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CAPITOLO PRIMO

RISPOSTA IMMUNITARIA E GENERAZIONE
DEGLI ANTICORPI RICOMBINANTI

SOMMARIO: 1.1. Introduzione. - 1.2. Risposta imitauid. —
1.3.Immunoglobuline. —1.4.Cenni storici, generaeidei frammenti” scFv”single

chain fragment variable . — 1.5.Librerie anticorpal 1.6.Anticorpi ricombinanti

1.1 Introduzione

E’ un assioma della genetica che la costituzioneetyga creata
nello zigote dalla combinazione di spermatozoowuenga ereditata da
tutte le cellule dell’'organismo. Per spiegare iedsr fenotipici particolari
cellule somatiche pensiamo a un controllo differglezdell’espressione
genetica e non a modificazioni del contenuto di DNA

Eppure esistono situazioni eccezionali in cui taganizzazione di
certe sequenze del DNA € usata per regolare I'ssioree dei geni o per
crearne nuovi. Il sistema immunitario rappresemt@aso sorprendente ed
esteso di cambiamento del contenuto genomico, iitactiicombinazione
crea geni attivi nei linfociti (Lewin B; 1997).

Per iniziare illustreremo brevemente le carattiehst generali della

risposta immunitaria, la struttura e funzione deffenunoglobuline, la
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generazione dei frammenti “scFv” e i sistemi d'esgione, le librerie

anticorpali fino alle generazione degli anticoippmbinanti.

1.2 Risposta immunitaria

La risposta immunitaria dei vertebrati fornisce un sistema
protettivo che distingue le proteine estranee dattEeine dello stesso
organismo. Il materiale estraneo (o parte di eg&re riconosciuto come
antigene, innescando la produzione di una risposta immuiitate
riconosce specificatamente l'antigene e lo disteugde reazioni
immunitarie dipendono dai globuli bianchi -linfaziB e T e i macrofagi.
Nei mammiferi, lecellule B maturano nel midollo ossgbone marrow)
mentre lecellule T maturano nel timo mentre i linfociti prendono dme
dai tessuti che li producono e ciascuna classedliusa il riarrangiamento
del DNA come meccanismo per produrre le proteirelelpermettono di
partecipare alla risposta immunitaria.

Il sistema immunitario ha molti modi di distruggema invasore
antigenico e questo puo dipendere in parte dabaraalell’antigene. Per
comodita possiamo suddividerli in due gruppi pidi.

La prima,risposta umorale dipende dalle cellule B ed e mediata

dalla secrezione danticorpi, che sonammunoglobuline proteiche. La
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produzione di una immunoglobulina specifica per mmwecola estranea e
'evento primario responsabile del riconoscimenioud antigene. Il
riconoscimento richiede che I'anticorpo si leghurga piccola regione o
struttura dell’antigene cosi da formare complessigane-anticorpo che
vengono poi rimossi dal flusso circolatorio da noé@gi o0 sono
direttamente attaccati da proteine del complemento.

La secondarisposta cellulo-mediata dipende da una classe di
linfociti T chiamati cellule T citotossiche (killer) Questa risposta e
tipicamente scatenata da un parassita intracedlutame un virus. Come
risultato dell'infezione virale, antigeni estran@iirali) sono presentati
sulla superficie cellulare, attraverso una protaiabulare che € membro
dellMHC (complesso maggiore di istocompatibilitda proteina MHC
ha una fessura sulla sua superficie, nella quallega un frammento
peptidico derivato dall’antigene estraneo. La carabione del frammento
peptidico e della proteina MHC viene riconosciu decettore delle
cellule T. Ogni individuo possiede un insieme daratico di proteine
MHC, sono di particolare importanza nelle reazioei trapianti; un
trapianto di tessuto da un individuo ad un altrene rigettato per la
differenza tra le proteine MHC del donatore e quealel ricevente. Il
riconoscimento del bersaglio €& la specifica pretigga delle

immunoglobuline delle cellule B e dei recettorildedellule T.
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Un aspetto importante della loro funzione é la acitp di
distinguere fra “self” ('organismo di cui fanno m@& e “nonself”
(antigeni estranei). | bersagli estranei devonoeressompletamente
distrutti a differenza delle cellule e proteine del propsrganismo che
non devonamai essere attaccate, la proprieta di non attaccdselii’ si
chiamatolleranza, la perdita di questa capacita porta ad umaattia
autoimmune, in cui il sistema immunitario attacca il corpessto, di cui
fa parte, spesso con conseguenze disastrose.lemibaa probabilmente
s’instaura in una fase precoce dello sviluppo defiotiti, quando le
cellule B e T che riconoscono antigeni “self” vengadistrutte, questo
fenomeno si chiamadelezione clonale (Lewin B; 1997) o sono
persistentemente soppressoppressione clonale opersistentemente
inattivi energia clonale.Sia la capacita di risponderenanselfche la
tolleranza alself non sono codificate nei geni della linea germinate,
vengono acquisite nel corso dello sviluppo somafitmn Boehmer H. et
al., 2003). Uncorollario della tolleranza e che puo essere difficile
ottenere anticorpi contro proteine che sono stredtde correlate a quelle
dell’'organismo stesso. In pratica, cio vuol diree ghuo essere difficile
usare (per esempio) topi o conigli per ottenerécargi contro proteine
umane altamente conservate nell’evoluzione dei mé&mminfatti, la
tolleranza del topo o del coniglio verso le protepotrebbero estendersi

alle proteine umane (Lewin B; 1997).
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Le malattie autoimmuni possono essere classificatenalattie
organo-specifiche, in cui gli anticorpi e la ristaodi cellule T sono dirette
verso cellule di un singolo organo bersaglio, conafla tiroidite di
Hashimoto, o le celluledelle isole di Langherans nel diabete mellito
insulino-dipendente (IDDM) e malattie non-organo edfiche,
esemplificate dal lupus eritematoso sistemico (LES)cui le lesioni
autoimmuni sono diffuse a numerosi organi. Le ntiglahutoimmuni
sistemiche sono caratterizzate da autoanticorpcifsgeper molecole
nucleari e citoplasmatiche coinvolte nella replioag e trascrizione del
DNA e nella traduzione di mRNA. Alcune manifestazidelle malattie
autoimmuni sistemiche sono dovute all'effetto doetdi questi
autoanticorpi, mentre altre sono dovute alla depmse, specie nei
glomeruli renali, di complessi antigene-anticorge\alramani R., Singh
AK. 2002). Le malattie autoimmuni possono anchesmessuddivise in
base al meccanismo patogenetico effettore. Fra #attie organo-
specifiche, IDDM (Adorini L. et al., 2002) e sclsronultipla sono dovute
soprattutto all’attivita di cellule T CD4+, mentfgertiroidismo (malattia
di Graves) e la miastenia grave sono soprattuttiate da autoanticorpi
anti-recettore, rispettivamente anti-recettore lfgrmone tireostimolante
e per il recettore acetilcolinico delle giunzioneuno-muscolari. Una

simile distinzione € anche possibile nelle malati&immuni sistemiche.
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Ad esempio, la maggior parte delle manifestaziatiattrite reumatoide
sono dovute a meccanismi effettori mediati da &llli, mentre la
patologia del LES o della pan arterite nodosa eutdoa deposizione di

complessi antigene-anticorpo (Martino G. et aDQ2).

Rivolgiamo ora lo sguardo alla struttura e funzianécorpale.

Gli anticorpi sono delle glicoproteine siericheogotti da cellule
della serie linfoide; appartenenti alla classe edetglobuline e, come
abbiamo detto in precedenza, sono implicati nelgpésta Immunitaria
umorale. La struttura della molecola anticorpaleidantificata da G.
Edelman e R.Porter ai quali, per questa scoperteoftierito il Premio
Nobel nel 1972.

Una molecola di anticorpo € costituita da un nucktturale
simmetrico composto da dueatene “leggere” (L) non glicosilate
identiche (ciascuna contenente circa 220 amminaeiddue catene
“pesanti” (H) glicosilate, identiche anch’esse (ciascuna comeEnén
genere circa 440 amminoacidi).

Tutte queste catene sono tenute insieme sia denieg@drogeno,
che da ponti disolfuro (S-S) esattamente localizkatjuesto modo si puo
assicurare la stabilita della struttura anticorp8la le catene leggere che

guelle pesanti contengono una serie di unita onm@odi circa 110

aminoacidi che si ripiegano I'una indipendentemetdt'altra formando
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una struttura globulare detthominio immunoglobulinicoUn dominio e
costituito da due strati di foglieftiplanari.

La simmetria della struttura immunoglobulinica aaotpale
assicura la sua stabilita ed efficienza nella sg$gpammunitaria umorale.

Tutte le molecole di un anticorpo presentano oanatiche
strutturali identiche, ma mostrano un’ estremaalalita nelle regioni che
legano I'antigene. Sia le catene pesanti che quedjgere, infatti, sono
suddivise in una partévariabile” (V) ed in una“costante” (C).
Rispettivamente la regione variabile & presentkes&lemita N-terminale
e quella costante e localizzata nella zona C-teal®in

Solamente i domini delle regioni variabili parteo al
riconoscimento del sito di legame con l'antigene,pm@prio questa
variabilitd che spiega la capacita delle diversattsire anticorpali di

legarsi ad un numero enorme di antigeni struttueabe differenti (Figl).



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

Dominio V

Sito di attacco
per I'antigene

Dominio C1

Dominio C2

Dominio C3

Catena Cipp
leggera

Crall

Catena pesante ;

Fig 1: Struttura dellimmunoglobulina

Ogni individuo possiede da 71& 109 specie anticorpali ognuna
delle quali e in grado di interagire con una segaeamminoacidica unica
presente nell’antigene, che generalmente € commsstainque a sette
residui amminoacidici. Le regioni N-terminali dettatene L e H formano
in ciascun anticorpo il sito di riconoscimento Geitigene.

Il legame dell’antigene da parte dell’anticorpo iame all’estremita
N delle due catene H e delle due catene L dove poasenti tre “regioni
determinanti la complementarieta” (CDR) collocagdlenregioni variabili
VH e VL.

Ciascuna di queste regioni consiste in una sequehzdO

aminoacidi. Queste sono assemblate I'una con daltr una struttura
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tridimensionale a formare la regione di legame pedeterminante
antigenico Le CDR (CDR1,CDR2,CDR3) rappresentano la parte della
molecola anticorpale che presenta la massima viaab

L’efficienza dell’attacco dell’antigene e della formazione dei
legami € molto aumentata da wegione cernierdlessibile presente nella
maggior parte degli anticorpi, che rende varialaldistanza fra i due siti
di legame per l'antigene, inoltre I'effetto protett degli anticorpi non é
dovuto semplicemente alla loro capacita di legédaatipene, ma una
varieta di attivita che viene svolta dalla coddaleiolecola a forma di Y.
Infatti ciascun tipo di regione di coda conferisiBanticorpo proprieta
funzionali diverse, come la capacita di attivare gistema del
complemento, di legarsi a cellule fogocitiche atiraversare la placenta

da madre a feto.

1.3 Immunoglobuline

Nei mammiferi ci sono cinque classi di immunoglobeligA, IgD,
IgE, 1gG e IgM, (Kuby J.1997con la propria classe di catena pesante
(rispettivamente,d,s,y € ).

Ci sono numerose sottoclassi di immunoglobulin@ &lgA; per
esempio ci sono sottoclassi umane di IgG (IgG12ld@G3 e IgG4) che

hanno rispettivamente catepeyz,ys, ys.Le varie catene pesanti danno una
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conformazione distintiva alle regioni cerniera ecdda degli anticorpi,
cosi che ciascuna classe (e sottoclasse) ha popéaratteristiche.

La IgM e sempre la prima classe di anticorpi prodotta da u
cellula B in sviluppo e sono anche la classe ppalei secreta nel sangue
nelle prime fasi di una risposta anticorppteanaria, in seguito alla prima
esposizione ad un antigene. (A differenza delle,lgMgD sono secrete
soltanto in piccole quantitd e sembrano funzionamacipalmente da
recettori di superficie per l'antigene). Nella sf@ma secreta sono
pentameri, composte da cinque unita a quattro eattando un totale di

dieci siti di legame per I'antigene (Fig 2).

siti di legame
per I'antigene

catena pesante p

catena
leggera

— = legame disolfuro

Fig 2: Molecola pentamerica di IgM

La classe principale di immunoglobuline nel sangualgG, € un

monomero a quattro catene prodotto in grandi gtéadtirante le risposte

10
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immunitarie secondarie Oltre ad attivare il complemento, la regione di
coda di una molecola IgG si lega a recettori spgcdu macrofagi e
neutrofili. In gran parte per mezzo di quesgcettori per I'Fc (cosi
chiamati perché le code degli anticorpi sono chiameagioniFc), queste
cellule fagocitiche si attaccano ai microorganisniestanti rivestiti di
anticorpi IgG prodotti in risposta all’infezionej Ingeriscono e i
distruggono. Queste molecole sono i soli anticalpe possono passare
dalla madre al feto attraverso la placenta.

Le IgA sono la classe principale di anticorpi nelle sdorez
saliva, lacrime, latte, secrezioni respiratorie néestinali. Mentre nel
sangue le IgA sono un monomero a quattro caterie setrezioni sono
dimeri a otto catene.

La regione di coda dellgE, che sono monomeri a quattro catene,
si lega con affinitd molto alta ad un’ulteriore s3a di recettori per I'Fc.
Questi recettori sono posti sulla superficie deflastcellulenei tessuti
(sulle superficie mucose e sierose, nei tessdbitine connettivali e sono
associati al tessuto nervoso, ai vasi sanguignitesauto neoplastic®
nei basofili del sangue. Le molecole IgE attaceatesssi funzionano da
recettori per I'antigene, il quale legame scatenprbduzione (da parte di
mastcellule o i basofili) di citochine e ammine Ibgicamente attive,
specialmente istamina. Queste molecole fanno ddat@ diventare

permeabili i vasi sanguigni, il che a sua voltataiuglobuli bianchi, gli

11
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anticorpi e i componenti del complemento a penetrai siti d’infezione.
Le stesse molecole sono anche in gran parte resipérgei sintomi delle

reazioniallergichecome asma e orticaria (Albert B. et al., 2002) 8ig

Proprieta delle classi principali di anticorpi negli esseri umani

Proprieta IgM Igh 19G IgA IgE
catene pesanti K ) Y o €
catene leggere ko ko ko ko ko

Numero si unita

A quattro catene 5 1 1 lo02 1
Percentuale delle Ig totali 10 <1 75 15 <1
Nel sangue
Attivazione del complemento ++++ _ ++ _ _
Attraversamento
della placenta _ _ + _ _
Legame a macrofagi _ _ + _ _
e neutrofili

Legame a mastcellule
e basofili

Fig 3: Proprieta delle classi principali di antigpnegli esseri umani

Il legame antigene-anticorpo ad alta affinitd innge viene

descritto come un processo “chiave serratura”, tgudsgame &

12
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termodinamicamente favorito, ed € accompagnatondadiminuzione di
energia libera (Braden BC. Et al., 1998). In geleeré riconoscimento
dellantigene e entalpicamente favorito da forzen n@ovalenti
relativamente deboli, come legami idrogeno, foreerah der Waals, e
interazioni ioniche, mentre c’e un dispendio enttomella formazione
del complesso anticorpo-antigene, il quale e intepaompensato dal
processo di solvatazione. Le molecole di acqua agiocun ruolo
importante nella stabilizzazione delle interazisid da un puto di vista
fisico di riempimento delle cavita non geometricateecomplementari
sia nella stabilizzazione di legami idrogeno (Bath Et al., 1994).

