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Lo studente apprendera le principali metodiche di pro
purificazione di proteine e complessi di macromolecole bio
necessarie allo studio di composti bioattivi da usare per lo sviluppo di
farmaci. Verranno trasferite le basi teoriche e pratiche per le analisi
necessarie nelle fasi preclinica di safety and efficacy. Al termine del corso
lo studente avra appreso gli aspetti teorici e pratici relativi alle
simulazioni molecolari e ai modelli sperimentali cellulari nella fase
preclinica di sviluppo di farmaci. In particolare, lo studente conoscera le
basi di diversi metodi computazionali (incluso il docking molecolare e la
Dinamica Molecolare), e la loro integrazione per la progettazione o
selezione di composti bioattivi. Infine, lo studente apprendera come
pianificare ed allestire esperimenti virtuali ed eseguire calcoli con
software open-source per le simulazioni biomolecolari.
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Il decreto legislativo 19/2012, che definisce i principi del sist
Autovalutazione, Valutazione Periodica e Accreditamento,
successivamente il DM 47/2013, che identifica gli indicatori e i parametri
di valutazione periodica della ricerca e della terza missione (allegato E),
hanno riconosciuto a tutti gli effetti la terza missione come una missione
istituzionale delle universita, accanto alle missioni tradizionali di
insegnamento e ricerca.

La finalita e di avere un data-base standardizzato e comparabile su tutti i
95 atenei italiani con informazioni sia in riferimento all’attivita di
valorizzazione della ricerca (brevetti, spin-off, contratti conto-terzi e
convenzioni, intermediari) che all’attivita di produzione di beni pubblici
sociali e culturali (public engagement, patrimonio culturale, formazione
continua, sperimentazione clinica).
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ENTREPRENEURSHIP
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Studying the start-up system

There is seemingly mithess, often beeathless, rivetoric championing “innovation

v “entrepreneurship”

&5 keys to harmessing science and technology for economie advancement. More clusive, and illaminating, is
solid evidence on features that allow a dynamic technology commercialization ecosystem to thrive. Science
Invited social scientists to highlight insights from thedr research on what makes entreprencur-<driven
systems flourish and how those lessons might inform policles and practices 1o help make rhetoric reality.

Financing experiments

By Ramana Nasda' cnd Matthew Khodes: Kropf™*

Vesture capital (VC) iwvestons have recently boen criticiond for no
longer Snancing knovations related o societys “bigeest problosss”
We have shows that two defining featuses of VC investments are

an extremely slewed distribution of outcommes and an isdiity to
tell ~up froat—which will be sucosaful. VO therefooe baum about
the viadility of potential mvestments through a multidage fisancing
prucess, where each sound of funding bs ted %o results of “experd-
oty that crvate information sbout future prospects (1) The value
of vtaging e from being able %o abandon lvestimests purtway

I information from earty experiments is negative. Startups for
which experiments are cheaper to run and are meee discrimimatiog
are more atractive imvestrents. The advent of closd-
compwting sianificansly lowered costs of early expert-
ments for finms in software. Internet, and digital media
and shifed funding away from sectors where carty experiments cost
more and are less dscrminating, such as blotechnology and energy
production. Addvances In mulation sechnologies, rapld prototyp-
in. and gene sequencing have begun lowering costs of experiments
In these sectors, a have platforms, such as Sclence Exchange, that
allow startaps 1o conduct early tests without [vesting o indrastre
ture upfront. Nevertheless, estreprencurs in schence based venitures
that are expensive o commercialioe can abso benefit from scetting

up experiments that help irvestors learn about viabdity earty on Al
theugh eatreprencurs are never hapgy when investons stop funding.
structuring carly experisents that faciltae such sbandoamess, by
boing highly specific (corroctly idestifying sl faileres), cven i ot the
expetoe of sexsitivity (coerectly identifying cvery success) can acte
ally help obtain irvestment in the first place. To incresse the chances

POLICY

12 JUNKE 2005 » VOL 348 BOLE 6340

et Innevitions focused om sockety’s Digpest prodierms attract suf
fciemn fonding, govenimen policy showsld focus on sectors o stages
where the cost a i e s high, therelry making it meee

