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Prefazione

Le scienze -omiche hanno rivoluzionato la biologia moderna. Infatti, non esiste ambito scientifico, dalla
medicina alle scienze ambientali, passando per la biochimica e la farmacologia, che non si sia rivolto a questo
nuovo modo di fronteggiare i sistemi complessi e che non ne abbia tratto beneficio negli ultimi due decenni.
La proteomica, tra questi ambiti, si prefigge di studiare 'intero set di proteine costitutivo di un tessuto, un
organo o un intero organismo in un determinato momento, con I'ambizione di correlare questa “istantanea
molecolare” al fenotipo osservato.

Inoltre, fino alla stesura di questa opera, non era disponibile alcun testo in lingua italiana che potesse
aiutare il docente universitario nei corsi di proteomica, sempre pitl frequentemente richiesti e inseriti in molti
corsi di laurea, e nemmeno in moduli di proteomica da introdurre nei corsi piu tradizionali, che non possono
piti prescindere dalla descrizione di questo nuovo modo di studiare le proteine.

Per colmare questo vuoto, € nato questo testo di Proteomica, in lingua italiana, come risultato dello sforzo
congiunto di molti degli associati della Societa Italiana di Proteomica (ItPA). E un’iniziativa emersa dallesigen-
za di molti docenti, e qui Autori, che necessitavano di un libro completo di proteomica da adottare nei propri
insegnamenti. E un testo disegnato, anche, come supporto integrativo a chi non si occupa direttamente di pro-
teomica, ma la utilizza come metodo di analisi e di studio nelle molteplici applicazioni delle scienze della vita.

E un libro che, decisamente, mancava come supporto alla didattica. TtPA ha voluto, nel suo impegno per
la formazione dei giovani ricercatori, realizzare fortemente questa opera.

I testo ¢ diviso in sezioni, che potrebbero corrispondere a moduli di corso: una parte pill generale, una
sezione che presenta i diversi metodi, una sezione molto pitt approfondita e, infine, una parte finale piu speci-
fica, che si occupa di particolari procedure e di rielaborazione dei risultati proteomici. Il Docente potra quindi
scegliere se adottarle tutte o inserirle in diversi corsi, a seconda delle proprie necessita e di quelle dei suoi
studenti.

Siamo quindi estremamente grati a tutti gli Autori della comunita di proteomica per avere aderito con
entusiasmo al progetto editoriale e lenorme sforzo fatto per la realizzazione dellopera. Con essa speriamo
di contribuire a far conoscere e apprezzare le potenzialita di questa scienza agli studenti con diversi percorsi
formativi.

I Curatori
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Capitolo

Immunoprecipitazione

Laura Giusti, Federica Ciregia e Antonio Lucacchini

£ Introduzione

L’immunoprecipitazione (IP) ¢ una metodologia tra
le pit1 usate per individuare un antigene e facilitare la
sua purificazione. Il principio su cui si basa ¢ vera-
mente semplice e intuitivo: un anticorpo (monoclo-
nale o policlonale) diretto contro una porzione speci-
fica della proteina bersaglio forma un immunocom-
plesso con quest’ultima in un campione quale un lisa-
to cellulare. Molti anticorpi policlonali (ma non i
monoclonali che riconoscono un solo epitopo), han-
no la capacita di far precipitare un antigene in solu-
zione tramite formazione di un reticolo macromole-
colare. Questo avviene quando si raggiunge 'equiva-
lenza come rappresentato in Figura 16.1. In realta le
tecniche di IP lavorano quasi sempre in eccesso di
anticorpo e gli immunocomplessi vengono precipita-
ti aggiungendo una componente insolubile in grado
di legare gli stessi immunocomplessi.

Nel metodo classico o tradizionale (Figura 16.2)
I'immunocomplesso € quindi catturato o immuno-
precipitato tramite I'aggiunta di una proteina (come
proteina A o G) legata a un supporto (ad es. resina di
agarosio) in grado di riconoscere la regione costante
(Fc) dell’anticorpo dell'immunocomplesso. La resina
e il campione sono centrifugati per precipitare I'im-
munocomplesso, il sovranatante scartato e la resina
con legato 'immunocomplesso lavata piu volte e cen-
trifugata al fine di rimuovere le proteine non legate.

