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Esperimento 1:

Sovraespressione transiente di proteine del virus SARS-CoV-2
allo scopo di visualizzarne la distribuzione agli organelli

cellulari coinvolti nel ciclo vitale. Y
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A SARS-CoV-2-Human Protein-Protein Interaction Map Reveals Drug Targets and Potential Drug-
Repurposing

David E. Gordon'?*#4 Gwendolyn M. Jang"?** Mehdi Bouhaddou'?3* Jiewei Xu'?34 Kirsten Obernier'?34,

Signal Transduction and Targeted Therapy www.nature.com/sigtrans
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updates

LETTER OPEN
A systemic and molecular study of subcellular localization of

SARS-CoV-2 proteins
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Abbreviations
N: NSP, Plpro: Papain-like protease, 3CL: chymotrypsin-like protease, RdRp: RNA-dependent RNA polymerase, Hel: Helicase, S: spike, O: ORF, E: Envelop,

M: membrane, N: nucleocapsid

Fig. S1. Diagram of SARS-CoV-2 genome and the names of viral genes. The genome of Wuhan-Hu-1
(NC_045512.2) has 29,903 nucleotides and encodes 12 putative open reading frames responsible for about 29
proteins. The first gene, NSP1 starts from 266, and the last gene, ORF10 ends at 29674. The nucleic acids from 1-265
is modified by methylation to form the RNA cap, and from 29675 to 29903 is the 3’ UTR.




Step 1a: clonaggio del cDNA di Spike nel vettore di
espressione pcDNA3 in fusione con il TAG HA
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Step 1b: clonaggio del cDNA di ORF8 nel vettore di
espressione pcDNA3 in fusione con il TAG HA
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Step 2: mutagenesi del vettore di espressione di ORF8:

generazione dei vettori di espressione
ORF8 ASS
ORF8 ASS-NLS
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Step 3: trasfezione dei vettori di espressione in cellule
U20S mediante PEI

Step 4: trattamento del trasfettante SPIKE con inibitori del

trasporto vescicolare ER-GOLGI (Brefeldin A) J
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MICROSCOPIA A FLUORESCENZA
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FLUORESCENZA ﬂ
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Alcune molecole, dopo assorbimento di luce ad una data lunghezza d’onda

(A eccitazione)

hanno la proprieta di emettere luce a lunghezza d’'onda superiore

(A emissione)

Tale proprieta & nota come fluorescenza.
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MICROSCOPIO A
EPIFLUORESCENZA

J

permette di visualizzare LUCE DI FLUORESCENZA emessa dal campione
la luce incidente e’ UV/visibile: il potere dirisoluzione & di 10 nm
I’ingrandimento ottenibile e’ fino a 1000 x

(normalmente 10X per I’oculare e fino a 100X per I’obiettivo)

Il campione dev’essere autofluorescente oppure colorato con
sostanze fluorescenti

(che assorbono luce ad una data lunghezza d’onda e la emettono ad una
lunghezza d’onda maggiore)

solo la luce di fluorescenza EMESSA dal campione & usata per formare

I’immagine, mentre la luce di eccitazione & schermata da opportuni filtri
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MICROSCOPIO A EPIFLUORESCENZA ]J

Line of vision
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Fanno passare

la luce di eccitazione luce di una determinata A
viene riflessa

Dichroic mirror

Riflette la luce di
eccitazione, mentre la luce
EMESSA dal campione (di A
maggiore) non é riflessa e
quindi puo oltrepassarlo

<___>—— Objective lens

Excitation filter

Il campione e colorato con = / Specimen 13
(




MICROSCOPIO A EPIFLUORESCENZA ]J

Leica DM4000 B LED

Fotocamera digitale

t Oculare
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Fluorescence Filter Cube (Block) and Associated Spectra
Emission to Detector
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Combinazione A:
filtro d'eccitazione 340-380/ lamina dicromatica 400/ filtro di sbarramento 430

Combinazione I3:
filtro d'eccitazione 450-490/ lamina dicromatica 510 / filtro di sbarramento 515

Combinazione N2.1:
filtro d'eccitazione 515-560/ lamina dicromatica 580/ filtro di sbarramento 590
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LIVE CELL IMAGING:
MICROSCOPIA TIME-LAPSE
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STAGE CAGE




Link a video
LIVE CELL IMAGING microscopia ottica

cellule in adesione

J

https://www.youtube.com/watch?v=dnXwm6-BBCQ
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MICROSCOPIA A FLUORESCENZA CONFOCALE

Con un normale microscopio a fluorescenza all’osservatore arriva la luce
emessa dalle molecole che stanno nel piano focale, ma anche da quelle
sopra e sotto il piano focale.

