Librerie di peptidi su batteriofagi come sistema sperimentale per lo studio delle
interazioni molecolari
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L'interazione tra molecole ¢ un passo essenziale nella maggior parte dei processi biologici. Negli
ultimi anni, la generazione di librerie molto vaste (composte di 10e7 - 10e8 varianti) di peptidi
esposti sulla superficie di batteriofagi filamentosi ha fornito un potente strumento per
l'identificazione e 1'isolamento di ligandi per una data molecola tramite un approccio combinatoriale
[1]. Queste librerie sono state costruite mediante il clonaggio di oligonucleotidi di sequenza casuale
nei geni codificanti per le proteine capsidiche di batteriofagi filamentosi [2,3]. In questo modo, ogni
diverso peptide ¢ esposto su una particella fagica differente e da cio quindi deriva che i peptidi
esposti su fago hanno 1'utilissima proprieta di essere fisicamente associati alla loro informazione
genetica corrispondente. Utilizzando una data molecola come "target" ¢ possibile purificare per
affinita, dalla miscela estremamente eterogenea che costituisce la libreria, quelle particelle fagiche
ricombinanti che espongono sulla loro superficie sequenze peptidiche in grado di legarsi a questa
molecola. La sequenza di questi peptidi cosi selezionati puo essere rapidamente ed efficientemente
ricavata mediante il sequenziamento del DNA che ¢ incapsidato nelle stesse particelle fagiche [4].
La strategia di selezione appena descritta ¢ stata applicata a molti differenti sistemi ligando/ligato,
portando all'identificazione di nuove sequenze peptidiche, le quali non necessariamente somigliano
a quelle naturali (ovvero a quelle dei ligandi originali), tuttavia mostrano una analoga specificita di
legame; sono state perfino isolate sequenze peptidiche in grado di mimare molecole non proteiche
[5]. La suddetta complessita delle librerie di peptidi su batteriofagi perd, pur essendo sufficiente a
selezionare ligandi specifici, ¢ di molti ordini di grandezza inferiore a quella necessaria a contenere
tutte le possibili varianti di una sequenza amminoacidica di lunghezza paragonabile ad un dominio
proteico, ad esempio per una sequenza di 20 amminoacidi le teoriche possibili combinazioni sono
circa 10e26, per una di 30 oltre 10e39. Risulta quindi evidente che la costruzione e la
manipolazione di una libreria teoricamente "completa" di strutture proteiche casuali &
improponibile. Una soluzione praticabile puo essere quella di generare diversita mediante cicli
successivi di mutagenesi e selezione, mimando in pratica quello che avviene naturalmente nel
processo di evoluzione biologica. Le tecnologie di manipolazione genetica possono permettere di
accelerare questo processo, in maniera che generazioni composte da molti milioni di mutanti
possono essere prodotte e selezionate in cicli molto rapidi. Il nostro lavoro ¢ stato diretto a mettere a
punto la strumentazione biologica (librerie e vettori) e le metodologie (protocolli mirati di
mutagenesi e selezione) per dimostrare che un tale approccio all'ingegneria proteica mediante
tecniche di evoluzione molecolare ¢ effettivamente possibile.
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