1 LEZIONE
E una lezione pil che altro introduttiva per fare un po’ una panoramica di quello che andremo a studiare e
quello che & il principio che sta alla base proprio di questo esame,quindi tecniche di laboratorio biomedico.
" Introduzione E un overview del programma raggruppato nei vari macroargomenti,poi ogni
Blotecnologia delle colture cellulari— grgomento di questo verra sviluppato in altri.

03 In vitro Bio Oggi andiamo a vedere la parte introduttiva della sperimentazione e poi della
EetPoell preckelict avmpictd sicurezza in laboratorio.
F rimetr
08 Esplorando le proteine
9 Elettrofores:
Introduzione: scopo e finalita Vediamo prima di tutto che cos’e la
- » biomedicina perché parliamo di tecniche di
R i laboratorio biomedico. Cosa si intende per

_ ) LIt biomedicina?La biomedicina & una branca della
spicsion sl e “'.'.."‘ e narrl ¢ o - _ scienza medica basata sull’applicazione di
e principi di scienze naturali,della biologia e della
g bt s ~ biochimica alla pratica clinica.Che cosa
el BB s Lol ol - [ E———— ‘ comporta?Comporta,quindi, lo studio di
s i e processi patofisiologici con dei metodi propri
che possono prendere parte a diversi argomenti che possono essere:biologia,chimica e fisica(perché poi
vedremo che verra spaziato un po’ per cui non parliamo solo della biochimica,ma anche della
biologia,immunologia,chimica). Gli approcci variano dalla comprensione delle interazioni molecolari allo
studio e ,quindi, poi delle conseguenze in vivo.Quindi dapprima comprendere quello che succede nel
piccolo,nella singola cellula in questo caso, per poi avere e studiare quelle che possono essere le
conseguenze in vivo e questi processi verranno studiati con un occhio di riguardo per I’elaborazione di
gueste nuove tecniche diagnostiche e terapeutiche.
Alla fine il tutto sara per acquisire degli strumenti di base.Che cosa intendiamo per strumenti di base?
Parleremo di ricerca biochimica,indagini biochimiche,ma anche ricerca biomedica,quindi per biomedicina
quello che intendevamo prima.

ull'applicazione dei prir

entozions strumentall e nseena e Che cosa studia?l fondamenti teorici,
sl descrive le implementazioni strumentali e
lecobre betonoa cines. insegna le tecniche esecutive delle molteplici
attivita di laboratorio.Che sono queste
tecniche?Tecniche di preparazione dei
meodchesepaatimelo campioni,tipo tecniche di
estrazione,separazione e della loro
successiva analisi,quindi mediante
metodiche che possono essere
separative,analitiche (i metodi
spettroscopici,cromatografici). Per questo motivo spazia non solo dalla biochimica (& vero che ci sono tante
nozioni della biochimica), ma anche alla chimica,immunochimica ,biologia molecolare, istopatologia e fisica.
Gli argomenti che principalmente tratteremo e che possono essere approcciati da un punto di vista pratico
riguarderanno: sicuramente studi su colture cellulari,quindi bioscreens in vitro; la coltivazione proprio di
linee cellulari (come possono essere,quante linee cellulari ci sono);conosciamo anche lo studio strutturale e
funzionale di proteine attraverso I'utilizzo di metodiche chimiche o tecniche fisiche;metodiche separative
ad esempio la cromatografia,l’elettroforesi o tecniche di centrifugazione,spettroscopia cosi come la
purificazione di acidi nucleici; applicazioni pratiche di immunochimica (infatti cerchero di darvi delle nozioni
soprattutto quando poi parleremo della fluorescenza anche di immunofluorescenza o immunochimica per
avere delle nozioni di base).

retici, immu
mica, immunochimica, microbiologia, bl
e fisica

| principali argomenti trattati, approcciati dal punto di vista pratico, riguardano;

studio strutturale e funzionale
purificazione e Msolamento di di proteine con lutilizza d
proteine e di altre biomolecole; metadiche cniche

fisiche © chimico-fisiche;

studi su colture cellulart,




[Forse faremo delle lezioni pratiche per vedere praticamente qualcosa, tipo colture cellulari,la differenza tra
delle linee cellulari o un disco che puo essere poco confluente o molto confluente,quindi come varia sia
macroscopicamente sia microscopicamente per avere e per fissare questi concetti].

