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CAPITOLO PRIMO 
 

 

RISPOSTA IMMUNITARIA E GENERAZIONE 

DEGLI ANTICORPI RICOMBINANTI 

 

 

SOMMARIO: 1.1. Introduzione. – 1.2. Risposta immunitaria. – 

1.3.Immunoglobuline. –1.4.Cenni storici, generazione dei frammenti” scFv”single 

chain fragment variable . – 1.5.Librerie anticorpali. – 1.6.Anticorpi ricombinanti 

 

 

1.1 Introduzione 
 
E’ un assioma della genetica che la costituzione genetica creata 

nello zigote dalla combinazione di spermatozoo e uovo venga ereditata da 

tutte le cellule dell’organismo. Per spiegare i diversi fenotipici particolari 

cellule somatiche pensiamo a un controllo differenziale dell’espressione 

genetica e non a modificazioni del contenuto di DNA.  

Eppure esistono situazioni eccezionali in cui la riorganizzazione di 

certe sequenze del DNA è usata per regolare l’espressione dei geni o per 

crearne nuovi. Il sistema immunitario rappresenta un caso sorprendente ed 

esteso di cambiamento del contenuto genomico, in cui la ricombinazione 

crea geni attivi nei linfociti (Lewin B; 1997).  

Per iniziare illustreremo brevemente le caratteristiche generali della 

risposta immunitaria, la struttura e funzione delle immunoglobuline, la 
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generazione dei frammenti “scFv” e i sistemi d’espressione, le librerie 

anticorpali fino alle generazione degli anticorpi ricombinanti. 

 

 

1.2 Risposta immunitaria 
 
La risposta immunitaria dei vertebrati fornisce un sistema 

protettivo che distingue le proteine estranee dalle proteine dello stesso 

organismo. Il materiale estraneo (o parte di esso) viene riconosciuto come 

antigene, innescando la produzione di una risposta immunitaria che 

riconosce specificatamente l’antigene e lo distrugge. Le reazioni 

immunitarie dipendono dai globuli bianchi -linfocito B e T e i macrofagi. 

Nei mammiferi, le cellule B maturano nel midollo osseo (bone marrow), 

mentre le cellule T maturano nel timo mentre i linfociti prendono il nome 

dai tessuti che li producono e ciascuna classe di essi usa il riarrangiamento 

del DNA come meccanismo per produrre le proteine che le permettono di 

partecipare alla risposta immunitaria. 

Il sistema immunitario ha molti modi di distruggere un invasore 

antigenico e questo può dipendere in parte dalla natura dell’antigene. Per 

comodità possiamo suddividerli in due gruppi principali.  

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

dalla secrezione di anticorpi, che sono immunoglobuline proteiche. La 
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produzione di una immunoglobulina specifica per una molecola estranea è 

l’evento primario responsabile del riconoscimento di un antigene. Il 

riconoscimento richiede che l’anticorpo si leghi a una piccola regione o 

struttura dell’antigene così da formare complessi antigene-anticorpo che 

vengono poi rimossi dal flusso circolatorio da macrofagi o sono 

direttamente attaccati da proteine del complemento. 

La seconda, risposta cellulo-mediata dipende da una classe di 

linfociti T chiamati cellule T citotossiche (killer). Questa risposta è 

tipicamente scatenata da un parassita intracellulare, come un virus. Come 

risultato dell’infezione virale, antigeni estranei (virali) sono presentati 

sulla superficie cellulare, attraverso una proteina cellulare che è membro 

dell’MHC (complesso maggiore di istocompatibilità). La proteina MHC 

ha una fessura sulla sua superficie, nella quale si lega un frammento 

peptidico derivato dall’antigene estraneo. La combinazione del frammento 

peptidico e della proteina MHC viene riconosciuta dal recettore delle 

cellule T. Ogni individuo possiede un insieme caratteristico di proteine 

MHC, sono di particolare importanza nelle reazioni dei trapianti; un 

trapianto di tessuto da un individuo ad un altro viene rigettato per la 

differenza tra le proteine MHC del donatore e quelle del ricevente. Il 

riconoscimento del bersaglio è la specifica prerogativa delle 

immunoglobuline delle cellule B e dei recettori delle cellule T. 
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 Un aspetto importante della loro funzione è la capacità di 

distinguere fra “self” (l’organismo di cui fanno parte) e “nonself” 

(antigeni estranei). I bersagli estranei devono essere completamente 

distrutti a differenza delle cellule e proteine del proprio organismo che 

non devono mai essere attaccate, la proprietà di non attaccare il “self” si 

chiama tolleranza, la perdita di questa capacità porta ad una malattia 

autoimmune, in cui il sistema immunitario attacca il corpo stesso, di cui 

fa parte, spesso con conseguenze disastrose. La tolleranza probabilmente 

s’instaura in una fase precoce dello sviluppo dei linfociti, quando le 

cellule B e T che riconoscono antigeni “self” vengono distrutte, questo 

fenomeno si chiama delezione clonale (Lewin B; 1997) o sono 

persistentemente soppressi soppressione clonale o persistentemente 

inattivi energia clonale. Sia la capacità di rispondere a nonself che la 

tolleranza al self non sono codificate nei geni della linea germinale, ma 

vengono acquisite nel corso dello sviluppo somatico (Von Boehmer H. et 

al., 2003). Un corollario  della tolleranza è che può essere difficile 

ottenere anticorpi contro proteine che sono strettamente correlate a quelle 

dell’organismo stesso. In pratica, ciò vuol dire che può essere difficile 

usare (per esempio) topi o conigli per ottenere anticorpi contro proteine 

umane altamente conservate nell’evoluzione dei mammiferi. Infatti, la 

tolleranza del topo o del coniglio verso le proteine potrebbero estendersi 

alle proteine umane (Lewin B; 1997). 
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 Le malattie autoimmuni possono essere classificate in malattie 

organo-specifiche, in cui gli anticorpi e la risposta di cellule T sono dirette 

verso cellule di un singolo organo bersaglio, come nella tiroidite di 

Hashimoto, o le cellule  delle isole di Langherans nel diabete mellito 

insulino-dipendente (IDDM) e malattie non-organo specifiche, 

esemplificate dal lupus eritematoso sistemico (LES) in cui le lesioni 

autoimmuni sono diffuse a numerosi organi. Le malattie autoimmuni 

sistemiche sono caratterizzate da autoanticorpi specifici per molecole 

nucleari e citoplasmatiche coinvolte nella replicazione e trascrizione del 

DNA e nella traduzione di mRNA. Alcune manifestazioni delle malattie 

autoimmuni sistemiche sono dovute all’effetto diretto di questi 

autoanticorpi, mentre altre sono dovute alla deposizione, specie nei 

glomeruli renali, di complessi antigene-anticorpo (Kewalramani R., Singh 

AK. 2002). Le malattie autoimmuni possono anche essere suddivise in 

base al meccanismo patogenetico effettore. Fra le malattie organo-

specifiche, IDDM (Adorini L. et al., 2002) e sclerosi multipla sono dovute 

soprattutto all’attività di cellule T CD4+, mentre l’ipertiroidismo (malattia 

di Graves) e la miastenia grave sono soprattutto mediate da autoanticorpi 

anti-recettore, rispettivamente anti-recettore per l’ormone tireostimolante 

e per il recettore acetilcolinico delle giunzioni neuro-muscolari. Una 

simile distinzione è anche possibile nelle malattie autoimmuni sistemiche. 
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Ad esempio, la maggior parte delle manifestazioni dell’artrite reumatoide 

sono dovute a meccanismi effettori mediati da cellule T, mentre la 

patologia del LES o della pan arterite nodosa è dovuta a deposizione di 

complessi antigene-anticorpo (Martino G. et al ., 2002). 

 

Rivolgiamo ora lo sguardo alla struttura e funzione anticorpale. 

 Gli anticorpi sono delle glicoproteine sieriche prodotti da cellule 

della serie linfoide; appartenenti alla classe delle γ-globuline e, come 

abbiamo detto in precedenza, sono implicati nella Risposta Immunitaria 

umorale. La struttura della molecola anticorpale fu identificata da G. 

Edelman e R.Porter ai quali, per questa scoperta fu conferito il Premio 

Nobel nel 1972.  

Una molecola di anticorpo è costituita da un nucleo strutturale 

simmetrico composto da due catene “leggere” (L) non glicosilate 

identiche (ciascuna contenente circa 220 amminoacidi) e due catene 

“pesanti” (H)  glicosilate, identiche anch’esse (ciascuna contenente in 

genere circa 440 amminoacidi).  

Tutte queste catene sono tenute insieme sia da legami a idrogeno, 

che da ponti disolfuro (S-S) esattamente localizzati. In questo modo si può 

assicurare la stabilità della struttura anticorpale. Sia le catene leggere che 

quelle pesanti contengono una serie di unità omologhe di circa 110 

aminoacidi che si ripiegano l’una indipendentemente dall’altra formando 
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una struttura globulare detta dominio immunoglobulinico. Un dominio è 

costituito da due strati di foglietti β planari.  

La simmetria della struttura immunoglobulinica anticorpale 

assicura la sua stabilità ed efficienza nella risposta immunitaria umorale.  

Tutte le molecole di un anticorpo presentano caratteristiche 

strutturali identiche, ma mostrano un’ estrema variabilità nelle regioni che 

legano l’antigene. Sia le catene pesanti che quelle leggere, infatti, sono 

suddivise in una parte “variabile” (V)  ed in una “costante” (C). 

Rispettivamente la regione variabile è presente nell’estremità N-terminale 

e quella costante è localizzata nella zona C-terminale.  

Solamente i domini delle regioni variabili partecipano al 

riconoscimento del sito di legame con l’antigene, è proprio questa 

variabilità che spiega la capacità delle diverse strutture anticorpali di 

legarsi ad un numero enorme di antigeni strutturalmente differenti (Fig1). 



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare 

8 
 

 
       Fig 1: Struttura dell’immunoglobulina 

 

 

Ogni individuo possiede da 10
7 

a 10
9 

specie anticorpali ognuna 

delle quali è in grado di interagire con una sequenza amminoacidica unica 

presente nell’antigene, che generalmente è composta da cinque a sette 

residui amminoacidici. Le regioni N-terminali delle catene L e H formano 

in ciascun anticorpo il sito di riconoscimento dell’antigene.  

Il legame dell’antigene da parte dell’anticorpo avviene all’estremità 

N delle due catene H e delle due catene L dove sono presenti tre “regioni 

determinanti la complementarietà” (CDR) collocate nelle regioni variabili 

V
H 

e V
L
.  

Ciascuna di queste regioni consiste in una sequenza di 10 

aminoacidi. Queste sono assemblate l’una con l’altra in una struttura 



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare 

9 
 

tridimensionale a formare la regione di legame per il determinante 

antigenico. Le CDR (CDR1,CDR2,CDR3) rappresentano la parte della 

molecola anticorpale che presenta la massima variabilità.   

L’efficienza dell’attacco dell’antigene e della formazione dei 

legami è molto aumentata da una regione cerniera flessibile presente nella 

maggior parte degli anticorpi, che rende variabile la distanza fra i due siti 

di legame per l’antigene, inoltre l’effetto protettivo degli anticorpi non è 

dovuto semplicemente alla loro capacità di legare l’antigene, ma una 

varietà di attività che viene svolta dalla coda della molecola a forma di Y. 

Infatti ciascun tipo di regione di coda conferisce all’anticorpo proprietà 

funzionali diverse, come la capacità di attivare il sistema del 

complemento, di legarsi a cellule fogocitiche o di attraversare la placenta 

da madre a feto. 

 

 

1.3 Immunoglobuline 
 
Nei mammiferi ci sono cinque classi di immunoglobuline IgA, IgD, 

IgE, IgG e IgM, (Kuby J.1997) con la propria classe di catena pesante 

(rispettivamente α,δ,ε,γ e µ). 

 Ci sono numerose sottoclassi di immunoglobuline IgG e IgA; per 

esempio ci sono sottoclassi umane di IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) che 

hanno rispettivamente catene γ 1,γ2,γ3, γ4. Le varie catene pesanti danno una 
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conformazione distintiva alle regioni cerniera e di coda degli anticorpi, 

così che ciascuna classe (e sottoclasse) ha proprietà caratteristiche.  

La IgM è sempre la prima classe di anticorpi prodotta da una 

cellula B in sviluppo e sono anche la classe principale secreta nel sangue 

nelle prime fasi di una risposta anticorpale primaria, in seguito alla prima 

esposizione ad un antigene. (A differenza delle IgM, le IgD sono secrete 

soltanto in piccole quantità e sembrano funzionare principalmente da 

recettori di superficie per l’antigene). Nella sua forma secreta sono 

pentameri, composte da cinque unità a quattro catene, dando un totale di 

dieci siti di legame per l’antigene (Fig 2). 

 

 

 
 Fig 2: Molecola pentamerica di IgM 
 

 

La classe principale di immunoglobuline nel sangue è la IgG, è un 

monomero a quattro catene prodotto in grandi quantità durante le risposte 
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immunitarie secondarie. Oltre ad attivare il complemento, la regione di 

coda di una molecola IgG si lega a recettori specifici su macrofagi e 

neutrofili. In gran parte per mezzo di questi recettori per l’Fc  (così 

chiamati perché le code degli anticorpi sono chiamate regioni Fc), queste 

cellule fagocitiche si attaccano ai microorganismi infestanti rivestiti di 

anticorpi IgG prodotti in risposta all’infezione, li ingeriscono e li 

distruggono. Queste molecole sono i soli anticorpi che possono passare 

dalla madre al feto attraverso la placenta.  

Le IgA sono la classe principale di anticorpi nelle secrezioni: 

saliva, lacrime, latte, secrezioni respiratorie e intestinali. Mentre nel 

sangue le IgA sono un monomero a quattro catene nelle secrezioni sono 

dimeri a otto catene.  

La regione di coda delle IgE, che sono monomeri a quattro catene, 

si lega con affinità molto alta ad un’ulteriore classe di recettori per l’Fc. 

Questi recettori sono posti sulla superficie delle mastcellule nei tessuti 

(sulle superficie mucose e sierose, nei tessuti linfoidi e connettivali e sono 

associati al tessuto nervoso, ai vasi sanguigni e al tessuto neoplastico) e 

nei basofili del sangue. Le molecole IgE attaccate ad essi funzionano da 

recettori per l’antigene, il quale legame scatena la produzione (da parte di 

mastcellule o i basofili) di citochine e ammine biologicamente attive, 

specialmente istamina. Queste molecole fanno dilatare e diventare 

permeabili i vasi sanguigni, il che a sua volta aiuta i globuli bianchi, gli 
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anticorpi e i componenti del complemento a penetrare nei siti d’infezione. 

Le stesse molecole sono anche in gran parte responsabili dei sintomi delle 

reazioni allergiche come asma e orticaria (Albert B. et al., 2002) (Fig3).  