Per applicazioni con rese elevate, vengono preferite
come supporti sfere magnetiche con immobilizzata la

proteina A o G, al fine di facilitare la separazione
dell'immunocomplesso dal resto del campione. Per
dissociare il complesso, si usano opportuni tamponi
denaturanti (Laemmli Sample Buffer, cioé 60 mM Tris-
Cl pH 6.8, 2% sodio dodecilsolfato, 10% glicerolo, 5%
B-mercaptoetanolo, 0.01% blu di bromofenolo) oppure
tamponi con bassi valori di pH. Le proteine rilasciate
sono solitamente analizzate tramite elettroforesi SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) monodimensionale o bidimensionale
seguita da spettrometria di massa o analisi di Western
blot. Nel metodo tradizionale, nella fase finale, sia I'an-
ticorpo sia la proteina bersaglio, indipendentemente
dall’ordine di aggiunta nella reazione, vengono rila-
sciati dopo separazione dell'immunocomplesso e sono
quindi presenti nel campione da analizzare. Questo
fatto puo determinare un problema nell’analisi 1D o
2-DE della proteina bersaglio soprattutto quando il
suo peso molecolare si avvicina a quello delle catene
anticorpali (pesante e leggera). Per questo motivo sono
stati introdotti metodi alternativi che prevedono il
crosslinking dell’anticorpo alla proteina A o G che a
sua volta ¢ immobilizzata sul supporto (resina o sfere
magnetiche o altro) oppure il legame diretto dell'anti-
corpo sul supporto opportunamente attivato a creare
una resina di immunoaffinita.

Queste ultime strategie, che definiremo metodo di
immobilizzazione (Figura 16.3), sono particolarmen-
te utili nello studio delle interazioni proteina-proteina e
quindi nella tecnica della co-immunoprecipitazione
(Co-IP) che usa il complesso antigene-anticorpo per
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FIGURA 16.1 Principio dell'immunoprecipitazione.

isolare proteine sconosciute in grado di legare 'antige-
ne. Questa variante dell'TP ¢ particolarmente usata per
verificare interazioni ligando-recettore ed enzima-sub-
strato o ancora per identificare un complesso multipro-
teico. Il vantaggio di utilizzare il metodo di immobiliz-
zazione dell’anticorpo supera il problema della presen-
za di catene leggere e pesanti di immunoglobuline che
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FIGURA 16.2 Immunoprecipitazione: metodo tradizionale.

potrebbero ostacolare Iidentificazione dell’antigene
(IP) o delle proteine interagenti non note (Co-IP).

Sia il metodo tradizionale sia il metodo di immobi-
lizzazione hanno sostituito i primi metodi di IP, che
implicavano una marcatura diretta della proteina tota-
le mediante precursori radioattivi come gli aminoacidi
aggiunti al mezzo di cellule in coltura. Le cellule veni-
vano successivamente lisate e 'antigene purificato dal-
la miscela utilizzando un anticorpo specifico immobi-
lizzato su un supporto. Gli antigeni purificati venivano
poi visualizzati tramite SDS-PAGE seguita da esposi-
zione del gel a pellicola autoradiografica.

Problematiche legate all’utilizzo del radioattivo (qua-
li la sicurezza, normative e costi) e 'avvento di substrati
chemiluminescenti in grado di uguagliare la sensibilita
delle tecniche radioattive hanno portato a sostituire il
metodo radioimmunologico con i metodi non isotopici.

L’IP é utilizzata come metodo di elezione per isola-
re piccole quantita di antigene o proteine bersaglio da
campioni complessi come lisati cellulari, siero e omo-
genati tissutali. L’IP puo essere usata per molti scopi:
identificare e studiare la struttura, I'espressione e
Iattivazione della singola proteina;
determinare modificazioni post-traduzionali e li-
gandi che interagiscono con essa;
determinare il peso molecolare e il punto isoelet-
trico della proteina immunoprecipitata attraverso
analisi monodimensionale o bidimensionale;



&

tTART

FIGURA 16.3 Immunoprecipitazione: metodo di immobi-
lizzazione.

/ NZI

NH

Resma
Resina

o verificare che un antigene di interesse sia sintetiz-
zato da un tessuto specifico (ad es. la proteina di
interesse radiomarcata puo essere identificata in
un tessuto o cellule con precursori radiomarcati).

Gli anticorpi usati possono essere monoclonali o
policlonali e possono riconoscere 'intera proteina di
interesse, una particolare modifica post-traduziona-
le, o un epitopo (tag) [4].

