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Capitolo 1- Introduzione

RIBOSOME-INACTIVATING PROTEINS

NOTE INTRODUTTIVE

Le “ribosome-inactivating proteins” sono proteine, per la maggior parte di
origine vegetale e alcune di origine batterica, in grado di bloccare la sintesi
proteica, uno dei pill importanti processi cellulari di sintesi macromolecolare
insieme alla replicazione del DNA.

L’identificazione di queste proteine ha inizio nel 1884, quando Warden e Waddel
scoprono la natura proteica della tossina contenuta nei semi di Abrus precatorius,
alla quale ¢ stato dato il nome di abrina. Qualche anno dopo, nel 1887, Dixon
compiendo 1 primi studi sul Ricinus communis, la cui tossicita era allora gia nota,
suppone che il principio tossico del ricino fosse una proteina (Dixon, 1887). In
seguito, questa proteina ¢ stata purificata da Herman Stillmark, che propose per
essa il nome di ricina, attribuendone la tossicita alla capacita di agglutinare gli
eritrociti (Stillmark, 1888).

Un contributo molto importante nello studio di queste due tossine si deve a Paul
Ehrlich, che somministrando piccole quantita di tossina tramite iniezione
sottocutanea, riusci ad ottenere I’immunizzazione degli animali trattati (Ehrlich,
1891). Questi studi portarono alla luce alcune caratteristiche dell’tmmunita
adattativa, tra cui la specificita della risposta difensiva. Infatti, un animale
1mmunizzato contro la ricina risultava immune alla sua somministrazione, ma era
ancora sensibile alla tossicita dell’abrina e viceversa (vedi rassegna Olsnes
2004).

Gli studi su abrina e ricina hanno segnato il punto di partenza per
I’identificazione di molte altre proteine vegetali con caratteristiche strutturali e
funzionali simili. Un significativo passo in avanti verso uno studio piu
approfondito di queste proteine ¢ stato compiuto nel 1970, quando Lin e
collaboratori hanno scoperto che ricina e abrina sono piu tossiche per le cellule
tumorali che su quelle normali (Lin et al., 1970). Questa scoperta ha dato il via a
numerosi studi sulle caratteristiche di queste proteine, sulla loro diffusione e sulle

loro numerose attivita biologiche. Gia dal 1973 ¢ stata individuata la loro
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capacita di danneggiare irreversibilmente i ribosomi (Montanaro et al., 1973) e in
particolare la subunita maggiore (Sperti et al, 1973). La denominazione di
ribosome-inactivating protein (RIP) ¢ stata introdotta solo nel 1982 da Stirpe, per
indicare tutto quel gruppo di proteine che inattivano irreversibilmente 1 ribosomi.
Successivamente ¢ stato chiarito il meccanismo d’azione delle RIP sui ribosomi
anche a livello molecolare (Endo ef al., 1987). Negli anni ‘90 ¢ stata scoperta la
capacita delle RIP di depurinare diversi substrati adenosilici come altri tipi di

RNA, DNA e poli (A), ma non ATP o dATP (Barbieri et al, 1997).
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1.1 CARATTERISTICHE GENERALI

CLASSIFICAZIONE E STRUTTURA GENERALE DELLE RIP

Dal punto di vista strutturale le RIP sono distinte in due gruppi: RIP di tipo 1 o
monocatenarie € RIP di tipo 2 o bicatenarie (figura 1). Le similitudini riscontrate
negli studi genetici e di struttura sembrano suggerire che entrambe le categorie
derivano da un comune precursore ancestrale e che quindi le RIP di tipo 2 si

siano evolute da quelle di tipo 1 (Ready et al., 1984).

CLASSIFICAZIONE E STRUTTURA GENERALE DELLE RIP

. Esempio
RIP tipo 1
STRUTTURA GENERALE
| ‘_d Saporina
ECCEZIONI
| ‘ JIP60
o ‘ B ‘ Maize b-32
RIP tipo 2
| Ricina

S——-‘
2

Ij Dominio N-glicosilasico - Dominio sconosciuto
I: Dominio lectinico ‘ Siti di legame per i carboidrati

Figura 1: Rappresentazione schematica delle RIP.

Le RIP di tipo 1 o monocatenarie tra cui la saporina (estratta dalla Saponaria
officinalis), sono enzimi monomerici, con un peso molecolare di circa 30 KDa.
Sono proteine basiche, che mostrano un’elevata omologia di sequenza e di
struttura secondaria riguardo il loro sito attivo, ma sono significativamente
differenti per sequenza complessiva e modificazioni post-traduzionali. Queste

RIP (figura 1), essendo sprovviste di catena lectinica, non sono in grado di
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legarsi alla superficie cellulare e risultano meno tossiche sia per le cellule in
coltura che per gli animali, rispetto alle RIP bicatenarie ad elevata tossicita.
Tuttavia le RIP monocatenarie hanno ugualmente un'efficacia alta nell'inibizione
della sintesi proteica in sistemi cell-free (vedi rassegna Barbieri et al., 1993).
Possono venire classificate tra le RIP di tipo 1 anche alcuni esempi atipici di RIP
(figura 1). Queste RIP sono sintetizzate come precursori inattivi (proRIPs)
(Dixon, 1887) e richiedono un processo di maturazione di tipo proteolitico
(Mundy et al., 1994). Fino ad ora sono state caratterizzate RIP di questo tipo
soltanto nell’orzo (Reimbothe et al., 1994; Chaudhry et al, 1994) e nel mais
(Walsh et al., 1991; Bass et al., 1992). La b-32 del mais ¢ una proteina acida resa
attiva da un taglio che rimuove un segmento peptidico interno e lascia due
subunita di 16.5 (a) e 8.5 (B) kDa associate tra loro da legami non covalenti. Un
altro esempio ¢ dato dalla JIP60, una proteina di 60 kDa identificata nell’orzo
(Hordeum vulgare), che consiste di un dominio amino-terminale, somigliante alle
RIP di tipo 1, legato ad un dominio carbossi-terminale non correlato, con
funzione sconosciuta (Reimbothe er al, 1994). Anche in questo caso,
I’attivazione avviene per opera di un taglio proteolitico che elimina il dominio
carbossi-terminale e rende la proteina simile per carica e attivita enzimatica alle
RIP di tipo 1 (Chaudhry et at., 1994).

Questo tipo di classificazione delle RIP atipiche non ¢ tuttavia accettata
universalmente dal mondo scientifico. Infatti, alcuni Autori hanno proposto di
creare un terzo gruppo di RIP in cui classificare la proteina JIP60, mentre sono
d’accordo nel considerare le RIP del mais e loro simili come RIP di tipo 1 a

doppia catena (vedi rassegna Peumans et al., 2001, Van Damme et al., 2001).

Le RIP di tipo 2 o bicatenarie (tabella 2) sono costituite da due tipi di subunita,
definite catena A e catena B (figura 1), unite tra loro da un ponte disolfuro e/o da
legami non covalenti. A questa categoria appartengono sia potentissime
citotossine, tra cui la ricina, sia un gruppo di RIP che pur possedendo la catena
lectinica, non presentano una forte attivita citotossica.

La catena A (attiva) e B (di legame), entrambe con peso molecolare di circa 30

KDa, sono responsabili rispettivamente dell’azione enzimatica sui ribosomi e
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dell'endocitosi della tossina (Olsnes, 1978; Eiklid et al., 1980), grazie alle
proprieta lectiniche della catena. In seguito all’internalizzazione, affinché la
catena A possa raggiungere 1 ribosomi, ¢ necessaria la rottura del legame
disolfuro che la lega alla catena B (vedi rassegna Nicolson, 1974; Sandvig et al,,
1978). Questa separazione ¢ svolta da enzimi tio-disolfuro ossido reduttasi
(Battelli et al., 1984); mediante questa riduzione il sito attivo della subunita A,
stericamente impedito dalla catena B nella molecola intera, viene reso accessibile
all'interazione con il substrato (vedi rassegna Barbieri et al., 1993).

Come precedentemente accennato, alle RIP di tipo 2 appartengono anche
proteine poco tossiche. La maggior parte di queste RIP (tra cui 1’ebulina, la
nigrina, la sieboldina-b e I’agglutinina del ricino) mostra una tossicita per le
cellule e per gli animali dello stesso ordine di grandezza delle RIP monocatenarie
(cioe 10*-10° volte inferiore alle RIP bicatenarie tossiche). Le RIP di tipo 2, sia
molto che poco tossiche risultano efficaci nell’inibire la sintesi proteica in sistemi
acellulari, perlopit esclusivamente dopo riduzione delle due catene (vedi
rassegna Barbieri et al., 1993). Un altro gruppo di RIP bicatenarie (come le
lectine del sambuco SNA e SSA) presenta una scarsa attivita sia in vitro che in
vivo (Kaku et al., 1996; Van Damme et al., 1996). Queste differenze di tossicita
tra le RIP di tipo 2 potrebbero essere dovute a difficolta nel legare la membrana
cellulare o dipendere dal tipo di routing intracellulare, come accade per la nigrina
b (Battelli ef al., 1997) che rimanendo intrappolata nei lisosomi, non riesce a

raggiungere il suo substrato cellulare.

CARATTERISTICHE CHIMICO-FISICHE

Le caratteristiche chimico-fisiche delle tossine vegetali sono piuttosto costanti,
soprattutto nell'ambito delle RIP di tipo 1. Esse presentano un punto isoelettrico
invariabilmente basico, maggiore di 9, mentre le catene A delle RIP di tipo 2 ha
un punto isoelettrico che puo andare da 4,6 (abrina) a 7,8 (agglutinina del ricino,
RCA).

Tranne alcune eccezioni includenti la proteina della fitolacca americana (PAP), la

saporina, e la catena A dell’abrina, la maggior parte delle RIP sono glicoproteine,
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con un contenuto in carboidrati che varia dall'l,2% al 7,2% del peso totale
(Barbieri et al., 1982 (a), 1983; Olsnes e Pihl, 1977; Stirpe et al., 1983, 1985,
1986). Gli zuccheri generalmente presenti sono glucoso, galattoso, mannoso,
fucoso, xiloso e N-acetil-glucosamina. La componente glicidica non sembra
avere un ruolo importante nell’azione enzimatica delle RIP, come dimostrato
dall’osservazione che: 1) alcune RIP tra le piu attive non sono glicosilate, i1) la
composizione glicidica varia in quantita e qualita per le diverse RIP, iii) le RIP
ricombinanti prodotte da E. Coli, pur non essendo glicosilate, inibiscono la
sintesi proteica in sistemi acellulari a livelli molto simili a quelli delle
corrispondenti RIP native.

La glicosilazione sembra giocare un ruolo importante nella citotossicita di alcune
RIP, soprattutto favorendo 1’endocitosi cellulare. Infatti, in alcuni tipi di cellule,
come per esempio quelle di derivazione macrofagica, avviene un’interazione tra i
residui di mannosio terminali sulle RIP e i recettori per il mannosio sulle cellule.
Alla presenza di questa ulteriore via di endocitosi ¢ stata attribuita la
responsabilita della maggiore sensibilita di queste cellule all’azione citotossica
delle RIP (Riccobono e Fiani, 1996).

Sia le RIP di tipo 1 che la catena A delle RIP di tipo 2 presentano analogie nella
composizione aminoacidica e nella struttura secondaria, con omologie che vanno
dal 17 al 75%. All'interno della stessa pianta possono esistere forme molto simili
di RIP (isoforme) con notevoli analogie di sequenza, soprattutto nella regione

aminoterminale (Butterworth e Lord, 1983).

DISTRIBUZIONE IN NATURA

Le RIP sono state inizialmente scoperte nelle Angiosperme, sia monocotiledoni
che dicotiledoni, mentre non ¢ stata trovata nessuna RIP nelle Gimnosperme
finora investigate.

Il livello di RIP nei tessuti vegetali ¢ altamente variabile, da tracce a centinaia di
milligrammi per 100 g. In alcune piante, le RIP sono presenti in molti o perfino
in tutti 1 tessuti esaminati (radici, foglie, gambo, corteccia, fiori, frutti, semi,

lattice), mentre in altre sembrano essere confinate ad un singolo tessuto. Spesso
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forme differenti della stessa RIP sono state trovate nei vari tessuti della stessa
pianta. Un esempio ¢ rappresentato dalla saporina, di cui esistono diverse
isoforme nei semi, nelle foglie e nelle radici della Saponaria officinalis (Ferreras
et al., 1993; Liu et al., 2002).

Le RIP di tipo 1 sono maggiormente diffuse rispetto alle RIP tipo 2, e sembrano
essere distribuite preferenzialmente in piante appartenenti ad alcune famiglie,
anche filogeneticamente non correlate (tra cui Caryophyllaceae, Cucurbitaceae,
Euphorbiaceae). In alcune specie di piante sono state trovate sia RIP di tipo 1
che di tipo 2 (de Benito et al., 1995, 1998; Hao et al., 2001).

Non essendo stata compiuta una ricerca sistematica completa all’interno del
regno vegetale, ¢ ragionevole supporre che le RIP possano essere molto piu

diffuse di quello che si pensi, o perfino ubiquitarie nel regno vegetale.