Laboratorio Biochimico e Biomedico Quindi parliamo di cellule,parliamo di modelli
“wwwn sperimentali.Principalmente quello che
o — Modelli di studio - | T .
eroento Modelli sperimentali g tratteremo noi e I'allestimento.
/ -

* [La prima lezione serve proprio ad entrare in

d%;‘i{‘;"J?%ﬁ%;‘?‘fa"’;:“;ﬂ%gl"tm::f"aﬂ confidenza con questi termini, come si dice
essere classificabilg come vivente 4 . .
L% | quando siva a studiare qualcosal.

Da arganismi procarioti (€. coli, B. subtilis, etc .}, ad eucarioti monaceljulari 5. cerevisiae) A

b ol cole e cegarieml bliogld ’ Che cos’eé un modello di studio?In questo caso
\ . parliamo di un modello sperimentale.
[""0‘19""595”“""6"1&@] (tpici dei biochiric)_ 4" Quando uno sperimentatore va a mettere a
Vantagei: semplicits mmmfca(sper.mentazmneeinterpretazianeée'i wtetl punto questo modello si dice “allestire un
| Svantaggi: artefatti non sempre somigliant alla situaziona vivo | modello sperimentale” e nel nostro caso & un

modello sperimentale in vitro (che & proprio tipico dei bIOChImICI o di biologia molecolare). In vitro significa
che va ad analizzare quelli che sono gli organismi cellulari che possono spaziare da organismi procarioti a
organismi eucarioti.Quello che vedremo principalmente in questo corso saranno quelli eucarioti,quindi le
nostre cellule,cellule eucariotiche.Per capire tutto questo,quindi prima di saper come allestire questo
modello sperimentale in vitro, bisogna sapere di cosa stiamo parlando, che tipo di cellula dobbiamo
allestire,dobbiamo mettere in coltura e dobbiamo capire la differenza o almeno i fondamenti e i principi di
base di questa cellula.

| vantaggi nell’allestire questi modelli sperimentali in vitro quali sono? C’é una semplicita biochimica
perché c’e una semplicita nella sperimentazione cosi come nell’'interpretazione del risultato perché
andando ad allestire una cellula,rispetto ad un organo o un tessuto o addirittura un organismo in
toto(quindi in vivo), ovvio che sara piu semplice la gestione,l’allestimento e poi il comprendere il risultato,a
seguito del trattamento del nostro modello sperimentale.

Come svantaggio,pero, avremo che ci potrebbero essere degli artefatti non sempre somiglianti alla
situazione in toto,quindi in vivo (quello che poi andremo a vedere nell’animale o come fine ultimo
nell’'uomo).

Cellula procariots Cellula sucariote Qui ha riportato i principali tipi di cellule.Quando
Organismi tipici | Rater od archesbals Protisi, funghi, piante ed anima parliamo di distinzione tra cellula eucariotica e
Dimensioni tipiche  ~ 1-10 | ~ 10-100 pm {con poche eccezioni, come gli 5 atozoi) ) N A
Tipo dinuclsa | Nucieote:nessun nuceo e e o procariotica & importante sapere di cosa stiamo
DNA Solitamente circolare Molecole lineari (cromosomi) complessate da iston parlando’ql“ndl de”a Ce”ula eucarlotlca |e
SintesidiBNA® | accoppiate nel citoplasms Sintesi dell'RNA nel nucieo e delle proteine nel citoplasma L . C s .
= principali caratteristiche e differenze anche con
Ribosomi 505+30S 6054405
aeirutture | poche sruture Moo STUCIS FRCEHNSS 08 TheMiErEMe o Sl quelle procariotiche.Parliamo di presenza di
i g sell composti i i Flagelli s cisia composte di tubul nucleo, del DNA come & fatto e dove si puo
e L e trovare,quindi anche la presenza del DNA
e Fresunts nele cianes mitocondriale,il tipo di divisione cellulare(questo &