La risposta anticorpale convenzionale € dgibéiclonale per il
fatto che le plasmacellule producono diversi tipauatticorpi in risposta ai
differenti determinanti antigenici che caratterizaaun singolo antigene.
Gli anticorpi secretin vivoin risposta alla immunizzazione con uno o piu
antigeni sono policlonali, per il fatto che vengationolate diverse cellule
B che riconoscono regioni epitopidifferenti sull’antigene immunogeno,
si ha, pertanto una risposta anticorpale eterogemeapplicazionin vivo
degli anticorpi policlonali sono state utilizzaterpdecine di anni per
indurre un’ immunizzazione passiva contro malattfettive e altri agenti

dannosi, in particolare tossine.

13
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Ciascun linfocita B di mammifero ha il potere diogurre un
singolo clone cellulare che, a sua volta, secemarnico tipo di anticorpi
che sono detti per I'appuntoonoclonali.

Una risposta anticorpale monoclonale, al contradio quella
policlonale pud essere indotta solo artificialmermmie un organismo;
generalmente viene effettuata con scopi sperimemajuanto non potra
mai accaderen vivo che la presenza di un antigene stimoli un singolo
clone a produrre uno specifico anticorpo monoclerdifetto verso uno
dei tanti determinanti antigenici caratterizzari rholecola antigenica.
Queste applicazioni sperimentali nell'utilizzo dat@orpi monoclonali
furono possibili grazie alla scoperta di due rie¢oci Kohler e Milsten,

vedremo nel dettaglio in seguito.

1.4 Cenni storici, generazione dei frammenti “scFwingle

chain fragment variable

| progressi delle biotecnologie, l'utilizzo di togransgenici e
knockoutja crescita sulle conoscenze impiegate per il DNAmbinante,
hanno posto le basi per la produzione di una graudatita di molecole

anticorpali identiche tra loro e specifiche perd@terminante antigenico.

14
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Furono i ricercatori Kéhler e Milstein nel 1975 eoprire questa
rivoluzionaria tecnica per cui vinsero il premio éb.

| ricercatori furono in grado di dimostare che Usibne di cellule
linfocitarie di topo immunizzato capaci di produasticorpi, con cellule
di mieloma murino (plasmacellula neoplastica), peteva di formare
una nuova linea cellulare definita conigridoma. Questo ibridoma
presentava le seguenti caratteristiche: era inogdadrescere con la stessa
efficienza della linea mielomatosa e, di produredlan stesso tempo,
I'anticorpo monoclonale specifico originariamentpresso dal linfocita
B; produrre enormi quantita di anticorpo specifeuro (non inquinato
da altri anticorpi); e essere conservato e riddip tutte le volte che era
necessario produrre un determinato anticorpo. Unic@po con
caratteristiche simili € detto monoclonale.

Negli anni successivi, humerosi altri ricercatoanho effettuato
innovazioni per migliorare gli aspetti metodologahie hanno permesso
un piu preciso e veloce utilizzo di anticorpi e idimuno-reagenti tra
guesti I'uso di topi trasgenici (topi cioé modificen cui sono stati inseriti
I geni umani che producono le proteine anticorpaig, esprimendo i geni
per le immunoglobuline umane in luogo di quellesjpecie, consentono di
ottenere anticorpi monoclonali umani, anche da ddmi murini
(Bruggemann M; Taussig MJ. 1997). Questi anticombetti anche

anticorpi monoclonali o chimerici, uomo-topo, sdoomati dalla regione

15
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variabile d’origine murina e dalla parte costanteodgine umana. La
specificita antigenica, determinata dalla regioagabile, deriva dal topo,
mentre il loro isotipo (classe di immunoglobulinaleterminato dalla

regione costante, proviene dall’'uomo (Fig 4).

Oggi sono molto utilizzati in approcci sperimentaime agenti

Immunosoppressivi.
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Fig 4: Tipologie di anticorpi

Parallelamente sono stati sperimentati nuovi metqubr
I'immortalizzazionein vitro di linfociti che includono: l'uso di virus
trasformanti (Steinitz M. et al.,, 1978), la produr di eteromielomi
(uomo per topo) (Siracusano A. et al., 1992), dahenl’isolamento di
cellule ibride mediantsorting di determinanti coespressi a seguito della
fusione cellulare sull’eterocarionte (Padmanabhaetfl., 1993).

Tuttavia, a dispetto di queste importanti acquisizi
metodologiche sembrava quasi impossibile ipotizéiaea qualche anno

fa che si sarebbero potute ottenere immunoglobgpezifiche mediante
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il solo ricorso a tecniche di ingegneria genetreadendo del tutto inutile
I'utilizzo di animali e cellule somatiche.

Ora, attraverso il clonaggio e I'espressione su fiégmentosi di
geni VH e VL (McCafferty J. et al., 1990) (OrlanBi. et al., 1989) &
possibile ripercorreren vitro tutte le fasi della amplificazione e selezione
anticorpalefino all'isolamento di frammenti immunoglobulini¢single
chain fragment variable, scF\) capaci dilegarsi unicamente con
I'antigene di interesse (Hudson PJ. 1998).

Mediante questa tecnologia & possibile assembklle cbllezioni
di fagi modificati, chiamatdibrerie, ed identificare, mediante cicli di
selezione, i ligandi che sono in grado d'interago@n la molecola

utilizzata come esca (Cesareni G. et al 1999).

1.4 Librerie anticorpali

Rivolgiamo uno sguardo a come € stato possibilevaag alla
creazione diibrerie anticorpalie il loro impiego.

| notevoli passi avanti nel campo dell’ingegnerenegtica discussi
nel capitolo precedente, sono stati possibili naggere grazie al
contributo di diversi studiosi di Winter (Winter @&t al., 1991) Rader

(Rader C; Barbas lll CF. 1997) e Hogenboom (Hogenb#iR. 1997), i

18



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

guali dimostrarono che era possibile esprimere agi filamentosi
frammenti immunoglobulinici derivati dal clonaggib geni VH e VL di
linfociti immuni.

Questo a portato alla creazione lidrerie anticorpali immuni,
(Pini A. et al., 1998) da diverse razze di aninn@munizzati come topo
(Clackson T. et al., 1991), cammello (Arbabi GhaldioM. et al., 1997)
pecora (Charlton K. et al., 2001) e uomo (Barbast@l., 1993; Cai X.,
Garen A. 1995).

Queste librerie sono in grado di produrre grandantta di
anticorpi ad alta affinita verso gli antigeni w#ati per 'immunizzazione,
tuttavia questo provoca una serie di limitazionilneo utilizzo come ad
esempio, I'impossibilita di produrre anticorpi camttossine o antigeni
chimicamente instabili incompatibili con il procesdi immunizzazione
(Griffiths AD., Ducan AR. 1998).

Un limite nell'utilizzo di questa libreria € rapmentato dalla
necessita di costruirne una specifica per ogni tpantigene ricercato
(Vaughan TJ. et al., 1996; Sheets MD. et al ., 1998

Ulteriori studi hanno reso possibile I'espressiose fagi
filamentosi di frammenti immunoglobulinici derivatal clonaggio di geni
VH e VL, provenienti, questa volta, da cellule dgbktema eritro-
linfopoietico, da donatori non immunizzati, chegaatato alla formazione

di librerie anticorpali naive (Pini A. et al., 1998).
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Queste sono una rappresentazione del repertoriogdeé-V.
L'mRNA, dell'lgM e/o I1gG di cellule B, e stato isao da linfociti,
midollo osseo, tonsille e milza di cadaveri. Ateeso la PCR sono state
amplificate le regioni variabili utilizzando un sedi primer di
oligonucleotidi degenerati, e infine i vari framntiesono stati clonati in
vettori di clonaggio adatti per lo screening, imge per il phage display
(Griffiths AD., Ducan AR. 1998).

Queste librerie vengono usate per isolare anticoopiro diversi
tipi di antigeni e sono soprattutto utili per progu anticorpi contro

antigeni tossici e non immunogenici. L’affinita dnAbs dipende

9 10
soprattutto dalla grandezza della libreria; che padare tra 10e 10

membri (Sheets MD et al., 1998).

Infine si e arrivati alla costruzione dibrerie anticorpali
sintetiche caratterizzate da una variabilita anticorpalereesamente
elevata, questo risultato e stato possibile raggtio grazie alla grande
flessibilita del sistema fagico, che ha permesdatrddurre mediante
mutagenesi su templati di DNA codificanti per VHV&, una serie di
cambiamenti nei residui amminoacidici delle regiparvariabili, CDR1,
CDR2 e CDR3 (Pini A. et al., 1998).

Oggi molte librerie anticorpali sintetiche umanens costruite

introducendo mutazioni sulle regioni CDR3, le quaksentano maggior
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variabilitd e sono principalmente responsabili légiame con I'antigene
(Hanes J., Oluckthun A. 1997, Hames J. et al., ROBO comunque
possibile migliorare I'affinita degli anticorpi efuti da una prima
selezione, attraverso la successiva modifica cagielle CDR1 e/o delle
CDR2. Questo permette di ottenere nuovi “sotto-epemolecolari”, da
cui e possibile selezionare molecole con maggitfreita di legame che
meglio si adattano all’epitopo riconosciuto (Gadrdrd., Henner DJ.

1993; Soderlind E. et al., 1995).

1.5 Anticorpi ricombinanti

Anticorpi ricombinanti possono essere clonati egr&ssi come
anticorpi monovalenti Fab (55kDa) frammenti di cegivariabili Fv, W
(Vu KB. et al., 1997) e scFv (30 kDa) (Bird REa&t1988).

Tutti questi possono essere espressi in divergemsisinclusi i
batteri (Skerra A., Pluckthun A. 199Bisetti (Bei R. et al., 1995), lievito
(Davis GT. et al., 1991), piante (Conrad U., Fiedle 1994) e cellule di
mammifero (Jost CR. et al., 1994).metodo maggiormente utilizzato

oggi per I'espressione dei framenti scFv e quellbatteri E. coli.
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Natural Antibodies Recombinant Antibody Fragments

# 6

Fv Vy scFv

Fig 5: Struttura di un anticorpo convenzionale, @sola
di IgG; differenti forme di anticorpi ricombinanti

Gli scFv espressi su fagi sono formati da una seéone variabile
formata da una catena pesante (VH) e una leggdradhnesse da un
polipeptide flessibile (linker), sono anticorpi sgeei, codificati da un
singolo gene ed espressi da una singola catenpepidica e possono
essere generati da ibridomi o fagi e da una liaréagica ribosomiale
(ribosomal display librariegBlazer D., Celer F.).

Caratteristica importante di un “linker” risiede llaecapacita di
permettere alla molecola anticorpale una certasifddga necessaria per
un efficace adattamento all’epitopo riconosciutoolire deve poter
congiungere i due domini variabili senza interkergon il ripiegamento
molecolare degli stessi e deve essere resisteriée dagradazione
proteolitica. Sulla base di queste conoscenze sbamd formati diversi

“linker”, il piu stabile dei quali si € dimostratssere quello costituito da
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una sequenza di quattro glicine e una serina tipéta volte (Gly4Ser)3
(Hustonet al, 1988).

In questo modo le specificita anticorpali risultamote insieme per
formare una  molecola  strutturalmente e  funzionabmen
Immunocompetente. In genere nel costrutto vieneritts una sequenza
bersaglio(Tag) per rendere la reazione anticorpale rilevabile aincorpi

secondari (Fig 6).

amber
——— (Inserto schv) — ——7
1B DP47 (vii) | DPK22/DPL16 Ul genem
~ e Peptide linker _ Tag}

g TR P e
A =,

Ampr { pDNa32)

1%
o153 ori
colE1 ori

; E. coli{TG1)

¥ in crescita esponenziale
i Fago helper (M13 K07
v

Seiezioni -

Fig 6: Struttura genetico molecolare dell'insertasmidico
contenente VH-VL legate insieme da un peptide linke
espresse come scFv sul batteriofago M13.

Questi frammenti immunoglobulinici ottenuti per viaombinante,

di predeterminata specificita, riducono i molti plemi di sicurezza
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associati all'utilizzo clinico di anticorpi monociali, prodotti come
abbiamo detto mediante ibridomi, infatti, la demvme umana degli scFv
riduce i rischi di reazioni immuni avverse (Tjandth et al., 1990).

Gli scFv inoltre, diversamente dalle naturali imroglobuline
secrete dalle cellule plasmatiche, le quali svotgona funzione a livello
extracellulare, possono essere prodotti a livatlimacellulare in cellule
eucariotiche(Munro S., Pelham HR. 1987) e sono in grado di rare
nei tessuti in modo piu rapido (Huston JS., eto8la).

Inoltre le ridotte dimensioni delle molecole aotali,
rappresentate anche dall'eliminazione della regidfe la quale ha
un’effettiva funzione non sempre necessaria (Jugt &l., 1999), consente
una rapidacleranceematica e tessutale (tempo necessario affinche una
certo volume sia “ripulito” da una certa sostanzajna scarsa captazione
epatica o di altri organi (Yokopta T. et al., 1992)

Di estrema importanza sono i tempi di realizzaziesgemamente
brevi per il loro isolamento (si parla di due o $egtimane); hanno rese di
produzione elevate con costi ridotti, dovuti alliazo di batteri in luogo,
di cellule somatiche per I'espressione e la secnezdi anticorpi.

Inoltre, come gia ribadito prima, presentano unana affinita di
legame per I'antigene, la quale puo essere comsidenente aumentata
attraverso processi di mutagenizzazione a carit®HNé codificante per

gli scFv (Marks JD. et al., 1991, Viti F. et al 299
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Sono stati sintetizzati anche complessi di scFdimeri (60 kDa
diabody), trimeri (90 kDatriabody) (Atwell J. et al., 1999) o associazioni
di quattro scFv in tetrameri (120 kDetrabody utilizzando linker
peptidici. Presentano una taglia sicuramente pandg e unalerance
ematica minore, ma la presenza di piu siti di leggrer I'antigene ne
aumenta l'affinita (Le Gall F. et al., 1999) (Fiy 7

Recenti studi concordano sul fatto che anticor@Gl20kDa sono
altamente funzionali come targeting tumorali (Ada@B. et al., 1998;
Viti F. et al., 1999). Dai traguardi raggiunti fined oggi, emerge in
maniera evidente che siamo di fonte ad un nuovoomdidprodurre

anticorpi (Marks JD. et al., 1991; Viti F. et al9B).

Murhie V

Mugine CBR

e

Hunas O, and
V framsework

Allvadent Chimeric anibody CDR-gratted or Alf hasvan sthody
monuclonal antibady humanized assibody .
Pab  single domair Vi % dsky seby [§7

Diabody

Erunusoiosis

Praabody seFy wigh dierization domaiss

Antibody Fragments

Fig 7: Rappresentazione dei domini anticorpaliediot oggi
utilizzati.
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CAPITOLO SECONDO

METODI DI SELEZIONE BASATI SUL PRINCIPIO
DEL DISPLAY

SOMMARIO: 2.1. Introduzione. — 2.2. Il phage displa-2.3. Ribosomal
display. —2.4.Bacterial yeast display. — 2.5 Dopipiado.