ALTRI INIBITORI DELLA SINTESI PROTEICA PRESENTI IN NATURA

Oltre alle tossine di origine vegetale, sono anche conosciuti batteri contenenti
proteine capaci di inibire la sintesi proteica. Tra queste, molto nota ¢ la tossina
Shiga prodotta da Shigella dysenteriae, che inibisce la sintesi proteica con un
meccanismo molto simile a quello delle RIP (Sandvig et al., 1991; Brigotti et al.,
1997). Infatti, entra nelle cellule per endocitosi mediata da recettori ed ha
un’attivita catalitica N-glicosidasica, il cui bersaglio ¢ 'RNA ribosomiale 28S,
contenuto nella subunita 60S. Il taglio al 3" dell’rRNA 28S causa un mancato
legame dell’aminoacil-tRNA al sito A del ribosoma, bloccando quindi la sintesi
proteica con conseguente morte cellulare.

Esistono anche altre tossine di origine batterica capaci di inibire la proteino-
sintesi, ma tramite meccanismi diversi da quelli delle RIP. Le esotossine DT
(tossina difterica, prodotta dal Corynebacterium diphtheriae), e PE (tossina
prodotta da Pseudomonas aeruginosa), che hanno assunto nel corso degli anni
una grande importanza per quanto riguarda la costruzione di immunotossine,
sono in grado di inibire la sintesi proteica in sistemi acellulari. Entrambe hanno
una struttura A-B e un’attivita ADP-ribosilante che ha come bersaglio la proteina

EF-2, fondamentale per la sintesi proteica. Il complesso EF-2-ADP-ribosio che

12
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ne risulta inattiva 1’allungamento della sintesi proteica, portando quindi a morte
la cellula.

Anche alcune molecole di origine fungina agiscono come enzimi tossici in grado
di bloccare la sintesi proteica, nei batteri e negli eucarioti. Tra le tossine fungine
utilizzate per la preparazione di immunotossine si annoverano |’O-sarcina, la
restrictocina e la mitogillina, prodotte da Ascomiceti e la calcaelina, prodotta da

Mosaic Puffball Mushroom Calvatia caelata.

STRUTTURA TRIDIMENSIONALE

Grazie alla clonazione e al sequenziamento di alcune RIP ¢ emersa la
similitudine tra le RIP di tipo 1 e la catena A delle RIP di tipo 2, cosi come tra le
catene B di diverse RIP bicatenarie.

La struttura tridimensionale della ricina ¢ stata la prima ad essere ottenuta tramite
cristallografia ai raggi X (Montfort et al., 1987; Katzin et al., 1991; Rutenber and
Robertus, 1991; Rutenber et al., 1991). La ricina (figura 2) ¢ formata da una
catena A di 267 residui legata covalentemente ad una catena B di 262, tramite il
ponte disolfuro che si forma tra la Cys259 della catena A e la Cys4 della catena
B. La catena A ¢ una proteina globulare costituita da tre domini distinti. La
struttura secondaria comprende otto o—eliche e sei [-sheet. Attraverso la
formazione di complessi tra la catena A della ricina, nativa o ricombinante, e
nucleotidi contenenti adenina o formicina, un analogo dell’adenina, ¢ stato
osservato che sono i residui Tyr80, Tyr123, Glul77, Argl80 e Trp211 a formare
il sito di legame per 1’adenina (Montfort et al., 1987; Kim and Robertus, 1992;
Chaddock and Roberts, 1993), attraverso la formazione di tre legami a idrogeno
(Monzingo and Robertus, 1992). Nelle vicinanze del sito attivo sono stati
evidenziati sei residui, Asn78, Argl34, Gln173, Alal78, Glu208 Asn209, che pur
non essendo coinvolti direttamente nel meccanismo di depurinazione, sono
risultati molto importanti per il mantenimento della conformazione catalitica. La
catena A contiene inoltre due siti di N-glicosilazione (Rutember and Robertus,
1991), Asnl0-Phell-Thr12 e Asn236-Gly237-Ser238, che non sarebbero pero

necessari per il corretto folding della proteina, in quanto la catena A ricombinante

13
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della ricina espressa in Escherichia coli ha la stessa conformazione di quella
purificata dai semi di ricino (Mlsna et al., 1993).

m— La catena B della ricina ¢ formata da due
domini associati in tandem, stabilizzati da
quattro ponti disolfuro e da interazioni

idrofobiche, ciascuno dominio ¢ composto da

\
Y

g i ,ﬁl catena A .. . .o .
__' Y quattro sottodomini (Chlamatl rlspettlvamente

1A, la, 1B, 1y, e 2 A, 2 a, 2B, 2y). Dati di

diffrazione ai raggi X hanno evidenziato che la

Figura 2. Struttura tridimensionale catena B ¢ il risultato di una duplicazione

della ricina. genica, infatti i due domini presentano il 32%

di identita di sequenza aminoacidica. Ciascun dominio comprende 12 filamenti
B-antiparalleli, connessi da B-turns e Q-loops. I B-sheets sono organizzati in una
struttura a trifoglio con tre lobi disposti in modo simmetrico. Quattro ponti
disolfuro tra le cisteine 20-39, 63-80, 151-164 e 190-207, stabilizzano il corretto
ripiegamento della catena B. Anche qui si trovano due siti di N-glicosilazione
(Rimura et al., 1988), Asn95-Gly96-Thr97 e Asn135-Asn136-Thr137. La catena
B possiede due siti di legame per il galattosio, situati nei sottodomini la e 2y.
Ciascun sito di legame comprende cinque residui aminoacidici, Asp22, GIn35,
Trp37, Asnd46, GInd7 per il primo sottodominio e Asp234, Ile246, Tyr248,
Asn255 e GIn256 per il secondo. Ciascun sito lega il galattosio attraverso la
formazione di legami idrogeno, quattro per il dominio la e tre legami per il
dominio 2y. Nonostante la presenza di un legame a idrogeno in piu, il sito nel
dominio la ¢ a bassa affinita, mentre il sito in 2y ¢ ad alta affinita per i1l legame
col galattosio (Yamasaki et al., 1985; Hatakeyama et al., 1986). Oltre a legami a
idrogeno, si formano anche interazioni idrofobiche tra I’anello degli zuccheri e i
residui aromatici (Trp37, Tyr248) o idrofobici (Ile246) dei siti. Il sito di legame
nel secondo domino, a differenza di quello nel primo, puo legare anche N-
acetilgalattosamina (GalNAc). Questo dipende dalla rotazione dello zucchero che
¢ posizionato in modo che non si formi un ingombro sterico tra il gruppo N-
acetilico di GalNAc e la catena laterale di Asp250 situata vicino il sito di legame

(Rutember et Robertus, 1991). Analisi di diffrazione dell’abrina (Tahirov et al.,
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1995), della lectina I del vischio (ML-I) (Krauspenhaar et al., 1999), dell’ebulina
I (Pascal et al., 2001) e modelli molecolari di diverse RIP di tipo 2 dal sambuco
(Peumans et al., 1998; Van Damme et al., 1996 A e B; Van Damme et al., 1997
A e B), indicano che la loro struttura tridimensionale ¢ la stessa della ricina, in
particolar modo risultano altamente conservati i cinque residui formanti il sito
attivo, cosi come 1 residui adiacenti. Sebbene la struttura tridimensionale della
catena B sia conservata, ci sono notevoli differenze per quanto riguarda i residui
nei siti leganti il galattosio. Fatta eccezione per gli amminoacidi Asp22 e GIn47
nel sito 1 e 11e246, Asn255 e GIn256 per il sito 2, gli altri residui variano
notevolmente nelle varie catene B. Questo spiegherebbe la diversa specificita di
legame. Infatti, la ricina e altre RIP (come abrina, ML-I, RCA) mostrano
specificita verso Gal/GalNAc, mentre altre RIP di tipo 2 riconoscono
specificamente residui Gal- o GalNac- a(2,6)-sialilati (SNA-I, SSA-I). IRAr e
IRADb dall’fris interagiscono non solo con il galattoso, ma anche con glicani

contenenti mannoso (Hao et al., 2001).

BIOSINTESI E MODIFICAZIONI POST-TRADUZIONALI

Come precedentemente accennato, all’interno di uno specifico tessuto vegetale
possono trovarsi piu isoforme di una stessa RIP. Questo puod dipendere da
differenze nelle modificazioni post-traduzionali di uno stesso gene oppure
dall’espressione di diversi membri di una stessa famiglia genica.

I geni codificanti per la maggior parte delle RIP di tipo 1 sono privi di introni per
cui il numero di residui aminoacidici presenti nella pro-RIP e nella forma matura
rimane inalterato (Chow et al., 1990). Tuttavia, diverse isoforme di una stessa
RIP di tipo 1 possono essere generate da differenze nella glicosilazione della
sequenza genica primaria (Di Maro et al., 1999).

Esistono pero casi in cui i geni codificanti per diverse isoforme della stessa RIP
presentano caratteristiche differenti. Un esempio ¢ rappresentato dal PAP
(Pokeweed Antiviral Protein), una RIP di tipo 1, presente nella Phytolacca
americana, nota per le sue proprieta antivirali e per I’elevata attivita enzimatica

esercitata sui ribosomi.
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Tabella 1. Le isoforme del PAP presenti in natura

Residui
Isoforma aminoacidici Presenza di  Identita con il
della proteina introni PAP (%)
matura
PAP 262 NO -
PAPII 285 SI 33
PAP-S 262 NO 76

Come si evince dalla tabella 1 sopra riportata, la famiglia genica codificante per
le tre isoforme del PAP ¢ costituita da sequenze geniche che possono presentare
o meno introni. Poyet e Hoeveler hanno ipotizzato che la sequenza genica
codificante per il PAP II, contenente una sequenza intronica, puo rappresentare il
gene ancestrale dal quale derivano le isoforme PAP e PAP-S, formatasi in
seguito alla perdita di un introne (Poyet., Hoeveler; 1997).

Molte delle conoscenze che si hanno sulla biosintesi delle RIP derivano da studi
compiuti sulla ricina e sulla RCA. Nell’endosperma in via di sviluppo dei semi di
R. communis, la ricina viene sintetizzata come preproteina inattiva con una
sequenza segnale N-terminale e con una breve sequenza di connessione di 12
residui tra la catena A e la B (Lehar et al.,1994; Olsnes et al., 1988) (Figura 3).
Durante la traduzione questa preproricina viene traslocata all’interno del reticolo
endoplasmatico e durante questo processo il peptide segnale di 35 residui viene
tagliato, quattro residui di asparagina vengono N-glicosilati e vengono formati
cinque ponti (Olsnes et al., 1976) disolfuro, quattro dei quali all’interno della
catena B e il quinto tra la porzione C-terminale della catena A e quella N-
terminale della catena B. La proricina che ne risulta possiede la capacita di legare
gli zuccheri, ma non ha ancora I’attivita N-glicosilasica. La proRIP viene
successivamente trasportata attraverso il reticolo endoplasmatico e il complesso
di Golgi fino ai corpi proteici (organelli a singola membrana). Sembra che in
questo processo di targeting vacuolare giochi un ruolo fondamentale una
sequenza all’interno del peptide di connessione della proricina. Durante il
trasporto le catene prima glicosilate sono convertite in N-glicani complessi. Nei
corpi proteici una proteinasi acida elimina la sequenza di connessione e i residui

rimasti nella sequenza N-terminale, portando alla formazione della forma matura
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della ricina in cui la catena A e B rimangono covalentemente legate tramite un
legame disolfuro. La forma matura si trova esclusivamente all’interno dei corpi

proteici e rimane quindi sequestrata rispetto ai ribosomi.

RIP di tipo 2 e alcune RIP di tipo 1
| Golgi

ER Emmm : h

1 Vacuolo Spazio extracellulare

RIP di tipo 2 : ricina

RIP matura

preproproteina
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preproproteina proproteina 1 RIP matura
o peptldethzegnale:r ¢/ ponte disolfuro | catena A
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Figura 3: Biosintesi delle RIP di tipo 2 e di alcune RIP di tipo 1.

Sembra che tutte le RIP di tipo 2 possano essere sintetizzate e rese attive in modo
simile. Ci sono perd anche RIP che si accumulano nel citosol in forma inattiva e
che devono poi subire una trasformazione per essere funzionali.

Attraverso la costruzione di un plasmide ricombinante contenente inserti di DNA
complementari al’'mRNA della preproRCA, Lynne e i suoi collaboratori sono
risaliti all’intera sequenza genica codificante per la preproRCA e usando tecniche
di sequenziamento proteico diretto o tramite cDNA, hanno rivelato che 1’identita
di sequenza esistente tra le diverse isoforme della ricina ¢ circa del 93%. In
particolare, la glicina 156, presente nella catena A della ricina, ¢ rimpiazzata da
una cisteina nella RCA (RIP tipo 2 non tossica del ricino). Questo residuo ¢
localizzato all’interno di un loop idrofilico che protrude verso la cavita presente
tra le due eliche maggiori, permettendo la formazione di un ponte disolfuro
(Sweeney et al.; 1997). Tra le catene B della ricina e della RCA esiste un’identita
di sequenza dell’84%. In questo caso la differenza piu significativa ¢

rappresentata dalla sostituzione nella RCA, di un residuo di tirosina con uno di
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istidina; la perdita del residuo aromatico impedisce il legame tra I’agglutinina e i
carboidrati e, conseguentemente, determina un difetto di traslocazione della
proteina attraverso la membrana plasmatica. Una singola sostituzione
aminoacidica, dunque, determina la perdita della funzione citotossica dell’RCA.
Le differenze nella sequenza delle catene B possono influenzare 1’interazione con
le cellule e giustificare le differenze nella citotossicita fra le RIP di tipo 2.