 

 

Proprietà delle classi principali di anticorpi negli esseri umani 

Proprietà IgM IgD IgG IgA IgE 

catene pesanti 
 

µ 
 

δ 
 

γ 
 

α 
 

ε 
 

catene leggere 
 

k o λ 
 

k o λ 
 

k o λ 
 

k o λ 
 

k o λ 
 

Numero si unità 
A quattro catene 

 

 
5 
 

 
1 
 

 
1 
 

 
1 o 2 

 

 
1 
 

Percentuale delle Ig totali 
Nel sangue 

 

10 
 
 

<1 
 
 

75 
 
 

15 
 
 

<1 
 
 

Attivazione del complemento 
 

++++ 
 

_ 
 

++ 
 

_ 
 

_ 
 

Attraversamento 
della placenta 

 

 
_ 
 

 
_ 
 

 
+ 
 

 
_ 
 

 
_ 
 

Legame a macrofagi 
e neutrofili 

_ _ 
 

+ _ _ 
 

Legame a mastcellule  
e basofili 

_ _ _ _ + 
 
 

   

Fig 3: Proprietà delle classi principali di anticorpi negli esseri umani 
 

 

Il legame antigene-anticorpo ad alta affinità in genere viene 

descritto come un processo “chiave serratura”, questo legame è 
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termodinamicamente favorito, ed è accompagnato da una diminuzione di 

energia libera (Braden BC. Et al., 1998). In generale, il riconoscimento 

dell’antigene è entalpicamente favorito da forze non covalenti 

relativamente deboli, come legami idrogeno, forze di van der Waals, e 

interazioni ioniche, mentre c’è un dispendio entropico nella formazione 

del complesso anticorpo-antigene, il quale è in parte compensato dal 

processo di solvatazione. Le molecole di acqua giocano un ruolo 

importante nella stabilizzazione delle interazioni sia da un puto di vista 

fisico di riempimento delle cavità non geometricamente complementari 

sia nella stabilizzazione di legami idrogeno (Bath TN. Et al., 1994).  

La risposta anticorpale convenzionale è detta policlonale per il 

fatto che le plasmacellule producono diversi tipi di anticorpi in risposta ai 

differenti determinanti antigenici che caratterizzano un singolo antigene. 

Gli anticorpi secreti in vivo in risposta alla immunizzazione con uno o più 

antigeni sono policlonali, per il fatto che vengono stimolate diverse cellule 

B che riconoscono regioni o epitopi differenti sull’antigene immunogeno, 

si ha, pertanto una risposta anticorpale eterogenea. Le applicazioni in vivo 

degli anticorpi policlonali sono state utilizzate per decine di anni per 

indurre un’ immunizzazione passiva contro malattie infettive e altri agenti 

dannosi, in particolare tossine.  
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Ciascun linfocita B di mammifero ha il potere di produrre un 

singolo clone cellulare che, a sua volta, secerne un unico tipo di anticorpi 

che sono detti per l’appunto monoclonali.  

Una risposta anticorpale monoclonale, al contrario di quella 

policlonale può essere indotta solo artificialmente in un organismo; 

generalmente viene effettuata con scopi sperimentali, in quanto non potrà 

mai accadere in vivo che la presenza di un antigene stimoli un singolo 

clone a produrre uno specifico anticorpo monoclonale diretto verso uno 

dei tanti determinanti antigenici caratterizzanti la molecola antigenica. 

Queste applicazioni sperimentali nell’utilizzo di anticorpi monoclonali 

furono possibili grazie alla scoperta di due ricercatori Kohler e Milsten, 

vedremo nel dettaglio in seguito. 

 

  

1.4 Cenni storici, generazione dei frammenti “scFv”single 

chain fragment variable 

 
I progressi delle biotecnologie, l’utilizzo di topi transgenici e 

knockout, la crescita sulle conoscenze impiegate per il DNA ricombinante, 

hanno posto le basi per la produzione di una grande quantità di molecole 

anticorpali identiche tra loro e specifiche per un determinante antigenico.  
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Furono i ricercatori Köhler e Milstein nel 1975 a scoprire questa 

rivoluzionaria tecnica per cui vinsero il premio Nobel.  

I ricercatori furono in grado di dimostare che la fusione di cellule 

linfocitarie di topo immunizzato capaci di produrre anticorpi, con cellule 

di mieloma murino (plasmacellula neoplastica), permetteva di formare 

una nuova linea cellulare definita come ibridoma . Questo ibridoma 

presentava le seguenti caratteristiche: era in grado di crescere con la stessa 

efficienza della linea mielomatosa e, di produrre nello stesso tempo, 

l’anticorpo monoclonale specifico originariamente espresso dal linfocita 

B; produrre enormi quantità di anticorpo specifico e puro (non inquinato 

da altri anticorpi); e essere conservato e riutilizzato tutte le volte che era 

necessario produrre un determinato anticorpo. Un anticorpo con 

caratteristiche simili è detto monoclonale. 

Negli anni successivi, numerosi altri ricercatori hanno effettuato 

innovazioni per migliorare gli aspetti metodologici che hanno permesso 

un più preciso e veloce utilizzo di anticorpi e di immuno-reagenti tra 

questi l’uso di topi trasgenici (topi cioè modificati in cui sono stati inseriti 

i geni umani che producono le proteine anticorpali) che, esprimendo i geni 

per le immunoglobuline umane in luogo di quelle di specie, consentono di 

ottenere anticorpi monoclonali umani, anche da ibridomi murini 

(Bruggemann M; Taussig MJ. 1997). Questi anticorpi, detti anche 

anticorpi monoclonali o chimerici, uomo-topo, sono formati dalla regione 
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variabile d’origine murina e dalla parte costante di origine umana. La 

specificità antigenica, determinata dalla regione variabile, deriva dal topo, 

mentre il loro isotipo (classe di immunoglobulina), determinato dalla 

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

Oggi sono molto utilizzati in approcci sperimentali come agenti 

immunosoppressivi. 
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    Anticorpo murino                                        Anticorpo umano 

  

    
      Anticorpo chimerico                    Anticorpo umanizzato 

 
Fig 4: Tipologie di anticorpi 
 

 

Parallelamente sono stati sperimentati nuovi metodi per 

l’immortalizzazione in vitro di linfociti che includono: l’uso di virus 

trasformanti (Steinitz M. et al., 1978), la produzione di eteromielomi 

(uomo per topo) (Siracusano A. et al., 1992), ed infine l’isolamento di 

cellule ibride mediante sorting di determinanti coespressi a seguito della 

fusione cellulare sull’eterocarionte (Padmanabhan R. et al., 1993).  

Tuttavia, a dispetto di queste importanti acquisizioni 

metodologiche sembrava quasi impossibile ipotizzare fino a qualche anno 

fa che si sarebbero potute ottenere immunoglobuline specifiche mediante 



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare 

18 
 

il solo ricorso a tecniche di ingegneria genetica, rendendo del tutto inutile 

l’utilizzo di animali e cellule somatiche.  

Ora, attraverso il clonaggio e l’espressione su fagi filamentosi di 

geni VH e VL (McCafferty J. et al., 1990) (Orlandi R.. et al., 1989) è 

possibile ripercorrere in vitro tutte le fasi della amplificazione e selezione 

anticorpale fino all’isolamento di frammenti immunoglobulinici (single 

chain fragment variable, scFv) capaci di legarsi unicamente con 

l’antigene di interesse (Hudson PJ. 1998).  

Mediante questa tecnologia è possibile assemblare delle collezioni 

di fagi modificati, chiamate librerie , ed identificare, mediante cicli di 

selezione, i ligandi che sono in grado d’interagire con la molecola 

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

 

 

1.4 Librerie anticorpali 
 
Rivolgiamo uno sguardo a come è stato possibile arrivare alla 

creazione di librerie anticorpali e il loro impiego.  

I notevoli passi avanti nel campo dell’ingegneria genetica discussi 

nel capitolo precedente, sono stati possibili raggiungere grazie al 

contributo di diversi studiosi di Winter (Winter G. et al., 1991) Rader 

(Rader C; Barbas III CF. 1997) e Hogenboom (Hogenboom HR. 1997), i 
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quali dimostrarono che era possibile esprimere su fagi filamentosi 

frammenti immunoglobulinici derivati dal clonaggio di geni VH e VL di 

linfociti immuni. 

Questo a portato alla creazione di librerie anticorpali immuni,  

(Pini A. et al., 1998) da diverse razze di animali immunizzati come topo 

(Clackson T. et al., 1991), cammello (Arbabi Ghahroudi M. et al., 1997) 

pecora (Charlton K. et al., 2001) e uomo (Barbas C. et al., 1993; Cai X., 

Garen A. 1995).  

Queste librerie sono in grado di produrre grande quantità di 

anticorpi ad alta affinità verso gli antigeni utilizzati per l’immunizzazione, 

tuttavia questo provoca una serie di limitazioni nel loro utilizzo come ad 

esempio, l’impossibilità di produrre anticorpi contro tossine o antigeni 

chimicamente instabili incompatibili con il processo di immunizzazione 

(Griffiths AD., Ducan AR. 1998).  

Un limite nell’utilizzo di questa libreria è rappresentato dalla 

necessità di costruirne una specifica per ogni tipo di antigene ricercato 

(Vaughan TJ. et al., 1996; Sheets MD. et al ., 1998). 

Ulteriori studi hanno reso possibile l’espressione su fagi 

filamentosi di frammenti immunoglobulinici derivati dal clonaggio di geni 

VH e VL, provenienti, questa volta, da cellule del sistema eritro-

linfopoietico, da donatori non immunizzati, che ha portato alla formazione 

di librerie anticorpali naive (Pini A. et al., 1998).  
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Queste sono una rappresentazione del repertorio del gene-V. 

L’mRNA, dell’IgM e/o IgG di cellule B, è stato isolato da linfociti, 

midollo osseo, tonsille e milza di cadaveri. Attraverso la PCR sono state 

amplificate le regioni variabili utilizzando un set di primer di 

oligonucleotidi degenerati, e infine i vari frammenti sono stati clonati in 

vettori di clonaggio adatti per lo screening, in genere per il phage display 

(Griffiths AD., Ducan AR. 1998).  

Queste librerie vengono usate per isolare anticorpi contro diversi 

tipi di antigeni e sono soprattutto utili per produrre anticorpi contro 

antigeni tossici e non immunogenici. L’affinità di mAbs dipende 

soprattutto dalla grandezza della libreria; che può variare tra 10
9 

e 10
10 

membri (Sheets MD et al., 1998).  

Infine si è arrivati alla costruzione di librerie anticorpali 

sintetiche, caratterizzate da una variabilità anticorpale estremamente 

elevata, questo risultato è stato possibile raggiungerlo grazie alla grande 

flessibilità del sistema fagico, che ha permesso d’introdurre mediante 

mutagenesi su templati di DNA codificanti per VH e VL, una serie di 

cambiamenti nei residui amminoacidici delle regioni ipervariabili, CDR1, 

CDR2 e CDR3 (Pini A. et al., 1998). 

 Oggi molte librerie anticorpali sintetiche umane sono costruite 

introducendo mutazioni sulle regioni CDR3, le quali presentano maggior 
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variabilità e sono principalmente responsabili del legame con l’antigene 

(Hanes J., Oluckthun A. 1997, Hames J. et al., 2000). E’ comunque 

possibile migliorare l’affinità degli anticorpi ottenuti da una prima 

selezione, attraverso la successiva modifica casuale delle CDR1 e/o delle 

CDR2. Questo permette di ottenere nuovi “sotto-repertori molecolari”, da 

cui è possibile selezionare molecole con maggiore affinità di legame che 

meglio si adattano all’epitopo riconosciuto (Garrard LJ., Henner DJ. 

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

 

 

1.5 Anticorpi ricombinanti 
 
Anticorpi ricombinanti possono essere clonati ed espressi come 

anticorpi monovalenti Fab (55kDa) frammenti di regioni variabili Fv, VH 

(Vu KB. et al., 1997) e scFv (30 kDa) (Bird RE. et al.,1988).  

Tutti questi possono essere espressi in diversi sistemi inclusi i 

batteri (Skerra A., Pluckthun A. 1998) insetti (Bei R. et al., 1995), lievito 

(Davis GT. et al., 1991), piante (Conrad U., Fiedler U. 1994) e cellule di 

mammifero (Jost CR. et al., 1994). Il metodo maggiormente utilizzato 

oggi per l’espressione dei framenti scFv è quello in batteri E. coli. 
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Fig 5: Struttura di un anticorpo convenzionale, molecola 
di IgG; differenti forme di anticorpi ricombinanti 

 

 

Gli scFv espressi su fagi sono formati da una sola regione variabile 

formata da una catena pesante (VH) e una leggera (VL) connesse da un 

polipeptide flessibile (linker), sono anticorpi specifici, codificati da un 

singolo gene ed espressi da una singola catena polipetidica e possono 

essere generati da ibridomi o fagi e da una libreria fagica ribosomiale 

(ribosomal display libraries) (Blazer D., Celer F.). 

Caratteristica importante di un “linker” risiede nella capacità di 

permettere alla molecola anticorpale una certa flessibilità necessaria per 

un efficace adattamento all’epitopo riconosciuto. Inoltre deve poter 

congiungere i due domini variabili senza interferire con il ripiegamento 

molecolare degli stessi e deve essere resistente alla degradazione 

proteolitica. Sulla base di queste conoscenze sono stati formati diversi 

“linker”, il più stabile dei quali si è dimostrato essere quello costituito da 
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una sequenza di quattro glicine e una serina ripetuto tre volte (Gly4Ser)3 

(Huston et al., 1988). 

In questo modo le specificità anticorpali risultano unite insieme per 

formare una molecola strutturalmente e funzionalmente 

immunocompetente. In genere nel costrutto viene inserito una sequenza 

bersaglio (Tag) per rendere la reazione anticorpale rilevabile con anticorpi 

secondari (Fig 6).  

 

 

 

Fig 6: Struttura genetico molecolare dell’inserto plasmidico 
contenente VH-VL legate insieme da un peptide linker ed 
espresse come scFv sul batteriofago M13. 

 

 

Questi frammenti immunoglobulinici ottenuti per via ricombinante, 

di predeterminata specificità, riducono i molti problemi di sicurezza 
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associati all’utilizzo clinico di anticorpi monoclonali, prodotti come 

abbiamo detto mediante ibridomi, infatti, la derivazione umana degli scFv 

riduce i rischi di reazioni immuni avverse (Tjandra JJ. et al., 1990).  

Gli scFv inoltre, diversamente dalle naturali immunoglobuline 

secrete dalle cellule plasmatiche, le quali svolgono una funzione a livello 

extracellulare, possono essere prodotti a livello intracellulare in cellule 

eucariotiche (Munro S., Pelham HR. 1987) e sono in grado di penetrare 

nei tessuti in modo più rapido (Huston JS., et al 1996). 

 Inoltre le ridotte dimensioni delle molecole anticorpali, 

rappresentate anche dall’eliminazione della regione Fc la quale ha 

un’effettiva funzione non sempre necessaria (Jun S. et al., 1999), consente 

una rapida clerance ematica e tessutale (tempo necessario affinchè una 

certo volume sia “ripulito” da una certa sostanza) e una scarsa captazione 

epatica o di altri organi (Yokopta T. et al., 1992).  

Di estrema importanza sono i tempi di realizzazione estremamente 

brevi per il loro isolamento (si parla di due o tre settimane); hanno rese di 

produzione elevate con costi ridotti, dovuti all’utilizzo di batteri in luogo, 

di cellule somatiche per l’espressione e la secrezione di anticorpi. 