Founders and joiners

Sy Michael Roach®! and Henry Sasermana*’

Most eforts %o promote technology entrepreneseship, such s
cowrses and incubators, focus on potentiad foseders of startup coen-
panies. Yet the vast majority of schentists and engineers contridute
to entreprencurship as “Jolners™—emplayees who join founders in
their efforts (o stant companies, We investigated mdividuals’ emtre
prencurial interests theough a survey of nearty 4200 sciemce and
apimeoring PhD candidates at ther | US. rescarch universities
focusing on theee questions: How peevalent are imerests in jolning
o starvep as an employee versus being a founder? How are jolmers
different from Sounders? How &0 contexvaal factors shape difSerent
entreprencurial imerests? Among the Ph.Ds surveyed, 46% were
Intevested In joining a startep as an employee, whereas 1% ex
pected 10 one dagy start their own company. Compared with Ph DS
Interested in careers in establishod firms, founders and joisers
share sinilar peeferences for an entreprencerial work setting. sech
o & desire for greater satonemy, tolerance for risk, and a desiee 10
commercialice techmologies. However, fovsders are significantly
more risk solerant and have a stronger sterest in management,
wheteas joiners are more istercstod in fenctional work activities




Oggi € necessario ammettere che ci troviamo in una situazione d saturazi
mercato occupazionale, in particolar modo per i profili della ;
Occorre quindi differenziare i propri CV acquisendo nu sve competen:
in aree che possono essere approfondite in base a /////////////
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ccole dimensioni rappresentanoiia
maggioranza nel biotech

ANALISI PER DIMENSIONE
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Start-up
Spin-off accademici
Spin-off industriali

22%

I Farmaceutica italiana
Il Multinazionali con sede in ltalia
I Altro

Multi-core
Red biotech
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Glossario

Imprese Red
Biotech

m|prese che C?éaerano nel .settore della s?lute_ deII’ugmo de de%li animatt,
utiizzando modern| metodi biotecn ]jo ICI g_er osvnup;[)o | prodottl per la cura €
IIa rggtclacr:} lone delle malattie (fafmaci, nuove ' terapie, vaccini, sistemi
U /

Green

mprese che operano nel settore a roaliment?re, utilizzando moderni metodi
blotecnoIP iCi Per a tg])_roduzmne o] Pante e, colture vege alllger a%pl cazioni in
Imentare, chim roduttivo, cosi come nel”pharmin olecolare e

campo ICO, . :
gﬁﬂ]?zrsl%/ijpo | test per?a rlPevazmne di ingredienti e contaminanti nei prodotti

Imprese White
Biotech

drese_ che C?_perano nel settore delle dbio_tecnolo ie jndustriali, utilizzandg
erni. metodi’ biotecnql IglclC gr r la Fro uzione € rasforma ione di grodotn

Imici, biomasse, materiali'e uranti, incluse le tecnologie di bioremediation
ambientale.

Im
m
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Imprese Multi-business

Imprese che operano in almeno due dei settori di
applicazione sopra citati.
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Imprese totali

Pure Biotech

Imprese 241
Addetti R&S 5.217
Fatturato biotech 6.662 min €
Investimenti in R&S 1.382 miIn €

145
1.416
1.174 min €

366 min €




m Grande

Media
Piccola

= Micro

Imprese Totali Red Green White

__ Media | 1% | 13% | 3% | 1%
___Micro | _62% | 5% | 77% | 70%



Biotecnologie per la salute

» Tra le imprese che operano nel settore delle biotecnologie applicate alla
salute, che sono 344, rappresentando circa la meta delle imprese biotech
italiane (49%).

» |l comparto salute genera una quota preponderante del fatturato,
corrispondente a oltre 9 miliardi (75% del totale) determina la maggior parte
degli investimenti complessivi in R&S (91%) ed occupa oltre il 75% degli
addetti alla R&S biotech in ltalia.

» Le imprese dedicate alla R&S biotech ovvero che impegnano il 75% o piu dei
propri costi di ricerca intra-muros in attivita biotech, sono 208, di cui il 92% ¢é
a capitale italiano: un dato che evidenzia come le biotecnologie abbiano
aperto importanti opportunita nella fase della ricerca early-stage all’interno
della filiera farmaceutica.