Tipi di immunoprecipitazione

Co-immunoprecipitazione

Saggi di Co-IP sono molto simili agli IP poiché la tec-
nica di base utilizza un anticorpo immobilizzato spe-
cifico per un antigene di interesse, ma mentre lo sco-
po di un IP ¢ di purificare un unico antigene, una
co-IP & progettata per isolare I'antigene con eventuali
proteine o ligandi che sono associati ad esso. In tali
circostanze I'antigene noto ¢ denominato “proteina
esca’, e le proteine che interagiscono con essa sono
chiamate “prede”. Queste proteine possono essere
proteine partner in complessi, molecole di segnale,
proteine strutturali, cofattori, ecc., e la forza dell’inte-
razione puo variare da transitoria a molto stabile. Il
protocollo della Co-IP di base ¢ lo stesso di quello de-
scritto per IP, e ogni sistema progettato per IP do-
vrebbe funzionare anche per Co-IP. Tuttavia, ci sono
altri fattori da considerare come l'ottimizzazione del-
le condizioni di legame e di lavaggio, che devono te-
nere conto degli effetti sulle interazioni esca-preda,
nonché su quelle tra 'anticorpo e 'esca.

IP di proteine con tag

Il primo limite di un saggio di IP ¢ la sua dipendenza
dalla disponibilita di anticorpi capaci di riconoscere
la proteina bersaglio e di dare un’interazione bassa o
nulla con altre proteine. Molte proteine non possono

Tipi di immunoprecipitazione

quindi essere immunoprecipitate a causa della man-

canza di un anticorpo. Per superare questo problema,

alle proteine puo essere legato un tag (piccole se-

quenze di peptidi o proteine fluorescenti), come ad

esempio:

« flag (sequenza del peptide DYKDDDDK);

» c-Myc (sequenza del peptide EQKLISEEDL);

» emoagglutinina (sequenza del peptide YPYDVP-
DYA);

« proteinafluorescenteverde (GFP, Green Fluorescent
Protein).

Utilizzando anticorpi specifici che riconoscono
queste sequenze, legate covalentemente a supporti
insolubili, & possibile immunoprecipitare le proteine
con tag in modo specifico. Dopo lavaggio per rimuo-
vere le proteine aspecifiche, le proteine che hanno
interagito possono essere eluite per aggiunta di un
eccesso dello stesso peptide tag. Tutti i tag, tuttavia,
possono potenzialmente influenzare la struttura delle
proteine, con conseguente alterazione sia della fun-
zione della proteina che dell’associazione con i part-
ner di legame. Per contrastare questo problema ¢ im-
portante valutare la posizione del tag, cioe, carbossi o
N terminale. Al contrario, la Co-IP di proteine endo-
gene evita molti problemi associati con I'uso di tag.
Tuttavia, questa strategia si basa sulla disponibilita di
un anticorpo specifico e ad alta affinita in grado di
isolare la proteina esca endogena in modo efficiente.
Come accennato l'affinita e la specificita dell’anticor-
po vanno sempre controllati con attenzione.

Saggi pull-down

Un saggio di pull-down ¢ concettualmente simile a un
Co-IP perché viene eseguito per studiare proteine o li-
gandi che si legano a una proteina esca nota. Il test vie-
ne eseguito sia per dimostrare un’interazione ipotetica
tra due proteine sia per scoprire nuovi interattori di
una proteina di interesse. Il pull-down differisce da IP
0 Co-IP in quanto non si basa su una interazione anti-
corpo-antigene e non ¢ quindi un immuno-dosaggio.
La proteina esca (o ligando) ¢ adsorbita sul supporto
solido, non sulla base di una interazione di affinita
antigene-anticorpo, ma mediante attacco covalente ad
un supporto attivato o tramite un tag di affinita che si
lega ad una molecola recettore sul supporto.

Ad esempio, la resina IMAC (Immobilized Metal
Affinity Chromatography) puo essere utilizzata per
eseguire saggi di precipitazione con proteine esca con
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un tag di istidine. Un’altra applicazione pull-down &
quella riportata in Figura 16.4 in cui viene sfruttata
Ielevata affinita di legame tra streptavidina e biotina.
Su una resina di agarosio ¢ immobilizzata streptavi-
dina e la proteina esca ¢ biotinilata. L’ottimizzazione
dei saggi di pull-down richiede la considerazione del-
le peculiari caratteristiche di affinita utilizzate.