 Inoltre, come già ribadito prima, presentano una buona affinità di 

legame per l’antigene, la quale può essere considerevolmente aumentata 

attraverso processi di mutagenizzazione a carico del DNA codificante per 

gli scFv (Marks JD. et al., 1991; Viti F. et al 1999). 
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Sono stati sintetizzati anche complessi di scFv in dimeri (60 kDa 

diabody), trimeri (90 kDa triabody) (Atwell J. et  al., 1999) o associazioni 

di quattro scFv in tetrameri (120 kDa tetrabody) utilizzando linker 

peptidici. Presentano una taglia sicuramente più grande e una clerance 

ematica minore, ma la presenza di più siti di legame per l’antigene ne 

aumenta l’affinità (Le Gall F. et al., 1999) (Fig 7). 

Recenti studi concordano sul fatto che anticorpi di 60-120kDa sono 

altamente funzionali come targeting tumorali (Adams GP. et al., 1998; 

Viti F. et al., 1999). Dai traguardi raggiunti fino ad oggi, emerge in 

maniera evidente che siamo di fonte ad un nuovo modo di produrre 

anticorpi (Marks JD. et al., 1991; Viti F. et al 1999). 

 

 

 

Fig 7: Rappresentazione dei domini anticorpali sintetici oggi 
utilizzati. 
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CAPITOLO SECONDO 

 

 

METODI DI SELEZIONE BASATI SUL PRINCIPIO 

DEL DISPLAY 

 

 

 

SOMMARIO: 2.1. Introduzione. – 2.2. Il phage display. –2.3. Ribosomal 

display. –2.4.Bacterial yeast display. – 2.5 Doppio ibrido. 

 

 

2.1 Introduzione 
 
Il concetto del display consente di associare il fenotipo al genotipo. 

Ogni proteina infatti, espressione fenotipica, “porta” con se la propria 

informazione genetica, denominata genotipo. Per questo, l’isolamento di 

una proteina, permette sia di arrivare alla sua informazione genetica che di 

aumentarne la sua disponibilità. 

 Il display viene ottenuto in modi diversi: il metodo maggiormente 

utilizzato, è quello per cui il gene d’interesse è clonato in fusione con 

quello codificante una proteina di superficie di un vettore che può essere: 

un batterio o un virus, o su una cellula eucariotica come quella del lievito. 

L’espressione della proteina chimerica consente di identificare ed isolare 

il vettore e con esso il gene in questione.  
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Ulteriori tecniche sono quelle che permettono l’isolamento di 

complessi di mRNA- proteina, o la tecnica del doppio ibrido. 

Nel doppio ibrido i geni di due proteine sono clonati in due vettori 

diversi in frame che codificano per due frammenti di una stessa proteina. 

L’interazione tra i polipeptidi dei geni d’interesse ricostituisce la proteina 

sia fisicamente, che nella sua attività, conferendo alla cellula ospite la 

capacità di essere individuata attraverso o l’acquisizione di un vantaggio 

selettivo o tramite l’espressione di marcatori.  

In questo capitolo andremo ad analizzare alcuni metodi di selezione 

oggi comunemente utilizzati, basati proprio sul principio del display. 
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2.2 Il Phage display 
 
Il Phage Display o tecnica di esposizione su batteriofago si avvale 

della possibilità di esprimere sul capside di un batteriofago un peptide o 

una proteina (Smith GP. 1985) senza interferire con le capacità infettive o 

la vitalità del batteriofago stesso. 

L’espressione di frammenti polipeptidici sulla superficie della 

particella fagica (fago filamentoso come l’M13 l’fd o f1) è ottenuta 

clonando il suo gene codificante in fusione e in-frame con uno dei geni 

che codificano per una delle proteine del rivestimento del fago.  

Il genoma del fago filamentoso è formato da un singolo filamento 

codificante nove differenti proteine, cinque delle quali responsabili della 

formazione del “coat” fagico.  

Queste sono, la pVIII maggiormente rappresentata (2700 copie per 

fago), mentre la pIII, pVI, pVII, e pIX sono rappresentate in cinque copie. 

E’ stato dimostrato che l’inserzione di una sequenza amminoacidica 

dell’ammino-terminale delle proteine pIII e pVIII non impedisce il 

corretto assemblamento del fago e non ne compromette l’infettività 

(Smith GP. 1985). L’espressione in copie multiple dei peptidi, in genere 

avviene in fusione con la proteina maggioritaria del rivestimento del fago 

pVIII lunga circa 50 amminoacidi, questa condizione aumenta 

implicitamente l’avidità dell’interazione con il ligando nel corso della 
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selezione della libreria, mentre repertori artificiali a copia singola sono 

generalmente espressi sulla proteina minoritaria del rivestimento del fago 

la pIII (Fig 8).  

 

 

 

Fig 8:Frammenti scFv espressi sulla superficie del fagoM13 come prodotti di fusione 
con la proteina capsidica pIII. Visualizione del vettore fagemide. Una volta che un 
anticorpo è stato isolato per la specificità di legame con l’antigene, è possibile risalire 
direttamente al suo genotipo in tempi brevi e senza ulteriori procedure di clonaggio. 

 

 

Il vettore di clonaggio è costruito in modo tale da poter essere 

impaccato nella particella fagica. La propagazione delle particelle fagiche 

avviene tramite infezione in cellule ospiti, generalmente Escherichia Coli, 

all’interno delle quali vengono prodotte tutti gli enzimi necessari per la 



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare 

30 
 

produzione e replicazione del materiale genetico fagico fino alla 

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

 

 

 

Fig 9:Generazione e amplificazione degli anticorpi per phage display. Le particelle 
fagiche contenti anticorpi ricombinanti fusi con la proteina di rivestimanto pIII 
vengono infettati. I fagi attaccano le particelle batteriche E. Coli aderendo al loro pilo, 
inseriscono il loro DNA virale e singola elica all’interno delle cellule ospiti , il quale 
viene riconvertito in doppia elica (dsDNA), per la replicazione e l’espressione della 
proteina virale. ssDNA sintetizzato viene impacchettato in nuove particelle fagiche e 
espulso fuori dalla cellula ospite 

 

 

Il processo di selezione delle particelle fagiche che espongono sul 

caspide le molecole ricombinanti affini all’esca, può essere attuata 

immobilizzando l’antigene su supporti adeguati come: tubi di plastica, 
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membrane, microsfere, questo processo è chiamato coating (Parmley SF., 

Smith GP. 1988) o utilizzando una cromatografia per affinità.  

Nel processo di cromatografia la miscela contente i fagi, viene fatta 

fluire attraverso una colonna in cui è stata legata covalentemente la nostra 

proteina d’interesse (antigene), più le interazioni con il peptide esposto da 

fago sono forti e più questo verrà trattenuto.  

Ogni eluizione inoltre, è seguita da un ciclo d’infezione in batteri, 

in maniera tale da ottenere un’amplificazione naturale dei peptici isolati 

(Marks JD. et al 1992). Nell’ultimo ciclo di eluizione anziché far crescere 

i virus isolati in terreno liquido, li si coltiva su piastra per poter 

selezionare i vari cloni con lo scopo d’individuare i singoli peptidi che 

hanno interagito con la proteina di studio (o antigene). Una volta isolati i 

fagi che interagiscono con la proteina di studio (antigene), si può 

procedere alla loro identificazione. 

  

 

2.3 Il Ribosomal display 
 
Il ribosomal display è un metodo in vitro dal quale è possibile 

direttamente isolare scFv senza l’utilizzo di fagi o organismi batterici. Il 

DNA della libreria codificante degli scFv è trascritto e tradotto in vitro 

formando un complesso mRNA-ribosoma-proteina scFv utilizzata per 
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selezionare un antigene immobilizzato (Hanes J., Oluckthun A. 1997, 

Hanes J. et al., 2000). Nel costrutto l’estremità 3’ dell’mRNA lega una 

molecola di puromicina la quale è un antibiotico che inibisce l’allungarsi 

della proteina attraverso un legame covalente all’interno del sito A del 

ribosoma. Una volta formatosi questo legame, il peptide è pronto per la 

selezione mentre, nell’mRNA display, l’mRNA selezionato dal complesso 

può ulteriormente essere estratto e retrotrascitto, tramite RT-PCR, per 

rigenerare un pool di dsDNA che possono essere utilizzati per altri cicli di 

selezione (Robert RW., Ja WW. 1999). Il legame covalente dell’mRNA e 

del peptide è in grado di resistere a stringenti condizioni di selezione, 

tuttavia il costrutto necessita di un lavoro intensivo con alta probabilità di 

degradazione da parte dell’mRNA (Hames J., Pluckthun A. 1997).  

Questi metodi rappresentano un’ulteriore semplificazione per la 

selezione di piccoli scFv, oggi non molto utilizzati (Hanes J., Oluckthun 

A. 1997, Hanes J. et al., 2000) (Fig 10). 
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Fig 10: passaggi fondamentali nell’utilizzo del (a) ribosome display (b) mRNA 
display. 

 

 

2.4 Bacterial yeast display 
 
Sia nel bacterial display che nell’yeast display il polipeptide 

chimerico è espresso sulla superficie di una cellula batterica o di lievito.  

Diversi peptidi sono stati esposti con successo sulle superficie di 

una cellula batterica (Georgiou G. et al., 1993), tra i quali: determinanti 

antigenici, enzimi, frammenti anticorpali, librerie di peptidi, sia formate 

da pochi amminoacidi (Agterberg M. et al., 1987) che proteine di 50kDa 

(Suzuki T. et al., 1995).  
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Samuelson P. et al nel 2002 hanno portato in rassegna una ampia 

classe di proteine esposte sia su batteri Gram-positivi, che Gram-negativi. 

L’ostacolo maggiore per l’esposizione del peptide sulla superficie dei 

batteri gram-negativi è la presenza di una grande rete di macromolecole 

all’interno del doppio stato fosfolipidico della parete batterica. Il caso piu’ 

noto di bacterial display è quello della proteina Omp A, sulla superficie 

della membrana batterica E.Coli in uno dei loop della proteina che 

protrudono nell’ambiente esterno, consentendo l’inserzione della proteina 

esogena all’estremità C-terminale. 

 E’ stata studiata a lungo l’espressione dei frammenti anticorpali 

scFv su batteri Gram positivi (Staphylococcus carnosus e Staphylococcus 

xylosus) (Gunneriusson E. et al., 1996) i quali rispetto ai batteri Gram-

negativi, presentano dei vantaggi, il primo dei quali riguarda il fatto che 

possono presentare l’esposizione di proteine di più grandi dimensioni. La 

singola membrana dei batteri Gram-positivi inoltre, può permettere un 

miglior folding proteico, rispetto a quello riscontrato nella membrana dei 

Gram-negativi. La maggior rigidità della membrana dei batteri Gram-

positivi permette alle cellule di resistere anche in condizioni stringenti 

durante il processo di selezione. 

Nell’ yeast display anticorpale si riscontrano alcuni vantaggi e 

caratteristiche rivelate nel bacterial display. Tra i quali la rigidità della 
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parete cellulare del lievito permette uno stabile mantenimento 

dell’esposizione proteica (Georgiou G. et al., 1997). 

 Nel caso del lievito Saccaromyces cerevisiae, la fusione avviene 

con il gene codificante per una proteina di membrana l’agglutinina, che 

determina l’adesione cellulare. L’espressione totale delle molecole 

ricombinanti è di circa 3x104 e questo rende possibile la selezione di 

cellule in cui il ligando interagisca marcando la cellula sulla superficie. Il 

recupero avviene utilizzando sistemi automatici come il Cell Sorter 

(FACS) che leggono la fluorescenza e separano le cellule in base a questa. 

Questa tecnica permette di poter esprimere una grande quantità di proteine 

eterologhe con appropriate modificazioni post-traduzionali (Wittrup KD. 

2001; Yeung YA., Wittrup KD. 2002).  

Tuttavia entrambe le tecniche permettono la realizzazione di 

diverse librerie, sono state costruite library naive di anticorpi umani 

(Feldhaus MJ. et al., 2003). 

 

 

2.5 Doppio Ibrido 
 
Il sistema del doppio ibrido sia in microorganismi che in cellule 

eucaristiche di lievito, si basano su prodotti di fusione costituiti da due 
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polipeptidi che interagiscono l’uno con l’altro, come: antigene anticorpo, 

enzima-substrato; e due metà funzionali di un fattore di trascrizione.  

Fattori di trascrizione eucaristici sono organizzati funzionalmente 

in domini distinti: 1) il dominio legante il DNA (DNA-BD); 2) il dominio 

di transattivazione (AD). Se separati il DNA-BD e l'AD non interagiscono 

e non possono attivare la trascrizione. Un’ interazione tra una proteina 

"esca" fusa al DNA-BD e una proteina codificata da una libreria di cDNA 

fusa al AD ripristina l'attività trascrizionale. L'attivazione di appropriati 

gene reporter (che permettono la crescita su terreno selettivo e 

l'espressione del gene per la beta-galattosidasi), rendono l'interazione 

rilevabile (Fig11). Quando un clone positivo viene identificato, il sistema 

del doppio ibrido permette accesso immediato al gene candidato 

responsabile dell'interazione.  

L'uso di mutanti di delezione e mutagenesi sito diretta, combinati 

con il sistema del doppio ibrido, permettono di definire i domini 

responsabili della interazione. 
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Fig 11: Il “doppio ibrido”si basa sui fattori di trascrizione. Un 
esempio è il fattore GAL4 di lievito che può essere diviso in 
due parti: uno si lega al DNA (BD), l’altro attiva la trascrizione 
quando viene portato in prossimità del DNA (AD). Se la 
proteina riconosce l’antigene, il dominio AD viene avvicinato al 
DNA, promuovendo la trascrizione di entrambi i geni reporter 
di lievito. 

 

 

Nel doppio ibrido batterico, il principio è lo stesso, con due domini 

di una proteina fusi con due possibili interattori. La differenza 

fondamentale è che, in questo caso, vengono usati degli enzimi come la β-

lattamasi batterica o il diidrofolato riduttasi eucariotica che garantiscono 

la resistenza ad un antibiotico e quindi la crescita della colonia batterica in 

cui l’interazione tra i due geni clonati è avvenuta. 

Oggi il sistema del doppio ibrido, viene adottato per studiare 

interazioni proteiche, tra due proteine note, per isolare nuovi partner di 

interazione da librerie cDNA o. genomiche, stabilire domini proteici che 

mediano un'interazione e identificare residui specifici coinvolti 
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nell'interazione proteica, e nella caratterizzazione di nuove proteine 

(Solmaz S. 2003). 

Inoltre, il doppio ibrido in lievito è stato largamente utilizzato nel 

tentativo di chiarire la mappa delle interazioni proteiche di un intero 

genoma (Fromont-Racine MJ. et al., 1997). 

 Nonostante i notevoli risultati ottenuti questa tecnica è stata 

affiancata da altre tecnologie di screening, una tra queste il phage display, 

vista la cospicua percentuale di falsi positivi e falsi negativi che questa 

metodologia porta con se. 