Di rilievo anche I'attenzione per i prodotti diagnostici: nel complesso delle
iImprese biotech italiane, ben 199 sviluppano prodotti e servizi diagnostici per la
salute umana.



Le principali aree terapeutiche

L'ltalia ospita una delle popolazioni piu
vecchie del mondo, percido risulta una
realta sempre piu interessante per le
imprese che intendono sviluppare e
sperimentare in clinica nuovi farmaci per la
cura delle patologie age-related
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Neurologia
ed ematologia
Dermatologia

Respiratorio

Inflammazione e
malattie autoimmuni
Malattie infettive
Malattie metaboliche
epatiche ed endocrine
Cardiovascolare
Gastrointestinale
Muscolo-scheletrico

I Pure biotech italiana Farmaceutica italiana Il Altra non Pure Biotech italiana Multinazionale con sede in italia




Analisi dei progetti per tipologia e fase di sviluppo

Il 45% circa dei progetti della pipeline (fase di discovery inclusa) € costituto
da biofarmaci, che comprendono, per definizione, gli anticorpi monoclonaly,
le proteine ricombinanti e i prodotti per terapie avanzate (terapia cellulare,
terapia genica e medicina rigenerativa).

m Anticorpo monoclonale

® Medicina rigenerativa
Peptide

m Prodotto naturale

—— Biofarmaci

m Proteina ricombinante
—i—Small molecules
® Small molecule

Terapia cellulare

Terapia genica

®Vaccino
mAltro

Discovery Preclinica Clinica

% di biofarmaci nelle diverse fasi di sviluppo

Dal 2014 a oggi, i biofarmaci sono passati dal 36% al 60%

Centro Studi Assobiotec®
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Pure biotech italiane: localizzazione

Le pure biotech italiane sono
localizzate:

« presso PST o incubatori (47%)

e presso universita o centri di
ricerca (25%)

« sede autonoma (28%)

| PST sono quindi autentici poli di
aggregazione tra ricerca, imprese
e capitale, consentendo alle micro
e piccole imprese di accedere a
un network di eccellenza e a
un‘ampia gamma di servizi
particolarmente utili nelle fasi
iniziali del loro sviluppo

Centro Studi Assobiotec®



Il sostegno all’innovazione

E’ stata avviata una politica economica volta a fare dell’innavazione la
chiave della competitivita nostro sistema industriale. Tra le misure adottate:

Il riconoscimento dello status di Start up innovativa

I'introduzione di un Credito d’'imposta sulla ricerca

'adozione di un regime di tassazione agevolata sui redditi da
proprieta intellettuale (Patent Box)

il riconoscimento dello status di PMI innovativa



Innovazione: per una crescita piu sostenibile

Y H H s i ] //?%
Sono sempre piu numerose le aziende che, pur operando in settori “tradizionali”, ///
integrano prodotti e tecnologie biotech nei propri processi produttivi, al fine di |
migliorarne la qualita e la resa, e di diminuirne I'impatto ambientale

_

La bioeconomia e la sfida che I'Europa sta raccogliendo per I'affermazione di un
nuovo modello di sviluppo sostenibile, in grado di generare valore e occupazione

Le biotecnologie rientrano a pieno titolo nelle cosiddette (Key Enabling
Technologies), come dichiarato dalla Commissione Europea

Z i
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3 1,5 2,7 1 Totale: 8,2 anni
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(media in anni)



Per ogni 1.000 molecole
identificate, solo 5
arrivano alla valutazione
clinica.

Di queste cinque, solo
una viene approvata per
I'utilizzo da parte dei
pazienti.

In media occorrono 8-9
anni dalla sintesi di una
molecola in laboratorio
alla sua approvazione
regolatoria.