(a) Conventional fluorescence
microscopy
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MICROSCOPIA A FLUORESCENZA CONFOCALE

Con un microscopio a fluorescenza confocale solo la luce EMESSA dal
campione che proviene dal PIANO FOCALE viene utilizzata per formare
I’immagine.

(a) Conventional fluorescence (b) Confocal fluorescence
microscopy
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Nel microscopio confocale la luce EMESSA dal campione

passa attraverso un “pinhole” che elimina la luce “fuori fuoco”,
cioé che non proviene dal PIANO FOCALE.
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Microscopio confocale a scansione:

Le immagini emesse dopo eccitazione di diversi punti del campione sono

immagazzinate ed elaborate al computer: [I'immagine ottenuta é
bidimensionale = sezione confocale di un oggetto tridimensionale ed € molto
piu definita.

(a) Conventional fluorescence (b) Confocal fluorescence

microscopy microscopy
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Microscopio a deconvoluzione:

L’obiettivo riceve la luce sia dal piano focale che da altri piani.
Un computer ricostruisce I'immagine (2D o 3D) riassegnhando
alla luce il corretto piano focale mediante un algoritmo di

deconvoluzione, che migliora il potere di risoluzione.




Ricostruzioni 3D mediante microscopia a deconvoluzione:
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MICROSCOPIA A 2 FOTONI

2-photon excitation microscopy

EXCTED STATE
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Single photon Two photon

excitation excitation
Eccitazione mediante La luce IR assicura un’elevata
assorbimento simultaneo di due penetrabilita nei tessuti di organismi
fotoni nell'infrarosso (800-900 nm): viventi e un limitato scattering!

piu lunga della luce emessa!
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SCIENTIFIC REPLIRTS 26

Article = OPEN  Published: 21 September 2018

Two-photon microscopy of Paneth cells in
the small intestine of live mice
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Tecniche per la produzione

di anticorpi specifici

2
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OTTENIMENTO di ANTICORPI mediante IMMUNIZZAZIONE :

al termine del ciclo di
immunizzazione gli anticorpi

Mediante IMMUNIZZAZIONE policlonali specifici contro I’antigene
di animali da laboratorio sono presenti nel SIERO del sangue
= iniezione dell’ antigene dell’ animale (prelevato senza

sacrificare I’animale)

XA A [
AntigerL--_’,‘.-" , l “ = \

« P %

7
— Blood N R » 2
Repeat collection . Yo ‘\\f P
i i . . ” 4 -«")ALE-’\\‘\
Immunization Antibodies are produced. = =f i\\:
Immunized animals: 19G and IgM

rabbits, guinea pigs, goats, sheep, rats, mice, chickens

SIERO IMMUNE o ANTISIERO
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RISPOSTA IMMUNE PRIMARIA:
SELEZIONE CLONALE

\l ;?/l/‘/|g 9% »yl/ Antigene \\\ i /()
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diverse | ) N N
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di membrana . .
© riconoscimento da parte

di un anticorpo specifico

Rapida divisione del linfocita B selezionato dal legame
all antigene
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RISPOSTA IMMUNE PRIMARIA: MEMORIA IMMUNITARIA ]J
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RISPOSTA IMMUNE SECONDARIA:
SECONDA ESPOSIZIONE ALLANTIGENE

ﬂ

SECONDO INCONTRO CON L’ANTIGENE

Linfociti B di MEMORIA /\
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ESPANSIONE CLONALE

ANTICORPI
SECRETI

RISPOSTA IMMUNE SECONDARIA:
PLASMACELLULE

Linfociti B di MEMORIA L e
| 4 3
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la risposta secondaria e
piu rapida e piu forte

Seconda esposizione

all'antigene X Risposta secondaria
Prima esposizione all’antigene X
all’antigene Y o
— ~
— Prima esposizione
2 all’antigene X
-
S
£ Risposta primaria Risposta primaria
o all’antigene X all’antigene Y
o A e A
- C
|—
ticorpi contro
¥ | | |
0 7 14 21 28 35 42 49 56

Time (days)

© 2012 Pearson Education, Inc.
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ANTICORPI POLICLONALI:

Antigen used for immunization

Clone A
. "y
Clone B
Clone C
X oL
g/ - <% Epitope
‘.

Poiché I'immunizzazione con un antigene stimola molti linfociti
Clone D diversi, ciascuno dei quali si espande in un clone che produce
un diverso anticorpo,
il siero immune contiene una miscela di anticorpi diversi diretti
contro lo stesso antigene ma capaci di riconoscere epitopi

diversi di questo
35



PURIFICAZIONE DI ANTICORPI CON PROTEINA A:

Immune evasion by Staphylococcus aureus
\
N )
Protein A~
- <X
Staphylococcus aureus .

N \""
\6/ > Let' s eat!