2.1 Introduzione

Il concetto del display consente di associarenbfgo al genotipo.
Ogni proteina infatti, espressione fenotipica, tpbrcon se la propria
informazione genetica, denominata genotipo. Pestquéisolamento di
una proteina, permette sia di arrivare alla suarmézione genetica che di
aumentarne la sua disponibilita.

Il display viene ottenuto in modi diversi: il meltm maggiormente
utilizzato, € quello per cui il gene d’interesselénato in fusione con
guello codificante una proteina di superficie divwattore che pud essere:
un batterio o un virus, o su una cellula eucardotiome quella del lievito.
L’espressione della proteina chimerica consenteehtificare ed isolare

il vettore e con esso il gene in questione.
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Ulteriori tecniche sono quelle che permettono laseento di
complessi di mMRNA- proteina, o la tecnica del dogprido.

Nel doppio ibrido i geni di due proteine sono clioma due vettori
diversiin frameche codificano per due frammenti di una stesstepra.
L’interazione tra i polipeptidi dei geni d’interessicostituisce la proteina
sia fisicamente, che nella sua attivita, confereatla cellula ospite la
capacita di essere individuata attraverso o I'aigline di un vantaggio
selettivo o tramite I'espressione di marcatori.

In questo capitolo andremo ad analizzare alcunodieli selezione

0ggi comunemente utilizzati, basati proprio suhpipio del display.
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2.2 Il Phage display

Il Phage Displayo tecnica di esposizione su batteriofago si avvale
della possibilita di esprimere sul capside di uttdsepfago un peptide o
una proteina (Smith GP. 1985) senza interferirelearapacita infettive o
la vitalita del batteriofago stesso.

L'espressione di frammenti polipeptidici sulla sdfme della
particella fagica (fago filamentoso come I'M13 I'fd f1) e ottenuta
clonando il suo gene codificante in fusionegndrame con uno dei geni
che codificano per una delle proteine del rivestitoalel fago.

Il genoma del fago filamentoso e formato da un amdilamento
codificante nove differenti proteine, cinque dedlgali responsabili della
formazione del “coat” fagico.

Queste sono, la pVIII maggiormente rappresentat@QZopie per
fago), mentre la plll, pVI, pVIl, e plX sono rapgentate in cinque copie.
E’ stato dimostrato che l'inserzione di una segaem@nminoacidica
dellammino-terminale delle proteine plll e pVillon impedisce |l
corretto assemblamento del fago e non ne compreniatifettivita
(Smith GP. 1985). L'espressione in copie multipée pleptidi, in genere
avviene in fusione con la proteina maggioritariardeestimento del fago
pVIll lunga circa 50 amminoacidi, questa condizioreeumenta

implicitamente I'avidita dell'interazione con ilgando nel corso della
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selezione della libreria, mentre repertori artélcia copia singola sono

generalmente espressi sulla proteina minoritariaigestimento del fago

la plll (Fig 8).

PHAGE DISPLAY TECHNOLOGY

plll

M13 wild type scFv-plll _
bacteriophage fusion protein phage antibody

phagemid

col E1 on

Fig 8:Frammenti scFv espressi sulla superficiefaigbM13 come prodotti di fusione
con la proteina capsidica plll. Visualizione deltoee fagemide. Una volta che un
anticorpo é stato isolato per la specificita daleg con I'antigene, € possibile risalire
direttamente al suo genotipo in tempi brevi e sertizaiori procedure di clonaggio.

hY

Il vettore di clonaggio e costruito in modo tale pater essere
iImpaccato nella particella fagica. La propagazideklle particelle fagiche
avviene tramite infezione in cellule ospiti, generante Escherichia Coli,

all'interno delle quali vengono prodotte tutti ginzimi necessari per la
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produzione e replicazione del materiale geneticgicta fino alla

produzione di mille particelle fagiche identichemig GP. 1988) ( fig 9).

Recombinant
phage particles

N\

Phage-Displayed
Antibody

)LL)

&QS&QQz_»@

Bacterial Single stranded Replicative form
cytoplasm phage DNA of phage DNA

Fig 9:Generazione e amplificazione degli anticqpr phage display. Le particelle
fagiche contenti anticorpi ricombinanti fusi con paoteina di rivestimanto plll
vengono infettati. | fagi attaccano le particelttbriche E. Coli aderendo al loro pilo,
inseriscono il loro DNA virale e singola elica aiterno delle cellule ospiti , il quale
viene riconvertito in doppia elica (dsDNA), perrigplicazione e I'espressione della
proteina virale. SSDNA sintetizzato viene impactdtetin nuove particelle fagiche e
espulso fuori dalla cellula ospite

Il processo di selezione delle particelle fagiche espongono sul
caspide le molecole ricombinanti affini all’escayop essere attuata

immobilizzando l'antigene su supporti adeguati corubi di plastica,
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membrane, microsfere, questo processo € chiaooatiing (Parmley SF.,
Smith GP. 1988) o utilizzando una cromatografiagiénita.

Nel processo di cromatografia la miscela contefagii viene fatta
fluire attraverso una colonna in cui é stata legatzalentemente la nostra
proteina d’interesse (antigene), piu le interazimom il peptide esposto da
fago sono forti e piu questo verra trattenuto.

Ogni eluizione inoltre, é seguita da un ciclo ddnibne in batteri,
in maniera tale da ottenere un’amplificazione rel&udei peptici isolati
(Marks JD. et al 1992). Nell'ultimo ciclo di eluaie anziché far crescere
| virus isolati in terreno liquido, li si coltivaus piastra per poter
selezionare i vari cloni con lo scopo d’individuarsingoli peptidi che
hanno interagito con la proteina di studio (o aertig). Una volta isolati i
fagi che interagiscono con la proteina di studioti¢gene), si puo

procedere alla loro identificazione.

2.3 Il Ribosomal display

Il ribosomal displayé un metodo irvitro dal quale e possibile
direttamente isolare scFv senza l'utilizzo di fagorganismi batterici. Il
DNA della libreria codificante degli scFv é trasrie tradotto invitro

formando un complesso mRNA-ribosoma-proteina scEhzzata per
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selezionare un antigene immobilizzato (Hanes Juckdhun A. 1997,
Hanes J. et al., 2000). Nel costrutto I'estremitald’'mRNA lega una
molecola di puromicina la quale € un antibiotice ¢hibisce I'allungarsi
della proteina attraverso un legame covalentengfno del sito A del
ribosoma. Una volta formatosi questo legame, iltidepe pronto per la
selezione mentraellmMRNA display’mRNA selezionato dal complesso
puo ulteriormente essere estratto e retrotrasdittonite RT-PCR, per
rigenerare un pool di dsDNA che possono essetiea#il per altri cicli di
selezione (Robert RW., Ja WW. 1999). Il legame tua del’'mRNA e
del peptide e in grado di resistere a stringentidcooni di selezione,
tuttavia il costrutto necessita di un lavoro intgascon alta probabilita di
degradazione da parte del’'mRNA (Hames J., Pluckhul997).

Questi metodi rappresentano un’ulteriore sempliimae per la
selezione di piccoli scFv, oggi non molto utilizzgdanes J., Oluckthun

A. 1997, Hanes J. et al., 2000) (Fig 10).
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Fig 10: passaggi fondamentali nell'utilizzo del (dgjosome display (b) MRNA
display.

2.4 Bacterial yeast display

Sia nel bacterial display che nellyeast displayil polipeptide
chimerico e espresso sulla superficie di una celbaitterica o di lievito.

Diversi peptidi sono stati esposti con successte sulperficie di
una cellula batterica (Georgiou G. et al., 1998),itquali: determinanti
antigenici, enzimi, frammenti anticorpali, librertg peptidi, sia formate
da pochi amminoacidi (Agterberg M. et al., 1987 @noteine di 50kDa

(Suzuki T. et al., 1995).
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Samuelson P. et al nel 2002 hanno portato in ragsaga ampia
classe di proteine esposte sia su batteri Gramingpshe Gram-negativi.
L'ostacolo maggiore per l'esposizione del peptiddias superficie deli
batteri gram-negativi € la presenza di una graetle di macromolecole
all'interno del doppio stato fosfolipidico dellane#e batterica. Il caso piu’
noto dibacterial displayé quello della protein®@mp A sulla superficie
della membrana batterica E.Coli in uno dei loopladgiroteina che
protrudono nell'ambiente esterno, consentendodiinisne della proteina
esogena all’estremita C-terminale.

E’ stata studiata a lungo I'espressione dei frantmanticorpali
scFv su batteri Gram positivb{aphylococcus carnosesStaphylococcus
xylosu$ (Gunneriusson E. et al., 1996) i quali rispettdatteri Gram-
negativi, presentano dei vantaggi, il primo deilgtiguarda il fatto che
possono presentare I'esposizione di proteine dgpaindi dimensioni. La
singola membrana dei batteri Gram-positivi inoltpeld permettere un
miglior folding proteico, rispetto a quello riscoato nella membrana dei
Gram-negativi. La maggior rigidita della membrana Batteri Gram-
positivi permette alle cellule di resistere anchecondizioni stringenti
durante il processo di selezione.

Nell’ yeast displayanticorpale si riscontrano alcuni vantaggi e

caratteristiche rivelate ndlacterial display.Tra i quali la rigidita della

34



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

parete cellulare del lievito permette uno stabileantenimento
dell’esposizione proteica (Georgiou G. et al., 997

Nel caso del lievitdSaccaromyces cerevisial fusione avviene
con il gene codificante per una proteina di memdréagglutinina, che
determina l'adesione cellulare. L’espressione ¢otalelle molecole
ricombinanti & di circa 3xf0e questo rende possibile la selezione di
cellule in cui il ligando interagisca marcando @lwa sulla superficie. Il
recupero avviene utilizzando sistemi automatici eoih Cell Sorter
(FACS) che leggono la fluorescenza e separandlldecen base a questa.
Questa tecnica permette di poter esprimere unalgrqunantita di proteine
eterologhe con appropriate modificazioni post-teoivali (Wittrup KD.
2007 Yeung YA., Wittrup KD. 2002).

Tuttavia entrambe le tecniche permettono la reafione di
diverse librerie, sono state costruite libramgive di anticorpi umani

(Feldhaus MJ. et al., 2003).

2.5 Doppio lbrido
Il sistema deldoppio ibrido sia in microorganismi che in cellule

eucaristiche di lievito, si basano su prodotti asibne costituiti da due
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polipeptidi che interagiscono I'uno con l'altro,me: antigene anticorpo,
enzima-substrato; e due meta funzionali di un fatth trascrizione.

Fattori di trascrizione eucaristici sono organizzahzionalmente
in domini distinti: 1) il dominio legante il DNA (RA-BD); 2) il dominio
di transattivazione (AD). Se separati il DNA-BD'&D non interagiscono
€ non possono attivare la trascrizione. Un’ intera tra una proteina
"esca" fusa al DNA-BD e una proteina codificatauda libreria di cDNA
fusa al AD ripristina l'attivita trascrizionale.dttivazione di appropriati
gene reporter (che permettono la crescita su trrealettivo e
I'espressione del gene per la beta-galattosidasiidono linterazione
rilevabile (Figll). Quando un clone positivo viadentificato, il sistema
del doppio ibrido permette accesso immediato al egeandidato
responsabile dell'interazione.

L'uso di mutanti di delezione e mutagenesi sitetth; combinati
con il sistema del doppio ibrido, permettono diicie¢ i domini

responsabili della interazione.
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a Mo interaction

GAL4-binding site Reporter gene

Positive interaction

Increasaed transcription

Gald-binding site Reporter gene

Fig 11: Il “doppio ibrido”si basa sui fattori diascrizione. Un
esempio € il fattore GAL4 di lievito che pud essdigso in
due parti: uno si lega al DNA (BD), I'altro attiVa trascrizione
quando viene portato in prossimita del DNA (AD). &e
proteina riconosce I'antigene, il dominio AD vieaevicinato al
DNA, promuovendo la trascrizione di entrambi i gesporter
di lievito.

Nel doppio ibrido batterico, il principio € lo sses con due domini
di una proteina fusi con due possibili interattotia differenza
fondamentale é che, in questo caso, vengono usgltiehzimi come 18-
lattamasi batterica o il diidrofolato riduttasi emiotica che garantiscono
la resistenza ad un antibiotico e quindi la crasgélla colonia batterica in
cui I'interazione tra i due geni clonati € avvenuta

Oggi il sistema deldoppio ibridg viene adottato per studiare
interazioni proteiche, tra due proteine note, petare nuovi partner di
interazione da librerie cDNA 0. genomiche, stabilifomini proteici che

mediano un'interazione e identificare residui djp&ci coinvolti

37



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

nell'interazione proteica, e nella caratterizzagiothi nuove proteine
(Solmaz S. 2003).

Inoltre, il doppio ibrido in lievito e stato largamte utilizzato nel
tentativo di chiarire la mappa delle interazionoteiche di un intero
genoma (Fromont-Racine MJ. et al., 1997).

Nonostante i notevoli risultati ottenuti questaniea e stata
affiancata da altre tecnologie di screening, uaajtreste il phage display,
vista la cospicua percentuale di falsi positiviagsif negativi che questa

metodologia porta con se.

Con l'avvento di vari metodi di display per la satme e |l
perfezionamento della produzione degli anticorpicombinanti,
'immunotecnologia oggi ha raggiunto significativiprogressi.
L’espressione di anticorpi in sistemi economiciedicienti hanno portato
ad avere una vasta gamma di anticorpi facilmenspadhibili, a basso
costo, utilizzati in diversi campi che vanno datladicina all’agricoltura.

Questo € stato possibile, grazie hai pioneristiglissugli anticorpi,
accennati in precedenza, che hanno posto le badiugkzzo di queste

potenti tecnologie (Kerrm YF., 2003).
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CAPITOLO TERZO

BATTERIOFAGI

SOMMARIO: 3.1. Introduzione. —3.2. Fago filamentosad3.3.Replicazione del
fago filamentoso. — 3.4.Applicazioni del fago fientoso. — 3.5.1 fago lambda. —
3.6.Replicazione del fago lambda. — 3.7.Applicazisperimentali del fago

lambda. 3.8.1l fago T4 e le applicazioni sperimédinta 3.9.11 fago T7. — 3.10. La

replicazione del fago T7. — 3.11. | vettori d’espmse derivati da T7.

3.1 Introduzione

La trasduzione (letteralmente “passare attraversaih processo
nel quale batteriofagi (virus batterici, chiamaterpbrevita fagi)
funzionano da intermediari nel trasferimento delbrmazione batterica
da un batterio donatore ad uno ricevente; quegtidano chiamati fagi
vettori. La maggior parte dei ceppi batterici vienmdettata da fagi
specifici. La struttura dei fagi € molto semplidenateriale genetico di un
fago (DNA o RNA) e contenuto in un singolo cromosgroircondato da
un involucro proteico. Variazioni nel tipo, nel nermm e
nell'organizzazione delle proteine conferiscono #&agi il loro
caratteristico aspetto (Lewin B. 2000).

Andremo ad esaminare in dettaglio i batteriofagpiogtilizzati

nei metodi di selezione peptidica e proteica.
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3.2 Fago Filamentoso

| fagi filamentosi infettano i batteri Gram negaiderendo al pilo
coniugativo e vengono divisi in quattro gruppi aa@eda del tipo di pilo
sessuale che prediligono durante l'infezione dsfite.