Pharmaceutical Research and Manufacturers
of America (PhRMA), aprile 2002

_
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Dalla Dalla prima Dalla prima Dal primo studio  Dalla richiesta di
identificazione = somministrazione somministrazione allargato (fase lll)  approvazione
In laboratorio all’'uomo a pazienti regolatoria

(volontari)

Fonte: CMR International
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Red biotechnologies and drug design

Molecule = IELY Activity

Structural Genomics Functional Drug design
Proteomics



High Resolution Structural Biology

Organ — Tissue — Cell > Molecule —» Atoms

* A cell is an organization of millions of molecules

* Proper communication between these molecules
Is essential to the normal functioning of the cell

* To understand communication:
*Determine the Arrangement of Atoms™*



Resolution structural biolc
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Protein-Protein Interaction (PP}

Information stored in specific PPls databases
that can be used for:

1) Prediction of interacting sites of proteins
and design of specific interacting molecules;

2) Reliability Assessment of Protein-Protein
Interactions;

3) Establishment of interaction networks for
specific collections of proteins, and involved
with pathological/physiological processing.







In silico approaches

SEQUENCE
(gene or protein)

Models X

Validation @ -

Structural Biology

Experimental a

Activity assays

A X-ray crystallography

NMR

{

DATA BASE 3D
Structures::

MOLECULAR
DOCKING

Protel’mData Bank

Ab initio models
Homology models

a

DRUG
DESIGN




| “Ligand Based” Approach

« Disegno razionale di farmaci

« Chimica computazionale QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationships). Studio della correlazione statistica tra_una
proprieta fisica o molecolare calcolabile con alcune specifiche
attivita biologiche (programmi HyperChem, Sybyl).

* Una volta definiti dei parametri QSAR validi, € possibile predire
I’attivita biologica di un numero_elevato di composti correlati
{)rlma_ di passare alla fase sperimentale che spesso richiede
empi lunghi ed e costosa.



«TARGET BASED DRUG DESIGN»

Esempio = Valutare una libreria di pentapeptidi.

20 aminocidi abbiamo:
20°= 3,200,000 peptidi

vPROBLEMI

»Non possono essere tenuti in considerazione tutti i fenomeni che
avvengono in soluzione. | calcoli possono richiedere molto tempo.
Bisogna introdurre approssimazioni.

>l piu grande errore che si puo commettere nell’analisi
computazionale e quello di assumere che ogni numero calcolato sia

esatto!!



Additional experimental approaches

Acceptor Acceptor
Excitation Emission
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// - Label Transfer Protein Interaction Analysis
D/ (FRET-HTRF-BRET-FCS)
Wayeleogh - Co-immunoprecipitation (co-IP)
gi— g - - Pull-Down Assay
- Crosslinking Protein Interaction Analysis
Far-Western Blot Analysis
Label free SPR technologyh
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ty describes how well a drug can bind to a protein (i.e. receptor, enzyme,
\/ €
//{/

7 SLIOT
///// - dissociation constant.

7

Z
c.). Faster or stronger binding is represented by a higher affinity, or
uivalently | - g y

///4 /Idnot be confused with the affinity constant, Ky. While the

?/ : M// ) . y ) .d-
s the drug concentration needed for a level of tissue response,
f"”‘féflects the drug concentration needed for an amount of receptor
fficacy

7
Z

/Efficacy is the relationship between receptor occupancy and the ability to
~__initiate a response at the molecular, cellular, tissue or system level.

7


https://en.wikipedia.org/wiki/Dissociation_constant
https://en.wikipedia.org/wiki/Intrinsic_activity
https://en.wikipedia.org/wiki/Dissociation_constant
https://en.wikipedia.org/wiki/Intrinsic_activity
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///,/j/the affinity-related properties of new molecules - such as
dissociation constants for receptor ligands or inhibition constants for
/ﬁlbltors - play a key role in the selection of candidates for
urt évelopment in the early stages of drug discovery.

TUrLre!

,ésy recently emerged that drug binding kinetics (i.e. ko, and Ky of
f,,ﬁteraction), which is directly related to the length of time a drug spends
,"in contact with its target, may be at least as important as the binding

~ affinity.



EXPLORING THE ROLE OF STRUCTURE-KINETICS RELATIONSHIPS IN DRUG DISCOVERY
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, develop in vitro binding kinetic assays for studying the interactio
/ protem targets (soluble and membrane-bound) and drug candidates, wit
the throughput and timescales required for drug discovery projects.