 

Con l’avvento di vari metodi di display per la selezione e il 

perfezionamento della produzione degli anticorpi ricombinanti, 

l’immunotecnologia oggi ha raggiunto significativi progressi. 

L’espressione di anticorpi in sistemi economici ed efficienti hanno portato 

ad avere una vasta gamma di anticorpi facilmente disponibili, a basso 

costo, utilizzati in diversi campi che vanno dalla medicina all’agricoltura.  

Questo è stato possibile, grazie hai pioneristici studi sugli anticorpi, 

accennati in precedenza, che hanno posto le basi per l’utilizzo di queste 

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

 

 

BATTERIOFAGI 
 

 

SOMMARIO: 3.1. Introduzione. –3.2. Fago filamentoso. – 3.3.Replicazione del 

fago filamentoso. – 3.4.Applicazioni del fago filamentoso. – 3.5.Il fago lambda. – 

3.6.Replicazione del fago lambda. – 3.7.Applicazioni sperimentali del fago 

lambda. 3.8.Il fago T4 e le applicazioni sperimentali. – 3.9.Il fago T7. – 3.10. La 

replicazione del fago T7. – 3.11. I vettori d’esposizione derivati da T7. 

 

 

3.1 Introduzione 
 

La trasduzione (letteralmente “passare attraverso”) è un processo 

nel quale batteriofagi (virus batterici, chiamati per brevità fagi) 

funzionano da intermediari nel trasferimento dell’informazione batterica 

da un batterio donatore ad uno ricevente; questi fagi sono chiamati fagi 

vettori. La maggior parte dei ceppi batterici viene infettata da fagi 

specifici. La struttura dei fagi è molto semplice, il materiale genetico di un 

fago (DNA o RNA) è contenuto in un singolo cromosoma, circondato da 

un involucro proteico. Variazioni nel tipo, nel numero e 

nell’organizzazione delle proteine conferiscono ai fagi il loro 

caratteristico aspetto (Lewin B. 2000).  

Andremo ad esaminare in dettaglio i batteriofagi oggi utilizzati 

nei metodi di selezione peptidica e proteica. 

 



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare 

40 
 

 

3.2 Fago Filamentoso 
 
I fagi filamentosi infettano i batteri Gram negativi aderendo al pilo 

coniugativo e vengono divisi in quattro gruppi a seconda del tipo di pilo 

sessuale che prediligono durante l’infezione dell’ospite.  

Al gruppo di fagi che infettano i batteri tramite il pilo F 

appartengono i fagi M13, fd, e f1 (Rasched I., Oberer E.1986), questi fagi 

sono largamente utilizzati nella tecnologia del phage display.  

I fagi filamentosi sono lunghi circa 1µ hanno un diametro di 6-10 

nm, quindi estremamente sottili. Una molecola di DNA a singolo 

filamento di forma circolare è posto all’interno del fago per tutta la sua 

lunghezza (Model P., RM. 1988) (Fig12). 

 

 

 

Fig 12: Struttura del fago filamentoso 
 

 

Il DNA del fago è formato da 6400 basi, codifica per 10 geni 

differenti, cinque dei quali rappresentano proteine di rivestimento del 
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caspide che sono: pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX. La proteina maggiormente 

rappresentata è la pVIII che è presente in circa 2700 copie e che si 

assembla fino a formare la struttura cilindrica dove è contenuto il DNA.Le 

parti terminali del capside sono costituite da proteine differenti: da una 

parte sono presenti tre-cinque copie della proteina pVI e cinque copie 

della proteina pIII, dall’altra parte ci sono le proteine pVII e pIX. La 

proteina pIII gioca un ruolo chiave nell’iniezione del DNA, in quanto è 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 filamento viene replicato 

in una struttura ad doppio filamento ad opera delle DNA polimerasi 

dell’ospite batterico e successivamente replicato in più copie tramite 

l’intervento del prodotto del gene II del fago. Le proteine del capside 

vengono accumulate nel citoplasma a ridosso della membrana interna del 

batterio e via via assemblate intorno al DNA a formare nuovi fagi. Questo 

processo avviene contemporaneamente all’attraversamento della 

membrana. E’ stato proposto che le proteine pI e la pIV vadano a formare 

una sorte di tunnel idrofilico nella membrana attraverso il quale possono 

passare le particelle neo formate ( Russel M. 1994) (Fig 13).  
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Fig 13: Ciclo replicativo del fago filamentoso 

 

 

Quando un fago neoformato attraversa la membrana la proteina pV 

che riveste il DNA viene sostituita attraverso un processo tuttora non 

chiarito dalla proteina principale del capside fagico, il prodotto del gene 

VIII. Se all’interno di una cellula batterica infettata da un fago 

filamentoso si trova un plasmide in cui sono presenti l’origine di 

replicazione e la zona intergenica del fago, questo plasmide detto 

fagemide viene amplificato con le stesse modalità del fago ed incapsidato 

in particelle virali (Dente L. et al., 1983). Questa caratteristica viene oggi 

sfruttata nella tecnologia del phage display, dove si utilizzano i fagemidi 

per clonarvi all’interno le sequenze esogene, ed un fago detto Helper, per 
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permetterne l’incapsidamento. L’utilizzo del vettore fagemide presenta 

diversi vantaggi rispetto al vettore fagico (Mc Cafferty J. 1996). La 

dimensione del vettore fagemide è considerevolmente più piccola del 

vettore fagico, e quindi è più facile la sua propagazione (MacKenzie CR. 

1998). Tuttavia l’efficienza della trasformazione batterica è maggiore con 

la presenza del vettore fagemide piuttosto che con quello fagico, questo 

può permettere un’incremento della diversità della libreria utilizzata 

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

 

 

 

Fig 14: Vettori usati per il display sulla superficie del fago 
filamentoso attraverso la proteina di rivestimento pIII. 
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3.4 Applicazioni del fago filamentoso 
 
Il prodotto del gene III del fago filamentoso è una proteina di 406 

amminoacidi, presente nella struttura capsidica in cinque copie, 

l’estremità che sporge verso il solvente di questa proteina è responsabile 

del riconoscimento del pilo F del batterio. 

Un’altra proteina del capside la pVIII è presente in 2700 copie ed 

l’estremità carbossi-terminale è rivolta verso l’interno e quella ammino-

terminale verso il solvente.  

E’ stato dimostrato che l’inserzione di una sequenza 

amminoacidica all’ammino terminale delle proteine pIII e pVIII non 

impedisce il corretto assemblamento della particella fagica e non ne 

compromette neanche i processi infettivi (Il’ichev AA. et al ., 1989). 

Questo fatto ha permesso la realizzazione di numerose di repertori 

artificiali su pIIIe pVIII (Willson DR., Siebers BB. 1998).  

Sono stati fatti dei tentativi di sfruttare il sistema del fago 

filamentoso per assemblare librerie di espressione di cDNA (Palzkill T. et 

al ., 1998 24).  

Tuttavia questi approcci non sono riusciti a rappresentare una 

valida alternativa ad altre metodologie di screening di interazioni come il 

sistema del doppio ibrido in lievito, questo può essere spiegato dalle 

modalità di replicazione del fago filamentoso, nel quale le proteine 

esogene espresse sul capside dovranno attraversare la membrana 
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plasmatica del batterio ospite, questo fenomeno può provocare un blocco 

della formazione della particella fagica dovuta alle particolarità presentata 

dai peptidi o proteine esposte. Oggi infatti vengono utilizzati sistemi 

alternativi a quello del fago filamentoso, come l’utilizzo del fago lambda 

e del fago T7.   

 

 

3.5 Il fago lambda 
 
Il fago lambda è formato da una testa icosaedrica e una coda 

allungata. La testa è di 63 nm di diametro e racchiude il genoma del fago 

sotto forma di DNA lineare a doppio filamento che è lungo 48.000bp. E’ 

formato da 415 copie della proteina del capside pE e da circa 410 copie 

della proteina pD. La proteina pE si dispone in esameri e pentameri, 

mentre la proteina pD in trimeri (chiamata anche proteina di decorazione). 

Alla testa è attaccata una coda flessibile composta da una singola proteina 

chiamata gpV, che forma 35 dischi soprapposti ciascuno formato da sei 

copie di gpV. All’estremità della coda è presente una fibra di 

assorbimento. Il genoma contiene 50.000 paia di basi e codifica per 50 

proteine (Fig. 15 - 16). 
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Fig 15: Struttura del fago lambda  Fig 16: Fagi lambda al microscopio 
elettronico 

 

 

3.6 La replicazione del fago lambda 
 

I meccanismi alla base del ciclo di replicazione e del processo 

d’infezione del batteriofago lambda sono stati ampiamente studiati 

(Taylor K., Wegrzyn G. 1998; Gottesman M. 1999). 

Il DNA di lambda presente nel capside ha forma lineare, e una 

volta che il fago aderisce alla parete del batterio, inietta al suo interno il 

DNA fagico attraverso la sua coda flessibile a mò di siringa. Il DNA 

all’interno del batterio assume la forma circolare e può attivare una 

cascata di eventi che porta alla lisi della cellula ospite (ciclo litico) o 

all’integrazione nel cromosoma batterico (ciclo lisogenico). 
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Nel ciclo litico, il DNA replicato in molte copie, fino a produrre 

circa un centinaio di nuove particelle fagiche che vengono rilasciate 

attraverso la lisi indotta dal fago della cellula batterica. 

 Nel ciclo lisogeno, il cromosoma di lambda viene integrato in 

quello batterico e si replica insieme ad esso mediante l’apparato di 

replicazione del genome dell’ospite. Il cromosoma del fago, una volta 

integrato prendo il nome di profago. Il batterio che contiene un fago allo 

stato di profago viene chiamato lisogeno per questo fago; il fenomeno 

dell’inserzione del cromosoma del fago nel cromosoma batterico, viene 

chiamato lisogenia. I fagi che possono scegliere tra ciclo litico e ciclo 

lisogeno vengono chiamati fagi temperati. Lo stato di profago è 

mantenuto dall’azione di uno specifico prodotto genico (una proteina 

repressore) che impedisce l’espressione dei geni di lambda essenziali per 

il ciclo litico. Quando il repressore, che mantiene lo stato di profago viene 

distrutto ad esempio per effetto di fattori ambientali quali i raggi 

ultravioletti, in questi casi il DNA del fago è rilasciato dal cromosoma 

batterico e viene indotto il ciclo litico.  

La scelta del tipo di ciclo, litico o lisogeno, dipende dalle 

condizioni d’infezione, dal genotipo sia del fago che del batterio. 

Nel ciclo litico il genoma di lambda viene replicato sfruttando le 

capacità delle sue estremità di legarsi o estremità coesive. Il DNA del fago 

termina infatti alle estremità 5’ con due sequenze a singolo filamento 
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complementari che possono appaiarsi ed essere legate dalla DNA ligasi 

batterica, questo processo produce un DNA circolare che può essere 

replicato e che al momento di essere impacchettato nel capside viene 

riconosciuto e tagliato in cromosomi di lunghezza unitaria (Catalano CE. 

et al., 1995) (Fig 17).  

 

 

 

Fig 17: Ciclo replicativo del fago lambda 
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L’assemblaggio del capside procede attraverso la formazione di un 

precapside formato dalla proteina E nel quale viene inserito e condensato 

il DNA di lambda (46.5Kbp circa). 

 La proteina D viene aggiunta solo al termine della formazione del 

capside, la quale interagisce con la proteina E conferendo il tipico aspetto 

granuloso al capside del fago (Hohn T. et al., 1976). La funzione della 

proteina D è quella di stabilizzare la struttura del capside.  

La maturazione della particella fagica si conclude con l’aggiunta 

della coda alla testa oramai matura. 

 

 

3.7 Applicazioni sperimentali del fago lambda 
 
Durante il ciclo litico, il DNA batterico viene degradato e in rare 

occasioni, pezzi di DNA batterico possono essere impacchettati nella testa 

del fago al posto del DNA del fago. Data la rarità di questo evento, solo 

una piccola frazione della progenie fagica porta materiale genetico di 

origine batterica. Questi fagi vengono chiamati trasducenti, dato che essi 

funzionano da veicolo per il trasporto di materiale genetico da un batterio 

all’altro. Questo processo viene chiamato trasduzione generalizzata 

perché il pezzo di DNA batterico, che il fago assume erroneamente e 

trasporta nel batterio ricevente, è un pezzo casuale del cromosoma 



Biotecnologie Mediche e Medicina Molecolare 

50 
 

batterico frammentato. Quindi qualsiasi gene può essere trasdotto; quello 

che è necessario è un fago capace di operare la trasduzione generalizzata e 

ceppi batterici che portino marcatori genetici diversi. Attraverso questo 

processo è possibile stabilire l’ordine e la distanza di mappa tra geni che 

vengono cotrasdotti ed è con questa procedura che è stata costruita la 

mappa dettagliata del cromosoma batterico (Russel PJ.,1998). 

I primi esperimenti di esposizione di proteine esogene sul fago 

lambda furono effettuati da Maryuama e collaboratori nel 1994. I quali 

ingegnerizzarono un vettore chiamato λfoo codificante la parte C-

terminale della proteina V (mancante degli ultimi 70 amminoacidi) un 

codone amber, un sito di attacco al ribosoma, una nuova tripletta AUG di 

inizio traduzione e la sequenza codificante per la regione esogena. Questi 

infatti partirono dall’osservazione che un fago lambda codificante per la 

proteina pV mancante degli ultimi 70 amminoacidi erano comunque in 

grado di formare particelle infettive (Fig 18).  

Ulteriori studi dimostrarono inoltre che la sequenza linker formata 

da più di 24 residui di Ser-Gly, tra il gene gpV e l’inserto, era in grado di 

aumentare la tolleranza del sistema, fino ad arrivare ad un 100% di 

proteine chimeriche incorporate dalle particelle fagiche (Dunn IS., 1996).  
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Fig 18: Vettore λfoo 
 

 

Un secondo sistema di esposizione su fago lambda è stato quello di 

utilizzare la proteina D.  

La proteina D (11kDa) è presente in 405 copie per virione, ed è 

arrangiata in trimeri, questa proteina è essenziale per la morfologia della 

particella fagica, mutanti mancanti sono capaci di impacchettare il 

genoma fagico con grandi delezioni genomiche.  

Nel 1995 Stemberg e Hoess ingegnerizzarono un vettore formato 

un codone di stop di tipo amber nella sequenza nucleotidica che precede 

la sequenza codificante la proteine D selvatica. In questo modo affinchè il 

fago fosse in grado di produrre nuove particelle nel batterio doveva essere 

presente un plasmide che codificasse per la proteina D, così da mantenere 

la sua funzionalità.  

Gli studi successivi forniti sempre dagli stessi autori furono in 

grado di integrare l’informazione genetica che codifica la sequenza 

esogena, nel genoma del fago. Questo è stato possibile attraverso 

l’inserzione di due siti loxP sia nel DNA del fago lambda che nel 

plasmide codificante la proteina D, questi in presenza della proteina Cre 
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sono in grado di effettuare il trasferimento del DNA che codifica per 

l’elemento esogeno fuso alla proteina D, dal plasmide, al genoma di 

lambda. (Suer B. 1993).  