Le basi molecolari riguardanti la regolazione genica delle RIP sono ancora
largamente sconosciute. Tuttavia, ¢ stato dimostrato che la maggior parte dei geni
codificanti per le RIP sono regolati in maniera organo-specifica e in alcuni casi ¢
stato osservato un controllo temporale. Tale specificita d’espressione ¢ dovuta
alla presenza di elementi promotoriali, tra cui la sequenza consensus
CATGCATY, che nei legumi ¢ coinvolta nella regolazione dell’espressione di
alcuni geni che codificano per proteine presenti nei semi. Questo stesso box (con
ben poche differenze) ¢ presente, in duplice copia, in un gene funzionale della
ricina. In diverse specie vegetali, ¢ stato osservato che l'espressione genica di
molte RIP di tipo 1 viene incrementata in presenza di stress biotici, abiotici e di
molecole segnale. Nelle piante alofile, come Mesembranthamum crystallinum, ¢
stato osservato che un aumento di salinita induce 1'espressione delle RIP di tipo
I; in queste specie, inoltre, i livelli di RIP subiscono una fluttuazione diurna
(Rippmann, et al., 1997) e un aumento nel periodo della senescenza (Chaudhry,

etal., 1994).

1.2 ATTIVITA’ ENZIMATICA

L’inibizione della sintesi proteica cellulare (Lin ef al, 1970) ¢ il primo effetto
metabolico identificato nelle RIP. Successivamente ¢ stato dimostrato che il loro
bersaglio sono i ribosomi (Montanaro et al., 1973) e piu precisamente la subunita
60S (Speri et al, 1973) dove, agendo sull’rRNA, impediscono il legame dei
fattori di allungamento.

Negli ultimi anni, numerosi studi suggeriscono che I’inibizione della sintesi
proteica ¢ solo una delle cause di morte cellulare indotta dalle RIP, indicando che

il danno che causa la morte potrebbe precedere ’inibizione della sintesi proteica.
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Di seguito vengono esaminate le diverse attivita enzimatiche delle RIP.

ATTIVITA RNA N-GLICOSIDASICA A CARICO DEI RIBOSOMI

Endo e collaboratori sono stati 1 primi ad individuare nella ricina la presenza di
un’attivita RNA N-glicosilasica (Endo et al., 1987), dimostrando che la tossina
riconosce una regione altamente conservata nell’rRNA della subunita maggiore
dei ribosomi eucariotici e taglia un legame N-C glicosidico tra una specifica
adenina e il suo ribosio nella sequenza GAGA sul’RNA. 1l risultato ¢ la

rimozione dell’adenina e la creazione di un sito apurinico (Figura 4).
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Figura 4: Sito d’azione delle RIP sui ribosomi.

Quando come substrato vengono utilizzati ribosomi di ratto, la deadenilazione
interessa 1’Ay34 nel’TRNA 28S. Questa adenina si trova in un loop a singolo
filamento, chiamato loop sarcina/ricina (o anche GAGA loop), situato nel domino
VII del ribosoma, approssimativamente a 400 nucleotidi dall’estremita 3’
dell’rRNA (Endo et al., 1987, 1988) ed essenziale per I’interazione del fattore di
allungamento con i ribosomi (Sperti et al., 1973, 1976, Montanaro et al., 1973).

Tutte le RIP hanno attivita RNA N-glicosilasica verso i1 ribosomi, ma esistono
chiare differenze nella specificita di substrato. Infatti, mentre alcune RIP
mostrano una specificita molto ampia (come la PAP che deadenila i ribosomi di

piante, lieviti, batteri e animali) altre come la ricina, sono efficienti sui ribosomi

19



Capitolo 1- Introduzione

animali e di lieviti, ma risultano molto scarse verso i ribosomi di piante e batteri
(vedi rassegna Barbieri er al, 1993). La diversa specificita di substrato ¢
determinata non solo dalla RIP, ma anche dal ribosoma. Molto probabilmente
infatti sono le proteine ribosomiali che facilitano o meno I’accesso delle RIP al
loop sarcina/ricina. Per esempio, le proteine ribosomiali L9 e L10 del fegato di
ratto sono 1 target di legame della ricina (Vater et al., 1995), mentre la proteina
ribosomiale L3 del lievito ¢ il fattore di legame della PAP (Hudak et al., 1999).
La proteina L3 ¢ altamente conservata e questo spiegherebbe I’ampio spettro di
specificita del PAP verso ribosomi di differenti organismi. Anche la struttura
delle RIP influenza molto la loro attivita enzimatica e la specificita verso i
substrati. Uno studio condotto sull’attivita del PAP e della ricina su lisato di
reticolociti di coniglio e ribosomi di E. coli (Chaddock et al., 1996) ha
evidenziato che ¢ la sequenza aminoterminale delle proteine ad essere deputata
alla specificita di substrato, mentre le porzioni superficiali dei vari loop non
sembrano avere un ruolo significativo.

Sebbene i1 ribosomi nativi siano il substrato preferenziale, le RIP possono anche
agire su rRNA nudo (privo di proteine) e su oligoribonucleotide sintetici che
mimino il loop sarcina/ricina (Endo et al., 1991). E’ interessante sottolineare
come alcune RIP possono deadenilare rRNA nudo proveniente da ribosomi verso
cui normalmente non mostrano specificita. Per esempio, la catena A della ricina
non agisce sui ribosomi intatti di E. coli, ma ¢ in grado di deadenilare il suo RNA

23S nudo.

ATTIVITA POLINUCLEOTIDE:ADENOSINA GLICOSILASICA (PNAG)

L’attivita RNA N-glicosidasica a carico dei ribosomi ¢ stata considerata per
molto tempo 1’unica funzione enzimatica delle RIP. Nel corso degli anni, sono
stati effettuati numerosi sforzi per cercare substrati alternativi, ma la difficolta
principale ¢ stata soprattutto la mancanza di un metodo sufficientemente sensibile
che identificasse i prodotti di reazione. Nel 1989, lo sviluppo di una tecnica di

HPLC basata sulla fluorescenza (Zamboni et al., 1989) ha permesso sia di
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rivelare le adenine rilasciate dall’azione delle RIP sui ribosomi, sia di individuare
un’attivita delle RIP, fino ad allora sconosciuta, a carico di altri substrati.
Inizialmente, ¢ stato dimostrato che la saporina L-1, ¢ in grado di rimuovere piu
residui di adenina da diversi tipi di acidi nucleici, come: DNA di sperma di aringa
(hsDNA), Poly(A), tRNA e RNA del virus del mosaico del tabacco (TMV)
(Barbieri et al., 1994, 1996). Questo tipo di attivita, ¢ stata anche riscontrata su
substrati come il DNA mitocondriale e nucleare.

Ulteriori indagini su 52 RIP hanno confermato la capacita di queste proteine di
agire su DNA di sperma di aringa e poli (A) ed ¢ inoltre stato osservato che circa
un terzo delle RIP ¢ in grado di agire su RNA di TMV (Barbieri ef al., 1997).
Altri studi hanno rivelato che PAP-I, PAP-II e PAP-III deadenilano in maniera
dose dipendente ’'RNA di HIV-1, di TMV e del batteriofago MS2. Alla luce di
questi risultati , ¢ stato proposto di definire l’attivita enzimatica delle RIP
polinucleotide:adenosina glicosidasica (PNAG). Tuttavia, le RIP mostrato una
notevole differenza per quanto riguarda la loro attivita PNAG. Questo
probabilmente dipende dalle diversita strutturali tra le varie proteine, dal tipo di
substrato e dalle condizioni (per esempio pH e temperatura) in cui ¢ condotta la
reazione.

Una nota di particolare interesse ¢ rappresentata dalla capacita delle RIP di
deadenilare ’'RNA virale. Molte RIP infatti sono inibitori di virus animali e
vegetali, attraverso meccanismi d’azione ancora non del tutto chiari. Ci sono
prove che ’azione antivirale delle RIP non ¢ da attribuire esclusivamente alla
capacita di inibire i ribosomi, ma anche al fatto che le RIP sono in grado di

interagire direttamente con il DNA o I’RNA virale.

ATTIVITA POLINUCLEOTIDE:GUANOSINA GLICOSILASICA

Gia nel 1987 Endo e collaboratori (Endo et al., 1987) hanno osservato la capacita
della ricina di rimuovere un residuo di guanina (Gyz,3) dal loop sarcina/ricina dei
ribosomi di fegato di ratto. Piu recentemente, un’attivita analoga ¢ stata osservata
anche per la PAP (Rajamohan er al.1999). Questa RIP ¢ risultata in grado di

deguanilare I’'RNA ribosomiale di E. coli, ma anche reticolociti di coniglio e
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ribosomi di lievito (Hudak er al.,, 2000). Da esperimenti di modellistica
molecolare ¢ stato confermato che la guanina ¢ in grado di inserirsi nella tasca del
sito attivo della PAP, tra 1 gruppi laterali di Tyr72 e Tyrl123 proprio come
I’adenina, senza disturbare la geometria e la conformazione dell’enzima (Kurinov
et al., 1999).

La capacita di rimuovere un residuo di guanina non ¢, pero, estendibile ad altre
RIP. Vari esperimenti sono stati condotti con gelonina, saporina € momordina e
nessuna di queste ¢ stata in grado di rimuovere nessuna altra base diversa

dall’adenina (Barbieri et al., 2000).

1.3 CITOTOSSICITA’

INTERAZIONE DELLE RIP CON LE CELLULE

Come tutte le proteine esogene, anche le RIP per svolgere la propria attivita
enzimatica intracellulare devono attraversare la membrana plasmatica. Gli studi
condotti per chiarire quali siano i meccanismi che favoriscono 1’ingresso delle
RIP nelle cellule hanno evidenziato il coinvolgimento di molecole fisiologiche
(vedi rassegna Olsnes e Sandvig, 1988; Sandvig et al, 1991, 1992, (rassegna)
1993; Lendaro et al., 1994) e non di meccanismi di trasporto specifici.

L’ingresso delle RIP di tipo 2 all’interno delle cellule dipende dal legame della
catena B ai residui di galattosio presenti sulle glicoproteine e sui glicolipidi della
membrana cellulare ed avviene grazie ad un processo di endocitosi che pud

coinvolgere:

1. recettori localizzati in depressioni specializzate della membrana che
danno origine a vescicole rivestite di clatrina (vedi rassegne: Sandvig
et al., 1996, 1999 e Gonatas et al., 1998)

2. sistemi di trasporto clatrina indipendenti in cui sono coinvolte chinasi,
proteine G e cAMP (Holm et al., 1995; Jackman et al.1999; Llorente
et al., 2000).
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Nel caso della ricina (vedi rassegna Lord et al, 1994) esiste un altro
riconoscimento reciproco tra la RIP e la cellula. Infatti, il suo legame nel caso
delle cellule ad attivita macrofagica avviene anche in seguito al riconoscimento
tra 1 residui di mannosio presenti su entrambe le catene della RIP e i recettori per
il mannosio esposti sulla superficie delle cellule (Skiller ef al.,1981; Magnusson
et al., 1993; Battelli et al., 2001).

Come accennato precedentemente, le RIP di tipo 2 presentano differenze di
citotossicita, ne ¢ un esempio la nigrina b che rispetto alla ricina risulta molto
meno tossica per le cellule. Una possibile spiegazione risiede nel diverso
meccanismo d’entrata supposto per le due RIP. Nel 2001 Munos e collaboratori
hanno ipotizzato che la ricina venga internalizzata negli endosomi attraverso due
tipi di recettori chiamati R1 e R2. Il primo lega sia la ricina che la nigrina b,
formando un complesso recettore-RIP. Attraverso la via endosomiale, il
complesso raggiunge il sistema lisosomiale dove le RIP possono essere degradate
oppure esocitate intatte. Il recettore R2, invece, lega solo la ricina, che arriva
all’apparato del Golgi attraverso la via endosomiale; a questo punto un trasporto
retrogrado permette il passaggio della RIP dal Golgi al reticolo endoplasmatico
dove manifesta la sua tossicita sui ribosomi. Questo potrebbe spiegare la minore
tossicita della nigrina b rispetto alla ricina.

L’ingresso delle RIP di tipo 2 nelle cellule avviene, principalmente, attraverso un
meccanismo di endocitosi dipendente dalla disponibilita di ioni Ca** e di energia
(Sandvig e Olsnes, 1982 a, b). Risultati sperimentali dimostrano che inibendo la
formazione delle vescicole rivestite di clatrina, tramite shock ipotonico e
deplezione di potassio o per acidificazione del citosol, non si ha abolizione della
citotossicita della ricina (vedi rassegne Sandvig e van Deurs, 1996, 1999),
suggerendo che la formazione delle vescicole di clatrina non riveste un ruolo
fondamentale nel processo di internalizzazione cellulare della RIP (Simpson et
al., 1995).