Use different SPR platforms (e.g. Biacore and SensiQ-Pioneer) for :
Kinetic profiles and affinity analysis by “faststep” injections will be developed
and optimized specifically for membrane-associated proteins.

Cell-based SPR technologies for investigating the role of diffusion kinetics in drug-

protein interactions. This technology could greatly accelerate the throughput of
SPR based screening using membrane proteins (ALPHA screen).

Use of Multimode Plate Readers. By optimizing these novel HTS assays, we
Are able to analyze many biological interactions in solution, including those with

low affinity. We are also able to study membrane enzymes and/or receptor-ligand
interactions.

Experiments across multiple cellular backgrounds to optimize and develop HTS
methods based on the availability of fluorescence biosensors.

The study and integration of kinetics in the drug discovery process could thus be
moved to the next level.
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CAPITOLO 28

Risonanza plasmonica
di superficie e tecniche
label-free

di Enrico Dainese

La risonanza plasmonica di superficie (Surface Plasmon Resonance, SPR) € un me-
todo di elezione per la caratterizzazione delle interazioni macromolecolari. L’'SPR ¢ una
tecnica ottica che utilizza il fenomeno dell’onda evanescente per misurare cambiamen-
ti dell'indice di rifrazione in prossimita della superficie di un sensore metallico. A par-
tire dallo sviluppo, negli anni "90 del secolo scorso, del primo sensore basato sull’'SPR,
'uso di questa tecnica € cresciuto in modo costante negli anni. Il legame tra un analita
in soluzione e il suo substrato immobilizzato sulla superficie del sensore determina una
variazione dell'indice di rifrazione. Tale interazione viene monitorata in tempo reale e
la quantita di analita legato, nonché le velocita di associazione e di dissociazione, posso-
no essere misurate con alta precisione. I metodi sperimentali che prevedono I'impiego
della metodica SPR stanno evolvendo insieme a un crescente numero di applicazioni,
che vanno dal ligand-fishing (“pesca” del ligando), ad applicazioni in microbiologia,
in virologia, allo studio delle interazioni patogeno-ospite, alla mappatura degli epitopi
e allo studio delle interazioni tra macromolecole biologiche (proteina-proteina, DNA-
proteina, proteina-membrane, proteina-cellule ecc.).

Metodologie biochimiche e biomolecolari. Strumenti e tecniche per il laboratorio
del nuovo millennio, Zanichelli Editore 2019 .



CAPITOLO 28

Risonanza plasmonica
di superficie e tecniche
label-free

di Enrico Dainese

Come detto precedentemente, a partire dal suo sviluppo iniziale, la metodica SPR ¢
stata ampiamente utilizzata in biochimica e biologia molecolare grazie ai suoi numerosi
vantaggi:

« rilevazione in tempo reale e senza etichette molecolari (metodica real-time e label
[ree);

« alta sensibilita;

« mancanza di dipendenza dalle proprieta spettroscopiche delle molecole analizzate;
analisi quantitativa;
determinazione delle costanti cinetiche di velocita;
necessita di piccoli volumi di campione;
possibilita di analisi di un elevato numero di campioni (High-Throughput Scre-
ening, HTS).




PR € un metodo ottico per misurare ['indice di strati molta
sottlh di materiale adsorbito su un metallo. La teoria e le basi della metodica SPR venne
ro descritte e dimostrate per la prima volta da Andreas Otto alla fine degli anni ’60 de
secolo scorso. Una frazione dell’energia luminosa di una luce polarizzata incidente co
un angolo ben definito puo interagire con gli elettroni delocalizzati nel film metallico e
in questo modo, si riduce I'intensita della luce riflessa (Figura 28.1). Poiché gli elettron
sulla superficie del metallo (tipicamente oro o argento) sono mobili, essi possono esserg
definiti come un liquido ad alta densita elettronica (plasma) e creano delle oscillazion
che si propagano in direzione parallela all'interfaccia tra il metallo e il materiale dielettri
co (il campione biologico). Le onde di plasma che si propagano sono chiamate plasmon
superficiali. Quando a un particolare angolo incidente, il vettore dell’'onda della luceg
incidente si accoppia con il vettore degli elettroni che si muovono (plasmoni), si hanno
le condizioni di risonanza. Questo accoppiamento della luce incidente con i plasmon
di superficie porta a una perdita di energia dei fotoni, che viene trasmessa ai plasmoni.