Al gruppo di fagi che infettano i batteri tramité pilo F
appartengono i fagi M13, fd, e f1 (Rasched I., @b&.1986), questi fagi
sono largamente utilizzati nella tecnologia delgghdisplay.

| fagi filamentosi sono lunghi circa 1u hanno uandetro di 6-10
nm, quindi estremamente sottili. Una molecola di DM singolo
filamento di forma circolare e posto all'internol dago per tutta la sua

lunghezza (Model P., RM. 1988) (Figl2).

Peptide o proteina esogena
l DNA

AL BALEEE S SLABARARRNNS
&‘&!‘!&\\\\\\\\A\-‘ N
R ER RO

Fig 12: Struttura del fago filamentoso

I DNA del fago é formato da 6400 basi, codificar @& geni

differenti, cinque dei quali rappresentano protetherivestimento del
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caspide che sono: plll, pVI, pVII, pVIII e pIX. Laroteina maggiormente
rappresentata e la pVIIl che & presente in circ@02@opie e che si
assembla fino a formare la struttura cilindricaeléwcontenuto il DNA.Le
parti terminali del capside sono costituite da @i differenti: da una
parte sono presenti tre-cinque copie della prot@wh e cinque copie
della proteina plll, dall’'altra parte ci sono leopwine pVIl e pIX. La
proteina plll gioca un ruolo chiave nell'inieziodel DNA, in quanto € in

grado di riconoscere e legare il pilo F dell'ospite

3.3 La replicazione del fago filamentoso

Subito dopo l'infezione il DNA a singolo filamenteene replicato
in una struttura ad doppio filamento ad opera dENA polimerasi
dell'ospite batterico e successivamente replicatopitu copie tramite
I'intervento del prodotto del gene Il del fago. peoteine del capside
vengono accumulate nel citoplasma a ridosso dediaimnana interna del
batterio e via via assemblate intorno al DNA a farennuovi fagi. Questo
processo avviene contemporaneamente all'attraversam della
membrana. E’ stato proposto che le proteine pl@Vavadano a formare
una sorte di tunnel idrofilico nella membrana attrao il quale possono

passare le particelle neo formate ( Russel M. 109i¢)13).
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M13 phage -

M13 DNA

M13 phage attaches
to a pilus on an E.colf cell and
injects its DNA

New M13 phages
are continuously
extruded from

an infected cell

M13 DNA molecu
Infected cells continue
W to grow and divide
C

M-‘ _\M 13
3 phages

R g
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# 4

Daughter cells continue to
release M13 particles

Fig 13: Ciclo replicativo del fago filamentoso

Quando un fago neoformato attraversa la membrapeotaina pV
che riveste il DNA viene sostituita attraverso umogesso tuttora non
chiarito dalla proteina principale del capside €agiil prodotto del gene
VIIl. Se allinterno di una cellula batterica infata da un fago
filamentoso si trova un plasmide in cui sono préasdorigine di
replicazione e la zona intergenica del fago, qugd@msmide detto
fagemideviene amplificato con le stesse modalita del fadancapsidato
in particelle virali (Dente L. et al., 1983). Queestaratteristica viene oggi
sfruttata nella tecnologia del phage display, dsivetilizzano i fagemidi

per clonarvi all'interno le sequenze esogene, ethga dettoHelper, per
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permetterne l'incapsidamento. L'utilizzo del vedofagemide presenta
diversi vantaggi rispetto al vettore fagico (Mc feay J. 1996). La
dimensione del vettore fagemide e considerevolmeiiepiccola del
vettore fagico, e quindi e piu facile la sua pramagne (MacKenzie CR.
1998). Tuttavia I'efficienza della trasformazionattierica € maggiore con
la presenza del vettore fagemide piuttosto chequailo fagico, questo
puo permettere un’incremento della diversita dditaeria utilizzata

(MacKenzie CR. 1998; Tout NL. et al 2001) (Fig14).

Phage Vectors Phagemid Helper phage

— —A—

G N —
NN e

N @*'/\n_/}

Type 3 Type 33 Type3+3
1 v v phage
ssDNA
pVIII
/ plII
(]
B pllgene o Antibody fragment fused to

phage plllI protein
< <> different antibiotic-resistant markers

<] M13 origin of replication
1 antibody fragment DNA
ASS

ColE1 origin of replication
O DNA cloning site

Fig 14: Vettori usati per il display sulla supeidicdel fago
filamentoso attraverso la proteina di rivestimepitt
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3.4 Applicazioni del fago filamentoso

Il prodotto del gene Il del fago filamentoso e yrateina di 406
amminoacidi, presente nella struttura capsidica cimque copie,
I'estremita che sporge verso il solvente di questdeina € responsabile
del riconoscimento del pilo F del batterio.

Un’altra proteina del capside la pVIlI € presemte2V00 copie ed
I'estremita carbossi-terminale e rivolta versotBmo e quella ammino-
terminale verso il solvente.

E' stato dimostrato che [linserzione di una segaenz
amminoacidica allammino terminale delle proteindl @ pVIII non
impedisce il corretto assemblamento della paraicétigica e non ne
compromette neanche i processi infettivi (Il'ich&A. et al ., 1989).
Questo fatto ha permesso la realizzazione di nuseerdi repertori
artificiali su pllle pVIII (Willson DR., Siebers BBL998).

Sono stati fatti dei tentativi di sfruttare il ®sta del fago
filamentoso per assemblare librerie di espressib®NA (Palzkill T. et
al ., 1998 24).

Tuttavia questi approcci non sono riusciti a rappréare una
valida alternativa ad altre metodologie di scregrdninterazioni come il
sistema del doppio ibrido in lievito, questo pucsers spiegato dalle
modalita di replicazione del fago filamentoso, rmglale le proteine

esogene espresse sul capside dovranno attravelgammembrana

44



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

plasmatica del batterio ospite, questo fenomenogsavocare un blocco
della formazione della particella fagica dovuta giarticolarita presentata
dai peptidi o proteine esposte. Oggi infatti vergartilizzati sistemi
alternativi a quello del fago filamentoso, comdilizzo del fago lambda

e del fago T7.

3.5 Il fago lambda

Il fago lambda e formato da una testa icosaedriaan@ coda
allungata. La testa € di 63 nm di diametro e ramil genoma del fago
sotto forma di DNA lineare a doppio filamento ch&iego 48.000bp. E’
formato da 415 copie della proteina del capsidesa circa 410 copie
della proteina pD. La proteina pE si dispone innesa e pentameri,
mentre la proteina pD in trimeri (chiamata anch&gina di decorazione).
Alla testa e attaccata una coda flessibile compdestana singola proteina
chiamata gpV, che forma 35 dischi soprapposti ciagdormato da sei
copie di gpV. Allestremita della coda e presenteaufibra di
assorbimento. Il genoma contiene 50.000 paia di dadifica per 50

proteine (Fig. 15 - 16).
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55 nm
55 nm testa

150 nm coda

25 nm ¢ fibra

Fig 15: Struttura del fago lambda Fig 16: Fagilddian al microscopio

elettronico

3.6 La replicazione del fago lambda

I meccanismi alla base del ciclo di replicazioneled processo
d’'infezione del batteriofago lambda sono stati anmnte studiati
(Taylor K., Wegrzyn G. 1998; Gottesman M. 1999).

I DNA di lambda presente nel capside ha formadmee e una
volta che il fago aderisce alla parete del battenetta al suo interno il
DNA fagico attraverso la sua coda flessibile a mdidnga. || DNA
all'interno del batterio assume la forma circolaepuo attivare una
cascata di eventi che porta alla lisi della cellatpite (ciclo litico) o

all'integrazione nel cromosoma batterico (cicl@gignico).

46



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

Nel ciclo litico, il DNA replicato in molte copigfjno a produrre
circa un centinaio di nuove particelle fagiche chengono rilasciate
attraverso la lisi indotta dal fago della cellukterica.

Nel ciclo lisogeno, il cromosoma di lambda viemgéegrato in
guello batterico e si replica insieme ad esso nmelid’apparato di
replicazione del genome dell’'ospite. | cromosons fhgo, una volta
integrato prendo il nome girofaga Il batterio che contiene un fago allo
stato diprofago viene chiamato lisogeno per questo fago; il fermmme
dell’inserzione del cromosoma del fago nel cromasdratterico, viene
chiamato lisogenia. | fagi che possono scegliesectclo litico e ciclo
lisogeno vengono chiamatiagi temperati. Lo stato di profage
mantenuto dall’azione di uno specifico prodotto igen(una proteina
repressore) che impedisce I'espressione dei gelaintida essenziali per
il ciclo litico. Quando il repressore, che mantiématato di profago viene
distrutto ad esempio per effetto di fattori ambedintquali i raggi
ultravioletti, in questi casi il DNA del fago e adciato dal cromosoma
batterico e viene indotto il ciclo litico.

La scelta del tipo di ciclo, litico o lisogeno, dipde dalle
condizioni d’'infezione, dal genotipo sia del fageeael batterio.

Nel ciclo litico il genoma di lambda viene replicasfruttando le
capacita delle sue estremita di legarestremita coesivel. DNA del fago

termina infatti alle estremita 5° con due sequenzsingolo filamento
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complementari che possono appaiarsi ed essereelegih DNA ligasi

batterica, questo processo produce un DNA circoldre pud essere
replicato e che al momento di essere impacchettatocapside viene
riconosciuto e tagliato in cromosomi di lungheznitaria (Catalano CE.

et al., 1995) (Fig 17).

cellula ospite

cromosoma
dell'ospite

;g;;’gda ? attacco alla cellula ospite
e inserimento del DNA di lambda

integrazione del DNA

di lambda nel cromosoma O
dell'ospite (
.f‘}

sintesi delle proteine
virali

replicazione del DNA
di lambda e formazione
di nuovi virus

la lisi cellulare

[ J
% 5 £
Lt J

A )\ A )\ ? a\ progenie fagica
duplicazione cellulare ‘b? ﬂ
CICLO LISOGENICO CICLO LITICO

Fig 17: Ciclo replicativo del fago lambda
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L’assemblaggio del capside procede attraversortadnione di un
precapside formato dalla proteina E nel quale viaserito e condensato
il DNA di lambda (46.5Kbp circa).

La proteina D viene aggiunta solo al termine didlanazione del
capside, la quale interagisce con la proteina Eetendo il tipico aspetto
granuloso al capside del fago (Hohn T. et al., J9I& funzione della
proteina D € quella di stabilizzare la strutturbadgside.

La maturazione della particella fagica si conclede I'aggiunta

della coda alla testa oramai matura.

3.7 Applicazioni sperimentali del fago lambda

Durante il ciclo litico, il DNA batterico viene dempato e in rare
occasioni, pezzi di DNA batterico possono essepaguhettati nella testa
del fago al posto del DNA del fago. Data la radtaguesto evento, solo
una piccola frazione della progenie fagica portaema@e genetico di
origine batterica. Questi fagi vengono chianteisducenti dato che essi
funzionano da veicolo per il trasporto di materigéametico da un batterio
all'altro. Questo processo viene chiamat@sduzione generalizzata
perché il pezzo di DNA batterico, che il fago assuerroneamente e

trasporta nel batterioicevente € un pezzo casuale del cromosoma
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batterico frammentato. Quindi qualsiasi gene pseregrasdottq quello
che é necessario € un fago capace di operarestutiane generalizzata e
ceppi batterici che portino marcatori genetici dsveAttraverso questo
processo e possibile stabilire I'ordine e la diggadi mappa tra geni che
vengonocotrasdottied € con questa procedura che é stata costruita la
mappa dettagliata del cromosoma batterico (Ruskel998).

| primi esperimenti di esposizione di proteine eswg sul fago
lambda furono effettuati da Maryuama e collaborat@l 1994. | quali
ingegnerizzarono un vettore chiamaidoo codificante la parte C-
terminale della proteina V (mancante degli ultinf® &mminoacidi) un
codone amber, un sito di attacco al ribosoma, waantripletta AUG di
inizio traduzione e la sequenza codificante peetaone esogena. Questi
infatti partirono dall’osservazione che un fago lata codificante per la
proteina pV mancante degli ultimi 70 amminoacidhrer comunque in
grado di formare particelle infettive (Fig 18).

Ulteriori studi dimostrarono inoltre che la sequeetinker formata
da piu di 24 residui di Ser-Gly, tra il gene gpVieserto, era in grado di
aumentare la tolleranza del sistema, fino ad aeivad un 100% di

proteine chimeriche incorporate dalle particeligidhe (Dunn IS., 1996).

50



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare
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Fig 18: Vettore\foo

Un secondo sistema di esposizione su fago lamistiz@ quello di
utilizzare la proteina D.

La proteina D (11kDa) e presente in 405 copie peone, ed e
arrangiata in trimeri, questa proteina € essengpateda morfologia della
particella fagica, mutanti mancanti sono capaciimdpacchettare |l
genoma fagico con grandi delezioni genomiche.

Nel 1995 Stemberg e Hoess ingegnerizzarono unreeftmmato
un codone di stop di tipo amber nella sequenzaentidica che precede
la sequenza codificante la proteine D selvaticajuesto modo affinché il
fago fosse in grado di produrre nuove particellebadterio doveva essere
presente un plasmide che codificasse per la peo@jrcosi da mantenere
la sua funzionalita.

Gli studi successivi forniti sempre dagli stesstoaufurono in
grado di integrare linformazione genetica che fiodi la sequenza
esogena, nel genoma del fago. Questo e stato pessitiraverso
I'inserzione di due siti loxP sia nel DNA del fagambda che nel

plasmide codificante la proteina D, questi in presedella proteina Cre
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sono in grado di effettuare il trasferimento del Ahe codifica per
I'elemento esogeno fuso alla proteina D, dal pldemial genoma di
lambda. (Suer B. 1993).

Il sistema Cre/lox descritto da Starneberg e Hdesguttavia
ulteriormente sviluppato attraverso la costruzidnein ulteriore vettore
che ha permesso d’inserire la sequenza esogematadinita carbossi-
terminale della proteina D (Mikawa YG. et al., 199Quindi la proteina
D puo essere efficacemente utilizzata per espoegtigh e proteine
attraverso un costrutto genetico applicato all&sita ammino e carbossi-
terminale.

Recentemente é stata analizzata la sua struttglianénsionale
attraverso urcryo-electro microscopia e ricostruzione d'immagine; (la
serina 15 é stato il primo residuo amminoacidico esbtere stato

individuato alllammino-termionale, mentre la valind09 e stata

individuata all’estremita carbossi-terminale) (E).
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Fig 19: Rappresentazione tridimensionale del tronslla proteina D. Val 109,
residuo carbossiterminale, e Ser 15.

Per superare problemi d’instabilita e promuoveesposizione di
grandi proteine, gli scienziati coniarono un nuoxaitore di cDNA su
lambda, caratterizzato dalla possibilita di corér@ un grande numero di
copie di proteine esogene fuse con la proteinahianeatoApRH825 (Fig

20).
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ApRH825

i amp

loxP loxP

Fig 20: Vettoré\pRH825.

In questo vettore e stato eliminato uno dei dud_sixP e l'origine
di replicazione plasmidica per ottenere ADisplayl. Per ottenere un
ADisplay3, é stato introdotto un codone Amber sulpittna dei siti di
restrizione per I'inserimento delle sequenze esegen

Entrambi 1 vettori sono estremamente stabili, emattono,
variando la natura del ceppo batterico ospite, ddutare la percentuale

di proteina ricombinante presente sul capside tagic
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Fig 21: Struttura di due vettori di cDNADisplayl e\Display3.