In caso di endocitosi clatrina-dipendente, affinche possa avvenire la gemmazione
delle vescicole rivestite dalla superficie cellulare, ¢ necessaria la formazione di un
anello di dinamina-GTP intorno all’imboccatura dell’invaginazione della

membrana. L’attivita GTPasica della dinamina permette la chiusura dell’anello e
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il distacco della vescicola (Damke, 1996). L’endocitosi pud anche avvenire
attraverso vie alternative come la pinocitosi in fase fluida (vedi rassegne Sandvig
e van Deurs, 1996, 1999).

Inoltre, nel caso delle RIP bicatenarie non sembra esistere nessuna correlazione
tra i1l numero di siti di legame per le RIP sulla superficie delle cellule e la
sensibilita che queste ultime mostrano verso le stesse RIP. Per esempio, le cellule
HelLa sono piu sensibili alla modeccina che alla ricina (vedi rassegna Barbieri et
al., 1993), pur avendo un numero di recettori per la ricina (1-3 X 107/cellula)
(Sandvig et al., 1976) maggiore che per la modeccina (2 x 10° /cellula) (Olsnes et
al., 1978).

Per le RIP di tipo 1, essendo prive di catena lectinica, I'ingresso nelle cellule
risulta piu difficoltoso. Alcune RIP monocatenarie come la gelonina e la diantina
sono glicosilate, per questo ¢ stato ipotizzato che il loro ingresso possa avvenire
in seguito all’interazione dei residui glucidici con la membrana cellulare (vedi
rassegna Barbieri et al., 1993). Un altro meccanismo ipotizzato ¢ una endocitosi
in fase fluida senza mediazione dei recettori (pinocitosi) (Madan et al., 1992).

E stato descritto un meccanismo di interazione fra una RIP monocatenaria, la
saporina, ed il recettore per l'alfa 2-macroglobulina (0, MR), una glicoproteina di
membrana responsabile del legame e dell’endocitosi di diversi ligandi. Tale
interazione con il recettore potrebbe essere diretta oppure mediata dal ligando
(a,M) (Cavallaro et al., 1993). L’osservazione che anche la catena A della ricina
sia in grado di legare 1'0, MR (Ghetie et al., 1991) avvalora l'ipotesi dell'esistenza
di un meccanismo generale di interazione fra le RIP e le membrane cellulari
mediata dal recettore o,MR. L’interazione avverrebbe attraverso domini del
recettore carichi positivamente, questo risultato ben si accorda con il punto
1soelettrico altamente basico delle RIP.

Quest’ipotesi potrebbe spiegare anche la differente sensibilita esistente tra diversi
tipi cellulari. I linfociti T e alcune linee cellulari, come la Jurkat, non esprimono
I’0,MR in superficie (Petersen et al., 1987) e risultano tra le piu resistenti alla
saporina (Siena et al., 1988, Barbieri et al., 1989, Tazzari et al., 1992, Cavallaro

et al., 1993). Mentre i macrofagi ed altre APC (antigen presenting cells), o linee
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cellulari come la U937, che notoriamente sono molto sensibili alle RIP (vedi
rassegna Stirpe et al., 1992, Cavallaro et al., 1993), esprimono alti livelli di

recettore per I’o,M (Moestrup et al.,1992).

ROUTING INTRACELLULARE DELLE RIP

Per poter esercitare la loro citotossicita le RIP devono essere in grado di entrare

all’interno della cellula e, sfruttandone i meccanismi di trasporto vescicolare, di
raggiungere il proprio substrato. Le varie tappe di questo percorso intracellulare
vengono indicate come routing. Il routing intracellulare della ricina ¢ stato ben

chiarito (van Deurs et al., 1986) (figura 5).
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Figura 5: rappresentazione schematica dell’ingresso e del routing intracellulare della ricina
nelle cellule di mammifero (ER, reticolo endoplasmatico).
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La ricina viene internalizzata mediante endocitosi tramite vescicole rivestite o
non, in seguito al legame della catena B lectinica ai residui di galattosio presenti
sulle glicoproteine e 1 glicolipidi esposti sulla superficie delle cellule. La
vescicola endocitica matura in endosoma precoce € da qui puo seguire diverse
vie:

1. puo essere reindirizzata verso la superficie cellulare; in questo caso la
RIP viene esocitata intatta e puo intossicare cellule adiacenti, mentre il
recettore viene riciclato;

2. puo seguire la via classica dell’endocitosi, I’ambiente sempre pil acido
degli endosomi fa si che la maggior parte della proteina finisca nei
lisosomi, si dissoci dal recettore e venga degradata;

3. puo convergere verso le vescicole dell’apparato del Golgi, evenienza
che riguarda circa il 5% del complesso RIP-recettore (van Deurs et al.,
1988). Solitamente, il passaggio dagli endosomi al TGN (trans Golgi
network) ¢ associato alla GTPasi Rab9, cio pero non sembra essere
valido per la ricina (Iversen et al., 2001; Simpson et al., 1998).

Solo la quota che raggiunge il TGN ¢ responsabile dell’intossicazione della
cellula (vedi rassegna Sandvig et al., 1993). Dal TGN la ricina passa all’apparato
del Golgi e il trasporto retrogrado (rispetto alla via classica dell’esocitosi) finisce
nel lume del reticolo endoplasmatico (RE). Quest’ultimo passaggio puo
dipendere da COP-I (coat protein I), una proteina presente sulla superficie di
vescicole contenenti materiale da riciclare. Tuttavia studi condotti sulla ricina
hanno evidenziato che il blocco della funzione di COP-I non protegge le cellule
dall’intossicazione (Chen et al., 2002). Nel lume del RE, I’attivita dell’enzima
disolfide isomerasi riduce il ponte disolfuro presente tra le catene della RIP di
tipo 2, permettendo alla catena A di trasferirsi nel citosol dov’e libera di agire sul
suo substrato.

L’approdo nel lume del reticolo endoplasmatico ¢ un requisito fondamentale per
I’intossicazione cellulare, per cui la ricina deve necessariamente raggiungere il
Golgi dove sono presenti carrier proteici che permettono un trasporto retrogrado

verso il reticolo endoplasmatico.
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Un ruolo chiave nel destino intracellulare della ricina sembra essere giocato da
due chaperonine cellulari, Hsc70 e Hsp90 (Spooner et al, 2008). Sia in vitro che
in vivo ¢ stata osservata la presenza di interazione tra la catena A della ricina
(RTA) e Hsc70, questo legame influenza I’attivita catalitica e la resistenza alla
degradazione della RIP. Infatti, il legame con Hsc70 o con Hsp90 determina la
degradazione della RTA, poiché entrambe queste chaperonine interagendo con la
proteina E3 danno il via al processo di ubiquitinazione che scatena I’evento della
degradazione proteasomale. L’azione di Hsc70 ¢ anche molto importante nella
fase di passaggio della ricina nel citosol. Infatti, la RIP nell’attraversare le
membrane del reticolo endoplasmatico perde la sua conformazione
tridimensionale risultando inattiva e molto vulnerabile. 11 folding nativo
necessario alla RIP per esercitare la propria attivita catalitica viene recuperato
grazie ad un meccanismo in cui ¢ coinvolta la proteina Hsc70.

Lo stesso meccanismo di ingresso e routing intracellulare definito per la ricina, ¢
stato trovato per la pulchellina, una RIP di tipo 2 estratta dai semi di Abrus
pulchellus tenuiflorus (Goto et al, 2007).

Le caratteristiche riguardanti il traffico intracellulare di alcune RIP di tipo 2 sono
ormai abbastanza conosciute, tuttavia rimangono ancora poco note le
caratteristiche delle RIP di tipo 1 e delle RIP non tossiche di tipo 2.

Il routing intracellulare della saporina non ¢ ancora del tutto chiarito. Alcuni
risultati sono stati ottenuti tramite studi biochimici, condotti usando sostanze che
alterano determinate strutture cellulari come brefeldina A (che altera la struttura
delle cisterne del Golgi) e clorochina (agente lisosomotropo che si accumula nei
lisosomi aumentandone il pH e viene comunemente usato per indagare il loro
ruolo nei processi cellulari), abbinati a studi di immunofluorescenza. Questi dati
dimostrano che, al contrario della ricina, la saporina segue la via endosomale
classica che confluisce a livello dei lisosomi e che il suo routing non coinvolge il
Golgi (Vago et al., 2005).

Recentemente ¢ stata individuata la modalita di intossicazione cellulare adottata
dalla tricosantina (Zhang et al., 2009), una RIP di tipo 1 estratta da Trichosanthes
kirilowii ed usata da secoli dalla medicina cinese per indurre 1’aborto. Zhang ed i

suoi collaboratori hanno dimostrato come la tricosantina riesca ad aggirare la
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degradazione lisosomiale sfruttando il multivescicular body (MVB) cellulare. La
tossina dopo essere stata endocitata viene dapprima incorporata dal complesso del
MVB e successivamente secreta fuori dalla cellula all’interno di vescicole simili
a lisosomi. Questo permette alla RIP di essere nuovamente internalizzata e di
raggiungere molto rapidamente la regione perinucleare dove puo attivare i
processi di morte cellulare.

E possibile che il percorso seguito dalle RIP di tipo 1 all’interno delle cellule
dipenda dalla modalita di ingresso (vedi rassegna Barbieri et al., 1993).

La ridotta tossicita delle RIP di tipo 2 non tossiche dipende in parte dalla loro
scarsa capacita di traslocare all’interno delle cellule; per esempio I’ebulina,
estratta da Sambucus ebulus, ¢ poco affine per il galattosio (Pascal et al., 2001).
Tuttavia la scarsa citotossicita di questa categoria di RIP va ricercata
prevalentemente nel loro destino intracellulare, poiche spesso la loro
internalizzazione avviene tramite la catena B in maniera del tutto analoga alla
ricina, come accade per la nigrina b, la cui bassa tossicita ¢ giustificata dalla
precoce degradazione ed espulsione dalla cellula (Battelli et al., 2004). Anche la
volkensina (RIP di tipo 2) viene rapidamente espulsa dalla cellula ma non viene
degradata, ci0 rende possibile il suo ingresso in altre cellule (Battelli et al., 2004).
La resistenza alla degradazione, probabilmente dovuta al basso contenuto di
lisina, fa si che la volkensina esibisca un’elevata tossicita (Chambery et al.,

2004).

RIP E APOPTOSI

Prima che venissero intrapresi studi specifici, si pensava che la morte delle
cellule intossicate con RIP o immunotossine contenenti RIP, avvenisse per
necrosi dovuta all’arresto della sintesi proteica.

Successivamente, studi morfologici sulle cellule trattate con alcune RIP,
tra cui ricina e abrina (Griffith et al 1987, Hughes et al., 1996, Kochi et
al., 1993), momordica (Li et al., 2009), PAP-S, saporina (Bolognesi et al.,
1996), gelonina (Langer et al., 1999; Kojio et al., 2000; Jones et al., 2000;
Vervecken et al, 2000; Van Huyen, et al., 2002; Fujii et al., 2003),
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volkensina (Bussing et al., 1998) e lectine del vischio Janssen et al., 1993;
Bussing et al., 1996) hanno evidenziato gli stessi elementi distintivi delle
cellule in apoptosi, tra cui la formazione di corpi apoptotici, la
condensazione eterocromatinica e il DNA laddering condensazione
eterocromatinica € il DNA laddering. 11 meccanismo usate dalle RIP per
indurre il processo di morte cellulare programmata rimane ancora da

chiarire, ma molte ipotesi sono state avanzate.
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Per molto tempo 1 ricercatori hanno indagato su una possibile correlazione tra
I’inibizione della sintesi proteica e 1’esordio del processo apoptotico senza,
almeno per il momento, aver chiarito il problema (vedi rassegna Narayanan et al.,
2005). Certamente non ¢ da escludere che I’'innesco del processo apoptotico sia in
parte indotto dai danni provocati dalle RIP ai ribosomi e al DNA.