metallo



La luce riflessa da un prisma induce un campo evanescente sia nello strato di metallo
sia nel materiale dielettrico. La luce viene, quindi, riflessa dal prisma e un rilevatore
registra I'angolo a cui ¢ soddisfatta la risonanza, espressa in unita di risonanza o RU
(Figura 28.2). Il biosensore a SPR si basa pertanto sul principio che qualsiasi cambia-
mento sulla superficie dielettrica di rilevazione causa uno spostamento dell’angolo di
rifrazione al fine di soddisfare la condizione di risonanza che viene registrata dal rileva-
tore. Quando I'analita inizia a fluire sopra lo strato di rilevazione e si lega al substrato
(materiale dielettrico biologico), I'angolo di rifrazione che soddisfa la condizione di
risonanza cambia di conseguenza, fino a raggiungere la saturazione (RU__ ) quando
tutti i siti di legame sono stati occupati. La dissociazione dell’analita dal substrato fa si
che I'angolo del rivelatore ritorni alla linea di base, non appena tutto 'analita sia stato
completamente rimosso (Figura 28.3). Pertanto, nella metodica SPR i cambiamenti am-
bientali nel mezzo dielettrico (materiale biologico oggetto di analisi) causano un’alte-
razione di fase, ampiezza, polarizzazione o distribuzione spettrale della luce incidente,
che puo essere attribuita a variazioni della costante di propagazione; quindi, vengono
rilevati cambiamenti nell'indice di rifrazione in tempo reale.

Onde evanescenti Figura 28.2
La luce riflessa dal prisma induce
Matrice un‘onda evanescente sia nel metallo

biologica sia nel materiale dielettrico (materiale
biologico). La luce riflessa in uscita dal
prisma viene rilevata dal detector, che
misura I'angolo al quale é soddisfatta
la condizione di risonanza.
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Luce
incidente

Detector




Figura 28.3

Tipico sensogramma SPR. Quando
I'analita inizia a legarsi al substrato
immobilizzato sul sensore, I'angolo di
riflessione che soddisfa le condizioni di
risonanza (espresso in unita di
risonanza, RU) cambiera fino a
raggiungere la saturazione (RU,,),
situazione in cui tutti i siti di legame
del substrato sono occupati. La
completa dissociazione dell’analita fa
tornare i valori di RU alle condizioni
iniziali (linea di base).

analita

In particolare, I'affinita di un farmaco nei confronti di un bersaglio molecolare e
considerata, insieme al suo profilo farmacocinetico e metabolico, un fattore determi-
nante per 'efficacia terapeutica. Nelle prime fasi della scoperta dei farmaci, le loro
proprieta di affinita verso molecole che sono loro bersagli potenziali, come le costanti
di dissociazione di ligandi recettoriali (agonisti o antagonisti) o le costanti di inibizione
nel caso di inibitori di enzimi, svolgono un ruolo chiave nella selezione di nuove classi
di molecole da caratterizzare ulteriormente. In questo contesto va anche considerato
che la metodica SPR consente di ottenere parametri cinetici (per esempio le k_, e k_g)
e le affinita di legame con il farmaco che sono direttamente correlate al periodo di
tempo in cui un farmaco rimane in contatto con il suo bersaglio. Pertanto, la metodica
SPR puo essere applicata al miglioramento del profilo e della specificita terapeutica dei
farmaci mediante lo studio sistematico delle cinetiche di legame a livello molecolare e
cellulare, ottimizzando il processo di sviluppo razionale dei farmaci (drug design).