Fattori che influenzano
'immunoprecipitazione

L’IP ¢ una metodologia semplice, ma le variabili e i
fattori che influenzano la riuscita di ogni specifico
esperimento sono numerose e peculiari, cosi come le
differenze specifiche tra le diverse proteine e i diffe-
renti anticorpi primari. Diventa necessario trovare le
condizioni ottimali per riuscire ad isolare con succes-
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FIGURA 16.4 Saggio pull-down.

so adeguate quantita di una proteina purificata. Una
serie di fattori e variabili in grado di influenzare un
saggio di IP sono: la metodica (su colonna o in soluzio-
ne); la separazione legato-libero (gravita, centrifuga-
zione); il tipo di supporto; 'immobilizzazione dell’an-
ticorpo; 'immobilizzazione dell’esca; 'ordine di ag-
giunta dei componenti; il pre-clearing del lisato; il
tampone di legame; il tampone di lavaggio; il tampone
di eluizione.

Metodica e separazione legato/libero

L’IP puo essere condotta semplicemente mescolando
i componenti della reazione in una provetta per mi-
crocentrifuga, a cui seguiranno piu passaggi in cui
I'immunocomplesso sara separato dalla soluzione
contenente il campione e successivamente lavato per
rimuovere ligandi aspecifici tramite risospensione e
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successiva centrifugazione. Un metodo alternativo ¢
quello in cui la resina é impaccata in una colonna di
vetro o plastica. Possiamo avere colonne su piccola,
media e grande scala (volumi > di 10 mL). Di solito su
sistemi in colonna a media e grande scala I'interazione
del campione con la resina ¢ garantito facendo passare
il campione nella colonna per gravita, su piccola scala
e richiesta la centrifugazione dal momento che pochi
microlitri di soluzione non fluiranno attraverso un fil-
tro per sola gravita. Le fasi successive di separazione,
lavaggio ed eluizione vengono sempre condotte per
gravita o centrifugazione. L’uso di colonne di rotazio-
ne ha un netto vantaggio rispetto sia a colonne per
gravita che a metodi in soluzione, perché quasi tutta la
soluzione residua puo essere filtrata, permettendo se-
parazione delle fasi solide e acquose. Le colonne che
sfruttano la gravita richiedono un monitoraggio co-
stante per assicurarsi che la resina non vada a secco e
non si formino bolle d’aria. Inoltre I'antigene viene
eluito in piu frazioni, ognuna delle quali deve essere
monitorata per saggiarne la presenza. Le frazioni con-
tenenti 'antigene sono normalmente unite insieme e
questo porta necessariamente ad un incremento del
volume (diluizione) che finira per essere maggiore di
quello del campione di partenza e cio potrebbe richie-
dere ulteriori passaggi di concentrazione. Uno svan-
taggio del metodo in soluzione ¢ che nel precipitato di
resina rimane un volume significativo di soluzione
che non puo essere rimosso facilmente, quindi sono
richiesti lavaggi supplementari ed eluizioni per otte-
nere una buona purezza e resa.

Tipi di supporto

L’agarosio ¢ sicuramente il tipo di resina piu utilizza-
ta nelle applicazioni di IP. Questo supporto & versati-
le e facile da usare, in pitt puo essere modificato in
seguito ad attivazione o accoppiamento con un ligan-
do appropriato.

La resina ¢ duratura e robusta, in grado di resistere
a forze centrifughe di 5000 x g, a pressioni di 100 psi
(a seconda del reticolo) e a temperature fino a 120 °C,
senza subire una perdita significativa di struttura o di
portata di flusso. L’agarosio presenta un basso lega-
me aspecifico, anche in presenza di campioni com-
plessi, ed e resistente a concentrazioni medie della
maggior parte dei detergenti, ai sali, a molti solventi
organici o a valori estremi di pH.

Alternative all’agarosio sono I'acrilamide/bis-acri-
lamide, buone per la loro stabilita chimica, resistenza

Fattori che influenzano l'immunoprecipitazione

all'attacco microbico e basso legame aspecifico, ma
con alcuni svantaggi quali una bassa portata, una mi-
nore stabilita meccanica e una tendenza a ridursi o a
gonfiarsi in alcuni tamponi e solventi. Ultimamente si
stanno diffondendo le sfere magnetiche perché offro-
no una facile separazione da banco, senza centrifuga, e
risultano in una resa elevata. Diversamente dall’agaro-
sio sono particelle sferiche e il legame dell’anticorpo ¢
limitato alla superficie di ciascuna particella. Non han-
no il vantaggio come I'agarosio di avere pori capaci di
aumentare la superficie di legame ma sono decisa-
mente piu piccole (da 1 a 4 um contro i 50-150 pm
dell’agarosio), garantendo cosi un adeguato rapporto
area/volume per un ottimo legame dell’anticorpo. La
separazione magnetica evita la centrifugazione che
potrebbe causare perdite di proteina la dove le intera-
zioni proteina-anticorpo sono piuttosto deboli [8].