Recentemente sono stati condotti diversi studi per chiarire 1 meccanismi
attraverso cui le RIP innescano il processo apoptotico. La saporina-6 per
esempio, ¢ risultata in grado di attivare la morte cellulare per la via intrinseca in
diversi tipi cellulari. Gli studi hanno evidenziato un forte coinvolgimento dei
mitocondri con perdita del potenziale mitocondriale, rilascio del citocromo ¢ nel

citosol, attivazione della caspasi 9 ed un notevole incremento delle specie reattive
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dell’ossigeno (ROS). In alcuni casi ¢ stato dimostrato che 1’attivita N-
glicolidasica della RIP non ¢ necessaria per I'innesco della cascata apoptotica
(Sikriwal et al., 2008). La ricina nell’indurre apoptosi ¢ risultata ancora piu
efficiente della saporina. Infatti, sfruttando le caratteristiche della propria catena
lectinica, che si lega a molecole di superficie, la ricina ¢ in grado di innescare la
via estrinseca tramite attivazione della caspasi 8 (figura 5) (Hasegawa et al,
2000). La citotossicita della catena A sembra invece essere legata ad un motivo
strutturale della molecola, completamente distinto dal sito attivo (Baluna et al.,
2000). Un dato molto interessante, ¢ la scoperta di un bersaglio nucleare proprio
della ricina. Intossicando cellule HUVEC sono stati osservati danni molto precoci
al DNA nucleare che precedono 1’apoptosi (Brigotti er al., 2002). Nella linea
cellulare HeLa ¢ stato osservato che la ricina, come la maggior parte delle RIP
analizzate, innesca 1’apoptosi sia tramite attivazione della famiglia delle caspasi
(caspasi 3. 6, 8 € 9), sia bloccando il ciclo cellulare tra le fasi G2/M (Gan et al.,
2001). Come verra successivamente approfondito, le RIP possiedono attivita
antivirali e antitumorali. Alcuni dati recenti relativi alla MAP30 (RIP
monocatenaria, estratta da Momordica charantia) suggeriscono che 1’attivita
antitumorale sarebbe da attribuire proprio alla capacita della RIP di sopprimere la
proliferazione cellulare, inducendo un accumulo di cellule in G1, e di innescare
I’apoptosi (Li et al 2009).

E noto che le cellule rispondono a molte condizioni di stress (shock termico,
infezioni virali, perdita di ATP) avviando il meccanismo di morte cellulare
programmata. In questi casi i mitocondri giocano un ruolo chiave, infatti la
perdita del potenziale di membrana mitocondriale potrebbe essere il punto di non
ritorno nella cascata apoptotica. Molti studi sull’apoptosi indotta da RIP hanno
evidenziato il marcato coinvolgimento dei mitocondri, che vengono quindi
ritenuti dei buoni candidati nel percepire lo stress indotto dalle RIP (Narayanan et
al., 2004). Anche il calcio, com’e noto, assume un ruolo molto importante nella
via apoptotica mitocondriale (Lennon et al, 1992). A questo proposito, € stato
osservato che la ricina provoca un rapido aumento dei livelli di calcio
intracellulare ed extracellulare nelle cellule di epatoma (Hu et al., 2001; Zhang et

al., 2001).
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Degno di nota ¢ il caso dell’abrina, poiché la sua azione risulta indipendente
dall’attivazione della caspasi 8 e del “death receptor” (DR) stesso. Diverse
evidenze sperimentali hanno suggerito che I’abrina attiva 1’apoptosi per via
intrinseca (Narayanan et al, 2004) interagendo direttamente con la proteina
mitocondriale AOP-1 (anti-oxidant protein-1) (Shih et al., 2001) e provocando un
calo della sua funzione antiossidante con conseguente aumento della produzione
di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e rilascio del citocromo c.

Concludendo, ¢ importante sottolineare che le RIP sono in grado di innescare piu
di un meccanismo di morte, poiché agiscono provocando diversi tipi di danno al

macchinario cellulare (Polito et al., 2009).

1.4 ATTIVITA’ BIOLOGICHE

ATTIVITA ANTITUMORALE (IMMUNOTOSSINE)

La maggiore tossicita delle RIP per le cellule neoplastiche rispetto alle cellule
sane, era nota ancor prima che venisse scoperto il loro meccanismo d’azione (Lin
et al.,, 1970, 1971; Fodstad et al., 1977). Tale effetto ¢ probabilmente dovuto alla
piu alta permeabilita di membrana delle cellule tumorali, determinata dai
cambiamenti nella composizione lipidica e proteica tipici della cellula
neoplastica. La differenza di tossicita fra 1 due tipi cellulari ¢ pero troppo modesta
perché queste tossine possano essere impiegate in una eventuale terapia
antitumorale. Solo la coniugazione delle RIP con vettori specifici (soprattutto
anticorpi monoclonali, ma anche con ormoni, citochine, neuropeptidi, etc) ha reso
possibile considerare I’impiego di queste molecole a scopo terapeutico. Infatti le
RIP, sia mono che bicatenarie, sono state usate per la preparazione di
immunotossine e di altri coniugati, sia tramite /ink chimico che come proteine di
fusione. Data la non selettivita della catena B, le RIP di tipo 2 possono essere
usate solo in seguito all’isolamento della catena A o al blocco dei siti di legame
per il galattosio. Immunotossine sono state preparate, per la terapia sperimentale
di neoplasie, per immunosoppressione € per terapie contro malattie virali,

coniugando le RIP prevalentemente con anticorpi contro antigeni espressi da
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cellule cancerose (vedi rassegna Frankel et al, 2000), da cellule
immunocompetenti (vedi rassegna Knechtle, 2001) o da cellule infette da virus,
soprattutto da HIV (vedi rassegna Pincus and Tolstikov, 1995). Il funzionamento
delle immunotossine in vitro € abbastanza soddisfacente, ma attualmente il loro
impiego in terapia ¢ impedito sia dai vari effetti collaterali (che includono febbre,
stanchezza, mialgia e sindrome da aumentata permeabilita capillare), sia dalla
risposta immune dell’organismo, che potrebbe comunque essere ridotta con
trattamenti immunosoppressivi o utilizzando anticorpi monoclonali umanizzati. E
importante sottolineare che le immunotossine sono piu efficienti su piccole masse
e soprattutto su tumori ematologici, suggerendo che una prima difficolta in vivo

potrebbe essere la loro penetrazione nelle masse tumorali.

ATTIVITA ANTIVIRALE (HIV) E INSETTICIDA

L’attivita antivirale esercitata nelle piante e negli animali caratterizza tutte le RIP
di tipo 1 e solo alcune delle RIP di tipo 2, ovvero quelle estratte da Eranthis
hyemalis e Sambucus nigra.

I primi ad essere studiati sono stati gli effetti provocati dalle RIP sui virus
vegetali. Trasfettando le piante infette con geni codificanti per diverse RIP di tipo
1 (vedi rassegna Wang et al., 2000) si assiste ad un aumento della resistenza della
pianta all’infezione virale, mentre usando RIP di tipo 2 si ottengono risultati pit
scarsi. L attivita esercitata dalle RIP contro 1 virus animali ¢ stata studiata con lo
scopo di creare una terapia utile agli ammalati di AIDS. Gli studi sono stati
condotti utilizzando PAP e tricosantina. Sebbene entrambe le proteine fossero in
grado di inibire la replicazione delle cellule infette, la risposta immunitaria
scatenata dall’organismo verso le proteine esogene spesso aggravava le
condizioni del paziente e causava reazioni allergiche (Gargia et al., 1993; Byers
et al., 1994).

Il meccanismo dell’attivita antivirale non ¢ ancora completamente chiaro.
Inizialmente si pensava che le RIP danneggiassero 1 ribosomi delle cellule infette,
con conseguente morte cellulare e blocco della proliferazione virale.

Successivamente, ¢ stato accertato che 1’attivita antivirale non ¢ legata alla
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capacita delle RIP di danneggiare 1 ribosomi. Il PAP, per esempio, inibisce la
proliferazione del virus HIV senza provocare nessun danno ai ribosomi,
probabilmente ci0 ¢ dovuto alla sua capacita di agire direttamente sugli acidi
nucleici, depurinando I’RNA virale (Rajamohan et al., 1999). Recentemente ¢
stato osservato che I’attivita antivirale della tricosantina ¢ dovuta alla sua capacita
di inibire JNK (c-Jun N-terminal kinase), una chinasi che regola positivamente
I’inizio della trascrizione cellulare (Ouyang et al., 2000).

Concludendo, non ¢ da escludere che le RIP siano in grado di indurre un
incremento della resistenza ai virus attraverso meccanismi indiretti, come la

stimolazione di sistemi di difesa alternativi delle piante.

IMMUNOGENICITA, ALLERGENICITA, IMMUNOSOPPRESSIONE

Le caratteristiche immunogene delle RIP sono note da quando Paul Ehrlich,
somministrando piccole quantita di abrina tramite iniezione sottocutanea, ¢
riuscito ad ottenere I’immunizzazione degli animali trattati. Tuttavia, in India gia
da tempi antichissimi era praticata I’immunizzazione di capi di bestiame con
piccole quantita di semi d’abrina per evitare le intossicazioni provocate dalle
tossine, contenute in questo vegetale (vedi rassegna Olsnes at al, 2004).

Gli studi di Ehrlich portarono alla luce alcune caratteristiche dell’immunita
adattativa, tra cui la specificita della risposta difensiva. Infatti, un animale
1mmunizzato contro la ricina risultava immune alla sua somministrazione, ma era
ancora sensibile all’abrina e viceversa (Ehrlich, 1891).

Oggi ¢ ben noto che tutte le RIP sono altamente immunogeniche, e che la loro
somministrazione ad animali causa la formazione di anticorpi, con cross-reattivita
solo fra RIP derivanti da piante appartenenti alla stessa famiglia (Strocchi et al.,
1992).

La maggioranza delle RIP di tipo 1 e tra quelle di tipo 2 almeno la ricina, sono
potenti allergeni, in grado di indurre la produzione di IgE non solo contro se
stesse (Zheng et al, 1991, 1995), ma anche contro altri antigeni iniettati

contemporaneamente (Thorpe et al., 1989).
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Le RIP hanno effetto immunosoppressivo, sia verso la risposta umorale che
cellulo-mediata, poiche la loro somministrazione impedisce la formazione di
anticorpi e ritarda il rigetto del trapianto (Spreafico et al., 1983; Descotes et al.,
1985; Benigni et al., 1995). Tutto cio avviene solo se le RIP sono somministrate
prima dell’antigene, suggerendo che esse possano intervenire nei primi step della
risposta immune. Una possibilita ¢ che esse possano agire eliminando le cellule
presentanti I’antigene (APC), possibilita in accordo, con la loro alta tossicita per 1
macrofagi. Per questa proprieta, le RIP potrebbero essere ottimi tools
sperimentali, utili per sopprimere la risposta immune soltanto verso un antigene

somministrato dopo la RIP, senza alterare I’immunita esistente.

ATTIVITA ABORTIVA

Per secoli, la medicina tradizionale cinese ha usato estratti ottenuti dalle radici di
Trichosanthes kirilowii per indurre aborto a medio termine (Wang 1985), con il
95% di successo e con effetti collaterali minimi. Il principio attivo contenuto in
questi estratti ¢ la tricosantina, ma anche la momordina (Yeung et al., 1988) e
altre RIP (Ng et al., 1992) hanno mostrato proprieta abortive. La tricosantina ¢
altamente tossica verso i trofoblasti e le cellule derivanti da coriocarcinoma
(Battelli et al., 1992) e, quando somministrata nel liquido amniotico, causa
necrosi delle cellule sinciziotrofoblastiche e frammentazione dei villi placentali.
Aggregati di cellule disintegrate causano coaguli di sangue e blocco della

circolazione, portando a larghe aree di necrosi nella placenta e alla morte del feto.

ATTIVITA TRASFORMANTE

Le RIP con la loro attivita di DNA-depurinazione possono indurre modificazioni
genetiche e quindi trasformazioni cellulari (Barbieri et al.,, 2003). Infatti, tutte le
RIP saggiate (tranne la gelonina) possono causare trasformazione di cellule 3T3,
gia a concentrazioni molto basse. Inoltre, le RIP depurinano la poly (ADP-
ribosyl)ated poly(ADP-ribose) polymerase (PARP attivata), che ¢ coinvolta nei
sistemi di riparazione del DNA (Satoh er al., 1994). Concludendo, ¢ possibile che
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I’attivita trasformante delle RIP derivi dalla combinazione dei danni che

avvengono sia a livello del DNA che del sistema di riparazione.

TRASPORTO ASSONALE DELLE RIP

Numerosi studi sono stati condotti sugli effetti delle RIP sul sistema nervoso, con
I’intenzione di sfruttarne eventuali caratteristiche per I’analisi dell’anatomia
funzionale del sistema nervoso (vedi rassegna Contestabile e Stirpe 1993; Garcia
et al., 1993; vedi rassegna Wiley 1996; vedi rassegna Wiley e Kline 2000). E
stato osservato che la ricina e le tossine correlate vengono trasportate per via
retrograda lungo gli assoni, sino al pirenoforo, provocando la morte del neurone
(trasporto suicida) (Harper et al., 1980; Yamamoto et al., 1983; Yamamoto et al.,
1984; vedi rassegna Yamamoto et al., 1985; Wiley e Oeltman 1986; Paul e Devor
1987; Streit e Kreutzberg 1988; Henry et al., 1987). Inoltre, la ricina ¢ in grado di
prevenire la rigenerazione delle fibre nervose e la formazione di neuroni
(Brandner et al., 1989; Bouldin et al., 1990).