&

Macrophage
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PURIFICAZIONE DI ANTICORPI CON PROTEINA A:

IgG binds to the beads. IgG is eluted with
Protein A-coated beads Addition of serum Other serum components are eluted.  an acidic solution.
o
A® .l v
Y A ‘ > | W
O 4 y B\(, ='<4 L 1( O 4
N— Q- e ‘y . AN W\ L— A N
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PURIFICAZIONE DI ANTICORPI SPECIFICI MEDIANTE

CROMATOGRAFIA DI AFFINITA’

b
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Sono utilizzate resine funzionalizzate
con antigeni ricombinanti

| Antibody specific
for the antigen

Nonantibody
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ANTICORPI POLICLONALI:

Vantaggi:
v'Segnale forte (piu anticorpi riconoscono uno stesso antigene)
v'Basso rischio che I’epitopo sia nascosto / mascherato

Polyclonal antibodies

i
7\
Antigen

Svantaggi:
* Ci puo essere crossreattivita con antigeni diversi
* presenza di altri anticorpi (risposte immuni) nel siero dell’animale
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ANTICORPI MONOCLONALI:

Anticorpi prodotti da un singolo clone di linfociti B

Riconoscono un solo epitopo dell’antigene utilizzato per I’'immunizzazione

Monoclonal antibodies Polyclonal antibodies
/& 0’\ !
R A A
Antigen Antigen
Vantaggi:

massima specificita di riconoscimento

(posso eliminare Ab che mostrano crossreattivita)

Svantaggi:

Segnale piu debole (riconosce un solo epitopo dell’antigene)
Rischio che I’epitopo sia nascosto/mascherato 40




ANTICORPI MONOCLONALI:

Prodotti mediante isolamento e immortalizzazione di singoli linfociti
per ottenere CLONI di cellule che producono e secernono anticorpi in vitro

Proteina di interesse

Isolamento
ed immortalizzazione
dei linfociti B

P

Immunizzazione

di animali da laboratorio ‘ i
o =N

Anticorpi monoclonali diretti contro singoli epitopi dell’antigene di interesse



Produzione di anticorpi monoclonali

La proteina purificata
viene inoculata
nel topo

1

2
Nella milza i linfociti B
contro I’Ag

si attivano ed iniziano a
proliferare

3 La milza viene

prelevata
e siisolano
i linfociti
5 Si effettua una FUSIONE
éé@ @'@ = CELLULARE:
S @ © 3 - i linfociti B fusi alle cellule
4 @@ ® ® ® di mieloma si dicono
| linfociti vengono @% ® ®® & IBRIDOMI:
mescolati a cellule  rermrmuetema cens .L‘ é & @ = linee cellulari immortali
immortali (cellule tumorali ™ nyoridomas che producono anticorpi
di MIELOMA)
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Formazione di ibridomi attraverso fusione cellulare

Chromosomes

\ &/

Normal T or B cell Cancerous Tor B cedl

(ches after 7-10 (grows continuously
days in culture) n culture)
|

Polyethylene glycol

Nucleus B Nucleus of
of normal ~__ _~" cancer cell
Iymphocyte e

'\ /

Heterokaryon

l

Random chwomosomal loss

Hybridoma
(expresses some normal B-cell or T-cell genes but
grows indefiniteldy like a cancer cell)

Monoclonal

.......k..r._ 1 @
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B-cell ybridoma




Selezione degli ibridomi in terreno HAT

(Hypoxantine Aminopterine Timidine)

Cellule di mieloma: immortali ma HGPRT- > muoiono
Il terreno HAT blocca e .

la via biosintetica “de f_l_\

novo” dei nucleotidi @ @

purinici: le cellule

POSSONO crescere

solo se hanno é ' "@
I’enzima HGPRT della 0
via biosintetica “di

salvataggio” Linfociti: HGPRT + ma non crescono in coltura

Ibridomi: immortali e HGPRT +: possono crescere in terreno HAT

.“5 gef
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Il terreno HAT (Aminopterina, Hypoxantina, Timidina) blocca la via biosintetica “de novo”
dei nucleotidi purinici: le cellule possono crescere solo se hanno I’enzima HGPRT della

via biosintetica “di salvataggio”

Biosintesi delle purine

Wides

purine nuciec

PRPP (S-Pho.s‘phoribosyl- 1-pyrophosphate)

}

Aminopterina = inibitore della
dihydrofolate reductase

fBIocked by antifolates
= CHO from tetrahydrofolate

|

rBIocked by antifolates
= CHO from tetrahydrofolate

leic — , :

BNCL:ZSC'C » Guanylate (GMP) = Inosinate (IMP) = Adenylate (AMP} = SC‘:SIS""C
HGPRT APRT‘
{hypoxanthine- HGERT (adenine

PRPP guanine PRPP phosphoribosy|
phosphoribosyl transferase)
transferase) PRPP
Guanine Hypoxanthine Adenine

Salvage pathways

TMP
Deoxyuridylate (DUMP)
f8lockcd by antifolates

= CH; from
tetrahydrofolate
W Thymidylate (TMP)

K
{thymidine kinase)

Thymidine
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Produzione di anticorpi monoclonali

7 Gli IBRIDOMI ottenuti vengono diluiti
e piastrati in piastre multiwell, in
modo da avere in media una singola
cellula per pozzetto

g Conun saggio
immunochimico  (ELISA) si
puo determinare quale
clone riconosce I’antigene di

| CLONI crescono e cominciano a
produrre anticorpi.