Anche I'integrazione della metodica SPR con altre metodiche complementari come
la calorimetria differenziale, la cristallografia a raggi X, il SAXS, 'NMR e la bioinfor-
matica, consente approfondimenti raffinati dei meccanismi d’interazione molecolare,
fornendo un contributo fondamentale alla progettazione razionale di farmaci.
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Le analisi mediante SPR sono in grado di misurare costanti cinetiche di associazione
(k,) e di dissociazione (k,). Prendiamo I'esempio del caso pit semplice in cui la mo-
lecola A (analita) interagisce con la molecola B (substrato) per dare AB (complesso)
con stechiometria 1:1 (A +B 2 AB). Tali parametri sono facilmente ottenibili da un
sensogramma SPR (Figura 28.3), monitorando il cambiamento di risposta del legame
in funzione del tempo e della concentrazione, ovvero:

ﬂ%@=h{AHm—h{Am [28.2]

dove

k, € la costante cinetica di associazione espressa in M™'s™,

kq € la costante cinetica di dissociazione espressa in s,

[A] e [B] sono, rispettivamente, le concentrazioni di analita e di substrato liberi,
[AB] ¢ la concentrazione del complesso formato.

Ricordiamo che all’equilibrio le velocita di associazione e di dissociazione si equival-
gono, quindi k, x [A] x [B] = k4 x [AB]. Pertanto, in condizioni di equilibrio, I'associa-
zione dell’analita A alla superficie puo essere descritta da un’equazione di pseudo-primo
ordine:

RU__k[A] —(k, [Aeky )t
(= (e 283
k [A]+k, ( ) [ ]

dove
RU, ¢ il segnale registrato dal detector al tempo ¢,
RU,,,, ¢ il valore massimo del segnale (si veda la Figura 28.3), a saturazione di legame.
In un tipico esperimento si effettuano misure a diverse concentrazioni di analita,
producendo diverse curve con diversi valori di costanti di velocita k. L’equazione della
retta k,, = k, x [A] + k4 consente di riportare in grafico i dati di k,, in funzione della
concentrazione di analita [A] e permette, mediante regressione lineare, di ottenere il
valore di k, dalla pendenza della retta e quello di k; dallintercetta con I'asse y. Questi
parametri consentono anche di ottenere i valori delle costanti di associazione K, (che
in alcuni casi viene definita come costante di affinita) e di dissociazione K, all’equili-
brio, in base alla seguente relazione:

1
K,=—= [28.4]
Kd




Per le misure di tipo label free ¢ importante menzionare i sensori a reticolo a guida
d’onda risonante (Resonant Waveguide Grating, RWG). Sebbene il reticolo di diffra-
zione sia stato descritto oltre un secolo fa, la sua applicazione per lo sviluppo di sen-
sori biochimici non si ebbe prima degli inizi del nuovo millennio. La luce incidente da
entrambi i lati del reticolo (Figura 28.4) si propaga attraverso e si accoppia nella guida
d’onda per mezzo del reticolo. Il segnale risultante in uscita appare in una banda ristret-
ta di lunghezze d’onda riflesse o trasmesse. Quindi, in modo simile alla metodica SPR,
qualsiasi cambiamento nello strato di materiale biologico (macromolecole o cellule)
causera un cambiamento nella lunghezza d’onda riflessa o trasmessa. Nelle apparec-
chiature piu recenti & stata introdotta la versione Epic® del sensore RWG, apportando
modifiche per aumentare la sensibilita e offrendo la possibilita di effettuare misure su
micropiastre da 96, 384 e persino 1536 pozzetti (Figura 28.4). Ogni biosensore fornisce
misurazioni molto sensibili dei cambiamenti nel legame a proteine (Figura 28.4a) o
cellule (Figura 28.4b), in risposta alle aggiunte di ligandi in prossimita della superficie
del biosensore. Le interazioni di legame causano cambiamenti nella distribuzione di
massa sul biosensore stesso, che vengono rilevati come uno spostamento della lunghez-
za d’onda. I sensori vengono colpiti da una radiazione elettromagnetica incidente con
luce a banda larga e riflettono solo a una lunghezza d’onda specifica, che ¢ una funzione
sensibile alla variazione dell'indice di rifrazione vicino alla superficie del sensore. Nel
caso di proteine o altre macromolecole biologiche, il cambiamento dell'indice di rifra-
zione e, quindi, della lunghezza d’onda della luce riflessa ¢ proporzionale al numero di
eventi di legame tra I'analita e il substrato. Invece, nel caso dell’analisi di cellule, esso ¢
proporzionale alla redistribuzione dinamica di massa (DMR). Le analisi delle intera-
zioni biologiche con questi apparecchi sono di notevole interesse, sia per la possibilita
di confronto dei dati ottenuti mediante la metodica SPR, sia per la loro versatilita nello
sviluppo di farmaci mediante analisi in HTS di un numero elevato di molecole, anche
su modelli cellulari in vitro.