3.8 Il fago T4 e applicazioni sperimentali

Il fago T4 e composto da un capside formato dgptogeine. La
proteina maggiormente rappresentata e la 23 (gp2f)jsamente in 916
copie, la proteina 24 (gp24) € presente in 55 ¢apantre la proteina 20
(gp20) in 12 copie per particella. Ci sono poi gweteine accessorie la
prima SOC (small outer capside protein) di 9kDda eroteina HOC
(highly antigenic outer capside protein) di 40kzaguale rappresenta la

proteina di decorazione fuori dal capside (SteveatAl., 1990).
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| fagi T4 si replicano attraverso il ciclo liticoppssiedono uno dei
genomi fagici piu grandi (165 kbp), con un’estesganizzazione dei geni
in gruppi funzionali (fig22). | geni indicati daumeri sono essenziali: una
mutazione in uno qualunque di questi loci impedisceompleto sviluppo
del ciclo litico. | geni indicati con abbreviaziodi tre lettere sono, non
essenziali, per lo meno nelle condizioni usualinaiti di essi la funzione
e ancora poco chiara; presumibilmente conferisanid un vantaggio

selettivo. (Nei genomi fagici piu piccoli i genirsm tutti, 0 quasi tutti,

essenziali).
RNA tardivo 5.
. tktimidina chinasi
P S NS RY B”N'V/Artardlvo 45 . denV endonucleasi V
1 42,43, 6?, 44 ——— ipll, iplllproteine interne
DNA polimerasi 40 elisozima __
ecc. _~157fibra dellacoda |
— 1 dNMP chinasi
s 3 terminatore
i della guaina |
58, 61,41
DNA primasi 5 gglrgptlgtsat?ento i
b L 50 completamento
topoisomerasi | dellatesta |
{65 completamento |
della testa
rlA, rlIB :5 tappo della

topoisomerasi 527 . ._piastrabasale |
: 67897012 |
. :cuneo della piastra
.\ basale

| 38,37, 36, 35, 34
: fibre della coda

~RNA tardivo 33 -

; wac, 13,14, 16, 17
dTMP sintetasi td i

. testa

DNA ligasi 30 NN \ S —
piastra basale 54,48 | 57 51 06 26 | N\ 18 guaina, 19coda|
| tappo della | N Nl RO
| piastra basale | N\ 1206768212223 |

— | 24, hoc, inhtesta

Fig 22: mappa del DNA circolare di T4. | geni esgeli sono indicati da numeri,
guelli non essenziali da lettere. Sono riportad stcuni dei geni piu rappresentativi.
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| due geni essenziali della categoria “trascrizioagsolvono una
funzione regolativa: i loro prodotti sono necesgmr I'espressione dei
geni tardivi. L'infezione del fago T4 dipende daaurtonnessione
meccanica tra la replicazione del DNA e I'espressiaei geni tardivi;
infatti solo il DNA in attiva replicazione pud essecome stampo per la
trascrizione di questi geni. La connessione si iltab mediante
I'introduzione di un nuovo fattore sigma e di altmdificazioni nella
RNA polimerasi dell'ospite, cosi che I'enzima pugira solo su uno
stampo di DNA in replicazione (probabilmente perdlagparato della
replicazione interagisce direttamente con la RNAinperasi). Questa
connessione stabilisce una corretta correlazicméfsinesi delle proteine
fagiche e il numero di genomi disponibili per I'iagrhettamento (Lewin
B.1997).

Le applicazioni sperimentali che utilizzano i fagl, prevedono la
fusione di proteine esogene con la sequenza gewddicante per le
proteine SOC ed HOC. Queste proteine sono partioelate adatte per
essere utilizzate in fusione con proteine esogenphiage display, in
guanto non sono proteine indispensabili e si agguoo alla struttura
caspidica una volta terminato tutto il processéodmnazione. La proteina
HOC e stata fusa nella sua porzione ammino-termidalla sequenza (36
amminoacidi) del peptide PorA proveniente dal bettdella meningite.

Applicazioni in phage display hanno mostrato sigativa reattivita e
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specificita confermata anche da interazione corc@mpo monoclonale in
saggio ELISA. La proteina HOC é stata fusa nellgiome carbossi-
terminale con la sequenza genica del recettore @Bdhe in questo caso
si e ottenuta una forte stabilita e specificitasdiezione (Ren Z., et al
1998).

Una limitazione nell'utilizzo dei fagi T4 in phagéisplay risiede
nel fatto che non ci sia ancora un efficiente sistali packaging, questo

impedisce lo sviluppo e I'analisi di librerie pafithe.

Fig 23: Fago T4 al microscopio elettronico
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391l Fago T7

Il fago T7 ha una struttura simile a quella delddgmbda. Ha un
capside icosaedrico contenente un DNA a doppianglato di circa
40kbp.

Il capside e formato da 415 copie della proteindOgprganizzata
in 60 esameri. Tra la coda e la testa € preserdegimzione codificata
dal gene 8. Ha una corta coda conica (codificatayelai 11 e 12) da cui

provengono sei fibre (prodotte dal gene 17) (Fig23%

Fig 24: Struttura del fago T7. Fig 25: Fago T7 &nwscopio
elettronico.
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3.10 La replicazione del fago T7

I meccanismi alla base del processo replicativo fdgi T7 possono
essere paragonati ai meccanismi che portano ahbasisggio di nuove
particelle di batteriofagi di lambda. Il DNA repdito viene impacchettato in un
involucro precapsidico formato dal prodotto del ge¢h e dalla proteina del
caspide codificata dal genel0. Quando il DNA viemgerito nella testa del
capside nella particella fagica matura vengononénfaggiunti il connettore
testa-coda, la coda, e le sei fibre. A differenehfdgo lambda, le particelle
fagiche di T7 sono piu e resistenti per questogi fahe espongono peptidi o
proteine possono essere eluite dai loro ligandhame condizioni difficili senza
che venga compromessa la loro infettivita.

La proteina del capside ha due forme, la gp 1@ @#aminoacidi) e la
gpl0B (397 amminoacidi). La forma piu lunga é pttala@a unframe-shifte
rappresenta circa il 10% della proteina del capéitendron GB. et al.,1991).
La proteina gpl0 viene oggi utilizzata per I'espasie di ampie librerie di

cDNA.

3.11 | vettori d’esposizione derivati da T7

| vettori derivati da T7 utilizzati oggi per prosesli selezione in
phage display sono diversi e differiscono per ta densita di esposizione
delle proteine ricombinanti sul capside del fagmssiamo dividerle in tre

tipologie:
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o T7Select415-1 utilizzato per l'esposizione di peptidi ad alta
densita (415 copie di peptidi non superiori a 50rémoacidi)

» T7Selectl0-3 utilizzato per ridotte esposizioni di peptidi o
proteine ad alto peso molecolare (5-15 copie, f@ol1000
amminoacidi).

» T7Selectl-1 utilizzato per l'esposizione di peptidi o grosse

proteine in pochissime copie per fago (0,1-1 copia)

Nel primo sistema T7Select415-1, la proteina ricorabte o
peptide € posto sotto il controllo del promotorkvaigco di T7, quindi il
capside di questo vettore sara ricoperto di pretazombinati.

Nel secondo sistema T7Select10-3, il sito pergalee al ribosoma
e mutato per diminuirne [l'efficienza, quindi il wete produrra una
guantita limitata di gp10. La proteina gpl0 sebkatviene fornita inrans
mediante l'infezione di cellule ospiti BLT5615, sfarmate mediante |l
plasmide batterico che € in grado di produrre @gina gplQOwild type,
mantenendo la capacita infettiva del fago.

Nell'ultimo sistema T7Selectl-1: il sito di legandel ribosoma
viene rimosso del tutto, formando quindi una con@lguantita di
proteina gpl0wild type, prodotta nella cellula ospite BLT5615

trasformate con il plasmide batterico in gradordiduirre la proteina.
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Con questi vettori commerciali sono state realezhverse librerie
di cDNA utilizzate in molti lavori d’'interazione pteica (Rosemberg A.,

1996).
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SCOPO DEL LAVORO

Gli anticorpi ricombinanti oggi rappresentano unatepte
tecnologia che puo essere utilizzata per diversipiscche vanno
dall'utiizzo come reagenti immunocitochimici, allanedicina per
applicazioni cliniche e sperimentali (Winter G.,I8tein C. 1991) e sono
tra le piu sicure applicazioni per I'individuaziode malattie autoimmuni
inflammatorie e tumorali. Presentano diverse paditd:

Hanno la straordinaria capacita di legare divensigani con alta
affinita e specificita (Biocca S., Cattaneo A. 1995

Diversamente dalle naturali immunoglobuline secdethle cellule
plasmatiche, le quali svolgono una funzione a lovedxtracellulare,
possono essere prodotti a livello intracellularecallule eucariotiche
(Munro S., Pelham HR. 1987).

Sono in grado di penetrare nei tessuti in modorgpido (Huston
JS., et al 1996);

Le ridotte dimensioni delle molecola anticorpalensente una
rapidacleranceematica e tessutale e una scarsa captazione epatica
altri organi (Yokopta T. et al., 1992).

Il tempo necessario al loro isolamento é estreméaraeve: due o

tre settimane.
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Hanno rese di produzione elevate con costi ridadbvuti
all’utilizzo di batteri in luogo di cellule somatie.

Gli anticorpi ricombinanti presentano una buonand# di legame
per l'antigene, la quale pu0 essere considerevdkmesumentata
attraverso processi di mutagenizzazione a carit®HNé codificante per

gli scFv (Marks JD. et al., 1991, Viti F. et al 299

Il lavoro svolto in questa tesi ha lo scopo di a&bpndire e

migliorare la selezione anticorpale attraverso latadica del phage

display e la creazione di una nuova libreria divssi fago litico T7.
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MATERIALI E METODI

1. Apparecchiature e reagenti

L’amplificazione della libreria anticorpale scFv-\@Hstata ottenuta
da Libreria artificiale umana “Human Single FoldFsc Libraries
Tomlinson 1+J”. Per I'estrazione del vettore T7 tats utilizzato il kit
Gigapack Il Gold Packaging Extract della Stratageseguendo |l

protocollo indicato.

Per la purificazione dei prodotti di PCR e del DNA
successivamente digerito e stato utilizzato QUIBRUPCR purification
Kit della Quiagen secondo procedura. Gli enzimlad&lhq polimerasi e |
reagenti per le reazioni di PCR sono state fowtéiéa Promega. | Primers
utilizzati nelle varie reazioni di PCR sono statenfti dalla Primm srl,
I'anticorpo primario anti-T7 di coniglio coniugasdla perossidasi (HPR):
HRP Conjugated Rabbit anti-T7 tag fornito dalla Ifab., la soluzione di
sviluppo della perossidasi e il 3, %, 3 tetramethylbenzidine (TMB)
fornito dalla Sigma. Le reazioni di PCR sono statedotte in un Thermal

Cycler Peltier PTC-200MJ Research (M-Medical, Geoehife Science).

La densita ottica dei vari campioni e stata misu@n un lettore

ELISA SirioS, Radim. Le migrazioni elettroforeticlsa&t gel di agarosio
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colorati con bromuro di etidio sono state realiezabn apparecchiature
Bio-Rad e analizzate mediante lo stumento “Gel R0@0", della stessa
ditta. Il packaging del DNA é stato effettuato cbrSelect Packaging Kit
della Novagen. Tutti i rimanenti reagenti sonoistaguistati dalle ditte

Sigma, Promega e Biotools.

2. Reagenti di base

PBS (phosphate-buffer salind0x composizione per litro: NaCl 5,84 g,
Na2HPOs 4,72 g, NaHPOs-2H20 2,649, pH 7,2.

PBST: PBS contenente 0,1% TWEEN-20.

PBSM: PBS contenente 2% (PBSM 2%) o 5% (PBSM 5%) phateph
buffer saline con latte in polvere a basso contedugrassi.

TBE: Tris-borato 45mM, EDTA 1mM pH8.3

PEG/NaCl: 20% polietilenglicole 6000, 2.5M NaCl

3. Terreni di coltura

| terreni di cultura impiegati sono i seguenti;
LB (Terreno Luria Bertani): usato per la crescita enadntenimento del
ceppo batterico composizione per litro:triptonegl@stratto di lievito 5 g,

NaCl 10 g.
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SM (per 1 litro): NaCl 5,89, MgS&R g, TrisHCI 1M 50ml 1M pH 7.5
TOP AGAR (1 litro): sciogliere 10g di trypticase, NaCl Z5agar 6.59.
Portare a pH 7.2 e aggiungere(Hdistillata quanto basta.

2xXYT: utilizzato per la crescita di librerie fagiche tiaorpali.

Composizione per litro: bacto-tryptone 16 g, estrdi lievito 10 g, NaCl

54.

4. Ceppi batterici
Sono stati utilizzati i seguenti ceppi batterici:
BLT5615: ceppo utilizzato per 'amplificazione del fago T@enotipo: F-

ompT [lon] hsdSb ¢gme-)gal decm lac.

TG1Tr: (K12A (lac-proAB), supE, thi, hsdD 5/F', traD36, proB, laclq,

lacZAM15).

5. Libreria fagica anticorpale “Human Single Fold £Fv
Libraries Tomlinson [+J".

Il costrutto codificante per gli scFv e clonato’iaterno di un

vettore pIT2 fornito dalla MRC Laboratorio di Bigla molecolare e dal
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MRC Centro di ingegneria proteica (Cambridge, UK}tribuita da
Geneservice.

Da questo costrutto siamo andati ad amplificaradstra libreria
scFv-VH, dopo opportuna preparazione che vedrenmodataglio in
seqguito.

Si tratta di due librerie anticorpali artificialiT@mlinson | J)
codificanti oltre 100 milioni di diversi frammenscFV clonati in un
vettore fagemide. Entrambe le librerie sono castitda i (V3-23/DP-47
e Ji4b) e Vk ( 012/02/DPK9 e Jk 1) mediante una secaénker, per la
costruzione della libreria sono stati utilizzatgseenti genici anticorpali
tra quelli maggiormente rappresentati nel repesttunzionale umano. La
variabilita é stata ottenuta variando regioni CDR3uesto vettore
possiede un’origine di relicazione fagica M13 aihé permette al vettore
di essere impacchettato all’interno della partedtgiche), I'origine di
replicazione di E.Coli, colEL ori (rende capacpldsmide a replicarsi in
cellule ospiti di E Coli). Presenta resistenza aafipicillina (per la
selezione delle colonie contenenti il vettore),peptide leader pelB (per
la secrezione della proteina fagica Ill fusa cofraimmento anticorpale
nella regione periplasmatica dei batteri) e il pobone Lac-Z (per la
regolazione dell’espressione mediante induzione IBArG, e inibizione
con il glucosio). Il codone amber tra la sequenag & la proteina fagica

lIl fornisce la capacita di produrre I'anticorpostu con la proteina di
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rivestimento del fago, utilizzando un ceppo sopgwes di E. Coli, e di
produrre anticorpi “solubili” esprimendo il vettor® un ceppo non
soppressore. Inoltre la presenza di un myc-taghl Slitag sequenza di 6
istidine, che permette una rapida purificazione ian@@ opportuni
reagenti “nickel-chelanti”. Questo vettore € statilizzato in precedenti
esperimenti per selezionare in vitro anticorpi n@apali ricombinanti in
forma scFv diretti contro la proteina ubiquitinatilizzando fagi

filamentosi M13.