Ogni clone produrra un anticorpo
con diversa specificita di antigene

Si ottiene una popolazione
pura di ANTICORPI
MONOCLONALI

(derivati da un singolo clone)
che riconoscono lo specifico
antigene X
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Tecnica utilizzata per selezionare cloni di linfociti B
nella produzione di anticorpi monoclonali

B cells

Spleen or — ) 6' Only successful cells in Selection of hybridomas Isolation of hybridomas
Iymph nodes & & Cell fusion fusion grow on the selective  producing antibodies secreting single antibodies
Amlgen medium. that react ho the anllgen (monocional antibodies)
. f L YYYYrYYRY
J‘) sy~ 355 — 5 3%y — o — 555
Immunization Immortalized fused cells 'f-| Cultured hybridoma clones
Immunized animals: > O (hybridomas) [\ Production of monoclonal
mice, rats, rabbits, etc. Myeloma (cancer cells) [\ antibodies
|\
/“V"““"‘a OUS: * Screening for specific antibodies
@@ @@ Antigen-coated plate + Culture supernatants Washing Detection
@ @ @ @ @ /1 ) : /1 2 3 /1 3 4 ! /

OGO (00000 [(EE0e®| [F@EEOA| FOOOOO
ERO®6| [FAOAOR|—[*OOBAD|—*AOOAR|—FQOOQQ
BOOOG| TO00R0| |'@ROOD| [(ORAOR| FOOOQD
OO 00000 |GORO®| [CEOOS| OOOQD
PO (00000 EOOOR| [FQOAOA| [O0
-QOOA0| [(EEOO®| [(EOOAV| [FOQOOOQ
Oate domwasiegecst [;OOOOO| [(BBOB®| [BOOBO| [<OOO

per well and culture.

Screen for antibodies in culture supernatants

Select hybridomas C2 and G3 47




Animal species
Form
Class, subclass

Epitope

Specificity

Reproducibility

Stability

Polyclonal antibodies

Rabbit, guinea pig, goat, sheep, rat,
mouse, chicken, etc.

Antiserum
Mixed classes

React to multiple epitopes

Lower than monoclonal antibodies
because multiple types of antibodies are
present.

Variable among lots

Binding ability tends to be unaffected by
fixation/denaturation of the antigen,
because multiple different antibody
molecules are present.

Tolerate modifications, such as labeling
and removal of the Fc region.

Monoclonal Antibodies
Rat, mouse, chicken, rabbit, human, etc.

Hybridoma
Single class

React to a single epitope

High if good quality antibodies are selected.

The same antibodies are produced indefinitely.

Binding ability may be lost if the epitope is lost
by fixation/denaturation of the antigen,
because monoclonal antibodies are
homogeneous.

Tend to be sensitive to modifications, such as
labeling and removal of the Fc region. 48



Produzione di anticorpi ricombinanti in vitro mediante tecniche
di biologia molecolare (screening di librerie)



Anticorpi camelidi, nanobodies, single chain Fv,
sono prodotti in vitro con tecniche di biologia molecolare

heavy
chain

Single domain antibodies

V. Hor
nanobody

Conventional IgG Camelid Heavy chain-only Chromobody
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1gG, scFv, VHH

Heavy chain

Light chain / \

VHH VHH
VHH

VHH single
domain antibody

> 15kD

Linker

.2

ScFv ~ 80 kD
Fab Single chain Fv fragment  Human IgG Immunoglobulin
~ 50 kD ~ 25 kD = 150 kD

Llama Immunoglobulin
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Produzione e selezione di anticorpi in vitro: Phage display
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Produzione e selezione di anticorpi in vitro: Phage display

Preparation of an antibody Isolate antibodies by screening

: ggiNN: se;:tracnon ,(;::;age "bﬁ%g_, ) through appropriate methods for use of
. R « Amplification of the iversity: 1 4 the planned application.
Shngge gc :_§;ﬁ Immuno:lobulin gene . ) ‘.. AR pr . :gfect EI."ycoll
the variable % e VAN, AT —+ Washing —» Elution — the phages
regions o? the H and L chains & . ame. # " o 9 plhag
107* B cells Antiae: P tocks
gen Determination of hage s
* The conventional cell fusion method the immunoglobulin

generates only about 500 hybridoma. gene sequence
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