Strategie di immobilizzazione degli
anticorpi

La proteina A e la proteina G sono le proteine capaci
di legare le immunoglobuline piu utilizzate nei saggi
di IP e Co-IP. Proteina A e G mostrano un’alta speci-
ficita per la regione Fc delle catene pesanti degli anti-
corpi, questo fa si che 'anticorpo immobilizzato sulla
proteina A o G o una loro miscela (A/G) orienti in
modo efficace la regione che riconosce I'antigene ver-
so I'esterno, facilitandone il legame. Solitamente que-
ste proteine sono immobilizzate sul supporto di aga-
rosio o su sfere magnetiche o altro. Talvolta il cam-
pione da analizzare contiene immunoglobuline non
specifiche, ¢ ad esempio il caso del siero, che possono
competere nel legame con la proteina A/G con l'anti-
corpo specifico. In questi casi, 'immobilizzazione
dell’anticorpo specifico & preferita. Questa immobi-
lizzazione puo essere diretta sul supporto tramite le-
game covalente dopo attivazione della resina: questo
legame si forma tra i gruppi aldeidici attivati della
resina e i gruppi aminici dell’anticorpo (Figura
16.3). In alternativa 'anticorpo puo legare la protei-
na A/G gia a sua volta immobilizzata sulla resina
alla quale sono legati dei cross-linker formati da
corte catene di atomi di carbonio con gruppi esterei
attivi (N-idrosuccinimide) in grado di reagire con le
amine primarie dei residui di lisina dell’anticorpo a
formare un legame amidico. Dal momento che gli
anticorpi contengono numerosi gruppi aminici non
limitati alla regione Fc ¢ molto importante trovare
le condizioni ottimali di concentrazione del cross-
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linker. Con questo metodo la resina puo essere uti-
lizzata pil volte.

Ordine di aggiunta dei componenti

Nell’IP condotta sui supporti convenzionali quali
proteina A e G possono essere utilizzati essenzial-
mente tre differenti approcci nell’aggiunta delle
componenti la reazione. Nel primo approccio I'anti-
corpo viene dapprima incubato con il campione
contenente le proteine per permettere cosi I'intera-
zione con l'antigene, segue 'aggiunta del supporto
per legare I'anticorpo e precipitare il complesso.
Questa opzione & quella capace di dare le piu alte
rese di antigene. Un secondo approccio prevede il
legame dell’anticorpo al supporto e successivamen-
te I'incubazione con il campione contenente I'anti-
gene. Questa procedura porta a rese e purezza di
poco inferiori al metodo precedente (Figura 16.2).
Infine, un terzo approccio prevede che le tre com-
ponenti della reazione IP e cioé campione, anticor-
po e supporto vengano incubate contemporanea-
mente, in questo caso la rapidita del metodo ¢ a sca-
pito delle rese di antigene e della purezza, che risul-
tano piu basse. In tutti e tre i casi 'anticorpo ¢é eluito
con I'antigene. Nel caso in cui si scelga di immobi-
lizzare l'anticorpo al supporto sia covalentemente
che tramite un cross-linker I'approccio metodologi-
co nell’ordine di aggiunta ¢ il secondo descritto, con
il grosso vantaggio di avere I'eluizione dell’antigene
senza contaminazione dell’anticorpo che compensa
lo svantaggio della resa seppure di poco inferiore ri-
spetto al primo metodo.