Il trasporto a ritroso lungo 1’assone ¢ stato osservato per tutte le RIP esaminate
(Wiley et al., 1982; Wiley e Stirpe 1987). Tuttavia solo la modeccina e la
volkensina, quando iniettate nel sistema nervoso centrale, vengono trasportate in
altre aree attraverso i1 neuroni che vi si proiettano. Per questo motivo queste due
RIP bicatenarie sono considerate molto utili per lo studio dell'anatomia
funzionale del sistema nervoso centrale. Per lo studio delle connessioni nervose ¢
stata usata, con grande successo, una molecola ibrida composta dalla saporina-S6
legata ad un anticorpo anti-Thyl.1, antigene espresso sui neuroni del sistema
nervoso centrale (Wiley et al, 1989). Questi esperimenti hanno inoltre
evidenziato che D’elevata specificita di localizzazione nel sistema nervoso
centrale delle RIP, sia usate intatte, sia inserite in ibridi artificiali, dipende dal
vettore, che nel caso delle molecole intatte ¢ rappresentato dalle subunita B. Per
cui ¢ possibile ipotizzare I'utilizzo della subunita B come vettore per farmaci e

fattori di crescita in siti specifici difficilmente raggiungibili.
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RUOLO IN NATURA

Forse il piu intrigante interrogativo sulle RIP riguarda il loro ruolo in natura.
Molte ipotesi sono state formulate, e il loro ampio numero indica che nessuna di
esse & completamente convincente. E stato suggerito un ruolo difensivo contro
patogeni, per la loro attivita antivirale e antifungina, e contro i predatori, per la
loro tossicita. L’elevata espressione in senescenza e in tessuti feriti e stressati
suggerisce che esse potrebbero avere un ruolo nella patogenesi dell’apoptosi. La
loro abbondanza nei semi potrebbe identificarle come proteine di deposito. Tutte
queste ipotesi contengono una certa parte di verita, ma solo alcune possono essere
applicate a tutte le RIP di tutti gli organismi che le producono, che variano dai
batteri alle piante. D’altra parte, la loro estesa distribuzione suggerisce che
possano avere un ruolo fondamentale, che conferisca un vantaggio evolutivo tale
da giustificarne la loro conservazione. Tutte le diverse proprieta potrebbero

quindi essere soltanto fortunate e utili coincidenze.

1.5 TOSSICITA’ DELLE RIP SULL’UOMO E SUGLI ANIMALI

La tossicita dei prodotti vegetali contenenti RIP di tipo 2 ¢ conosciuta da tempo. I
sintomi indotti dall'avvelenamento da ricina sono stati descritti sino ad oggi in
circa un migliaio di persone (Bélint, 1974). 1 segni patologici includono:
sanguinamento delle membrane sierose, emorragia gastrica ed intestinale,
fenomeni degenerativi del cuore, del fegato e del rene, danni alla milza ed ai
linfonodi. Non si ¢ a conoscenza invece di avvelenamenti fatali ad opera di una
RIP di tipo 1, sebbene siano stati registrati segni di tossicita (febbre ed eruzioni
cutanee) in casi di somministrazione di tricosantina al fine di indurre I'aborto (Lu
e Jin, 1989) o in pazienti ammalati di AIDS (Byers et al., 1990, 1994; Kahn et al.,
1990).

Le lesioni osservate negli animali in caso di avvelenamento da RIP di tipo 2 sono
diverse da quelle prodotte da altri inibitori della sintesi proteica. Nel fegato degli
animali intossicati con ricina 1 cambiamenti pill precoci sono a carico del

citoplasma e del nucleo delle cellule non parenchimali (cellule del Kupfer e
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sinusoidali), le quali vengono progressivamente danneggiate fino a diventare
necrotiche (Derenzini et al., 1976; Battelli et al., 1990). La degenerazione e la
necrosi degli epatociti si sviluppano solo in seguito e probabilmente
rappresentano la conseguenza della distruzione degli endoteli dei sinusoidi epatici
e/o della liberazione di linfochine (IL-2 e TNF) da parte delle cellule del Kupfer.
Licastro et al., (1993) hanno dimostrato la capacita della ricina di indurre la
produzione di TNF e di IL-1P da parte dei macrofagi umani. Queste citochine
potrebbero contribuire alla patogenesi delle lesioni e all’insorgenza degli altri
effetti osservati in seguito all’intossicazione con la ricina.

Negli animali avvelenati con modeccina o volkensina le lesioni piu gravi si hanno
a carico del fegato (Sperti et al., 1979), mentre I'abrina nel ratto non altera né gli
epatociti né le cellule non parenchimali, ma produce una severa necrosi a livello
delle cellule acinose del pancreas (Barbieri er al., 1979) e fenomeni apoptotici nel
tessuto linfatico e nell'intestino (Griffiths et al., 1987).

In uno studio comparativo sulle lesioni causate dalle RIP di tipo 1 (Battelli et al,
1990) e risultato che gli organi costantemente coinvolti sono il fegato, il rene e la
milza, nei quali ¢ possibile osservare necrosi accompagnata talvolta da
degenerazione grassa.

Nessuna significativa lesione ¢ stata osservata in topi trattati con RIP di tipo 1 a
dosi subletali (vedi rassegna Barbieri et al., 1993), mentre lo stesso trattamento
con la RTA induce necrosi lobulare del fegato, tracce di necrosi a livello dei
tubuli prossimali del rene e lesioni degli acini sierosi delle ghiandole salivari e
del pancreas (vedi rassegna Jansen et al., 1988), osservabili a 9 giorni dalla

somministrazione.

1.6 APPLICAZIONI DELLE RIP

IMPIEGO IN AGRICOLTURA

In agricoltura le RIP vengono usate per produrre piante transgeniche resistenti a

virus e batteri. Cio si ottiene trasfettando il gene che codifica per la RIP di

interesse nel genoma della pianta che si vuole trasformare. Un esempio ¢
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rappresentato dall’introduzione del gene della diantina (tabella 1) nella pianta
Nicotiana bentamiana per renderla resistente al virus African Cassavan Mosaic
Virus. Per avere I’espressione della RIP solo in seguito ad infezione, il gene della
diantina ¢ stato posto sotto il controllo di un forte promotore virale. Questo
permette I’espressione della RIP soltanto in presenza del virus in modo da
bloccarne la propagazione. La resistenza inserita ¢ molto specifica dal momento
che I'infezione con altri virus della stessa famiglia non induce I’espressione della
RIP (Hong et al., 1996). Le RIP di tipo 1 danneggiano le piante transgeniche che
le producono, mentre non provocano danni nelle piante autologhe poiche la
sequenza segnale della RIP prodotta in forma inattiva la indirizza verso un
determinato compartimento vacuolare o all’esterno della cellula in modo da
mantenerla separata fisicamente dai ribosomi.

Anche le RIP di tipo 2 sono state usate per indurre resistenze specifiche. Per
esempio, il gene codificante per la ricina ¢ stato trasfettato in piante di tabacco, e
I’espressione della proteina attiva, correttamente processata, non ha dato
modificazioni del fenotipo (Tagge et al., 1996). Questo perche la ricina ¢ solo
moderatamente attiva sui ribosomi del tabacco e in questo caso, cosi come nella
pianta di origine, essa viene compartimentalizzata per tenerla lontano dai

ribosomi della pianta transgenica (Van Damme et al., 2001).

IMPIEGO IN TERAPIA: LE IMMUNOTOSSINE

Le tossine, pur possedendo un meccanismo di uccisione delle cellule altamente
efficiente, mancano di specificita. Per eliminare selettivamente le cellule
indesiderate si puo ricorrere all’ausilio di un anticorpo monoclonale, attraverso la
costruzione di un’immunotossina.

La prima generazione di immunotossine ¢ stata realizzata legando ad anticorpi
monoclonali molecole di tossina intera, con la speranza che l'avidita e la
specificita della porzione anticorpale riuscissero a conferire al coniugato una
tossicita specifica per il bersaglio cellulare molto maggiore rispetto alla tossicita
aspecifica data dalla catena B (Molten e Cooperband, 1970; vedi rassegna Thorpe

e Ross, 1982). Nonostante 1’elevata efficienza di queste immunotossine, la
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tossicita aspecifica riscontrata ne ha impedito I’impiego e ha reso necessaria la

ricerca di metodi per bloccare, modificare o eliminare la catena lectinica. Il

blocco della porzione in grado di legare il galattosio nella catena B ¢ stato

ottenuto in vari modi:

a. per mezzo di contemporaneo uso, in vitro, di un eccesso di lattosio o di

galattosio nel mezzo;

b. mediante reazione con particolari ligandi reattivi, ottenuti modificando

chimicamente oligosaccaridi triantennari (Lambert et al., 1988);

c. mediante legame chimico con anticorpi monoclonali, che impediscono

stericamente 1l legame con gli oligosaccaridi.

Un numero molto elevato di immunotossine € stato costruito con la sola catena A

della ricina. Anche in questo caso sono stati riscontrati alcuni problemi,

soprattutto connessi alla difficolta e alla pericolosita della sua purificazione e alla
tossicita aspecifica, dovuta al riconoscimento dei residui di mannoso presenti
sulla catena A da parte di recettori presenti su molti tipi cellulari. Per ovviare ai
problemi di aspecificita, diverse immunotossine sono state preparate con la
catena A deglicosilata. Questo obbiettivo ¢ stato ottenuto sia deglicosilando la

RIP enzimaticamente o chimicamente (Blakey er al., 1986, 1987; Ghetie et al.,

1990, 1991-b, 1995; Foxwell et al., 1985, 1987) sia mediante la produzione di

catena A ricombinante (Embleton et al., 1991; Krek et al., 1995).

Molte RIP di tipo 1 sono state utilizzate per la costruzione di immunotossine.

L’impiego di RIP di tipo 1 nella costruzione di immunotossine presenta diversi

vantaggi rispetto alla catena A della ricina:

® sono piu stabili durante I’isolamento e I’attivita enzimatica ¢ piu resistente ai
diversi trattamenti chimici;

¢ laloro preparazione e purificazione ¢ sicura per 1’operatore;

e essendo numerose ed immunologicamente distinte tra loro, ¢ possibile
aggirare la risposta immunitaria, almeno contro la tossina, mediante
somministrazione sequenziale di immunotossine costruite con differenti RIP.

In diversi casi le immunotossine contenenti RIP di tipo 1 si sono dimostrate piu

attive di quelle contenenti la RTA (Tazzari et al., 1988; Bolognesi et al., 1992).
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1.7 RICINA E ALTRE RIP COME ARMI BIOLOGICHE

Essendo la ricina un potente veleno facile da ottenere, ¢ stata usata storicamente
per volonta suicida e omicida, e ci sono timori che possa essere usata come arma
biologica per guerre o terrorismo.

Essa puo facilmente essere spruzzata nell’aria come areosol o in polvere; per
questo tipo di avvelenamento sono stati condotti parecchi studi nel ratto, che
hanno evidenziato la formazione di un edema polmonare, con distruzione acuta
degli alveoli e necrosi dell’epitelio delle vie aeree inferiori. Una buona protezione
contro I’intossicazione dovuta a inalazione di ricina puo essere ottenuta tramite
vaccinazione (Griffiths et al., 1995; Kende et al, 2002) o attraverso la
somministrazione di anticorpi (Hewetson et al., 1993). Inoltre, recentemente ¢
stato sviluppato un metodo basato sull’utilizzo di un biosensore per una rapida

rilevazione della ricina e di altre tossine (Lubelli et al., 2006).

1.8 IMPIEGHI DELLE IMMUNOTOSSINE

LE NEOPLASIE

L’impiego delle immunotossine nella terapia dei tumori umani presenta diversi

vantaggi rispetto alla chemioterapia tradizionale. Infatti, le immunotossine:

1. possono agire in qualunque momento del ciclo cellulare della cellula
bersaglio;

2. mostrano un’azione non strettamente dose dipendente;

3. sono attive su un segmento di rRNA altamente conservato, rendendo difficile
quindi I’'insorgenza di fenomeni di resistenza.

Immunotossine a base di RIP sono state impiegate in vivo per la terapia

sperimentale di tumori ematologici quali leucemie, linfomi di tipo T e B, di tipo

non linfocitario e leucemia eritroide (Bolognesi et al., 1998; Goldmacher et al.,

1994)

Le immunotossine e in particolare quelle contenenti ricina, in cui ¢ stata bloccata

la catena B, sono state usate anche per studiare tumori animali solidi
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dimostrandosi molto efficaci (Wiels ef al., 1984). Purtroppo la somministrazione
sistemica delle immunotossine nella terapia dei tumori solidi umani ha dato scarsi

risultati. In questo caso 1 problemi sono molteplici:

o degradazione e rapida eliminazione delle immunotossine;

o ridotta accessibilita al tumore solido se la vascolarizzazione ¢ scarsa;

o modificazioni e perdita di antigeni da parte delle cellule maligne;

o produzione di antigeni solubili da parte delle cellule neoplastiche che

neutralizzano I’immunotossina.

Inoltre questo tipo di terapia, come la chemioterapia, presenta forti effetti
collaterali sistemici fra cui la capillary leak sindrome (aumento della permeabilita
capillare che ¢ Deffetto piu grave), febbre, affaticamento, dispnea, mialgia,
nausea e la possibilita di una risposta immunitaria sia contro I’anticorpo eterologo
che verso la RIP.

Finora la sperimentazione non ha dato risultati incoraggianti, probabilmente
perché tutti 1 pazienti trattati erano allo stadio terminale della malattia, con grandi
masse tumorali e gravi complicazioni. Utilizzando tecniche ex-vivo 1 risultati
sono stati migliori e in alcuni casi si ¢ verificata una completa guarigione

(Bolognesi et al., 2005).