Il sistema Cre/lox descritto da Starneberg e Hoess fu tuttavia 

ulteriormente sviluppato attraverso la costruzione di un ulteriore vettore 

che ha permesso d’inserire la sequenza esogena all’estremità carbossi-

terminale della proteina D (Mikawa YG. et al., 1996). Quindi la proteina 

D può essere efficacemente utilizzata per esporre peptidi e proteine 

attraverso un costrutto genetico applicato all’estremità ammino e carbossi-

terminale.  

Recentemente è stata analizzata la sua struttura tridimensionale 

attraverso un cryo-electro microscopia e ricostruzione d’immagine; (la 

serina 15 è stato il primo residuo amminoacidico ad essere stato 

individuato all’ammino-termionale, mentre la valina 109 è stata 

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

 

Per superare problemi d’instabilità e promuovere l’esposizione di 

grandi proteine, gli scienziati coniarono un nuovo vettore di cDNA su 

lambda, caratterizzato dalla possibilità di controllare un grande numero di 

copie di proteine esogene fuse con la proteina D, chiamato λpRH825 (Fig 

20). 
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Fig 20: Vettore λpRH825. 
 

 

In questo vettore è stato eliminato uno dei due siti LoxP e l’origine 

di replicazione plasmidica per ottenere un λDisplay1. Per ottenere un 

λDisplay3, è stato introdotto un codone Amber subito prima dei siti di 

restrizione per l’inserimento delle sequenze esogene. 

 Entrambi i vettori sono estremamente stabili, e permettono, 

variando la natura del ceppo batterico ospite, di modulare la percentuale 

di proteina ricombinante presente sul capside fagico. 
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Fig 21: Struttura di due vettori di cDNA, λDisplay1 e λDisplay3. 
 

 

3.8 Il fago T4 e applicazioni sperimentali 
 

Il fago T4 è composto da un capside formato da tre proteine. La 

proteina maggiormente rappresentata è la 23 (gp23) precisamente in 916 

copie, la proteina 24 (gp24) è presente in 55 copie, mentre la proteina 20 

(gp20) in 12 copie per particella. Ci sono poi due proteine accessorie la 

prima SOC (small outer capside protein) di 9kDa, e la proteina HOC 

(highly antigenic outer capside protein) di 40kDa, la quale rappresenta la 

proteina di decorazione fuori dal capside (Steven A. et al., 1990).  
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I fagi T4 si replicano attraverso il ciclo litico e possiedono uno dei 

genomi fagici più grandi (165 kbp), con un’estesa organizzazione dei geni 

in gruppi funzionali (fig22). I geni indicati dai numeri sono essenziali: una 

mutazione in uno qualunque di questi loci impedisce in completo sviluppo 

del ciclo litico. I geni indicati con abbreviazioni di tre lettere sono, non 

essenziali, per lo meno nelle condizioni usuali. Di molti di essi la funzione 

è ancora poco chiara; presumibilmente conferiscono a T4 un vantaggio 

selettivo. (Nei genomi fagici più piccoli i geni sono tutti, o quasi tutti, 

essenziali). 

 

 

 

Fig 22: mappa del DNA circolare di T4. I geni essenziali sono indicati da numeri, 
quelli non essenziali da lettere. Sono riportati solo alcuni dei geni più rappresentativi. 
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I due geni essenziali della categoria “trascrizione” assolvono una 

funzione regolativa: i loro prodotti sono necessari per l’espressione dei 

geni tardivi. L’infezione del fago T4 dipende da una connessione 

meccanica tra la replicazione del DNA e l’espressione dei geni tardivi; 

infatti solo il DNA in attiva replicazione può essere come stampo per la 

trascrizione di questi geni. La connessione si stabilisce mediante 

l’introduzione di un nuovo fattore sigma e di altre modificazioni nella 

RNA polimerasi dell’ospite, così che l’enzima può agire solo su uno 

stampo di DNA in replicazione (probabilmente perché l’apparato della 

replicazione interagisce direttamente con la RNA polimerasi). Questa 

connessione stabilisce una corretta correlazione fra la sinesi delle proteine 

fagiche e il numero di genomi disponibili per l’impacchettamento (Lewin 

B.1997). 

Le applicazioni sperimentali che utilizzano i fagi T4, prevedono la 

fusione di proteine esogene con la sequenza genica codificante per le 

proteine SOC ed HOC. Queste proteine sono particolarmente adatte per 

essere utilizzate in fusione con proteine esogene in phage display, in 

quanto non sono proteine indispensabili e si aggiungono alla struttura 

caspidica una volta terminato tutto il processo di formazione. La proteina 

HOC è stata fusa nella sua porzione ammino-terminale dalla sequenza (36 

amminoacidi) del peptide PorA proveniente dal batterio della meningite. 

Applicazioni in phage display hanno mostrato significativa reattività e 
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specificità confermata anche da interazione con anticorpo monoclonale in 

saggio ELISA. La proteina HOC è stata fusa nella regione carbossi-

terminale con la sequenza genica del recettore CD4. Anche in questo caso 

si è ottenuta una forte stabilità e specificità di selezione (Ren Z., et al 

1998).  

Una limitazione nell’utilizzo dei fagi T4 in phage display risiede 

nel fatto che non ci sia ancora un efficiente sistema di packaging, questo 

impedisce lo sviluppo e l’analisi di librerie peptidiche. 

 

 

 

Fig 23: Fago T4 al microscopio elettronico 
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3.9 Il Fago T7 
 

Il fago T7 ha una struttura simile a quella del fago lambda. Ha un 

capside icosaedrico contenente un DNA a doppio filamento di circa 

40kbp.  

Il capside è formato da 415 copie della proteina gp10 organizzata 

in 60 esameri. Tra la coda e la testa è presente una giunzione codificata 

dal gene 8. Ha una corta coda conica (codificata dai geni 11 e 12) da cui 

provengono sei fibre (prodotte dal gene 17) (Fig 24-25). 

 

 

     

Fig 24: Struttura del fago T7. Fig 25: Fago T7 al microscopio 
elettronico. 
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3.10 La replicazione del fago T7 
 
I meccanismi alla base del processo replicativo dei fagi T7 possono 

essere paragonati ai meccanismi che portano all’assemblaggio di nuove 

particelle di batteriofagi di lambda. Il DNA replicato viene impacchettato in un 

involucro precapsidico formato dal prodotto del gene 9 e dalla proteina del 

caspide codificata dal gene10. Quando il DNA viene inserito nella testa del 

capside nella particella fagica matura vengono infine aggiunti il connettore 

testa-coda, la coda, e le sei fibre. A differenza del fago lambda, le particelle 

fagiche di T7 sono più e resistenti per questo i fagi che espongono peptidi o 

proteine possono essere eluite dai loro ligandi anche in condizioni difficili senza 

che venga compromessa la loro infettività. 

 La proteina del capside ha due forme, la gp 10 (344 amminoacidi) e la 

gp10B (397 amminoacidi). La forma più lunga è prodotta da un frame-shift e 

rappresenta circa il 10% della proteina del capside (Condron GB. et al.,1991). 

La proteina gp10 viene oggi utilizzata per l’esposizione di ampie librerie di 

cDNA. 

 

 

3.11 I vettori d’esposizione derivati da T7 
 

I vettori derivati da T7 utilizzati oggi per processi di selezione in 

phage display sono diversi e differiscono per la loro densità di esposizione 

delle proteine ricombinanti sul capside del fago e possiamo dividerle in tre 

tipologie:  
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• T7Select415-1: utilizzato per l’esposizione di peptidi ad alta 

densità (415 copie di peptidi non superiori a 50 amminoacidi) 

• T7Select10-3: utilizzato per ridotte esposizioni di peptidi o 

proteine ad alto peso molecolare (5-15 copie, fino a 1000 

amminoacidi). 

• T7Select1-1: 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 ricombinante o 

peptide è posto sotto il controllo del promotore selvatico di T7, quindi il 

capside di questo vettore sarà ricoperto di proteine ricombinati.  

Nel secondo sistema T7Select10-3, il sito per il legame al ribosoma 

è mutato per diminuirne l’efficienza, quindi il vettore produrrà una 

quantità limitata di gp10. La proteina gp10 selvatica viene fornita in trans 

mediante l’infezione di cellule ospiti BLT5615, trasformate mediante il 

plasmide batterico che è in grado di produrre la proteina gp10 wild type, 

mantenendo la capacità infettiva del fago. 

Nell’ultimo sistema T7Select1-1: il sito di legame del ribosoma 

viene rimosso del tutto, formando quindi una completa quantità di 

proteina gp10 wild type, prodotta nella cellula ospite BLT5615 

trasformate con il plasmide batterico in grado di produrre la proteina.  
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Con questi vettori commerciali sono state realizzate diverse librerie 

di cDNA utilizzate in molti lavori d’interazione proteica (Rosemberg A., 

1996). 
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SCOPO DEL LAVORO 

 

 

Gli anticorpi ricombinanti oggi rappresentano una potente 

tecnologia che può essere utilizzata per diversi scopi che vanno 

dall’utilizzo come reagenti immunocitochimici, alla medicina per 

applicazioni cliniche e sperimentali (Winter G., Milstein C. 1991) e sono 

tra le più sicure applicazioni per l’individuazione di malattie autoimmuni 

infiammatorie e tumorali. Presentano diverse peculiarità:  

Hanno la straordinaria capacità di legare diversi antigeni con alta 

affinità e specificità (Biocca S., Cattaneo A. 1995).  

Diversamente dalle naturali immunoglobuline secrete dalle cellule 

plasmatiche, le quali svolgono una funzione a livello extracellulare, 

possono essere prodotti a livello intracellulare in cellule eucariotiche 

(Munro S., Pelham HR. 1987). 

Sono in grado di penetrare nei tessuti in modo più rapido (Huston 

JS., et al 1996);  

Le ridotte dimensioni delle molecola anticorpale consente una 

rapida clerance ematica e tessutale e una scarsa captazione epatica o di 

altri organi (Yokopta T. et al., 1992).  

Il tempo necessario al loro isolamento è estremamente breve: due o 

tre settimane.  
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Hanno rese di produzione elevate con costi ridotti, dovuti 

all’utilizzo di batteri in luogo di cellule somatiche.  

Gli anticorpi ricombinanti presentano una buona affinità di legame 

per l’antigene, la quale può essere considerevolmente aumentata 

attraverso processi di mutagenizzazione a carico del DNA codificante per 

gli scFv (Marks JD. et al., 1991; Viti F. et al 1999). 

 

Il lavoro svolto in questa tesi ha lo scopo di approfondire e 

migliorare la selezione anticorpale attraverso la metodica del phage 

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

 

 

1. Apparecchiature e reagenti 
 
L’amplificazione della libreria anticorpale scFv-VH è stata ottenuta 

da Libreria artificiale umana “Human Single Fold scFv Libraries 

Tomlinson I+J”. Per l’estrazione del vettore T7 è stato utilizzato il kit 

Gigapack III Gold Packaging Extract della Stratagene seguendo il 

protocollo indicato.  

Per la purificazione dei prodotti di PCR e del DNA 

successivamente digerito è stato utilizzato QUIAquick PCR purification 

Kit della Quiagen secondo procedura. Gli enzimi della Taq polimerasi e i 

reagenti per le reazioni di PCR sono state fornite dalla Promega. I Primers 

utilizzati nelle varie reazioni di PCR sono state forniti dalla Primm srl, 

l’anticorpo primario anti-T7 di coniglio coniugato alla perossidasi (HPR): 

HRP Conjugated Rabbit anti-T7 tag fornito dalla ICL lab., la soluzione di 

sviluppo della perossidasi è il 3, 3′, 5, 5′ tetramethylbenzidine (TMB) 

fornito dalla Sigma. Le reazioni di PCR sono state condotte in un Thermal 

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

La densità ottica dei vari campioni è stata misurata con un lettore 

ELISA SirioS, Radim. Le migrazioni elettroforetiche su gel di agarosio 
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colorati con bromuro di etidio sono state realizzate con apparecchiature 

Bio-Rad e analizzate mediante lo stumento “Gel Doc 2000”, della stessa 

ditta. Il packaging del DNA è stato effettuato con T7Select Packaging Kit 

della Novagen. Tutti i rimanenti reagenti sono stati acquistati dalle ditte 

Sigma, Promega e Biotools. 

 

 

2. Reagenti di base 
 

PBS (phosphate-buffer saline) 10x: composizione per litro: NaCl 5,84 g, 

Na2HPO4 4,72 g, NaH2PO4·2H2O 2,64g, pH 7,2. 
 
PBST: PBS contenente 0,1% TWEEN-20. 

PBSM: PBS contenente 2% (PBSM 2%) o 5% (PBSM 5%) phosphate-

buffer saline con latte in polvere a basso contenuto di grassi. 

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

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

 

 

3. Terreni di coltura 
 
I terreni di cultura impiegati sono i seguenti; 

LB (Terreno Luria Bertani): usato per la crescita e il mantenimento del 

ceppo batterico composizione per litro:triptone 10 g, estratto di lievito 5 g, 

NaCl 10 g. 
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SM (per 1 litro): NaCl 5,8g, MgSO4 2 g, TrisHCl 1M 50ml 1M pH 7.5 

TOP AGAR (1 litro): sciogliere 10g di trypticase, NaCl 2,5 g, agar 6.5g. 

Portare a pH 7.2 e aggiungere H2O distillata quanto basta. 

2xYT: utilizzato per la crescita di librerie fagiche anticorpali. 

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

5 g. 

 

 

4. Ceppi batterici 
 
Sono stati utilizzati i seguenti ceppi batterici: 

BLT5615: ceppo utilizzato per l’amplificazione del fago T7. Genotipo: F-

ompT [lon] hsdSb (rb-mb-) gal dcm lac. 

 

TG1Tr : (K12∆ (lac-proAB), supE, thi, hsdD 5/F', traD36, proA+ B, lacIq, 

lacZ∆M15). 

 

 

5. Libreria fagica anticorpale “Human Single Fold scFv 
Libraries Tomlinson I+J”. 

 
Il costrutto codificante per gli scFv è clonato all’interno di un 

vettore pIT2 fornito dalla MRC Laboratorio di Biologia molecolare e dal 
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MRC Centro di ingegneria proteica (Cambridge, UK) distribuita da 

Geneservice.  

Da questo costrutto siamo andati ad amplificare la nostra libreria 

scFv-VH, dopo opportuna preparazione che vedremo nel dettaglio in 

seguito.  