Unicellulare, a colonie e in organismi pluricellulari (contenenti

i i Solitamente unicellulare
Orgenizzasions - S cellule specializzate)

e~ e e RaTE importante perché magari molti farmaci o
compostl possono andare ad interagire e interferire con la divisione cellulare cosi come altri pathway) e
quindi bisogna conoscere bene il tipo di cellula che poi si deve studiare.

Sviluppo delle conoscenze Biochimiche L’ha riportato per meglio comprendere cos’é la biologia
molecolare: & una branca della biologia che studia gli
esseri viventi a livello dei meccanismi molecolari,quindi i
meccanismi che sono alla base della loro fisiologia
andandoci a concentrare,in particolare, sulle interazioni
tra le varie macromolecole.Per macromolecole
intendiamo principalmente le proteine e gli acidi
nucleici.Si fa riferimento ad una serie di tecniche e queste
tecnlche ci consentiranno la rilevazione,l’analisi,la manipolazione,|’amplificazione attraverso una metodica
che si chiama PCR,e la copia (tipo con il clonaggio) degli acidi nucleici.Quindi,differenza tra proteomica o
genomica e biologia molecolare.Che cos’é la genomica o proteomica?La genomica studia il genoma degli
organismi viventi,invece la proteomica le proteine strutturali e funzionali dei vari organismi.

\\; sviluppo, perfezionamento di nuove metodologie e tecniche
Molecular o
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Preclinical Research Allora vediamo ora la ricerca preclinica perché

s y— — lo scopo di questo di questo corso e proprio
"‘ﬁfﬂf-’ :'L” - 4 avere delle nozioni o conoscenze di quella che &
(g AT A T e 3@‘3 la ricerca preclinica e clinica,quindi lo sviluppo
= Lend ey - di un farmaco e,quindi, il drug discovery.
il P~ E essenziale sapere qual & questo questo drug

Breforrrulation
candidates
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Taxcology

- = discovery,che linea puo seguire e ,quindi, lo
:P"mmm‘)'"u‘ﬁ?.:ﬁﬂm y sviluppo di un farmaco.

3 .. W Parliamo di farmaco perché nel nostro caso &

: piu specifico,e piu vicino a noi,ma per lo
sviluppo di un composto in generale che possa essere magari un composto nell’ambito della cosmetologia
cosi come nella nutraceutica,comunque va a seguire sempre gli stessi passaggi.Partiamo principalmente da

uno sviluppo preclinico per poi passare allo sviluppo clinico e quello di post-market.
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Orug Dscovery ['.:::.::.‘ \ T — r;%:m.; J Qui po.tete veder'e nello spec.if'ico,ne‘I dgttaglio cosa
Development . Al S intendiamo per ricerca preclinica,quindi andare ad
T e et identificare e ottimizzare quello che ¢ il target verso il quale
§ — ] — — volete agire,magari andandolo ad inibire o andandolo a
/ - stimolare per avere una risposta desiderata.
7 Py Prima di tutto bisogna capire e conoscere questo tipo di
F T target per poi,durante la ricerca preclinica, andare a

e sviluppare una serie di molecole(ma per una serie intendo
innumerevoli molecole) per poi arrivare,mediante diversi saggi, allo sviluppo clinico. Lo sviluppo clinico tra
preclinico e clinico € una sorta di imbuto,quindi da tanti composti 1-2 andranno in fase clinica per poi
essere testati sull’'uomo.Per sviluppo preclinico intendiamo lo sviluppo di un composto,quindi testare un
composto in vitro su linee cellulari e in vivo, quindi sugli organismi in toto. Sviluppo clinico,invece, quando
parliamo di sviluppare e testare un farmaco sull’'uomo e poi la fase di post-marketing che e quella di
monitoraggio.

