acetoamidasi fungina (amdS) permette al ceppo di crescere 
su un terreno privo di fonti di azoto libere ma contenente acetamide

L’acetamide può essere utilizzata come fonte di azoto solo dai 
ceppi che ricevono amdS e possono degradarla ad ammonio

è molto economica

Si aggiunge al terreno YCB (Yeast carbon base) che contiene 
tutti i nutrienti necessari tranne la fonte di azoto

arricchisce la popolazione di cellule con una integrazione 
di copie multiple della cassetta di espressione

PROMOTORE

Il promotore PLAC4 dirige l’espressione della lattasi

Nella forma nativa esistono tre regioni 
con omologia alla Pribnow batterica

-217 CAATGTGTTATCATTGTGAAGATG -194PB-I

PB-III -150 GAGAATTATTATTCTTTTGTTATGTT -125

PB-II -150 GAGAATTATTATTCTTTTGTTATGTT -125

Queste sequenze avviano  
indebitamente l’espressione in E. coli

L’espressione in E. coli potrebbe 
ostacolare le prime fasi della ostacolare le prime fasi della 

preparazione del plasmide ricombinante 

E la resa delle preparazioni plasmidiche
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-150 GAGAATgAgagcTCTTTTGTTATGTT -125

UAS I
--420

UAS II
-657 PLAC4 nativo

-196 -137

Pb-II/Pb-IIIUAS I
--420

UAS II
-657

-217 CAATGTGagAaCAgaGaGAAGATG -194

UAS I
--420

UAS II
-657

PbPb--II

La trascrizione in E  coli parte da due siti alternativi uno 

mutazioni operate nelle tre regioni hanno dimostrato che 
l’espressione si mantiene eliminando PB-II e PB-III

La trascrizione in E. coli parte da due siti alternativi uno 
maggiore (-196) e l’altro minore (-137)

La mutagenesi su PB-I, invece, elimina 
d l t tt  l  t i idel tutto la trascrizione

L’eliminazione della funzionalità in E. coli permette di preparare costrutti 
anche con geni potenzialmente tossici per le cellule batteriche e di  ottenere 

la quantità di DNA necessaria a trasformare il lievito