Si tratta di due librerie anticorpali artificiali (Tomlinson I J) 

codificanti oltre 100 milioni di diversi frammenti scFV clonati in un 

vettore fagemide. Entrambe le librerie sono costituite da VH (V3-23/DP-47 

e JH 4b) e Vk ( O12/O2/DPK9 e Jk 1) mediante una sequenza linker, per la 

costruzione della libreria sono stati utilizzati segmenti genici anticorpali 

tra quelli maggiormente rappresentati nel repertorio funzionale umano. La 

variabilità è stata ottenuta variando regioni CDR3. Questo vettore 

possiede un’origine di relicazione fagica M13 ori (che permette al vettore 

di essere impacchettato all’interno della particelle fagiche), l’origine di 

replicazione di E.Coli, coIE1 ori (rende capace il plasmide a replicarsi in 

cellule ospiti di E Coli). Presenta resistenza all’ampicillina (per la 

selezione delle colonie contenenti il vettore), un peptide leader peIB (per 

la secrezione della proteina fagica III fusa con il frammento anticorpale 

nella regione periplasmatica dei batteri) e il promotore Lac-Z (per la 

regolazione dell’espressione mediante induzione con IPTG, e inibizione 

con il glucosio). Il codone amber tra la sequenza Tag e la proteina fagica 

III fornisce la capacità di produrre l’anticorpo fuso con la proteina di 
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rivestimento del fago, utilizzando un ceppo soppressore di E. Coli, e di 

produrre anticorpi “solubili” esprimendo il vettore in un ceppo non 

soppressore. Inoltre la presenza di un myc-tag e di HIS tag sequenza di 6 

istidine, che permette una rapida purificazione mediante opportuni 

reagenti “nickel-chelanti”. Questo vettore è stato utilizzato in precedenti 

esperimenti per selezionare in vitro anticorpi monoclonali ricombinanti in 

forma scFv diretti contro la proteina ubiquitina, utilizzando fagi 

filamentosi M13. 

 

 

 

 
Fig 26: Mappa del vettore  fagemide pIT2 
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CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA ATG AAA TAC CTA 
 ------------------------- > M   K   Y   L 

 

SfiI 
TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCG GCC  GAG CCG GCC ATG GCC GAG GTG TTT  

L P T A A A G L L L L A A Q P A M A E V F  

XhoI                                                         Linker 
GAG   TAC  TGG  GGC   GAG  GGA  ACC   CTG  GTC  ACC  GTC  TCG AGC   GGT  GGA  GGC  GGT  TCA  GGC  GGA  

GGT D Y W G Q G T L V T V S S G G G G S G G G  

                                                                           NotI                        HlS-tag    
GGC  AGC  GGC   GGT  GGC  GGG  TCG  ACG  GAG  ATC  GAG  ATG ACC   GAG  GCG  GCC   GCA  CAT   CAT   CAT   CAC 

G S G G G G S T D I 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 GAA GAG GAT  CTG AAT  GGG  GCC  GCA TAG ACT H       

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 l’amplificazione della 

regione codificante ScFv-VH (in grassetto) aggiungendo i seguenti siti di 

restrizione: 

 

Foward:  5’-GCAGCCGGATCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCC-3’ 

(contenente sito di restrizione BamHI ) 

 

Reverse: 5’-AAGGCGGCCGCATCAACCGCCTCCACCGCTCGA-3’  

(contenente sito di restrizione NotI ) 
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6. Preparazione del costrutto da amplificare: crescita e 
concentrazione delle librerie 

 
Allo stock di librerie J e I sono state inoculate in 200ml di terreno 

liquido 2xTY (sono state preparate ed utilizzate in parallelo le due librerie 

J I per massimizzare lo screening di selezione) pre- riscaldato contenete 

100 µg /Amp 1% di glucosio, e lasciato a crescere in agitazione a 37°C 

per 3h fino ad una concentrazione in OD pari 0.4-0.5 (mediamente 2h). 

 

50 ml della cultura batterica sono stati infettati con 50 µl di fago helper 

KM13 (Pharmacia) alla concentrazione di 1012 Tu/ml per 30 minuti a 

37°C senza agitazione. I rimanenti 150ml sono stati poi recuperati per 

preparare uno stock secondario di entrambe le librerie (J I) e conservate a 

-80°C.  

 

Dopo l’incubazione i batteri infettati sono stati centrifugati a 3000g per 10 

min, i pellet sono stati risospesi in 100ml di terreno 2xTY contenente 100 

µg/ml di Amp, 50 µg/ml di Kanamicina 0,1% di glucosio, ed incubate a 

30 °C in agitazione ON. 

 

Il giorno successivo le colture batteriche sono state spinnate a 3000g per 

30 min ed i fagi presenti nel supernatante immediatamente concentrati in 

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

per 30 min. 

 

I pellet sono stati risospesi in 20 ml di PBS e sottoposti ad un nuovo ciclo 

di concentrazione con PEG/Nacl (come sopra). Dopo un’ulteriore 

centrifugazione a 11600g per 30 min i pellet sono stati risospesi in 5ml di 

PBS, ed ulteriormente centrifugati a 11600g per 10 min per rimuovere i 

detriti batterici. 

 

I fagi di entrambe le Librerie sono stati stoccati al -80°C ed valutati i titoli 

fagici. La Libreria J è stata utilizzata come costrutto per amplificare scFv-

VH come descritto in seguito. 

 

 

7. Amplificazione Libreria scFv-VH tramite PCR  
 

 L’amplificazione della libreria scFv-VH a partire dalla Libreria 

commerciale Human Single Fold scFv Libraries Tomlinson 

J” opportunamente amplificata, è stata effettuata mediante PCR.  

Reazione di polimerizzazione a catena (PCR), consiste nel 

susseguirsi di una serie di cicli identici, ciascuno caratterizzato da tre fasi 

a differente temperatura.  
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Nella prima fase la doppia elica del DNA viene denaturata alla 

temperatura di 95°C; nella seconda fase gli inneschi oligonucleotidici 

vengono fatti appaiare al DNA a singolo filamento, ad una temperatura 

scelta in base al grado di omologia tra gli inneschi e il DNA stampo e alla 

composizione in basi degli inneschi (in genere compresa tra 48°C e 70-

72°C); nella terza fase l’elica complementare di DNA viene polimerizzata 

a 72°C a partire dall’innesco appaiato ad opera della Taq DNA polimerasi 

(DNA polimerasi termoresistente, derivata tramite ingegneria genetica, da 

Termophilus aquaticus).  

Le tre fasi sono ripetute per numerosi cicli (25-30), per consentire 

l'amplificazione specifica di una sequenza di DNA compresa tra i 2 

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

 

 

L’amplificazione è stata ottenuta utilizzando le seguenti coppie di 

primers: 

Foward:  5’-GCAGCCGGATCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCC-3’ 

(contenente sito di restrizione BamHI ) 

 

Reverse: 5’-AAGGCGGCCGCATCAACCGCCTCCACCGCTCGA-3’  

 (contenente sito di restrizione NotI ) 
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La miscela di reazione è stata eseguita in un volume finale di 50µl: 

 

DNA templato 50ng   2µl  

dNTPs (10mM)    1µl 

Buffer Gotaq (5x)    10µl  

Foward (32µM)   1µl 

Reverse (32µM)   1µl 

GoTaq Polimerasi (Promega)   0.25µl 

H20 sterile     fino a 50µl 

 

Le condizioni di amplificazione sono state ottimizzate utilizzando 

una reazione di PCR a step dove le temperature di anneling (Tm o 

temperatura di Melting) crescono ad ogni ciclo, dai 48°C ai 72°C. 

 

 

Reazione di PCR 

• Denaturazione iniziale a 95°C per 5min. 

• 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, estensione: di 40sec. a 72°C. 

• Estensione finale di 10min. a 72°C. 
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I prodotti di PCR sono stati visualizzati su gel d’agarosio al 2%, purificati 

per Quiquick (Promega secondo protocollo) e nuovamente visualizzati su 

gel d’agorosio al 2% secondo modalità descritta in seguito. 

 

 

8. Elettroforesi su gel d'agarosio 
 

Per l’analisi dei prodotti di PCR sono stati preparati gel d'agarosio 

al 2% in tampone TBE (Tris-borato 45mM, EDTA 1mM pH 8.3), sono 

stati sciolti 4g di agarosio in 200ml di tampone TBE 1x in forno a 

microonde fino ad aver ottenuto una soluzione limpida la quale è stata 

lasciata raffreddare a circa 60°C prima di aggiungere bromuro d'etidio 

(concentrazione finale 0,5µg/ml). La soluzione ancora calda è stata 

versata su apposito apparecchio sul quale è stato sistemato un pettine per 

la formazione dei pozzetti di caricamento. Il gel è stato lasciato 

raffreddare e a gelificazione avvenuta è stato estratto il pettine dal gel e 

collocato il vassoio in una camera elettroforetica contenente tampone di 

corsa TBE 1x. 

Ai campioni da analizzare su gel è stato aggiunto un decimo del 

loro volume di colorante: glicerolo 6%, blu di bromofenolo 0,25%, SDS 

0,02% (concentrazioni finali). È stato caricato uno standard di peso 
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molecolare DNA Ladder 100-1000pb. L'elettroforesi è stata condotta ad 

un voltaggio costante di 90 volts a T ambiente costante. 

Dopo la corsa elettroforetica, il DNA viene reso visibile mediante 

trans illuminazione con raggi UV, per effetto della fluorescenza del 

bromuro di etidio che si intercala nella doppia elica . Le fotografie del gel 

sono state effettuate al Gel-Dok Bio-Rad. 

La dimensione del prodotto di amplificazione atteso è di 350 pb circa. 

 

 

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

di DNA, effettuando due digestioni singole. 

 

 

Prima reazione di digestione: enzima NotI 

Templato (0,4γ/µl)   40µl  

Buffer H    6µl 

Bovine Serum Albumin (BSA) 0.2µl 

Enzima NotI (10U/µl)  2µl 

H20     fino a 60µl 

La reazione è stata lasciata a 37°C per un’ora e trenta 
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La digestione è stata controllata su gel di agarosio al 2% con un’ora 

di corsa a 90 volts. Il DNA digerito è stato purificato attraverso colonnine 

Quiaquick della Quiagen secondo procedura. 

 

Seconda reazione di digesione: Enzima BamHI 

Templato (0,32γ/µl)    35µl  

Buffer E    6µl 

Bovine Serum Albumin (BSA) 0.2µl 

Enzima BamH (10U/µl)  1.5µl 

H20     fino a 60µl 

 

La reazione è stata lasciata a 37°C per un’ora e trenta. 

La digestione è stata controllata su gel di agarosio al 2% con un’ora di 

corsa a 90 volts.  

 

 

10. Vettore utilizzato 
 
Il vettore utilizzato per la libreria su T7 è stato acquistato dalla 

Novagen. Si tratta del T7Select 10-3b per l’esposizione di circa 5-15 

copie di proteina del capside gp10 ricombinante. Qui sotto viene 
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rappresentata la mappa del vettore e messo in evidenza il polylinker a 

valle del gene della gp10. I siti di clonaggio utilizzati sono stati NotI, 

BamHI (Fig 28). 

 

 

Fig 28: Regione di clonaggio del vettore T7 select10-3 
 

 

11. Le cellule ospite di T7: BLT5615 
 

 Si inoculano in 50ml di LB +ampicillina una colonia di BLT5615, 

si è fatto crescere in agitazione fino ad OD (densità ottica) 1 a 600nm, è 

stato aggiunto IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) per una 

concentrazione finale di 1mM e tenuto per 30 minuti a 37°C e 

successivamente infettati con il fago T7 fino a lisi completa. E’ necessario 

indurre le BLT5615 con IPTG per consentire la produzione della proteina 
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del caspide gp10 da parte del plasmide presente nelle cellule batteriche. 

La stessa operazione è stata effettuata in 500ml di cultura di BLT5615; la 

sospensione di fagi T7 ottenuta è stata utilizzata per produrre circa 300-

400µg di DNA del vettore T7Select10-3b. 

Il DNA del vettore T7 è stato preparato seguendo le istruzioni 

contenute nel kit precedentemente menzionato. Prima della digestione il 

DNA è stato purificato aggiungendo 3V di Etanolo 90% e 1/10V di NaCl 

3M e lasciato a 4°C O/N. Il DNA è stato infine lavato in etanolo 70% e 

risospeso in Tris-HCl 0.5M pH 8. 

 

 

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

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

 

Digestione: enzima NotI              Digestione:enzima BamHI 

DNA T7(10γ)     70µl    DNA T7(10γ)     70µl 

Buffer H      9µl   Buffer E       9µl 

Bovine Serum Albumin        0.9µl   Bovine Serum Albumin0.9µl 

Enzima NotI (10U/µl)    4µl    Enzima BamH (10U/µl)  4µl 

H20   fino a   90µl   H20      fino a  90µl 
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Il DNA digerito è stato purificato con un passaggio in fenolo-

cloroformio e precipitato in isopropanolo, infine è stato lavato in etanolo 

al 70%. 

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

corsa a 90 volts.  

 

 

13. Ligazione della libreria scFV-VH al vettore T7 
 
Nella reazione di ligazione può essere utile utilizzare più vettore 

possibile fino ad un limite massimo tollerato nella successiva reazione di 

packaging (fino a 1 gamma in 5µl). 

 

Il rapporto tra inserto/vettore utilizzato è stato di 60/1.  

 

Reazione di ligazione 

DNA T7 (140ng/µl)  4,3µl (600ng) 

Ligasi (1-3U/µl)  1µl   

Buffer ligasi 10X  1.3µl 

Inserti (48ng/µl)  7.3µl (350ng) 

H20    0.1 µl 

 

La reazione è stata lasciata O/N alla temperatura di 4°C. 
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14. Impacchettamento del DNA (packaging) 
 

 Il DNA viene impacchettato in particelle fagiche attive utilizzando 

un kit commerciale sopra menzionato, il quale contiene gli enzimi e le 

proteine del batteriofago necessarie alla formazione completa del capside.  

Gli enzimi conservati a -80°C sono stati scongelati a temperatura 

ambiente (volume di 25µl) e quindi sono stai aggiunti 5µl di reazione di 

ligasi del DNA fagico e dopo una leggera agitazione la reazione è stata 

lasciata incubare per due ore a 22°C.  

La reazione è stata bloccata aggiungendo 270µl di LB+20µl di 

cloroformio.  

Successivamente è stata calcolata la resa di reazione del packaging: 250µl 

di BLT5615 indotte da IPTG sono state infettata con aliquote di 10µl di 

supernatante fagico a crescenti diluzioni scalari. L’infezione è stata 

condotta in 3ml di TOP AGAR versato su piastra di LB Agar ed incubati 

a 37°C per 4 ore.  

Contando il numero di placche in rapporto alla concentrazione di DNA 

utilizzato, la resa di reazione è stata di 4,3 x 10
6
placche per µg di DNA.  
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15. Amplicazione della Libreria  
 
Prima del processo di “biopanning” è stato necessario amplificare 

la libreria.  

Si è inoculata in 20ml di LB +ampicillina una colonia di BLT5615, 

si è fatto crescere in agitazione fino ad OD 0.6 (densità ottica a 600nm), è 

stato aggiunto IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) per una 

concentrazione finale di 1mM e tenuto per 30 minuti a 37°C. 

 La reazione di packaging è stata brevemente spinnata, eliminata la 

fase di cloroformio e utilizzata per infettare la cultura cellulare fino al lisi 

completa (5 ore a temperatura ambiente). 

Il lisato è stato centrifugato a 14000 rpm per 10 minuti e calcolato il titolo 

fagico come precedentemente descritto il quale è risultato essere di 

10
6
placche per µl di coltura lisata. 

L’amplificato è stato conservato a 4°C ed utilizzato nelle seguenti reazioni 

di selezione. 
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16. Selezione  
 
Sono stati incubati 70 µg di proteina ubiquitina bovina in PBS1X e 

lasciata adsorbire su pozzetti ELISA mediante coating a 4°C ON, con 

controllo negativo di solo PBSM. 