Qui fa riferimento tipo all’ibuprofene, & stato sviluppato questo tipo di struttura proprio perché,
conoscendo il target verso il quale si vuole agire, si va a ricostruire, a sintetizzare una struttura che possa
essere complementare al target o che possa essere in grado di legare quel target e magari inibirlo, in
guesto caso.

Modelli sperimentali Abbiamo diversi modelli sperimentali: abbiamo detto prima
target biomolecolari,quindi capire il target.Prima di tutto
bisogna avere conoscenza della letteratura;conoscenza,nel caso
in cui stiamo parlando di una patologia, di quella precisa
patologia;magari se parliamo di un tumore preciso bisogna
partire dal tipo di tumore,capirne le caratteristiche e capire i
vari target biomolecolari che possono essere utilizzati e presi in
considerazione per poter essere bloccati magari da eventuali
farmaci e ,quindi,avere un blocco o una diminuzione di quel cancro,di quel tumore.Poi c’e uno screening ad
alta risoluzione,quindi ottimizzare tutta una serie di tanti composti per poi arrivare a uno o due composti
('imbuto di cui parlavamo prima) per poi avere,quindi, questi lead compound o lead molecole che sono
quelle che poi andranno ad essere testate sia a livello preclinico e poi a livello clinico.

Preclinico e quello che vedremo pil nel dettaglio,quindi sia in vitro che in studi in vivo per la selettivita di
un farmaco,modelli animali ,quindi diversi sono i modelli sperimentali che possono essere allestiti prima di
tutto in base al tipo di patologia o condizione che bisogna e che si vuole studiare e poi in base al tipo di
screening che si vuole affrontare.




Modelli sperimentali Qui ha dato una panoramica un po’ piu nello
' specifico dei modelli in vitro e in vivo che
@ . @ andremo a vedere (perché per quanto riguarda gli
studi clinici non andremo a studiare le varie fasi
. 5 s H o S el dettaglio o almeno come modelli).Piu che
- ' = - = = (= 80 3ltro vedremo in vitro: in vitro possono essere
. - ~ distinti in modelli 2D,che si chiamano anche
monolayer, o modelli 3D che si definiscono anche
modelli avanzati in vitro.Poi ci sono i modelli in
vivo,i modelli ex vivo e poi gli studi clinici. | modelli
in vitro e i modelli in vivo devono coesistere tra loro,nel senso che sono importanti sia I'uno che I'altro(non é
uno meno importante dell’altro). La sperimentazione in vivo deve essere ben studiata in quanto e ancor di
piu regolamentata da istituzioni proprio per il benessere degli animali che vanno a regolamentare questo
tipo di sperimentazione,cosa che in vitro & meno accurata.Quindi, si parte dal vitro e possiamo avere questi
modelli monolayer,significa che in una semplice piastra di Petri o multiwell viene seminata e coltivata una
linea cellulare (che puo essere una linea normale,una linea tumorale) e portata avanti in coltura.Su questa
multiwell si effettuano poi diversi tipi di trattamenti,ma il trattamento per quella linea cellulare sara
limitato alla sola risposta di quella linea perché non c’é nient’altro,non ci sono interazioni il contorno che,
invece, potremmo trovare in una situazione in vivo che puo essere un coinvolgimento del sistema
immunitario,cosi come formazione di neoangiogenesi se parliamo di tumori o capacita di migrazione magari
coinvolta o stimolata da altre cellule.Cosa che invece riusciamo di pilu a studiare mediante I’allestimento di
questi modelli avanzati in vitro.Di questi modelli avanzati in vitro noi vedremo pil nel dettaglio sferoidi e
organoidi.l sistemi di co-coltura sono molto semplici anche nell’allestimento (I’hanno fatto in laboratorio e
si tratta semplicemente di mettere in co-coltura ,proprio come dice il termine ,due o piu linee cellulari
quindi non si scelgono delle linee cellulari a caso,ma in base allo studio dalla letteratura e si andranno poi
ad allestire e a co-coltivare le cellule che potrebbero interagire tra loro mediante rilascio o sintesi di
fattori,che possono essere chemiotattici o tipi di interleuchine che possono andare ad interagire e
comunicare tra le due linee cellulari, e quindi capire poi questo tipo di interazione come possa tradursi in
un effetto di un farmaco).
[Organoidi e sferoidi lo vedremo nel dettaglio,verranno fatti 2 seminari per meglio comprendere il tipo di
modello e come possono essere creati.Poi la stessa cosa, verra studiato nel dettaglio in vivo,quindi i vari
modelli in vivo,ma pressoché studieremo quelli relativi all’allestimento o lo sviluppo di un tumore perché e
principalmente quello che studiamo].
Vedete che tra in vivo e studi clinici,quindi tra preclinico e clinico, c’é questo ex vivo.Ex vivo prende parte
dello sviluppo preclinico e comprende tutte quelle metodiche che vanno ad analizzare quello che deriva dal
vivo.Cosa significa deriva dal vivo? puo essere magari un organo che e stato esportato dal topo (che & stato
opportunamente trattato in un certo modo oppure un’alimentazione particolare), cosi come puo essere
magari I'asportazione di un tumore, quindi se voglio studiare I'effetto antitumorale di un composto posso
poi, alla fine del trattamento, esportare il tumore (quindi all’inizio e alla fine del trattamento) oppure
confrontandolo con un topo di controllo e cercare di capire se il mio farmaco ha fatto effetto. Poi ci sono gli
studi clinici che si distinguono, quando parliamo poi degli studi sull’'uomo parliamo di studi di fase 1,2,3 e
poi c’é in pil la fase 4 che & quella di monitoraggio.