I TRAPIANTI

Nel trattamento del midollo osseo sia autologo che eterologo, esistono gia
sperimentazioni cliniche che prevedono 1'uso di immunotossine, data la loro
buona attivita in vitfro, per ’eliminazione dei linfociti B e T. Il trapianto di
midollo eterologo viene effettuato nel trattamento di patologie del sangue come
anemia aplastica, malattia da immunodeficienza, leucemie e linfomi. In questi
casi ¢ necessario bloccare i linfociti T competenti del donatore, affinché non ci
sia reazione contro le cellule del ricevente (reazione graft versus host).
Nell’autotrapianto invece il midollo del paziente viene re infuso dopo rimozione
in vitro delle cellule neoplastiche mediante incubazione con immunotossine

specifiche dirette e indirette (Brust ef al., 1987). Ad esempio la catena A della
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ricina ¢ molto usata per costruire immunotossine adibite al purging del midollo
(Vooijs et al., 1995).

In molti casi il trapianto autologo ha efficacemente rimosso le cellule maligne,
ma la maggior parte dei pazienti ha avuto una successiva ricaduta, probabilmente

causata da cellule maligne ancora presenti nell’organismo.

LE MALATTIE AUTOIMMUNI

Per la terapia delle malattie autoimmuni ¢ possibile costruire dei coniugati
contenenti RIP che eliminano i linfociti che reagiscono contro il self.

La terapia proposta ¢ di due tipi:

1. uso di un coniugato formato dalla RIP e dall’anticorpo indirizzato contro
I’antigene della cellula bersaglio;

2. uso di un coniugato formato dalla RIP e dall’antigene contro cui si scatena
la reazione autoimmune.

Sono stati preparati diversi coniugati della ricina. Un esempio ¢ 1’associazione
della ricina con la tireoglobulina umana da usare nella patologia della tiroidite di
Hashimoto (in cui si esprimono alti livelli di anticorpi che riconoscono gli
antigeni self della tiroide). Un ulteriore esempio ¢ un coniugato fra ricina e
acetilcolina per la cura della miastenia gravis (in cui si producono alti livelli di
anticorpi che distruggono il recettore nicotinico per 1’acetilcolina che si trova

nella membrana post sinaptica delle placche neuromuscolari) (Hott ez al., 1998).

INFEZIONI VIRALI

Uno dei campi di ricerca piu interessanti nella cura delle infezioni virali ¢ quella
rivolta alla lotta contro 1’ AIDS. Effetti inibitori sull’infezione da HIV-1 sono stati
osservati usando RIP di tipo 1, immunotossine dirette contro 1’antigene cellulare
CD4" (delle cellule che sono bersaglio del virus), o coniugati specifici rivolti
contro proteine virali come la gp120, gp41 e gpl60, che vengono espressi sulla

superficie delle cellule infette.
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Sono stati sperimentati coniugati composti dalla catena A della ricina e il CD4
ricombinante a cui si lega la gp120 del virus. Con questo tipo di approccio si
ottiene un’effettiva inibizione della replicazione virale, ma a livello terapeutico i
risultati sono scadenti perché la gpl120 varia di continuo e questo antigene ¢
anche liberato nel mezzo sottraendo alla tossina il suo vero bersaglio. Utilizzando
invece una immunotossina formata dalla catena A della ricina contro la gp41 del
virus D’efficacia terapeutica aumenta poiché quest’ultima & una proteina piu
stabile. In ogni caso, sono stati osservati effetti collaterali importanti (Pincus et

al., 1991 e 1996) segno che la sperimentazione ¢ ancora lunga ed impegnativa.

IMMUNOTOSSINE ANTI-ACHR

La possibilita di eliminare uno specifico tipo cellulare ha portato all’utilizzo delle
immunotossine in diverse applicazioni, sia sperimentali che cliniche.

Per 1l trattamento degli spasmi muscolari focali ¢ stata sviluppata
un’immunotossina contenente ricina e 1’anticorpo monoclonale mAb335, specifico
per la subunita del recettore dell’acetilcolina (Hott et al, 1998). Questa
Immunotossina ¢ stata saggiata in vivo nei muscoli extraoculari di coniglio,
mostrando un effetto miotossico dose dipendente, associato ad una cospicua
reazione infiammatoria. L’inflammazione osservata nel sito di iniezione ¢ dovuta
in parte alla necrosi prodotta e in parte all’effetto della catena B della tossina, di
per s€ in grado di indurre il rilascio di citochine (Christiansen et al., 2000). Dopo
105 giorni dal trattamento ¢ ancora evidente una sostanziale diminuzione della
massa muscolare, con riduzione della forza contrattile del 33-50% (Christiansen
et al., 2003). A distanza di un anno, grazie alla rigenerazione muscolare visibile
gia dopo due settimane dall’iniezione, il numero di fibre e la sezione del muscolo
sono tornati nella norma anche se con una pronunciata eterogeneita cellulare
(Christiansen et al., 2002). Risultati analoghi sono stati ottenuti nel muscolo
orbicolare per il trattamento del blefarospasmo (Harrison et al., 2004).
Un’immunotossina contenente saporina-S6 (tabella 1) e I’anticorpo monoclonale
mAb73, diretto contro la sub unita dell’AchR, ha indotto apoptosi/necrosi

muscolare senza evidenti segni di infiammazione (Campos et al., 2002).
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1.9 CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Nel corso degli anni sono stati condotti molti studi per conoscere fino in fondo la
biologia delle RIP, tuttavia ancora oggi rimangono tanti punti da chiarire. La
prima considerazione emerge dai recenti risultati ottenuti circa la loro
distribuzione, sembra infatti che le RIP di tipo 2 siano piu diffuse di quanto si
sappia e che esistano altre tossine, come 1’aralina, presenti in piante considerate
fino a poco tempo fa non tossiche.

L’osservazione che le RIP siano in grado di legare diverse proteine ribosomiali e
che la loro attivita possa essere stimolata da differenti tRNA, apre nuove strade
verso la comprensione del meccanismo d’azione delle RIP.

L’azione sul DNA e sugli altri substrati nucleotidici rimane ancora da chiarire. E
possibile che il danno al DNA abbia un ruolo sull’attivita antivirale, apoptotica e
trasformante esibita dalle RIP.

La tossicita delle RIP ¢ anche dovuta alla capacita di attivare alcune chinasi, che
a loro volta inducono il rilascio di citochine (Licastro et al,. 1993); infatti, ¢ stato
dimostrato che I’anomalo rilascio di particolari citochine rappresenta un
potenziale elemento di sviluppo di malattie come il cancro, I’ AIDS, la psoriasi, la
sclerosi multipla e I’artrite. L’attivazione delle chinasi puo essere anche coinvolta
nell’attivita antivirale delle RIP, poiché alcune citochine inibiscono la
replicazione virale.

La sfida maggiore nello studio delle RIP ¢ quella di capire il loro ruolo in natura,
requisito fondamentale per poter spiegare la loro conservazione nel corso
dell’evoluzione. Sulla base della loro attivita antivirale e antifungina, ¢ stato
suggerito un possibile ruolo delle RIP contro i patogeni. L’aumento della loro
espressione in concomitanza della senescenza e della presenza di tessuti lesi o
stressati, suggerisce un possibile ruolo delle RIP nella patogenesi dell’apoptosi e
la loro grande abbondanza nei semi fa pensare ad esse come proteine di deposito.
Queste ipotesi sono tutte ragionevoli, ma sono ristrette alle RIP di origine
vegetale.

Gran parte dello studio sulle RIP ¢ finalizzato alle loro possibili applicazioni.

44



Capitolo 1- Introduzione

In agricoltura, per esempio, le RIP possono essere usate per indurre maggiore
resistenza virale nelle piante, e gli eventuali effetti tossici delle RIP potrebbero
essere limitati trasfettando la pianta con una RIP appropriatamente mutata, in
modo che I’organismo transgenico non celi nessun rischio per I’'uomo. Inoltre, nel
caso di piante commestibili & necessario considerare il livello di RIP presente nei
tessuti vegetali, per minimizzare i rischi di reazioni allergiche.

Un ulteriore applicazione delle RIP ¢ quella in campo medico, che consiste
nell’utilizzazione delle immunotossine a scopo farmacologico. Studi clinici con
immunotossine hanno pero rilevato evidenti segni di epatotossicita (vedi rassegna
Vitetta e Thorpe, 1991). E stata riportata anche ’insorgenza di una sindrome da
aumentata permeabilita vascolare o VLS (vascular leak syndrome) (vedi rassegna
Byers e Baldwin, 1988) e di danni a livello renale associati a sindrome uremica
emolitica. Tuttavia, studi condotti ’'uso delle immunotossine su quattro pazienti
affetti da linfoma di Hodgkin ha portato ad una sostanziale riduzione della massa
tumorale (Falini et al., 1992). Esiste, dunque, la possibilita che le immunotossine
possano essere utilizzate nella terapia antitumorale con le dovute precauzioni

(vedi rassegna Stirpe e Battelli, 2006).
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Le RIP (ribosome inactivating proteins) sono proteine di origine
prevalentemente vegetale, capaci di inibire la sintesi proteica cellulare
depurinando I’'rRNA della subunita 60S del ribosoma e impedendo in tal
modo la sua interazione con 1 fattori di allungamento coinvolti nella
traduzione. Inoltre posseggono attivita polinucleotide:adenina glicosilasi, cioe
la capacita di depurinare altri substrati, in particolare il DNA, le cui
implicazioni biologiche sono tutt’ora allo studio.

Le RIP vengono divise, in base alla loro struttura, in RIP di tipo 1 e di tipo 2.
Le RIP di tipo 1, tra cui ¢ classificata la saporina, sono costituite di norma da
un’unica catena polipeptidica enzimaticamente attiva; mentre le RIP di tipo 2,
tra cui la lanceolina e la stenodactilina, sono formate da due tipi di catene,
uno con attivita enzimatica identica alle RIP di tipo 1 (catena A) ed uno ad
attivita lectinica (catena B), che permette il legame della proteina alla
superficie cellulare. Tra le RIP di tipo 2 vengono classificate tossine molto
potenti, tra cui la volkensina e la ricina; tuttavia, appartengono a questa
famiglia anche proteine che, hanno una bassa tossicita per le cellule e per gli
animali, simile a quella esercitata dalle RIP di tipo 1.

Come approfondito nell’introduzione, le RIP hanno molteplici aspetti
applicativi. L'applicazione pil promettente e piu studiata prevede la
coniugazione delle RIP ad anticorpi monoclonali, per la costruzione di
immunotossine. Questo tipo di coniugati permette di colpire in modo mirato
bersagli specifici indesiderati come cellule tumorali o infettate da virus. Le
RIP di tipo 1 e la catena A delle RIP di tipo 2 risultano altamente citotossiche
quando coniugate a vettori che consentano loro di entrare nella cellula
bersaglio. Le immunotossine hanno diversi campi di applicazione, per
esempio in terapia sperimentale, anche se ad oggi sussistono diversi
problemi. E stato proposto il loro utilizzo come farmaci antimorali nella
malattia minima residua e nel trapianto autologo per il purging da cellule
tumorali. Le immunotossine potrebbero inoltre avere impiego come
immunosoppressori nelle malattie autoimmuni e nel trapianto eterologo di

midollo per prevenire la GVHD
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Oggetto di questa ricerca ¢ stato lo studio della citotossicita, interazione
cellulare e routing intracellulare di saporina, lanceolina e stenodactilina. La
ricerca si ¢ sviluppata principalmente lungo due filoni:

1. studio del traffico intracellulare della saporina;

2. studio della caratteristiche citotossiche, interazione cellulare e routing

intracellulare di lanceolina e stenodactilina.

Lo studio del meccanismo d’ingresso e del destino intracellulare della
saporina ¢ di particolare interesse da quando questa RIP monocatenaria ¢
utilizzata per la costruzione di immunotossine a scopo farmacologico, per il
targeting selettivo di cellule bersaglio.
Le RIP monocatenarie sono particolarmente usate nella costruzione di
immunoconiugati per la loro bassa tossicita aspecifica e per la scarsita di
effetti collaterali dovuti alla somministrazione in vivo delle immunotossine
contenenti RIP di tipo 1. Inoltre, le RIP monocatenarie si sono dimostrate, in
numerosi casi, piu stabili ed efficaci della catena A delle RIP bicatenarie
come, per esempio, la dgRA (Bolognesi et al, 1992; Tazzari et al, 1992), con
un’ottima resistenza ai processi di derivatizzazione necessari per la
coniugazione.
La conoscenza dell’interazione delle RIP con le cellule umane e in particolare
della citotossicita ¢ un prerequisito indispensabile per l'uso in terapia
sperimentale di questi enzimi depurinanti di origine vegetale.
Questi motivi giustificano I’interesse rivolto allo studio della saporina e in
modo particolare alle modalita di ingresso nella cellula, alla sua
localizzazione negli organuli subcellulari e al routing intracellulare della RIP.
Questo tipo di ricerca puo inoltre aiutare a comprendere le modalita di
veicolazione delle proteine nei vari compartimenti intracellulari. Infatti, la
saporina durante il suo routing intracellulare sfrutta i normali meccanismi di
trasporto vescicolare presenti nella cellula.
Tutti gli esperimenti sono stati condotti su cellule HeLa, poiché questa linea e
largamente usata e permette di confrontare i nostri risultati con quelli ottenuti

con altre sostanze, in particolare la ricina.
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Per studiare il routing intracellulare della saporina sono state utilizzate due
diverse tecniche:

a) immunofluorescenza indiretta, abbinata alla microscopia confocale;

b) microscopia elettronica, sia utilizzando la saporina coniugata
direttamente all’oro colloidale (pre-embedding), sia usando la RIP non
coniugata in un metodo indiretto (post-embedding).