Il giorno successivo dopo i tre lavaggi con di PBS 0.1% Tween20. i 

pozzetti sono stati riempiti e bloccati con PBSM 2% a RT per 2 h. 

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

Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti circa 10
9
fagi in 100µl di SM, ed 

incubati 1 ora a 4°. 

Il giorno seguente sono stati effettuati 10 lavaggi in PBS 0.1% Tween20. 

Sono state aggiunte 300µl di BLT5615 e lasciate adsorbire a temperatura 

ambiente per 30minuti, fino ad ottenere il lisato fagico (il quale viene 

utilizzato per ripetere un nuovo ciclo di selezione)  

Si sono eseguiti tre cicli di selezione seguendo le modalità descritte sopra, 

utilizzando i lisati fagici recuperati ad ogni ciclo di selezione i quali sono 

stati recuperati ed screenati su piastra, recuperando singole placche 

provenienti da batteri infettati con i fagi recuperati ad ogni ciclo di 

selezione. 
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17. Screening su piastra. 
 
Una volta effettuato il processo di selezione i fagi T7 dovranno 

essere recuperati ed identificati. 

 A tale scopo si sono preparate alcune piastra di LB-Agar con 4ml 

di TOP AGAR (per piastre da 9cm) e cellule BLT5615 indotte e infettate 

dai lisati ottenuti dai diversi cicli di selezione (nella giusta quantità per 

ottenere circa 30-40 placche complessive) e lasciate incubare per 5 ore a 

37°C.  

Una volta formatesi le placche fagiche, queste sono state recuperate 

con una punta eppendorf e risospese in LB. L’LB è stato utilizzato in una 

reazione di PCR al fine di identificarne gli inserti e la complessità della 

libreria.  

 

 

18. Screening delle placche fagiche tramite PCR 
 
 La tecnica di PCR descritta precedentemente ci permette di 

selezionare velocemente un gran numero di placche determinando la 

complessità della libreria e quindi la presenza e la grandezza dell’inserto 

d’interesse.  

L’amplificazione è stata ottenuta utilizzando le seguenti 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)    1µl 

Buffer Gotaq (5x)    10µl  

Foward (32µM)   1µl 

Reverse (32µM)   1µl 

GoTaq Polimerasi (5U/µl)   0.25µl 

H20 sterile     fino a 50µl 

 

 

Reazione di PCR 

 

• Denaturazione iniziale a 95°C per 5 minuti 

• 25 cicli di:        denaturazione: 30sec.  

annealing: 30min. a 60°C ,  

estensione: 40sec. a 72°C. 

• Estensione finale di 10 minuti a 72°C. 
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L’osservazione su gel di agarosio 2% delle PCR permette di evidenziare 

la presenza o meno di frammenti anticorpali differenti gli uni dagli altri. 

Tale differenza può essere successivamente confermata mediante 

un’analisi di sequenziamento del DNA. 

 

 

19. Saggio ELISA 
 
Introduzione: l’ELISA è un saggio il cui scopo è quello di accertare 

la presenza di un antigene o di un anticorpo specifico contro un antigene, 

che nel nostro caso è rappresentato dalla presenza degli anticorpi scFv-

VH contro la proteina Ubiquitina. 

E' un metodo molto comune e affidabile in quanto, se 

correttamente operato, fornisce una garanzia di successo variabile dal 

90% al 95%. La grande disponibilità di anticorpi monoclonali, inoltre, 

rende l'esecuzione del test ELISA molto veloce. 

Il test prevede l’adsorbimento dell'antigene sul fondo di una 

vaschetta di reazione nel nostro caso nel pozzetto di una piastra per 

ELISA della proteina Ubiquitina verso la soluzione contenete l'anticorpo, 

nel nostro caso rappresentato dai lisati fagici ottenuti dai vari cicli di 

selezione, rimozione dell'antigene in eccesso; saturazione dei siti liberi 

sulla superficie (in genere di materiale plastico) della vaschetta di 
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reazione con proteina non reattiva (albumina di siero bovino o latte 

scremato) per impedire l'adsorbimento dell'anticorpo alla superficie del 

pozzetto  

Un'aliquota di una soluzione contenente l'anticorpo viene aggiunto al 

pozzetto. Dopo incubazione per permettere la formazione dell'eventuale 

complesso antigene-anticorpo (giallo), la soluzione che contiene 

l'anticorpo libero viene rimossa.  

Incubazione con anticorpo secondario per la rivelazione del 

complesso antigene-anticorpo primario: che nel nostro caso è 

rappresentato dall’anticorpo anti-T7 coniugato con la perossidasi 

(l'anticorpo secondario è modificato e porta legato un enzima tipicamente 

perossidasi o fosfatasi alcalina). Allontanamento dell'anticorpo secondario 

in eccesso. L'anticorpo secondario formerà un complesso con l'anticorpo 

primario a sua volta associato alla nostra proteina.  

Rilevazione del complesso antigene-anticorpo: aggiunta del 

substrato dell'enzima coniugato all'anticorpo secondario: si sceglie un 

substrato sintetico tale per cui il prodotto della reazione con l'enzima 

coniugato all'anticorpo secondario è colorato, che per la perossidasi è 

rappresentato dalla TMB: 3, 3′, 5, 5′ tetramethylbenzidine, (tipicamente: 

giallo per lamfosfatasi alcalina o rosso per laperossidasi): la presenza del 

complesso antigene-anticorpo primario viene rilevata attraverso lo 

sviluppo del colore. L'intensità del colore dipenderà (a parità di tempo di 
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incubazione) dal numero di complessi presenti. 

Risultati di un test ELISA: l'assenza del colore indica l'assenza del 

complesso antigene-anticorpo primario nel campione analizzato; 

l'intensità del colore giallo nei diversi pozzetti della piastra ELISA è 

proporzionale al numero di complessi antigene-anticorpo (primario) 

formati e quindi alla concentrazione dell'antigene (in grado di legare 

l'anticorpo primario) nel campione analizzato. Sono possibili schemi 

sperimentali diversi in cui in ogni reazione parallela si immobilizza lo 

stesso campione di antigene e si utilizzano campioni di anticorpi (primari) 

diversi. In questo caso lo sviluppo del colore e la sua intensità saranno 

misure della presenza di anticorpi primari in grado di riconoscere 

l'antigene e della loro concentrazione (o affinità per l'antigene). 

 

Protocollo saggio ELISA: Le singole placche degli 8 campioni 

evidenziati per PCR sono state di nuovo utilizzate per rinfettare una 

cultura di BLT5615 opportunamente indotte da IPTG, fino a lisi completa 

e i corrispettivi lisati fagici utilizzati per il test ELISA. 

E’ stata incubata mediante coating a 4°C ON su pozzetti ELISA 

dell’ubiquitina in PBS 1X alla stessa concentrazione e nello stesso buffer 

utilizzato per le selezioni pari a 70 µg di proteina. 

Il giorno successivo dopo 3 lavaggi con PBS, i pozzetti sono stati 

sottoposti a saturazione con 300µl di PBSM 2% per 2h a RT. 
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Sono stati effettuati 10 lavaggi in PBS 0.1% Tween20, ad ogni pozzetto 

sono stati aggiunti 300µl degli 8 eluati fagici e lasciati poi ad incubare in 

agitazione per 1h a RT. Successivamente sono stati eseguiti 10 lavaggi di 

PBS 0.1% Tween20.  

Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 300µl di soluzione MPBS 2% HRP 

Conjugated Rabbit anti-T7 tag diluito 1:5000. La piastra è stata incubata 1 

ora a RT e, dopo 10 lavaggi con 300 µl di PBS in ogni pozzetto sono stati 

aggiunti 150 µl di soluzione di sviluppo per la perossidasi l’HPR, il TMB 

3, 3′, 5, 5′ tetramethylbenzidine.  

La reazione di sviluppo è stata bloccata aggiungendo 50µl per pozzetto di 

acido solforico 1M. 

La OD ottenuta è stata misurata con un lettore ELISA (SirioS, Radim) a 

620 nm e a 450 nm; il valore finale è stato ottenuto sottraendo la OD letta 

a 650nm da quella letta a 450nm. 
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RISULTATI 

 

 

Lo scopo principale di questo lavoro è quello di poter offrire un 

contributo da un punto di vista metodologico nella selezione di particelle 

anticorpali sintetiche in modo rapido ed efficiente utilizzando una nuova 

libreria scFv-VH su vettore T7. Per effettuare una selezione di prova è 

stata utilizzata l’Ubiquitina bovina. È stata scelta questa proteina come 

antigene per il processo di selezione per avere un confronto con la 

selezione effettuata mediante fago filamentoso M13. 

 

 

1. Amplificazione Libreria scFv-VH tramite PCR 
 
Come primo passo si è amplificata una libreria anticorpale sintetica 

scFv-VH da vettore fagemide utilizzato per selezioni su fago M13.  

Le librerie di partenza sono costituite da VH (V3-23/DP-47 e JH 

4b) e Vk ( O12/O2/DPK9 e Jk 1) unite mediante una sequenza linker, per 

la costruzione della libreria sono stati utilizzati segmenti genici anticorpali 

tra quelli maggiormente rappresentati nel repertorio funzionale umano. La 

variabilità è stata ottenuta variando regioni CDR3. L’amplificazione è 

stata ottenuta tramite PCR: la dimensione del prodotto di amplificazione 

atteso è di 350 pb circa come visibile dall’immagine sotto. 
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Marker 100-1000pb 

 

 
 

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

 

 

2. Digestione della Libreria scFv-VH 
 
I frammenti amplificati sono stati successivamente digeriti prima 

con l’enzima NotI e poi con l’enzima BamHI, per permettere poi di poter 

sub-clonare la libreria scFv-VH in vettore T7 opportunamente digerito 

con gli stessi enzimi di restrizione. Per assicurare l’integrità del DNA 

sono stati analizzati sul gel d’agarosio al 2%.                 

 
Fig 30: Separazione in gel d’agarosio al 2% della libreria scFv-VH dopo 
doppia digestione; con enzima di restrizione NotI, ed enzima di restrizione 
BamHI. 
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3. Digestione del vettore T7 
 
Il DNA di T7 dopo essere stato opportunamente amplificato in 

cellule ospiti BLT5615, indotte con IPTG per consentire la produzione 

della proteina del caspide gp10, è stato estratto tramite un kit commerciale 

sopra menzionato, e purificato. 

Successivamente è stato digerito tramite due digestioni enzimatiche 

separate, utilizzando gli stessi enzimi di restrizione utilizzati per la 

digestione della libreria scFv-VH. 

 La prima digestione con l’enzima di restrizione BamHI, la seconda 

digestione con l’enzima di restrizione NotI. Dopo le singole digestioni 

enzimatiche il DNA è stato purificato. 

Sia le singole digestioni enzimatiche che la digestione completa del 

vettore sono state poi visualizzate su gel di agarosio al’0,8% dopo 4 ore di 

corsa.  

Questo ci permette di visualizzare l’integrità dei prodotti ottenuti. 
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Marker lambda DNA/ HindIII Plus   
 

 
 

Fig 31: Separazione in gel d’agarosio all’0,8% del DNA di T7 integro, dopo 
digestione con enzima di restrizione BamH, dopo digestione con enzima di 
restrizione NotI, doppia digestione. 

 

 

La lunghezza del DNA di T7 integro attesa è di 36201pb, nelle digestioni 

effettuate ci aspettavamo di vedere le due braccia del DNA separate dal 

taglio enzimatico cosa che è avvenuta com’è evidente dall’immagine.  
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4. Ligazione della libreria scFV-VH al vettore T7 
 

Dopo avere amplificato, purificato e digerito opportunamente sia la 

libreria scFv-VH che in vettore utilizzato, si è cercato di individuare le 

migliori condizioni possibili di ligazione. 

E’ stato utile utilizzare più vettore possibile fino al limite massimo 

di concentrazione tollerato nella reazione di packaging. Sono stati 

successivamente testati diversi rapporti molari tra inserto vettore (300:1 

200:1 150:1 90:1 60:1 15:1 9:1 3:1). Com’ è possibile vedere dalla foto, il 

rapporto più vicino alle condizioni ottimali è quello di 60:1.  

 

 

Marker100-1000pb 

 
Fig 32: Separazione in gel d’agarosio al 2% dei prodotti di PCR delle reazioni di ligasi, tra 
libreria scFv-VH e vettore T7 a diversi rapporti molari (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 (36Kbp di lunghezza) e 

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

è stata di nuovo controllata per PCR utilizzando primer esterni al vettore, 

per confermarne l’efficienza.  

Nell’immagine sotto è possibile vedere in alto l’amplificazione 

della libreria e sotto il vettore T7 a conferma dell’ avvenuta reazione di 

ligazione. 

 

 

          Marker 100-1000pb 

 

 
Fig 33: Separazione in gel di agarosio al 2%, dei prodotti di PCR della reazione di 
ligazione tra la libreria scFv-VH-vettore T7, vettore T7, controllo negativo. 
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5. Impacchettamento del DNA 
 
La reazione di ligazione è stato successivamente impacchettata in 

particelle fagiche attive utilizzando un kit commerciale, contenente gli 

enzimi e le proteine del batteriofago necessarie alla formazione completa 

del capside.  

Fatto questo, è stata calcolata la resa di reazione del packaging: 

contando il numero di placche in rapporto alla concentrazione di DNA 

utilizzato. La resa di reazione è stata di 4,3 x 10
6
placche per µg di DNA e 

il numero finale di fagi presenti è pari a 2,58 x 10
6
 (nella reazione sono 

stati utilizzati 650 ng di DNA).  

 

 

6. Amplificazione della Libreria  
 
Prima del processo di “biopanning” è stato necessario amplificare 

la libreria ottenuta. Una volta che il DNA è stato impacchettato in 

particelle fagiche, queste sono state amplificate attraverso l’infezione di 

cultura batterica di BLT5615 in fase esponenziale di crescita 

opportunamente indotte con IPTG.  

Dal lisato ottenuto è stato calcolato il titolo fagico come 

precedentemente descritto che è risultato essere di 10
6
placche per µl di 
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cultura lisata. L’amplificato è stato poi utilizzato nelle reazioni di 

selezione. 

 

 

7. Complessità della libreria. 
 
Dalla libreria amplificata sono stati recuperati alcuni singoli fagi 

per picchettamento su piastra. Il DNA fagico è stato amplificato per PCR 

in corrispondenza dell’inserto VH. Di seguito è riportata l’immagine di 

separazione in gel d’agarosio dell’amplificazione degli inserti esposti dai 

fagi. 

 

 

Marker100-1000pb 
 

 
 
           Fig 34: Separazione in gel d’agarosio dell’amplificazione degli inserti 
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Questo screening dà il numero di inserti presenti in libreria rispetto 

al fago vuoto, privo di inserti. Com’ è visibile dal gel 8 cloni su 24 

presentano inserti: il 30.7%. La complessità finale della libreria è quindi 

di circa di 0.79 x 10
6
 fagi diversi 

 

 

8. Il processo di selezione 
 

 Il processo di selezione su una libreria di fagi è composto da alcuni 

cicli ripetuti, 3 o 4 volte. Sostanzialmente i fagi di una libreria vengono 

messi a contatto con una qualsiasi molecola di cui si vogliono selezionare 

i possibili ligandi, che viene comunemente chiamata “esca” e che nel 

nostro caso è rappresentata dalla proteina ubiquitina immobilizzata su 

piastra ELISA mediante coating a 4°C ON. 