Pre-clearing e controllo

Questa procedura opzionale puo essere introdotta
prima delle diverse fasi dell'IP, per ridurre il legame
aspecifico di componenti del campione. Infatti spes-
so i lisati o gli estratti tissutali si presentano come
complesse miscele di carboidrati, lipidi, acidi nucleici
oltre che di proteine che potrebbero legare in modo
aspecifico I'anticorpo, la proteina A/G o lo stesso
supporto, interferendo con la rilevazione dell’antige-
ne di interesse immunoprecipitato. Solitamente il
campione viene incubato con il supporto, cosi da eli-
minare componenti che possono interagire con que-
sto in modo aspecifico. Dopo questa fase di pulizia il
campione viene immunoprecipitato seguendo i nor-
mali passaggi. Se il campione viene incubato oltre che

con il supporto, anche in presenza di un’immunoglo-
bulina non specifica, otterremo dei controlli negativi.
Infatti tutti i prodotti ottenuti da questi campioni di
controllo possono essere considerati risultato di lega-
mi aspecifici.

Scelta dei tamponi

TAMPONE DI LISI

Importante e critica ¢ la scelta del tampone di lisi uti-
lizzato per sospendere il campione che verra immu-
noprecipitato, esso dovra infatti amplificare il rilascio
di proteine dalle cellule e tessuti garantendo un buon
grado di solubilizzazione della proteina di interesse,
inibire I'attivita enzimatica e minimizzare la denatu-
razione del sito di legame dell’anticorpo.

Tra i tamponi di lisi piu utilizzati ricordiamo:
tamponi non denaturanti, tamponi denaturanti e
tamponi senza detergente. Tamponi non denatu-
ranti contengono generalmente un detergente di
natura non-ionica quale NP-40 o Triton X100.
Questo tipo di tampone viene di solito utilizzato
quando I'antigene da immunoprecipitare ¢ solubile
nel detergente e quando l'anticorpo riconosce la
forma nativa della proteina. I tamponi denaturanti
sono decisamente tamponi piu stringenti a causa
dell’aggiunta di detergenti ionici quali SDS o il so-
dio desossicolato, in presenza di NaCl e Tris-HCl
con valori di pH debolmente basici (da 7.4 a 8).
Questi tamponi non mantengono la conformazione
nativa della proteina, ma vengono utilizzati per
estrarre proteine difficili da solubilizzare come le
proteine nucleari. Infine, tamponi senza detergenti
sono utilizzati per quelle proteine che vengono rila-
sciate tramite omogeneizzazione meccanica o calo-
re, di solito si tratta di tamponi fosfato con aggiunta
di EDTA.

In tutti i casi & importante minimizzare I'azione
delle proteasi e delle fosfatasi, che vengono rilasciate
durante la lisi cellulare e che potrebbero degradare le
proteine di interesse. Per questa ragione, oltre a lavo-
rare a temperature di 4 °C, ¢ importante aggiungere
al tampone di lisi inibitori delle proteasi, quali PMSF,
aprotinina e leupeptina, oltre a inibitori di fosfatasi,
quali sodio ortovanadato o sodio fluoruro.

TAMPONE DI LEGAME

Nell'IP tradizionale la scelta di un tampone ottimale
riguardera sia il legame tra proteina A/G e anticorpo
sia il legame tra antigene e anticorpo. Nel caso di una
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IP con anticorpo immobilizzato, la scelta del tampone
ottimale riguardera il legame tra la proteina e il pro-
prio sito di riconoscimento sull’anticorpo. Solitamente
le interazioni antigene-anticorpo sono abbastanza ro-
buste e si realizzano in condizioni di pH neutro con
tamponi fosfato o Tris.

TAMPONE DI LAVAGGIO

Nell'TP il tampone di lavaggio deve avere il compito
di preservare le interazioni desiderate tra proteina
specifica e anticorpo ma di prevenire e rimuovere le
interazioni di proteine aspecifiche. Lo stesso agaro-
sio, essendo un carboidrato, puo dare interazioni
aspecifiche legando proteine o altre componenti cel-
lulari. Solitamente si parte da un tampone fosfato
(PBS, Phosphate Buffered Saline) o Tris (TBS, Tris-
Hcl Buffered Saline), che ha una concentrazione di
sali e valori di pH fisiologici, a cui € aggiunta una bas-
sa concentrazione di detergente (tra 0.5-1%) NP-40,
Triton X-100, CHAPS o altri detergenti blandi. Se ci
troviamo in presenza di interazioni aspecifiche persi-
stenti, la stringenza del tampone puo essere aumen-
tata con I'aggiunta di concentrazioni maggiori di sali,
quali NaCl da 0.5 a 1 M a ridurre le interazioni ioni-
che ed elettrostatiche, purché il legame tra proteina
bersaglio e anticorpo sia abbastanza forte. Talvolta
possono essere aggiunte basse concentrazioni di
agenti riducenti quali f-mercaptoetanolo o ditiotrei-
tolo (DTT) (da 1 a 2 mM), che possono aiutare a di-
struggere interazioni non specifiche dovute alla pre-
senza di ponti disolfuro.