Xhol Noti
Sfil/Ncol
s—'\
< I_V/
lac RBS pelB linker myc glll
promoter leader tag
pIT2
o

Fig 26: Mappa del vettore fagemide pIT2
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CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTAAAGGAGACAGTCATA ATG AAATAC CTA
> M KYL

Sl
TTG CCT ACG GCAGCC GCTGGATTIGTTATTACTC GCG GCC GAG CCG GCCATGGCCGAG GTG TTT
L P T A A A G L L L L A A Q P A M A E V F

Xhol Linker
GAG TAC TGG GGC GAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCG AGC GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA
GGTD Y W G Q G T L \Y T \% S S G G G G S G G G

Notl HIS-tag
GGC AGC GGC GGT GGC GGG TCG ACG GAG ATC GAGAACC GAG _GCG GCC GCACAT CAT CAT CAC
G S G G G G S T D I Q@Q M T Q A A A H H H H

link seq new
myc-tag

CAT CAC GGG GCC GCA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAAGAG GAT CTG AAT GGG GCC GCA TAG ACH
H G A A E O K L I S E E D L N G A A * T

Fig 27: Regione di clonaggio del vettore Pit2

Sono stati disegnati opportuni primer per 'ampbizione della
regione codificante ScFv-VH (in grassetto) aggiumtyei seguenti siti di

restrizione:

Foward: 5-GCAGCCGGATCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCC-3

(contenentesito di restriziondBamHl)

Reverse 5’-AAGGCGGCCGCATCAACCGCCTCCACCGCTCGA-3

(contenente sito di restriziomdotl)
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6. Preparazione del costrutto da amplificare: cresta e
concentrazione delle librerie

Allo stock di librerie J e | sono state inoculate200ml di terreno
liquido 2XTY (sono state preparate ed utilizzatpanallelo le due librerie
J | per massimizzare lo screening di selezione) psealdato contenete
100 pug /Amp 1% di glucosio, e lasciato a cresceragitazione a 37°C

per 3h fino ad una concentrazione in OD pari 054{Mhediamente 2h).

50 ml della cultura batterica sono stati infettain 50 pl di fagdelper

KM13 (Pharmacia) alla concentrazione di*40u/ml per 30 minuti a
37°C senza agitazione. | rimanenti 150ml sono gtatirecuperati per
preparare uno stock secondario di entrambe lerid(é I) e conservate a

-80°C.

Dopo 'incubazione i batteri infettati sono stagntrifugati a 3000g per 10
min, i pelletsono stati risospesi in 100ml di terreno 2xTY eointe 100
ng/ml di Amp, 50 pg/ml di Kanamicina 0,1% di glumgsed incubate a

30 °C in agitazione ON.

Il giorno successivo le colture batteriche sondesspinnate a 3000g per
30 min ed i fagi presenti nel supernatante immadignte concentrati in

20 ml di PEG/NaCl (20% polietilenglicole 6000, 2.5MaCl) ben
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miscelati, e lasciti in ghiaccio per 1h. e subitpd centrifugate a 3.300g

per 30 min.

| pelletsono stati risospesi in 20 ml di PBS e sottopadtun nuovo ciclo
di concentrazione con PEG/Nacl (come sopra). Doprulteriore
centrifugazione a 11600g per 30 mipelletsono stati risospesi in 5ml di
PBS, ed ulteriormente centrifugati a 11600g pemiQ per rimuovere i

detriti batterici.

| fagi di entrambe le Librerie sono stati stoceati80°C ed valutati i titoli
fagici. La Libreria J € stata utilizzata come cotttr per amplificare scFv-

VH come descritto in seguito.

7. Amplificazione Libreria scFv-VH tramite PCR

L’amplificazione della libreria scFv-VH a partirealdh Libreria
commerciale Human Single Fold scFv Libraries Tomlinson
J” opportunamente amplificata, e stata effettuata amdiPCR.

Reazione di polimerizzazione a catena (PCR), ctnsisl
sussequirsi di una serie di cicli identici, ciascwaratterizzato da tre fasi

a differente temperatura.

72



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

Nella prima fase la doppia elica del DNA viene dargta alla
temperatura di 95°C; nella seconda fase gli innestibonucleotidici
vengono fatti appaiare al DNA a singolo filamerao, una temperatura
scelta in base al grado di omologia tra gli innescihDNA stampo e alla
composizione in basi degli inneschi (in genere aas@ tra 48°C e 70-
72°C); nella terza fase I'elica complementare diADWene polimerizzata
a 72°C a partire dall'innesco appaiato ad operka delg DNA polimerasi
(DNA polimerasi termoresistente, derivata tramitgeigneria genetica, da
Termophilus aquaticys

Le tre fasi sono ripetute per numerosi cicli (29;3ger consentire
I'amplificazione specifica di una sequenza di DNAmpresa tra i 2

inneschi di un fattore 2n, dove n indica il numeeo cicli.

by

L'amplificazione € stata ottenuta utilizzando legsenti coppie di
primers:

Foward: 5-GCAGCGGGATCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCC-3'

(contenentesito di restriziondBamHl)

Reverse 5’-AAGGCGGCCGCATCAACCGCCTCCACCGCTCGA-3

(contenente sito di restriziomNotl)
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La miscela di reazione e stata eseguita in un velfinale di 50pl:

DNA templato 50ng 2ul
dNTPs (10mM) 1l
Buffer Gotaq (5x) 10pl
Foward (32uM) 1l
Reverse (32uM) 1pl

GoTaq Polimerasi (Promega) 0.25ul
H20 sterile fino a 50ul

Le condizioni di amplificazione sono state ottinat utilizzando
una reazione di PCR a step dove le temperaturendeliag (Tm o

temperatura di Melting) crescono ad ogni ciclo,4BfiC ai 72°C.

Reazione di PCR

» Denaturazione iniziale a 95°C per 5min.

o« 25 cicli di: denaturazione: 30sec. (uguale per ogni ciclo)
annealing: Tm che varia da 72°C al primo ciclo fino ai 48°C
dell’ultimo ciclo, estensionedi 40sec. a 72°C.

» Estensione finale di 10min. a 72°C.
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| prodotti di PCR sono stati visualizzati su gedghrosio al 2%, purificati
per Quiquick (Promega secondo protocollo) e nuovdengisualizzati su

gel d’agorosio al 2% secondo modalita descrittseiguito.

8. Elettroforesi su gel d'agarosio

Per I'analisi dei prodotti di PCR sono stati prgjiiagel d'agarosio
al 2% in tampone TBE (Tris-borato 45mM, EDTA 1mM [@38), sono
stati sciolti 4g di agarosio in 200ml di tampone ETBx in forno a
microonde fino ad aver ottenuto una soluzione ldapia quale € stata
lasciata raffreddare a circa 60°C prima di aggivegeromuro d'etidio
(concentrazione finale u§/ml). La soluzione ancora calda € stata
versata su apposito apparecchio sul quale € s&mM&to un pettine per
la formazione dei pozzetti di caricamento. Il gel séato lasciato
raffreddare e a gelificazione avvenuta e statcattetil pettine dal gel e
collocato il vassoio in una camera elettroforetomtenente tampone di
corsa TBE 1x.

Ai campioni da analizzare su gel é stato aggiumtadecimo del
loro volume di colorante: glicerolo 6%, blu di brofenolo 0,25%, SDS

0,02% (concentrazioni final). E stato caricato ustandard di peso
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molecolare DNA Ladder 100-1000pb. L'elettroforesstata condotta ad
un voltaggio costante di 90 volts a T ambienteaiast

Dopo la corsa elettroforetica, il DNA viene resgibile mediante
trans illuminazione con raggi UV, per effetto deflaorescenza del
bromuro di etidio che si intercala nella doppiz&li Le fotografie del gel
sono state effettuate al Gel-Dok Bio-Rad.

La dimensione del prodotto di amplificazione attesti 350 pb circa.

9. Digestione degli amplificati scFv-VH
Viene digerito il DNA utilizzando una unita di enz per gamma

di DNA, effettuando due digestioni singole.

Prima reazione di digestione: enzima Notl

Templato (0,4/ul) 40ul
Buffer H 6ul
Bovine Serum Albumin (BSA) 0.2ul

Enzima_Notl(10U/ul) 2ul
H20 fino a 60ul

La reazione e stata lasciata a 37°C per un’orarger
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La digestione e stata controllata su gel di agarak2% con un’ora
di corsa a 90 volts. Il DNA digerito é stato pw#to attraverso colonnine

Quiaquick della Quiagen secondo procedura.

Seconda reazione di digesione: Enzima BamHlI

Templato (0,32/ul) 35ul
Buffer E 6ul
Bovine Serum Albumin (BSA) 0.2ul

Enzima_BamH10U/ul) 1.5ul

H20 fino a 60ul

La reazione e stata lasciata a 37°C per un’orarger

La digestione e stata controllata su gel di agarai2% con un’ora di

corsa a 90 volts.

10. Vettore utilizzato
Il vettore utilizzato per la libreria su T7 e staoquistato dalla
Novagen. Si tratta del T7Select 10-3b per I'esposi& di circa 5-15

copie di proteina del capside gplO ricombinante.i ®otto viene
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rappresentata la mappa del vettore e messo inreadi polylinker a
valle del gene della gpl10. | siti di clonaggio iahti sono stati Notl,

BamHI (Fig 28).

Xho 120487

gane 10
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5 2 2 &
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i I | I ]
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} i | 1 I I 1 1 ] I 1 i 1 i 1 1 I 1]

T7Select10-3b
(36,2490p)

Fig 28: Regione di clonaggio del vettore T7 sele€d10

11. Le cellule ospite di T7: BLT5615

Si inoculano in 50ml di LB +ampicillina una colonila BLT5615,
si e fatto crescere in agitazione fino ad OD (dangitica) 1 a 600nm, e
stato aggiunto IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalact@mpside) per una
concentrazione finale di 1mM e tenuto per 30 minati37°C e
successivamente infettati con il fago T7 fino ad@mpleta. E’ necessario

indurre le BLT5615 con IPTG per consentire la pmdae della proteina
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del caspide gpl0 da parte del plasmide presenke celule batteriche.
La stessa operazione € stata effettuata in 500miltira di BLT5615; la
sospensione di fagi T7 ottenuta e stata utilizpataprodurre circa 300-
400ug di DNA del vettore T7Select10-3b.

I DNA del vettore T7 e stato preparato seguendastauzioni
contenute nel kit precedentemente menzionato. Pdetla digestione il
DNA e stato purificato aggiungendo 3V di Etanol@®@é 1/10V di NaCl
3M e lasciato a 4°C O/N. Il DNA e stato infine l&avan etanolo 70% e

risospeso in Tris-HCI 0.5M pH 8.

12. Digestione del vettore T7
E’ stato digerito il DNA utilizzando 4 unita di einza per gamma

di DNA, effettuando due digestioni singole e laadiale O/N.

Digestione: enzima Notl Dyestione:enzima BamHI
DNA T7(10y) 70ul DNA T7(19) 70ul
Buffer H 9ul Buffer E oul
Bovine Serum Albumin 0.9ul Bovine Serunbéinin0.9ul
Enzima Notl (10U/ul) 4ul Enzima BamH (10U/4ul
H20 finoa 90ul H20 finoa 90ul
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I DNA digerito € stato purificato con un passaggo fenolo-
cloroformio e precipitato in isopropanolo, infinestato lavato in etanolo
al 70%.

Le digestioni sono state controllate su gel di agiar 0.8% con 4 ore di

corsa a 90 volts.

13. Ligazione della libreria scFV-VH al vettore T7
Nella reazione di ligazione pu0 essere utile wdrz piu vettore
possibile fino ad un limite massimo tollerato nedleccessiva reazione di

packaging (fino a 1 gamma in 5ul).

Il rapporto tra inserto/vettore utilizzato é stdt®0/1.

Reazione di ligazione

DNA T7 (140ng/ul) 4,3ul (600ng)
Ligasi (1-3U/ul) 1pl

Buffer ligasi 10X 1.3ul

Inserti (48ng/ul) 7.3ul (350nQ)
H20 0.1ul

La reazione e stata lasciata O/N alla temperatiu4aCl
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14. Impacchettamento del DNA (packaging)

Il DNA viene impacchettato in particelle fagichiiee utilizzando
un kit commerciale sopra menzionato, il quale @ordigli enzimi e le
proteine del batteriofago necessarie alla formazmompleta del capside.
Gli enzimi conservati a -80°C sono stati scongelatitemperatura
ambiente (volume di 25ul) e quindi sono stai aggiGpl di reazione di
ligasi del DNA fagico e dopo una leggera agitazitme@eazione € stata
lasciata incubare per due ore a 22°C.

La reazione e stata bloccata aggiungendo 270ul B#20Dul di
cloroformio.

Successivamente é stata calcolata la resa di readi packaging: 250ul
di BLT5615 indotte da IPTG sono state infettata aetiquote di 10ul di
supernatante fagico a crescenti diluzioni scalhiinfezione é stata
condotta in 3ml di TOP AGAR versato su piastra Bi Agar ed incubati
a 37°C per 4 ore.

Contando il numero di placche in rapporto alla emtiazione di DNA

6
utilizzato, la resa di reazione e stata di 4,3 )plE&che per g di DNA.
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15. Amplicazione della Libreria

Prima del processo di “biopanning” e stato necessanplificare
la libreria.

Si e inoculata in 20ml di LB +ampicillina una colardi BLT5615,
si e fatto crescere in agitazione fino ad OD Odhéita ottica a 600nm), é
stato aggiunto IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalact@mpside) per una
concentrazione finale di 1mM e tenuto per 30 miawgi7°C.

La reazione di packaging € stata brevemente spinalminata la
fase di cloroformio e utilizzata per infettare latara cellulare fino al lisi
completa (5 ore a temperatura ambiente).

Il lisato e stato centrifugato a 14000 rpm per ifut e calcolato il titolo

fagico come precedentemente descritto il qualesaltato essere di

6
10 placche per ul di coltura lisata
L’amplificato é stato conservato a 4°C ed utilizzaelle seguenti reazioni

di selezione.

82



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare

16. Selezione

Sono stati incubati 70 pg di proteina ubiquitinaiba in PBS1X e
lasciata adsorbire su pozzetti ELISA mediaotating a 4°C ON, con
controllo negativo di solo PBSM.
Il giorno successivo dopo i tre lavaggi con di PB3% Tween20. |
pozzetti sono stati riempiti e bloccati con PBSM @RT per 2 h.

E’ stata eliminata la soluzione di blocking ed #ffati 3 lavaggi PBS 1X

Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti circagfﬁagi in 100ul di SM, ed
incubati 1 ora a 4°.

Il giorno seguente sono stati effettuati 10 lavagdBS 0.1% Tween?20.
Sono state aggiunte 300ul di BLT5615 e lasciaterdit® a temperatura
ambiente per 30minuti, fino ad ottenere il lisagmito (il quale viene
utilizzato per ripetere un nuovo ciclo di selezipne

Si sono eseguiti tre cicli di selezione seguendndelalita descritte sopra,
utilizzando 1 lisati fagici recuperati ad ogni @adlli selezione i quali sono
stati recuperati ed screenati su piastra, recugderaingole placche
provenienti da batteri infettati con i fagi recugerad ogni ciclo di

selezione.
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17. Screening su piastra.