Tutto questo ha delle applicazioni sperimentali. A
... cosaserve?Per lo sviluppo di un farmaco,per la

Applications

.2 & £ . . . .
G Od | S st oy s e e ValUtazione/lo studio dell’efficacia di un
dei diversi modelli : “  farmaco,cosi come identificare diversi target che

sperimentali Applicazioni sperimentali quel farmaco puo avere,ricerca su carcinogenesi,
0 ‘ cancro,quindi studi di composti che possono
: avere degli effetti-azioni antitumorali oppure
o ) dose-risposta a livello di prediction(quindi fare
Tk - stonanc are esone presicion UNA Predizione della dose-risposta).



— ..perlosviluppo Tutto questo ovviamente ha un costo ed e abbastanza
alto e anche un tempo=per quanto riguarda il tempo
medio di sviluppo parliamo di 12-16 anni,delle volte
anche 20 anni).Abbiamo tante molecole screenate,qui
parliamo di 10.000 molecole screenate,di cui solo 5
arrivano alla sperimentazione clinica e di queste 1 FORSE
arriva sul mercato.”Forse” perché con tutti gli studi che
sono stati fatti poi lo studio pud non andare a buon fine.
Lo studio puo non andare a buon fine perché non e detto
che quando si comincia lo studio di un farmaco debba per
forza arrivare a dare una risposta positiva o un farmaco che sia attivo. Quindi, prima di poter sperimentare
sugli esseri umani ovviamente & necessario che di questo nuovo farmaco, di questo nuovo composto
potenzialmente farmaco, venga dimostrata la safety, quindi sicurezza, non tossicita e tollerabilita di questa
molecola e questo lo si ottiene mediante esperimenti sia in vitro che in vivo.
Questo e un po’ quello che abbiamo detto prima:
~— fo ~— quindi ci sono diverse fasi per lo sviluppo del farmaco,
ricerca preclinica e quella clinica. Nella fase 1 parliamo
/ di poche persone, poi ci sono la fase 2, la fase 3 e poi
c’é quella di post-marketing che e quella di
monitoraggio che poi durera per tutta la vita che &
quella di fase 4.
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Questa e un’indagine statistica, tra tutti i composti o