TAMPONE DI ELUIZIONE

Nell'TP tradizionale il tampone utilizzato per disso-
ciare 'immunocomplesso ¢ un tampone con azione
denaturante (per la presenza di SDS) e riducente (per
la presenza di B-mercaptoetanolo) (Laemmli Sample
Buffer, cioe 60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% sodio-dodecil-
solfato, 10% glicerolo, 5% P-mercaptoetanolo, 0.01%
blu di bromofenolo). Questo tampone & molto effica-
ce nel rompere le interazioni di affinita antigene anti-
corpo, ma anche anticorpo e proteina A/G (quando
non sono legate covalentemente). Un altro tampone
di eluizione molto efficace, non denaturante, ¢ la gli-
cina 0.1 M a pH 2.3. 1l basso valore di pH dissocia
molte interazioni antigene-anticorpo.

Nei saggi pull down I'eluizione richiede specifiche
condizioni, come ad esempio I'aggiunta di un tampo-
ne che contenga un eccesso del tag a cui la proteina &
legata.

Criticita e possibili soluzioni

Le principali criticita legate alla metodologia dell'im-

munoprecipitazione sono le seguenti.

o Specificita e affinita dell’anticorpo. Disponibilita di
un anticorpo per la proteina da immunoprecipita-
re ad alta specificita e affinita. Prestare molta at-
tenzione nella scelta dell’anticorpo (omologia con
altre proteine nella regione di riconoscimento
dell’anticorpo e rischio di interazione).

o Pre-clearing. L’introduzione di questo passaggio
riduce il livello di proteine che si legano in modo
aspecifico ma puo anche essere che le proteine di
interesse abbiano un’alta affinita per la resina o si-
ano poco abbondanti nel campione e per questi
motivi possano andare perdute durante il tratta-
mento di pre-clearing. E sempre meglio analizzare
Ieluato ottenuto da questa fase.

o Controllo. T controlli devono essere fatti in pa-
rallelo con il campione, nelle stesse condizioni.
Nel campione di controllo sara presente il sup-
porto e un anticorpo di controllo, naturalmente
differente da quello che riconosce la proteina di
interesse.

o Stringenza dei lavaggi. 1 vari passaggi di lavaggio,
che sono in comune a tutti i protocolli di IP, sono
determinanti nell'identificazione finale della pro-
teina. L’utilizzo di un alto numero di lavaggi con
alte concentrazioni di sali (>150 mM) aumenta la
possibilita di perdere proteine che hanno deboli
interazioni come di dissociare gli immunocom-
plessi. Il modo migliore ¢ quello di procedere con
piu lavaggi, utilizzando tamponi a basse concen-
trazioni di sali, usando tempi brevi di incubazione
(30 minuti) e preferibilmente a 4 °C.

Immunoprecipitazione per
ridurre la complessita di un
campione per la spettrometria
di massa

L’IP si presenta come una metodologia vantaggiosa
per arricchire il campione con le proteine che vo-
gliamo studiare. Il pre-trattamento di un campione
¢ un passaggio critico nell’analisi di proteine pre-
senti in una miscela complessa, come campioni cel-
lulari e tissutali. Per questo motivo, si rende neces-
sario sviluppare e ottimizzare metodologie analiti-
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che efficaci in grado di rimuovere con efficienza in-
terferenti, aumentando la specificita e la selettivita e
anche in grado di contribuire alla pre-concentrazio-
ne delle proteine di interesse. L'IP costituisce la base
di tutte le strategie usate per la ricerca di proteine
grazie alla sua elevata sensibilita, infatti ¢ in grado di
individuare fino a 100 pg di proteina immuno-mar-
cata. Un’altra potenzialita dell'IP ¢ quella di indivi-
duare proteine bersaglio a prescindere da altre ma-
cromolecole che interagiscono con loro. Nell’lambito
dell’analisi proteomica I'IP, ottenuta utilizzando
sfere magnetiche, ¢ un mezzo efficace che permette
I'isolamento e di conseguenza la pre-concentrazio-
ne della proteina. Cio permette di raggiungere i li-
velli di concentrazione richiesti per la spettrometria
di massa, che ne determinera la caratterizzazione.
Questo aspetto € sicuramente importante quando si
vogliano studiare le modificazioni post-traduzionali
in cui & necessariamente richiesta una concentrazio-
ne della proteine modificate per la loro individua-
zione in spettrometria di massa [7]. In particolare le
tecniche di spettrometria di massa possono essere
utilizzate per individuare i peptidi modificati in un
campione dopo digestione con enzimi proteolitici
(ad es. tripsina). Tuttavia, i peptidi modificati sono
spesso presenti a bassissima concentrazione, ed ¢
quindi assolutamente indispensabile la IP (vedi an-
che Capitolo 17).