Una volta effettuato il processo di selezione ii f&g dovranno
essere recuperati ed identificati.

A tale scopo si sono preparate alcune piastraBdAgar con 4ml
di TOP AGAR (per piastre da 9cm) e cellule BLT56d48otte e infettate
dai lisati ottenuti dai diversi cicli di seleziorfeella giusta quantita per
ottenere circa 30-40 placche complessive) e lasamiubare per 5 ore a
37°C.

Una volta formatesi le placche fagiche, queste sbaie recuperate
con una punta eppendorf e risospese in LB. L’'LBadosutilizzato in una
reazione di PCR al fine di identificarne gli ing$extla complessita della

libreria.

18. Screening delle placche fagiche tramite PCR

La tecnica di PCR descritta precedentemente ci ¢emdi
selezionare velocemente un gran numero di plac&terrdinando la
complessita della libreria e quindi la presenza grandezza dell'inserto
d’interesse.
L'amplificazione e stata ottenuta utilizzando Igwsenti coppie di primers

(esterne al sito di clonaggio del vettore T7):
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Foward: 5-TCAAGGTTGCTAAGGACAACGT-3

Reverse 5’-AAACCCCTCAAGACCCGTTTA-3’

PCR da placca fagica

dNTPs (10mM) 1l

Buffer Gotaq (5x) 10l
Foward (32uM) 1pl
Reverse (32uM) 1pl
GoTag Polimerasi (5U/ul) 0.25ul
H20 sterile fino a 50ul

Reazione di PCR

» Denaturazione iniziale a 95°C per 5 minuti

» 25 cicli di: denaturazione:30sec.
annealing: 30min. a 60°G
estensione40sec. a 72°C.

* Estensione finale di 10 minuti a 72°C.
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L'osservazione su gel di agarosio 2% delle PCR p#srdi evidenziare
la presenza o meno di frammenti anticorpali diffeirgli uni dagli altri.
Tale differenza pu0O essere successivamente cortiermaediante

un’analisi di sequenziamento del DNA.

19. Saggio ELISA

Introduzione’ELISA € un saggio il cui scopo € quello di aceeet
la presenza di un antigene o di un anticorpo sigecdontro un antigene,
che nel nostro caso € rappresentato dalla presiegiaanticorpi scFv-
VH contro la proteina Ubiquitina.

E' un metodo molto comune e affidabile in quant® s
correttamente operato, fornisce una garanzia dcesso variabile dal
90% al 95%. La grande disponibilita di anticorpi moolonali, inoltre,
rende I'esecuzione del test ELISA molto veloce.

Il test prevede l'adsorbimento dell'antigene suhdo® di una
vaschetta di reazione nel nostro caso nel pozadittona piastra per
ELISA della proteina Ubiquitina verso la soluziorentenete l'anticorpo,
nel nostro caso rappresentato dai lisati fagioeraiti dai vari cicli di
selezione, rimozione dell'antigene in eccesso;raaine dei siti liberi

sulla superficie (in genere di materiale plastiatglla vaschetta di
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reazione con proteina non reattiva (albumina drosieovino o latte
scremato) per impedire l'adsorbimento dell'antiooghla superficie del
pozzetto

Un‘aliquota di una soluzione contenente l'anticorgme aggiunto al
pozzetto. Dopo incubazione per permettere la foionazdell'eventuale
complesso antigene-anticorpo (giallo), la soluziosbe contiene
I'anticorpo libero viene rimossa.

Incubazione con anticorpo secondario per la riveiaz del
complesso antigene-anticorpo primario: che nel roostaso &
rappresentato dall'anticorpo anti-T7 coniugato céa perossidasi
(I'anticorpo secondario € modificato e porta legaicenzima tipicamente
perossidasi o fosfatasi alcalina). Allontanamergliahticorpo secondario
in eccesso. L'anticorpo secondario formera un cesgol con l'anticorpo
primario a sua volta associato alla nostra proteina

Rilevazione del complesso antigene-anticorpo: auggiudel
substrato dell'enzima coniugato all'anticorpo sdeoin: si sceglie un
substrato sintetico tale per cui il prodotto dealazione con l'enzima
coniugato all'anticorpo secondario e colorato, pee la perossidasi e
rappresentato dalla TMB: 3/,%, B tetramethylbenzidine, (tipicamente:
giallo per lamfosfatasi alcalina o rosso per lapsiaasi): la presenza del
complesso antigene-anticorpo primario viene rilavadttraverso lo

sviluppo del colore. L'intensita del colore diperddéa parita di tempo di
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incubazione) dal numero di complessi presenti.

Risultati di un test ELISA'assenza del colore indica I'assenza del
complesso antigene-anticorpo primario nel campioagalizzato;
I'intensita del colore giallo nei diversi pozzetiella piastra ELISA e
proporzionale al numero di complessi antigene-antic (primario)
formati e quindi alla concentrazione dell'antiggive grado di legare
I'anticorpo primario) nel campione analizzato. Sqgmmssibili schemi
sperimentali diversi in cui in ogni reazione pakl si immobilizza lo
stesso campione di antigene e si utilizzano canmplicanticorpi (primatri)
diversi. In questo caso lo sviluppo del colore esld@a intensita saranno
misure della presenza di anticorpi primari in gradio riconoscere

I'antigene e della loro concentrazione (o affipitd I'antigene).

Protocollo saggio ELISALe singole placche degli 8 campioni
evidenziati per PCR sono state di nuovo utilizzpée rinfettare una
cultura di BLT5615 opportunamente indotte da IPTi® a lisi completa
e i corrispettivi lisati fagici utilizzati per kst ELISA.

E’ stata incubata medianteoating a 4°C ON su pozzetti ELISA
dell’ubiquitina in PBS 1X alla stessa concentraei@nello stesso buffer
utilizzato per le selezioni pari a 70 pg di progein

Il giorno successivo dopo 3 lavaggi con PBS, i ptizzsono stati

sottoposti a saturazione con 300ul di PBSM 2% pea RT.
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Sono stati effettuati 10 lavaggi in PBS 0.1% Tweékréd ogni pozzetto
sono stati aggiunti 300ul degli 8 eluati fagiciasdiati poi ad incubare in
agitazione per 1h a RT. Successivamente sonoestaguiti 10 lavaggi di
PBS 0.1% Tween20.

Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 300ul di smoe MPBS 2% HRP
Conjugated Rabbit anti-T7 tatjluito 1:5000. La piastra e stata incubata 1
ora a RT e, dopo 10 lavaggi con 300 pl di PBS imi pgzzetto sono stati
aggiunti 150 pl di soluzione di sviluppo per lagssidasi 'HPR, il TMB
3, 3, 5, B tetramethylbenzidine.

La reazione di sviluppo é stata bloccata aggiungéigil per pozzetto di
acido solforico 1M.

La OD ottenuta e stata misurata con un lettore BL(SirioS, Radim) a
620 nm e a 450 nm; il valore finale e stato otteradttraendo la OD letta

a 650nm da quella letta a 450nm.
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RISULTATI

Lo scopo principale di questo lavoro e quello digpooffrire un
contributo da un punto di vista metodologico nekdezione di particelle
anticorpali sintetiche in modo rapido ed efficiemtdizzando una nuova
libreria scFv-VH su vettore T7. Per effettuare wedezione di prova é
stata utilizzata I'Ubiquitina bovina. E stata saetjuesta proteina come
antigene per il processo di selezione per averecamfronto con la

selezione effettuata mediante fago filamentoso M13.

1. Amplificazione Libreria scFv-VH tramite PCR

Come primo passo si € amplificata una libreriacamgale sintetica
scFv-VH da vettore fagemide utilizzato per selezganfago M13.

Le librerie di partenza sono costituite da VH (V&@2P-47 e JH
4b) e Vk ( 012/02/DPK9 e Jk 1) unite mediante umgugnza linker, per
la costruzione della libreria sono stati utilizzsgigmenti genici anticorpali
tra quelli maggiormente rappresentati nel repesttunzionale umano. La
variabilita e stata ottenuta variando regioni CDR&amplificazione é
stata ottenuta tramite PCR: la dimensione del ftoddi amplificazione

atteso e di 350 pb circa come visibile dall'immagsgotto.
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Marker 100-1000pb

controllo
negativo

400pbh = - F
e R
200pb
100pb

Fig 29: Separazione su gel d'agarosio al 2% dedqttodi PCR dell’amplificazione
della libreria scFv-VH.

2. Digestione della Libreria scFv-VH

| frammenti amplificati sono stati successivamediigeriti prima
con I'enzima Notl e poi con I'enzima BamHI, per pettere poi di poter
sub-clonare la libreria scFv-VH in vettore T7 oppoamente digerito
con gli stessi enzimi di restrizione. Per assiargintegrita del DNA

sono stati analizzati sul gel d’agaroal®%.

Fig 30: Separazione in gel d’agarosio al 2% détieetia scFv-VH dopo
doppia digestione; con enzima di restrizione Nedlenzima di restrizione
BamHI.
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3. Digestione del vettore T7

I DNA di T7 dopo essere stato opportunamente droato in
cellule ospiti BLT5615, indotte con IPTG per consenla produzione
della proteina del caspide gpl0, & stato estratoite un kit commerciale
sopra menzionato, e purificato.

Successivamente é stato digerito tramite due dagg&nzimatiche
separate, utilizzando gli stessi enzimi di restna utilizzati per la
digestione della libreria scFv-VH.

La prima digestione con I'enzima di restrizionenB4#l, la seconda
digestione con I'enzima di restrizione Notl. Dopo dingole digestioni
enzimatiche il DNA e stato purificato.

Sia le singole digestioni enzimatiche che la digest completa del
vettore sono state poi visualizzate su gel di egjaral’0,8% dopo 4 ore di
corsa.

Questo ci permette di visualizzare I'integrita gdeadotti ottenuti.
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Marker lambda DNA/ Hindlll Plus

T7 NO CUT

T7 CUT BAMH1
T7 CUT NOT1
TCUT
BAMH1/NOT1

23130 pb
9416 pb
6557 pb

2322 pb
2027 pb

N
=~
-

564 pb

125 pb

Fig 31: Separazione in gel d'agarosio all’0,8%M@BIA di T7 integro, dopo
digestione con enzima di restrizione BamH, dopesligne con enzima di
restrizione Notl, doppia digestione.

La lunghezza del DNA di T7 integro attesa e di 3G#) nelle digestioni
effettuate ci aspettavamo di vedere le due bradeieDNA separate dal

taglio enzimatico cosa che e avvenuta com’e evadal’'immagine.
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4. Ligazione della libreria scFV-VH al vettore T7

Dopo avere amplificato, purificato e digerito opjpmamente sia la
libreria scFv-VH che in vettore utilizzato, si érca&to di individuare le
migliori condizioni possibili di ligazione.

E’ stato utile utilizzare piu vettore possibiledi@l limite massimo
di concentrazione tollerato nella reazione di pgokg Sono stati
successivamente testati diversi rapporti molariitiserto vettore 300:1
200:1 150:1 90:1 60:1 15:1 9:1 3:¥om’ e possibile vedere dalla foto, il

rapporto piu vicino alle condizioni ottimali € gleetli 60:1.

Marker100-1000pb

200:1 150:1 90:1

Fig 32: Separazione in gel d'agarosio al 2% dedpttd di PCR delle reazioni di ligasi, tra
libreria scFv-VH e vettore T7 a diversi rapportilard (150:1, 100:1, 60:1, 15:1, 9:1, 3:1,
2:1, 1:1), controllo negativo, T7.
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E’ stato quindi utilizzato 600 ng di vettore (36Kbplunghezza) e

350 ng di inserto (0.35Kbp di lunghezza) e la reagifinale di ligazione

e stata di nuovo controllata per PCR utilizzandmpr esterni al vettore,

per confermarne |'efficienza.

\

Nellimmagine sotto é possibile vedere in alto l@iicazione

della libreria e sotto il vettore T7 a confermal'dalvenuta reazione di

ligazione.

Marker 100-1000pb

SeSv-VH coniralla

negative
1000 ph g ./

500 ph e
400 pb

300 pb ——

200 pb

Fig 33: Separazione in gel di agarosio al 2%, dedptti di PCR della reazione di
ligazione tra la libreria scFv-VH-vettore T7, ve&dl' 7, controllo negativo.
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5. Impacchettamento del DNA

La reazione di ligazione € stato successivamenpadghettata in
particelle fagiche attive utilizzando un kit commiate, contenente gli
enzimi e le proteine del batteriofago necessatéefarmazione completa
del capside.

Fatto questo, € stata calcolata la resa di reazi@hgackaging:

contando il numero di placche in rapporto alla @mi@zione di DNA
6
utilizzato. La resa di reazione é stata di 4,3 pHache per ug di DNA e

6
il numero finale di fagi presenti € pari a 2,58 & {nella reazione sono

stati utilizzati 650 ng di DNA).

6. Amplificazione della Libreria

Prima del processo di “biopanning” e stato necessanplificare
la libreria ottenuta. Una volta che il DNA & statopacchettato in
particelle fagiche, queste sono state amplificétiagerso l'infezione di
cultura batterica di BLT5615 in fase esponenziale alescita
opportunamente indotte con IPTG.

hN

Dal lisato ottenuto e stato calcolato il titolo @@ come

6
precedentemente descritto che e risultato esset® pliacche per pl di
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\

cultura lisata. L'amplificato e stato poi utilizeatnelle reazioni di

selezione.

7. Complessita della libreria.

Dalla libreria amplificata sono stati recuperatuali singoli fagi
per picchettamento su piastra. Il DNA fagico estnplificato per PCR
in corrispondenza dell'inserto VH. Di seguito earfata I'immagine di
separazione in gel d’agarosio dell’amplificazioreglil inserti esposti dai

fagi.

Marker100-1000pb

Fig 34Separazione in gel d’'agarosio dell'amplificaziomgldinserti
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Questo screening da il numero di inserti presenlibreria rispetto
al fago vuoto, privo di inserti. Com’ € visibile Idgel 8 cloni su 24

presentano inserti: il 30.7%. La complessita firdéda libreria € quindi

6
di circa di 0.79 x 10fagi diversi

8. Il processo di selezione

Il processo di selezione su una libreria di fagoénposto da alcuni
cicli ripetuti, 3 0 4 volte. Sostanzialmente i fafjiuna libreria vengono
messi a contatto con una qualsiasi molecola dsicubgliono selezionare
I possibili ligandi, che viene comunemente chianfasca” e che nel
nostro caso e rappresentata dalla proteina ulnquitnmobilizzata su
piastra ELISA medianteoatinga 4°C ON.

| fagi che espongono sul caspide le molecole rimoanti affini
all’esca si legheranno ad essa e potranno esspagatiedagli altri con
semplici lavaggi in PBS. Successivamente potrargsere amplificati e
riutilizzati nuovamente contro I'esca.

Il processo di amplificazione avviene tramite l@afone di un
ceppo batterico, le BLT5615, ed i lisati ottendilizzati per gli ulteriori

cicli di selezione.
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La ripetizione del processo provoca un arricchimetei fagi che
legano 'esca rispetto agli altri fagi. Questi fagitranno essere isolati e
I'anticorpo ricombinante presente sul loro capsiatificato.

Abbiamo effettuato 3 cicli di dal 2° e dal 3° cidoselezione sono
state fatte crescere su piastra diverse placchgwlsirdi T7 (isolamento
singoli cloni).