Macromolecola

@ Analita ®  biologica
Superficie
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spettro d’onda riflessa spettro d’onda riflessa




EnSpire Multimode Plate Reader for binding measurements by FRET and Label Free technology

Can be selected with following options:
Absorbance
Fluorescence
TRF, TR-FRET
Ultra sensitive Luminescence
AlphaScreen
Temperature control
Equipped with automatic workstation

Incorporates SPR label-free technology for
biochemical and cell-based assays
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ENSPIRE ALPHA 2390 MULTILABEL
READER:

ENSPIRE ALPHA reader is equipped
modular dispense technology arm,
EnSpire Multimode Plate Reader.
It will be employed for cell signali
assays (detection of cAMP, phospo-

Excitation Q) Emission

680 nm \ 615 nm

, Biotinylated
anti-analyte _Analyte

Streptavidin-coated Anti-analyte—-conjugated
Alpha donor bead AlphaLISA acceptor bead

A biotinylated antibody to the analyte
binds to the streptavidin-coated donor
beads and a second antibody to the
analyte is directly conjugated to AlphaLISA
acceptor beads. In the presence of the
analyte, the two beads come into close
proximity. The excitation of the donor
beads at 680 nm generates singlet oxygen
molecules that trigger a series of chemical
reactions in the acceptor beads resulting



Old approaches: Radioligand binding assay

Fixed concentration of radiolabeled ligand
Measures of how well a compound competes with the radioligand

Indicates that the studied molecule is utilizing the same binding“pocket
within the target protein
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-V The anti-inflammatory agent
bindarit acts as a modulator of fatty
acid-binding protein 4 in human
monocytic cells

Sergio Oddi (%", Lucia Scipioni?, Antonio Totaro?, Clotilde Angelucci®, Beatrice Dufrusine?,
Annalaura Sabatucci®, Daniel Tortolani', Isabella Coletta®, Maria Alessandra Alisi’,

Lorenzo Polenzani’, Michael Assfalg®, Carlo Caltagirone?, Enrico Dainese()** &

Mauro Maccarrone(H*5*

We investigated the cellular and molecular mechanisms by which bindarit, a smallindazolic derivative
with prominent anti-inflammatory effects, exerts its immunoregulatory activity in lipopolysaccharide
(LPS) stimulated human monocytic cells. We found that bindarit differentially regulates the release of
interleukin-8 (IL-8) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), enhancing the release of IL-8
and reducing that of MCP-1. These effects specifically required a functional interaction between bindarit
and fatty acid binding protein 4 (FABP%), a lipid chaperone that couples intracellular lipid mediators

to their biological targets and signaling pathways. We further demonstrated that bindarit can directly
interact with FABP4 by increasing its expression and nuclear localization, thus impacting on peroxisome
proliferator-activated receptor -y (PPAR) and LPS-dependent kinase signaling. Taken together, these
findings suggest a potential key-role of FABP4 in the immunomodulatory activity of bindarit, and
extend the spectrum of its possible therapeutic applications to FABP4 modulation.
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L: 100 ng/mL LPS, 20 h
B: 300 uM AF2838
OA: 40 pM oleic acid
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in a single assay

Mas
Redistribution

Surface
Waveguide
Substrate

Broadband Reflected
Source wavelength

Dynamic mass redistribution (DMR)
within a cell causes index of
refraction changes, resulting in a
wavelength shift



384-well format

Have a self reference pad within the sensor
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Pre-activated amine coupling chemistry for covalent immobilization of targets




Immobilization concept

-Polyethylene-Maleic anhydre (EMA) copolymer is the current Epic® immobilization
chemistry

*This chemistry allows direct amine coupling for immobilization of the target protein
through creation of a covalent bound between the protein of the surface
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Target immobilization on
EMA standard chemistry
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Broadband Reflected
Source wavelength

Single split sensor within well

Binding Signal = Sample - Reference
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EnSpire Cellular Assay
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