La combinazione delle tecniche di purificazione
per affinita (pull-down) con la spettrometria di
massa ¢ stata ampiamente sviluppata quale metodo
altamente sensibile e sicuro, per identificare partner
di interazione proteica e caratterizzare la dinamica
di complessi proteici in condizioni diverse [1, 2, 6].
L’elevata sensibilita della spettrometria di massa au-
menta il numero totale di proteine identificate in
ciascun esperimento pull-down. Tuttavia, la mag-
gior parte di queste proteine ¢ rappresentata gene-
ralmente da contaminanti, ad esempio proteine che
si legano non specificamente alla matrice di affinita
e/o all’anticorpo. In alcuni casi, i contaminanti pos-
sono rappresentare pitt dell’80% del numero totale di
proteine identificate.

Quindi la maggior sfida negli esperimenti di IP
(tradizionale, o basato su utilizzo di tag) e di purifica-
zione per affinita (pull-down) consiste proprio nel
riuscire a discriminare in modo affidabile tra protei-
ne e partner di interazione reali e contaminanti non
specifici.

Al fine di ottimizzare il protocollo possono essere
seguiti diversi approcci, che comprendono la scelta
del tag o anticorpo, la coniugazione di anticorpi a
matrici di affinita, I'IP di specifici complessi proteici.
Quando I'TP & combinato a MS, ¢ fondamentale co-
niugare in modo covalente I'anticorpo al supporto
per evitare che una grande quantita di questo possa
essere eluita insieme con i complessi proteici specifi-
ci, dato che generalmente I'anticorpo si trova in ec-
cesso rispetto alle proteine da legare.

Proteomica funzionale e
immunoprecipitazione

La proteomica funzionale & capace di descrivere pro-
teine individuali appartenenti a complessi multipro-
teici coinvolti in specifiche funzioni cellulari. Lo svi-
luppo di metodologie di pre-frazionamento, per sepa-
rare singole proteine appartenenti a complessi funzio-
nali preservandone le interazioni native, rappresenta
quindi un mezzo essenziale per il futuro della proteo-
mica funzionale [5].

Come gia accennato nei precedenti paragrafi, I'iso-
lamento di interi complessi multiproteici puo essere
ottenuto attraverso approcci basati su affinita (tra
questi la tecnica pull-down), in cui ligandi specifici
sono usati per legare la proteina di interesse e le pro-
teine che con lei interagiscono, o in alternativa su
strategie di IP, finalizzate alla proteina endogena o
alla produzione in situ di una versione con tag di que-
sta proteina, sfruttando il vantaggio della disponibili-
ta di diversi anticorpi anti-fag dotati di alta efficienza
di legame. Le componenti proteiche isolate (legate
all’esca in modo specifico) sono eluite, separate su
SDS-PAGE ed identificate tramite LC-MS/MS.

Immunoprecipitazione e
arricchimento di vescicole
extracellulari

Le vescicole extracellulari (EV, Extracellular Vesicle)
appaiono una grande promessa nel consentire lo svi-
luppo di test diagnostici clinici non invasivi basati sul
sangue, con capacita predittiva e di monitoraggio
dell’efficacia dei programmi terapeutici e I'identifica-
zione di nuovi bersagli farmacologici nell’ambito di
patologie tumorali e neurodegenerative. Le EV sono
particelle sferiche con diametri submicrometrici che



si staccano dalle superficie cellulare (ectosomi) o
sono secrete dalla cellula dopo la formazione all’in-
terno di corpi multivescicolari citoplasmatici (esoso-
mi).

La IP, utilizzando particelle magnetiche rivestite di
anticorpi in grado di legarsi alla superficie delle EV
(sfruttando la presenza di proteine marker come le
tetraspanine CD9, CD63 e CD81) produce prepara-
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