 I fagi che espongono sul caspide le molecole ricombinanti affini 

all’esca si legheranno ad essa e potranno essere separati dagli altri con 

semplici lavaggi in PBS. Successivamente potranno essere amplificati e 

riutilizzati nuovamente contro l’esca.  

Il processo di amplificazione avviene tramite l’infezione di un 

ceppo batterico, le BLT5615, ed i lisati ottenuti utilizzati per gli ulteriori 

cicli di selezione. 
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 La ripetizione del processo provoca un arricchimento dei fagi che 

legano l’esca rispetto agli altri fagi. Questi fagi potranno essere isolati e 

l’anticorpo ricombinante presente sul loro capside identificato. 

Abbiamo effettuato 3 cicli di dal 2° e dal 3° ciclo di selezione sono 

state fatte crescere su piastra diverse placche singole di T7 (isolamento 

singoli cloni).  

Una ventina di queste sono state picchettate e re-infettate in 

BLT5615. Il lisato risultante è stato testato in saggio ELISA. 
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9. Saggio ELISA  
 
La densità ottica ottenuta è stata misurata con un lettore ELISA 

(SirioS, Radim) a 620 nm e a 450 nm; il valore finale è stato ottenuto 

sottraendo la OD letta a 650nm da quella letta a 450nm. 

 

 

LISATI  

FAGICI  

 1 2 3 4 

/ 

CICLO2 

/ 

CICLO2 

/ 

CICLO3 

/ 

CICLO3 

 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

 

1.239 

 

1.281 

 

0.967 

 

1.407 

 

1.537 

 

1.947 

 

1.194 

 

1.566 

 

1.683 

 

1.763 

 

0.871 

 

0.017 

(CICLO ZERO)  

 

1.519 

 

1.602 

 

1.055 

 

0.086 

CICLO ZERO 

 
Fig 35: La tabella riporta i valori attenuti dal Test ELISA contro la proteina ubiquitina 
utilizzando come anticorpo primario i lisati fagici ottenuti al secondo e terzo ciclo di 
selezione e rivelati con anticorpo secondario anti-T7 marcato con la perossidasi. TMB 
come substrato di reazione. Il Ciclo Zero funge da controllo negativo. Ogni campione 
è riportato in doppio (campione 1: Lane B 1 e 2, campione 2: Lane B 3 e 4; campione 
3 Lane D 1 e 2; campione 4: Lane D 3 e 4; campione 5: lane 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 analizzati 7 di questi hanno dato 

risultati positivi in ELISA 4 dal 2° ciclo (1-2B, 3-4B, 1-2D, 3-4D) e 3 dal 

3° ciclo (1-2F, 3-4F, 1-2H).  

Confermando l’efficienza della nostra libreria scFv-VH 

sull’isolamento di frammenti anticorpali specifici contro la proteina 

ubiquitina. 

Un successivo sequenziamento dei cloni individuati ha confermato che si 

trattava di 5 cloni differenti (campione 1, 2, 3, 4, e 6). 
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DISCUSSIONE 

 

 

Gli anticorpi rappresentano oggi i reagenti maggiormente utilizzati 

nella ricerca e nella sperimentazione clinica in qualità di interattori 

polivalenti. Il citoplasma cellulare essendo caratterizzato da condizioni 

riducenti e dall’assenza di proteine che assistono il ripiegamento 

molecolare, costituisce un ambiente sfavorevole per tutte le molecole 

naturalmente destinate alla secrezione come gli anticorpi. Questo limite 

riguarda anche gli anticorpi ricombinanti in formato scFv che, nel 

compartimento citoplasmatico, non riescono a costituire i due ponti 

disolfuro intracatena, uno per ogni dominio, e risultano pertanto non 

funzionali e soggetti a degradazione.  

Diverse strategie sono state sviluppate per ovviare ad alcuni di 

questi inconvenienti. Una di queste, la "Intracellular Antibody Capture 

Technology" (IACT), si basa sul sistema del doppio ibrido (Shiono H. et 

al. 2003) per l'isolamento di scFv di interesse. 

 In questa tecnica, l'interazione intra-cellulare tra due proteine 

ibride, un antigene fuso ad un dominio di legame al DNA (LexA o Gal4) 

ed un anticorpo (scFv) fuso ad un dominio di attivazione trascrizionale 

(B42), ricostituisce un complesso trascrizionale in grado di attivare 
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l'espressione di specifici geni marcatori. La IACT è stata utilizzata per il 

clonaggio di anticorpi intra-cellulari funzionali (Sohnlein P. et al. 2000; 

Theien BE. et al. 2003).  

Altri metodi sono stati oggi sviluppati per permettere un “fold” 

adeguato, come ad esempio l’eliminazione dei legami disolfuro tramite 

modificazione dei CDR all’interno di scFv intracellulari (Desiderio A. et 

al., 2001).  

E’ evidente che la messa a punto di tecnologie per l’utilizzo degli 

intrabody contro proteine target per applicazioni genomiche è una 

questione di notevole importanza.  

Gli intracorpi possono interagire all’interno delle cellule in diverse 

modalità (Cattaneo A., Biocca S. 1999). Ad esempio, possono bloccare 

l’interazione tra due proteine o tra una proteina e gli acidi nucleici (Bai J. 

et al., 2003).  

Inoltre è possibile progettare intracorpi in grado di spostarsi 

all’interno della regione subcellulare, sintetizzando particelle anticorpali 

che leghino segnali di localizzazione cellulare. Alcuni esempi:  

- il segnale di localizzazione nucleare (NLS) permette alla 

particella anticorpale di spostarsi all’interno del nucleo;  

- segnale per trattenere la proteina nel RE è data dalla sequenza 

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu);  
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- il segnale per la destinazione ai perossisomi è rappresentato da 

una sequenza c-terminale SKL (Ser-Lys-Leu) (Cattaneo A., 

Biocca S. 1999).  

Gli intracorpi inoltre possono inibire direttamente la funzione di un 

enzima (Levy-Mintz P. et al., 1996; Goncalves J. et al 2002) o 

promuovere la morte cellulare inducendo l’attivazione della via della 

caspasi-3 (Tse E., Rabbitts TH. 2000).  

Diversi studi descrivono le applicazioni oggi adottate in campo 

medico che sfruttano anticorpi. Tra i potenziali approcci nel trattamento 

dell’HIV troviamo sicuramente gli inibitori dell’assorbimento del virus, 

attraverso l’attacco da parte delle molecole anticorpali ad una delle due 

sub-unità della proteina facente parte dell’involucro virale che media il 

processo di fusione tra la membrana cellulare e quella virale (le due sub 

unità sono gp120 e gp 41). L’attacco alla subunità gp120 ha evidenziato 

un blocco della propagazione della particella virale (Marasco WA. 1998). 

Simili approcci sono stati utilizzati per impedire la replicazione virale 

attraverso l’attacco di un fattore virale d’infezione Vif, il quale impedisce 

la retrotrascrizione del genoma virale (Goncalves J. et al 2002).  

Studi recenti sono stati mirati all’utilizzo di scFv a singolo dominio 

VH per applicazioni terapeutiche. Questi studi sono mirati a migliorare la 

stabilità e la solubilità degli scFv a livello intracellulare.  
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Sono stati sintetizzati anticorpi non convenzionali formati da un 

insieme di combinazioni provenienti dalle sub-unità corrispondenti alle 

catene leggere degli anticorpi di diverse specie animali (cammello 

dromedario e lama). Questi sono formati da un singolo dominio molto 

piccolo VHH (11-15 kDa) e gli amminoacidi idrofobici normalmente 

coinvolti nel link tra la catena pesante e quella leggera sostituiti da un 

amminoacido idrofilico, aumentandone la solubilità. Sono prodotti in 

modo molto rapido, ed esperimenti in vitro confermano la bassissima 

tendenza a formare aggregati. 

Recenti approcci hanno ampliato la generazione dei domini VH 

(Wirtz P., Steipe B. 1999) diretti proprio contro la proteina virale 

d’infezione Vif. Questi studi hanno dimostrato che tutti i domini VH anti-

Vif sono in grado di preservare la loro attività e specificità anche in 

assenza del dominio VL. La loro solubilità è stata migliorata anche in 

questo caso mutando sequenza amminoacidica della superficie idrofobica 

generalmente coperta dal dominio VL, aumentando la neutralizzazione del 

processo infettivo. 

Tali ricerche ci confermano come l’utilizzo di domini VH 

mantengano alti i livelli di espressione intracellulari rendendo queste 

molecole potenzialmente utili come intracorpi, migliorandone così la 

stabilità, solubilità e l’emivita in ambiente citoplasmatico (Aires da silvia 

F. et al 2004).  
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Nella terapia del cancro gli intracorpi sono stati utilizzati per 

modulare l’espressione di diverse proteine: come la sovra-espressione 

della erbB-2, riscontrata sia nel tumore al seno che alle ovaie (Alvarez 

RD. 2000; Graus-Porta D. 1995); del recettore α dell’interluchina-2 in 

alcune leucemie (Richardson JH. et al., 1995; Richardson JH. et al., 

1998); della ciclina E (regolatore del ciclo cellulare che influenza il 

comportamento delle cellule tumorali della mammalla) nei tumori al seno 

(Strube RW., Chen SY. 2002); e del recettore del fattore di crescita 

epidermico (EGFR) coinvolto nel cancro dell’epitelio (Hyland S. 2003).  

 La terapia mediante l’utilizzo degli intracorpi è rivolta anche a 

patologie neurodegenerative come Alzheimer’s e Parkinson, oltre a 

patologie causate da mutazioni proteiche o agenti infettanti. Per esempio, 

scFv sono stati prodotti contro l'huntingtina, la quale è una proteina che se 

mutata causa la Corea di Huntington (HD) (Lecerf JM. 2001) e contro la 

proteina Tau coinvolta nella malattia dell’Alzeimer’s (Visintin M. et al., 

2002).  

Gli “intrabodies” possono inoltre essere impiegati per 

l’identificazione e la localizzazione di proteine in vivo oltre che per 

interferire con specifiche funzioni proteiche correlate a condizioni fisio-

patologiche di interesse. Dall’analisi dell’interazione anticorpo-antigene è 

inoltre possibile ottenere informazioni biochimiche dirette sulla proteina 

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

 

 

  TARGET ANTIGEN                           scFv APPLICATION 

 

 

Fig 36: Applicazioni terapeutiche degli intrabody 
 

 

Per molti scopi applicativi è quindi di fondamentale importanza 

ottenere anticorpi stabili e solubili in ambiente citoplasmatico. Oggi sono 

state applicate strategie di evoluzione basate sulla mutagenesi casuale di 

un frammento scFv con buona affinità per l’antigene bersaglio, ma con 

bassa stabilità molecolare.  
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Il repertorio risultante è quindi sottoposto a selezione in condizioni 

opportune per riuscire ad ottenere frammenti con aumentata stabilità 

rispetto al frammento di origine. Le tecniche di selezione adottate a questo 

scopo si basano su biopanning su fago, ribosome display, o yeast display.  

 

Nel nostro lavoro si è amplificata una libreria scFv-VH e clonata 

nel vettore fagico T7Select10-3 del fago T7. Si è cercato di creare una 

valida alternativa di screening rispetto all’utilizzo di fagi filamentosi e 

allo stesso tempo di effettuare la selezione in condizioni stringenti che 

promuovessero la selezione di anticorpi particolarmente stabili.  

E’ stato amplificato il solo dominio VH (scFv-VH) in quanto è 

stata dimostrata la sua efficienza e validità come potenziale intracorpo. 

 

Nel ciclo replicativo del fago filamentoso le proteine esogene 

espresse sul capside del fago vengono formate al di fuori della membrana 

plasmatica del batterio ospite, che dovranno poi successivamente 

attraversare durante la sua formazione. Questo fa si che non ci sia un 

contatto diretto con l’ambiente intracellulare, inoltre questa caratteristica 

fa in modo che ogni peptide o proteina per la sua proprietà previene 

l’attraversamento del doppio strato lipidico bloccando la formazione della 

particella fagica.  
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Per questo si è pensato di sviluppare un sistema di selezione 

sfruttando il ciclo litico del fago T7.  

In questo caso una volta che il fago aderisce alla parete del batterio 

inietta all’interno il suo DNA utilizzando la sua coda flessibile e 

permettere poi una cascata di eventi che porta alla formazione delle 

particelle fagiche all’interno della cellula ospite, e quindi le proteine 

espresse sul capside sono a contatto con l’ambiente citoplasmatico, 

permettendo una prima selezione delle proteine o peptidi instabili e 

soggetti a degradazione. Questo processo prosegue poi con la lisi cellulare 

e la liberazione della progenie fagica.  

Gli anticorpi della nostra libreria vengono quindi formati 

all’interno della cellula in condizioni riducenti. E’ probabile che la 

percentuale di questi dotata di bassa stabilità perda la propria 

conformazione nativa (processo di unfold) e che quindi sia naturalmente 

esclusa dalla libreria anticorpale. Questo aspetto potrà essere meglio 

approfondito e messo in evidenza negli studi successivi. 

Nel nostro lavoro abbiamo potuto comunque dimostrare che la 

selezione anticorpale sul fago T7 è efficiente ed è stato messo a punto un 

protocollo di selezione in grado di portare gli stessi risultati della 

metodologia tradizionale su M13, ma in metà tempo. 

Le strategie di selezione utilizzate per l’isolamento dei scFv-VH 

hanno infatti permesso di identificare 7 cloni positivi all’ubiquitina.  
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Questo risultato rappresenta un risultato uguale, se non migliore, a 

quello ottenibile in uno screening standard su M13, dove, da diverse prove 

effettuate, normalmente si ottengono 4-5 cloni positivi. 
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CONCLUSIONI E CONSIDERAZIONI 

 

 

Gli studi qui riportati e discussi dimostrano che da una libreria 

fagica anticorpale come quella utilizzata in questo studio sia possibile 

isolare attraverso procedure in vitro anticorpi monoclonali in tempi molto 

rapidi. E’ stato possibile testare la loro validità contro un solo antigene, 

tuttavia dai dati ottenuti sarebbe interessante testarne la loro efficienza su 

differenti tipologie di antigeni e approfondire lo studio sul loro grado di 

stabilità.  

Da evidenziare infine i grandi passi avanti fatti dall’ingegneria 

genetica in merito alla quale negli ultimi anni ha permesso di poter isolare 

e manipolare con estrema semplicità il gene per gli scFv, permettendo 

quindi la costruzione di una grande varietà di proteine di fusione le quali, 

in virtù della loro specificità anticorpale, possono veicolare su cellule, 

tessuti bersaglio, enzimi, citochine e tossine, tutto questo ha permesso di 

aprire canali importanti su diversi fronti sia diagnostici che applicativi, 

nonchè un nuovo modo di produrre anticorpi. 
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