Una ventina di queste sono state picchettate enfegtate in

BLT5615. Il lisato risultante € stato testato iggia ELISA.
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9. Saggio ELISA
La densita ottica ottenuta e stata misurata coretiore ELISA
(SirioS, Radim) a 620 nm e a 450 nm; il valore lBna stato ottenuto

sottraendo la OD letta a 650nm da quella lettaCandb

LISATI 1 2 3 4

FAGICI
/

CICLO2 B 1.239 1.537 1.683 1.519
/ C

CICLO2 D 1.281 1.947 1.763 1.602
/ E

CICLO3 F 0.967 1.194 0.871 1.055
/ G

CICLO3 H 1.407 1.566 0.017 0.086

(CICLO ZERO) | CICLO ZERO

Fig 35: La tabella riporta i valori attenuti dalSI&ELISA contro la proteina ubiquitina
utilizzando come anticorpo primario i lisati fagmitenuti al secondo e terzo ciclo di
selezione e rivelati con anticorpo secondario @timarcato con la perossidasi. TMB
come substrato di reazione. Il Ciclo Zero fungedatrollo negativo. Ogni campione
e riportato in doppio (campione 1: Lane B 1 e 2Zngi@mne 2: Lane B 3 e 4; campione
3 Lane D 1 e 2; campione 4: Lane D 3 e 4; campfarane F, 1 e 2; campione 6:
lane F 3 e 4; campione 7: lane H 1 e 2).
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Come si vede in tabella, dei campioni analizzatli Guesti hanno dato
risultati positivi in ELISA 4 dal 2° ciclo (1-2B,-3B, 1-2D, 3-4D) e 3 dal
3¢ ciclo (1-2F, 3-4F, 1-2H).

Confermando l'efficienza della nostra libreria s&¥d
sullisolamento di frammenti anticorpali specificontro la proteina
ubiquitina.

Un successivo sequenziamento dei cloni individnatconfermato che si

trattava di 5 cloni differenti (campione 1, 2, 3e46).
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DISCUSSIONE

Gli anticorpi rappresentano oggi i reagenti magygiemte utilizzati
nella ricerca e nella sperimentazione clinica irali@ di interattori
polivalenti. Il citoplasma cellulare essendo camizato da condizioni
riducenti e dallassenza di proteine che assistinaipiegamento
molecolare, costituisce un ambiente sfavorevole tpe le molecole
naturalmente destinate alla secrezione come gicapt. Questo limite
riguarda anche gli anticorpi ricombinanti in formascFv che, nel
compartimento citoplasmatico, non riescono a aastiti due ponti
disolfuro intracatena, uno per ogni dominio, e ltemub pertanto non
funzionali e soggetti a degradazione.

Diverse strategie sono state sviluppate per ovvaatealcuni di
guesti inconvenienti. Una di queste, la "IntradailuAntibody Capture
Technology" (IACT), si basa sul sistema del dogpiado (Shiono H. et
al. 2003) per l'isolamento di scFv di interesse.

In questa tecnica, linterazione intra-cellulara tlue proteine
ibride, un antigene fuso ad un dominio di legamBIdA (LexA o Gal4)
ed un anticorpo (scFv) fuso ad un dominio di ativae trascrizionale

(B42), ricostituisce un complesso trascrizionale grado di attivare
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I'espressione di specifici geni marcatori. La IA€Btata utilizzata per il
clonaggio di anticorpi intra-cellulari funzionals@hnlein P. et al. 2000;
Theien BE. et al. 2003).

Altri metodi sono stati oggi sviluppati per perneeét un “fold”
adeguato, come ad esempio I'eliminazione dei legdisolfuro tramite
modificazione dei CDR all'interno di scFv intraagdri (Desiderio A. et
al., 2001).

E’ evidente che la messa a punto di tecnologiel’pglizzo degli
intrabody contro proteine target per applicaziomngmiche €& una
guestione di notevole importanza.

Gli intracorpi possono interagire all'interno dedlellule in diverse
modalita (Cattaneo A., Biocca S. 1999). Ad esempissono bloccare
I'interazione tra due proteine o tra una proteirg@i @cidi nucleici (Bai J.
et al., 2003).

Inoltre €& possibile progettare intracorpi in grado spostarsi
all'interno della regione subcellulare, sintetizdarparticelle anticorpali
che leghino segnali di localizzazione cellularecui esempi:

- il segnale di localizzazione nucleare (NLS) permedlla

particella anticorpale di spostarsi all'interno detleo;

- segnale per trattenere la proteina nel RE e ddla slequenza

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu);
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- il segnale per la destinazione ai perossisomi presggntato da
una sequenza c-terminale SKL (Ser-Lys-Leu) (Catade,
Biocca S. 1999).

Gli intracorpi inoltre possono inibire direttameraefunzione di un
enzima (Levy-Mintz P. et al.,, 1996; Goncalves J. at 2002) o
promuovere la morte cellulare inducendo l'attivaeodella via della
caspasi-3 (Tse E., Rabbitts TH. 2000).

Diversi studi descrivono le applicazioni oggi adtdt in campo
medico che sfruttano anticorpi. Tra i potenzialpegeci nel trattamento
dell’HIV troviamo sicuramente gli inibitori dell’a®rbimento del virus,
attraverso l'attacco da parte delle molecole anp@ib ad una delle due
sub-unita della proteina facente parte dell'invetugirale che media il
processo di fusione tra la membrana cellulare dlayuaale (le due sub
unita sono gpl20 e gp 41). L’attacco alla subugpia20 ha evidenziato
un blocco della propagazione della particella eif@larasco WA. 1998).
Simili approcci sono stati utilizzati per impedil@ replicazione virale
attraverso l'attacco di un fattore virale d’infea@Vif, il quale impedisce
la retrotrascrizione del genoma virale (Goncalvest al 2002).

Studi recenti sono stati mirati all’utilizzo di scB singolo dominio
VH per applicazioni terapeutiche. Questi studi somrati a migliorare la

stabilita e la solubilita degli scFv a livello iatrellulare.
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Sono stati sintetizzati anticorpi non convenziorfalimati da un
insieme di combinazioni provenienti dalle sub-urgtarispondenti alle
catene leggere degli anticorpi di diverse speciénaln (cammello
dromedario e lama). Questi sono formati da un $onglominio molto
piccolo VHH (11-15 kDa) e gli amminoacidi idrofobioaormalmente
coinvolti nel link tra la catena pesante e que#lggera sostituiti da un
amminoacido idrofilico, aumentandone la solubili&®ono prodotti in
modo molto rapido, ed esperimenti in vitro confenmda bassissima
tendenza a formare aggregati.

Recenti approcci hanno ampliato la generazioneddenini VH
(Wirtz P., Steipe B. 1999) diretti proprio contra proteina virale
d’infezione Vif. Questi studi hanno dimostrato ¢béi i domini VH anti-
Vif sono in grado di preservare la loro attivitaspecificita anche in
assenza del dominio VL. La loro solubilita e statgliorata anche in
guesto caso mutando sequenza amminoacidica dedafgie idrofobica
generalmente coperta dal dominio VL, aumentandheidralizzazione del
processo infettivo.

Tali ricerche ci confermano come [lutilizzo di damiVH
mantengano alti i livelli di espressione intrackliu rendendo queste
molecole potenzialmente utili come intracorpi, nagdndone cosi la
stabilita, solubilita e I'emivita in ambiente cifapmatico (Aires da silvia

F. et al 2004).
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Nella terapia del cancro gli intracorpi sono statilizzati per
modulare I'espressione di diverse proteine: comesdara-espressione
della erbB-2, riscontrata sia nel tumore al sene ale ovaie (Alvarez
RD. 2000; Graus-Porta D. 1995); del recettaréell’interluchina-2 in
alcune leucemie (Richardson JH. et al., 1995; Rdsen JH. et al.,
1998); della ciclina E (regolatore del ciclo ceditd che influenza il
comportamento delle cellule tumorali della mamm)aliai tumori al seno
(Strube RW., Chen SY. 2002); e del recettore débra di crescita
epidermico (EGFR) coinvolto nel cancro dell’epibe{Hyland S. 2003).

La terapia mediante l'utilizzo degli intracorpir&olta anche a
patologie neurodegenerative come Alzheimer's e iRsok, oltre a
patologie causate da mutazioni proteiche o agefdttanti. Per esempio,
scFv sono stati prodotti contro I'huntingtina, leakg € una proteina che se
mutata causa la Corea di Huntington (HD) (Lecerf 28I01) e contro la
proteina Tau coinvolta nella malattia dell’Alzeirige(Visintin M. et al.,
2002).

Gli “intrabodies” possono inoltre essere impiegaper
I'identificazione e la localizzazione di proteine vivo oltre che per
interferire con specifiche funzioni proteiche ctate a condizioni fisio-
patologiche di interesse. Dall’analisi dell'intei@ze anticorpo-antigene e
inoltre possibile ottenere informazioni biochimictieette sulla proteina

riconosciuta e sui suoi partner di legame.
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La tabella sotto riporta le applicazioni di maggitievo degli intrabody.

TARGET ANTIGEN

scFv APRICATION

AIDS
gp120 (HIV-1 envelope protein)

Tat (HiV-1 transcription activator)
CCR5 (chemokine receptor required for virus entry)

HIV-1 reverse transcriptase
HIV-1 integrase

Rev (regulator of viral genes)
Vif {viral infectivity factor)

hCyclin T1 (subunit of the transcription elongation factor
complex)

Human tumours
RAS (frequently mutated signal transduction protein)

erbB-2 (epidermal-growth-factor receptor)
IL-2Ra {a subunit of interleukin-2 receptor)

p53 {tumour suppressor protein)
Cyclin E (cell cycle protein)

EGFR (epidermal-growth-factor receptor)

Gther diseases
Huntingtin (protein responsible of Huntington's disease)

MHC heavy chain (major histocompatibiiity complex class 1)

Inhibition of viral envelope formation by retaining the gp120
precursor in the endoplasmic reticulum (ER)

Inhibition of viral replication by sequestering Tat in the
cytoplasm

Protection of T cells against HiV-1 infection by preventing
CCR5 surface expression

Inhibition of viral double-stranded DNA synthesis
Prevention of viral DNA chromosomai integration by
neutralizing integrase

Inhibition of HIV-1 replication by blocking Rev function
Prevention of HIV-1 infectivity and reverse transcription by
functional deletion of Vif

inhibition of HIV-1 replication by disrupting the molecular
interaction between Tat and hCyclin T1

Inhibition of cell proliferation and induction of apoptosis in
vitro

Suppression of erbB-2 expression on the cell surface
Downregulation of IL-2Ra in T- and B-cell leukaemias by
abrogating cell surface expression

Restoration of the mutant p53 transcriptional activity, to
trigger apoptosis and stop tumour progression

Inhibition of the growth of breast cancer celi lines by blocking
cyclin E function

Inactivation of the transforming potential of EGFR by
preventing its transit to the cell surface

Inhibition of aberrant protein aggregation in a cellular model
for Huntington’s disease, by targeting huntingtin to the
nucleus

Phenotypic knockout to avoid rejection of keratinocyte
allografts by retaining MHC class | in the ER

Fig 36: Applicazioni terapeutiche degli intrabody

Per molti scopi applicativi € quindi di fondamemstamportanza
ottenere anticorpi stabili e solubili in ambient®plasmatico. Oggi sono
state applicate strategie di evoluzione basatea suolltagenesi casuale di
un frammento scFv con buona affinita per I'antigéeesaglio, ma con

bassa stabilita molecolare.
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Il repertorio risultante € quindi sottoposto a giEee in condizioni
opportune per riuscire ad ottenere frammenti comeaata stabilita
rispetto al frammento di origine. Le tecniche deg®ne adottate a questo

scopo si basano salopanning & fago,ribosome displayo yeast display

Nel nostro lavoro si € amplificata una libreria @8FH e clonata
nel vettore fagico T7Select10-3 del fago T7. Sieécato di creare una
valida alternativa di screening rispetto all’'utd@ di fagi filamentosi e
allo stesso tempo di effettuare la selezione ind@oni stringenti che
promuovessero la selezione di anticorpi particodarta stabili.

E’ stato amplificato il solo dominio VH (scFv-VHhiquanto &

stata dimostrata la sua efficienza e validita cpotenziale intracorpo.

Nel ciclo replicativo del fago filamentoso le prioke esogene
espresse sul capside del fago vengono formatefabdidella membrana
plasmatica del batterio ospite, che dovranno potcessivamente
attraversare durante la sua formazione. Questo &hes non ci sia un
contatto diretto con I'ambiente intracellulare, ltn® questa caratteristica
fa in modo che ogni peptide o proteina per la st@pneta previene
I'attraversamento del doppio strato lipidico bloeda la formazione della

particella fagica.
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Per questo si e pensato di sviluppare un sistemaeldizione
sfruttando il ciclo litico del fago T7.

In questo caso una volta che il fago aderiscepaltate del batterio
inietta all'interno il suo DNA utilizzando la suaoda flessibile e
permettere poi una cascata di eventi che porta fallmazione delle
particelle fagiche all'interno della cellula ospite quindi le proteine
espresse sul capside sono a contatto con I'ambiemd@lasmatico,
permettendo una prima selezione delle proteine mtigieinstabili e
soggetti a degradazione. Questo processo prosegaerpla lisi cellulare
e la liberazione della progenie fagica.

Gli anticorpi della nostra libreria vengono quindormati
all'interno della cellula in condizioni riducentE’ probabile che la
percentuale di questi dotata di bassa stabilitadgeta propria
conformazione nativa (processo di unfold) e chendjusia naturalmente
esclusa dalla libreria anticorpale. Questo aspptita essere meglio
approfondito e messo in evidenza negli studi sigizies

Nel nostro lavoro abbiamo potuto comunque dimostrelne la
selezione anticorpale sul fago T7 e efficiente estado messo a punto un
protocollo di selezione in grado di portare glissierisultati della
metodologia tradizionale su M13, ma in meta tempo.

Le strategie di selezione utilizzate per l'isolateedei scFv-VH

hanno infatti permesso di identificarel@ni positivi all’ubiquitina.
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Questo risultato rappresenta un risultato uguaaan migliore, a
guello ottenibile in uno screening standard su Mit¥e, da diverse prove

effettuate, normalmente si ottengono 4-5 cloni {pasi
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CONCLUSIONI E CONSIDERAZIONI

Gli studi qui riportati e discussi dimostrano che dna libreria
fagica anticorpale come quella utilizzata in questiadio sia possibile
isolare attraverso procedureniitro anticorpi monoclonali in tempi molto
rapidi. E’ stato possibile testare la loro valid@g@ntro un solo antigene,
tuttavia dai dati ottenuti sarebbe interessantiutes la loro efficienza su
differenti tipologie di antigeni e approfondire $tudio sul loro grado di
stabilita.

Da evidenziare infine i grandi passi avanti fatéll'thgegneria
genetica in merito alla quale negli ultimi annigermesso di poter isolare
e manipolare con estrema semplicita il gene peisdfiv, permettendo
quindi la costruzione di una grande varieta di gira di fusione le quali,
in virtu della loro specificita anticorpale, possoweicolare su cellule,
tessuti bersaglio, enzimi, citochine e tossindptquesto ha permesso di
aprire canali importanti su diversi fronti sia diagtici che applicativi,

nonche un nuovo modo di produrre anticorpi.
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