no a 1 2 3 4 5§ 6 7 &8 9 10 1 12 . .. . . . . . .
= farmaci presenti in commercio o nei vari studi, il 42% di
rT—— questi sono enzimi, o meglio: i target molecolari dei
T, composti sono degli enzimi, come per esempio l'ibuprofene
>0 100 w23 | 1 | 4 + che va a inibire 'enzima COX responsabile delle
Target molecolari o pro§tagland|r?e che sono |. principali medlat.orl
dell’inflammazione. Ovviamente altri target molecolari possono essere
- —reguaos 3tri tipi di recettori, proteine, trasportatori, acidi nucleici etc.
_ B Ovviamente questi composti che seguono questa fase di
- uan " recaptars

; @  sperimentazione possono essere nell’ambito della cosmetologia cosi
T oo \pne - ROZESR come nell’ambito delle big Pharma.
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Sviluppo dei farmaci e sperimentazione biochimica

Metodi principali di scoperta di nuovi farmaci

Qui ci sono diversi metodi principali di scoperte

e e di nuovi farmaci: vi lascio questa slide giusto per
= di i fi i i isti i i idi i i . . o . .
73::;;2 :!rng:tai\’j\ su base razionale (modellistica computazionale di strutture tridimensionali) avere de”e nozioni plu Che a|tr0 scritte per Caplre
Strumenti della ricerca pre-clinica . . .

-elaborazionedelllemfurma_zmnesperimentall da Ccosa Ssi deve par‘t”‘e' par‘“amo per‘ avere una
- scoperta di nuovi composti leader
= svill himi d li H H H H H
-z;r:ft':sfaa:;::ms;:ntv‘\gebluloglcc-moleco\arelesperlmentlm vitro) SCOperta dl nuovi farmac' POSSIamO partlre da
- caratterizzazione farmacologica-tossicologica (in vivo, modelli animali) d I I h I d . f . |

Suiluppo di nuoui bersagli farmacologici egli analoghi strutturali dei farmaci naturali,

B oy s e el e quindi se gia un ¢’& un composto di origine

La farmacogenomica & una branca della biologia molecolare che si occupa di indagare sugli effetti di un

determinato farmaco in base al genotipo dell'individuo. Questo tipo di ricerca non si basa sullo studic dei naturale Slva pOI a SIntetlzza re e svi | uppa re del
singoli geni, bensi sul polimorfismo a singolo nucleotide (SNP = Single Nucleotide polymorphism). Sulla

base di osservazioni su vari pazienti, si € notato che ognuno reagisce in modo diverso a un determinato fa rmaCI Che ha nno Ia Stessa Struttu ra o uhna

farmaco, in base ai polimorfismi di SNP presenti nel suo aplotipo. Si pud dunque cercare di produrre una

“carta d'identitad" dellindividuo per SNP, che consente di ridurre notevolmente i tempi di sperimentazione Struttura analoga a que”o naturale |no|tre un
di un farmaco e ottimizzarne |'utilizzo. ’
disegno di farmaci su base razionale, quindi attraverso modellistica computazionale oppure dei bersagli
innovativi. Gli strumenti della ricerca preclinica sono I'elaborazione delle informazioni sperimentali,
scoperta di nuovi composti leader, caratterizzazione biochimica e biologica molecolare (quindi attraverso
esperimenti in vitro), caratterizzazione farmacologica-tossicologica esperimenti in vivo (quindi attraverso
dei modelli animali). La farmacogenomica & una branca della biologia molecolare che si occupa di indagare
gli effetti di un determinato farmaco in base al genotipo dell’individuo, perché ovviamente ogni farmaco

puo avere un effetto diverso rispetto ai diversi individui in quanto la risposta puo variare in base al genotipo