Il primo approccio usato ¢ I’immunofluorescenza, che permette di farsi
un’idea iniziale delle modalita sperimentali da utilizzare, poiché il risultato e
piu facile da ottenere, ma non raggiunge il grado di definizione della
microscopia elettronica. L’uso del metodo indiretto garantisce 1’assenza di
alterazioni del percorso, che potrebbero essere determinate dal legame col
fluorocromo, amplifica il segnale ma non consente un’analisi quantitativa.
Attraverso I'immunofluorescenza indiretta abbiamo studiato la progressione
temporale della distribuzione intracellulare della saporina e la sua eventuale
colocalizzazione con il RER e con ’apparato del Golgi. L’uso del
microscopio confocale ha permesso di formulare alcune ipotesi, che sono
state ulteriormente vagliate grazie all’utilizzo del microscopio elettronico.

La microscopia elettronica, grazie all’elevata risoluzione, permette una chiara
osservazione dell’aspetto ultrastrutturale della cellula e rende possibile la
localizzazione intracellulare anche di una sola molecola proteica.

Entrambe le tecniche usate (diretta e indiretta) permettono di dettagliare il
percorso seguito dalla RIP nel suo passaggio dalla membrana plasmatica
verso il citosol della cellula.

Inoltre abbiamo indagato sulla possibilita che la saporina, seppur in piccole
quantita, possa raggiungere il nucleo ed esercitare sul DNA la propria attivita
enzimatica.

Il secondo filone di ricerca ha riguardato lo studio delle RIP estratte da A.
lanceolata e A. stenodactyla, purificate nel nostro laboratorio (Pelosi et al.,
2005; Stirpe et al., 2007) e denominate rispettivamente lanceolina e
stenodactilina, soffermandosi, in particolar modo, sulla -caratteristiche

citotossiche e sul routing intracellulare.
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Un obiettivo preliminare di questa ricerca ¢ stato quello di indagare sulla
capacita citotossica delle due RIP bicatenarie, attraverso la valutazione
dell’inibizione della sintesi proteica e della perdita di vitalita cellulare.

Poiché le due RIP bicatenarie sono risultate estremamente citotossiche
rispetto alle altre proteine della stessa famiglia (tra cui la volkensina e la
ricina), sono stati eseguiti saggi che permettono di studiare 1 meccanismi di
intossicazione e il routing intracellulare della lanceolina e dalla
stenodactilina, con lo scopo di spiegare I’elevata citotossicita riscontrata.
Inoltre ¢ stata valutata ’eventuale capacita apoptotica delle due RIP, sia per
approfondire lo studio sulla citotossicita, sia per le implicazioni rispetto alla
possibilita di un loro utilizzo farmacologico.

L’approfondimento delle conoscenze sulla biologia di queste due RIP, ¢ di
particolare interesse in quanto queste proteine potrebbero essere utilizzate a
scopo farmacologico, con modalita che favoriscano 1’apoptosi rispetto alla
necrosi. Per esempio, immunotossine contenenti RIP sono state utilizzate in
trattamenti loco-regionali, come nel trattamento del blefarospasmo e di
disturbi oculo-facciali (Campos et al., 2002; Harrison et al., 2004). Inoltre,
sfruttando la loro citotossicita e il trasporto retrogrado assonale (Monti et al.,
2007), potrebbero essere impiegate nello studio della fisiologia del sistema

nervoso (dalla rassegna Contestabile e Stirpe, 1993).
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3.1 MATERIALI

3.1.1RIP

I semi di Saponaria officinalis sono stati forniti dall’Azienda Regionale
delle Foreste della Regione Emilia Romagna, Casola Romagna, Ravenna,
Italia. La saporina-S6 (indicata in seguito come saporina), ¢ stata purificata
come descritto da Barbieri e collaboratori nel 1987 e successivamente
cromatografata, per eliminare i contaminanti a basso peso molecolare, in
tampone sodio fosfato 5 mM contenente NaCl 0,14 M pH 7.5 (PBS) su
Sephacryl S100 (GE Healthcare, Milano, Italia). Il grado di purezza era del
99 %, come rilevato mediante HPLC in fase inversa (Parente et al., 1993).

Le RIP lanceolina, stenodactilina e volkensina sono state purificate
rispettivamente da Adenia lanceolata, Adenia stenodactyla e Adenia
volkensii (appartenenti alla famiglia delle Passifloraceae) (Pelosi et al.,
2005) e preparate come descritto da Stirpe e collaboratori nel 1985. Le
piante sono state fornite da Exotica Botanical Rarities, Erkelenz-Golkrath,
Germania, e sono state conservate nella serra del Giardino Botanico
dell'Universita di Bologna. Le RIP sono state marcate con '>I come

descritto da Freker e Speck, 1978.

3.1.2 COLTURE CELLULARI

Tutti gli esperimenti sono stati condotti usando la linea cellulare HeLa. Tutti
1 componenti del mezzo di colture cellulare sono stati forniti dalla Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA. Il colorante Tripan Blu, fornito dalla Bio
Whittaker, ¢ stato usato per valutare la vitalita delle cellule. Per le prove di
citotossicita sono state utilizzate L-[3H]leucina proveniente dalla G.E.
Healthcare, Milano, Italia. Il materiale sterile da coltura era della Falcon

fornito da Sacco, Cadorago, Como., Lier, Norvegia.
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3.1.3 ANTICORPI

L’anticorpo policlonale di coniglio anti-saporina ¢ stato gentilmente fornito
dalla Prof. Paola Strocchi (Strocchi er al., 1992), Dipartimento di
Farmacologia, Universita di Bologna. L’albumina di siero bovino (BSA), e
il 1,4-diazobiciclo-[2.2.2]-ottano (DABCO) sono stati forniti dalla Sigma
(S. Louis, MO, U.S.A.). Il Mowiol 4-88 era della ditta Aldrich-Chemie
(Steinheim, Germania). L’anticorpo secondario anti-coniglio IgG coniugato
a isotiocianato di fluorescina (FITC) era della ICN ImmunoBiologicals
(Lisle, Ill). L’anticorpo policlonale anti-mouse IgG coniugato con Cy5 ¢
stato fornito dalla Jackson ImmunoResearch (West Grove, Pa). L’anticorpo
monoclonale di topo anti-GM130 era della BD Transduction Laboratories
(Heidelberg, Germania), mentre I’anticorpo monoclonale di topo anti-BiP ¢

stato fornito dalla Sigma.

3.14KIT

Per la valutazione dell’apoptosi, in seguito ad intossicazione delle cellule
con le RIP, ¢ stato utilizzato il kit luminescente Caspase-GloTM 3/7 Assay
della Promega Corporation, Wisconsin, USA. La vitalita cellulare ¢ stata
anche valutata mediante il kit colorimetrico CellTiter 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay della Promega Corporation. Il CellTiter-
96 Aqueous One Solution Reagent contiene un composto di sali di tetrazolio
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxylmethoxyphenyl)-2 (4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, composto di tetrazolio; MTS] e il PES
(phenazine ethosulfate) che funge da accettore di elettroni.

Il saggio Endo IV, utilizzato per la determinazione dell’attivita enzimatica
della saporina sul DNA, ¢ stato fornito dalla Trevigen (Gaithersburg,

Maryland, U.S.A).
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3.1.5 REATTIVI

Il liquido di scintillazione per soluzioni acquose era il Ready-Gel della
Beckman Instruments, Fullerton U.S.A. I reagenti, 1 gel per 1’elettroforesi e
gli standard di peso molecolare sono stati acquistati dalla GE Healthcare. La
brefeldina A, il dynasore e la clorochina, usati per lo studio del routing
intracellulare di lanceolina e stenodactilina, sono stati forniti dalla Sigma-
Aldrich. La tripsina e I’a-chimotripsina usate per valutare la resistenza delle
RIP alla degradazione proteasica e il Proteasome inhibitor Il sono stati
forniti dalla Calbiochem, San Diego, CA, USA, come anche I'inibitore del
proteasoma II. Le proteasi sono state disciolte in HC1 1 mM, portate alla
concentrazione di 1 mg/ml e, se non usate al momento, immediatamente
conservate a -20 °C. L’oro colloidale (diametro 5 nm) proveniva dalla SPI,
West Chester, PA, U.S.A. L’anticorpo secondario anti coniglio IgG marcato
con oro colloidale del diametro di 10 nm ¢& stato fornito dalla GE,
Healthcare. La glutaraldeide ¢ stata fornita dalla Merck. L’ossido di
propilene, la resina araldite, la DDSA EM, il tris (dimetil-aminometil)
fenolo, I’acetato di uranile sono stati forniti dalla Fluka (Buchs SG,
Svizzera). Il citrato di piombo era della ditta BDH (Milano, Italia). Tutti gli
altri reagenti sono stati forniti dalla Merck (Darmstadt, Germania), dalla
ditta Carlo Erba (Milano, Italia) e dalla Sigma.

Tutti 1 materiali utilizzati nel corso della preparazione dei campioni per la
microscopia elettronica, sono stati gentilmente concessi dal Dipartimento di

Anatomia Patologica, Ospedale Sant’Orsola-Malpighi di Bologna.

3.1.6 STRUMENTI

Le cellule sono state fatte crescere in un incubatore HeraCell Haereus
(Hanau, Germania), alla temperatura di 37 °C in un’atmosfera umidificata al
5% di CO,. 1l cell-harvester proveniva dalla Skatron Instrument, Lier,

Norvegia.
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Il microscopio confocale Radiance 2000 e il software LaserPix sono stati
forniti dalla BioRad (Hercules, CA, U.S.A.). Per determinare Ila
concentrazione delle molecole proteiche ¢ stato utilizzato uno
spettrofotometro modello UVICON 860 della Kontron Instruments, Milano,
Italia. I1 P-counter utilizzato per 1’analisi dell’incorporazione della
radiattivita ¢ stato fornito dalla Beckman Instruments, Palo Alto, CA,
U.S.A.. L’analisi morfologica delle cellule in coltura ¢ stata effettuata
utilizzando una fotocamera Moticam 1000 della Motic (Xiamen, Cina). Per
le letture della luminescenza, € stato utilizzato il luminometro Fluoroskan
Ascent FL della Labsystem, Finlandia. L’ultramicrotomo ¢ stato fornito
dalla Reichert (Australia), mentre il microscopio elettronico era della
Philips (Eindhoven, Olanda). L’acqua utilizzata ¢ stata preparata con un
apparecchio Milli-Q (Millipore, Milford, MA USA) ed ¢ stata prelevata ad
un valore di resistivita di 15 MQ alla sorgente. Per I’elettroforesi ¢ stato
utilizzato il Phastsystem della GE Healthcare. Per la lettura a 490 nm, ¢
stato utilizzato 1l lettore Microtiter Multiskan EX.

Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il software XLSTAT-
Pro, versione 6.1.9 (Addinsoft, 2003).

Il microscopio elettronico, ¢ stato gentilmente concesso dal Dipartimento di

Anatomia Patologica, Ospedale Sant’Orsola-Malpighi di Bologna.
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3.2 METODI

3.2.1 INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA SU LISATO DI RETICOLOCITI

DI CONIGLIO

L'attivita biologica di lanceolina e stenodactilina sulla sintesi proteica ¢ stata
inizialmente valutata in un sistema cell-free, utilizzando il lisato di
reticolociti di coniglio. Diluizioni scalari di lanceolina e stenodactilina (da
20 a 1 pg/ml) sono state ridotte con 50% 2-mercaptoetanolo per 10 minuti a
37°C seguita da 2 minuti in ebollizione. In seguito, 25 pl di ciascuna
diluizione di RIP sono stati aggiunti a 12.5 pl di una miscela di reazione
(contenente 10 mM tampone Tris/HCI pH 7.4, 100 mM ammonio acetato, 2
mM magnesio acetato, | mM ATP, 0.2 mM GTP, 15 mM creatinfosfato, 12
nU di creatinchinasi, 0.05 mM aminoacidi (senza leucina), 0.75 pCi L-[4,5-
3H] leucina) e a 25 pl di lisato di reticolociti di coniglio (preparato come
descritto da Allen e Schweet, 1962). Dopo un'incubazione di 5 minuti a 28
°C in agitazione, la reazione ¢ stata bloccata con 1ml di KOH 0.1M; sono
stati poi aggiunti 25 pl di perossido di idrogeno per decolorare il campione,
quindi 1ml di acido tricloracetico (TCA) 20% per precipitare le proteine. 11
precipitato proteico e stato raccolto su filtrt Whatman GF/C. I filtri, lavati 3
volte in TCA 5%, vengono trasferiti successivamente in fiale da
scintillazione con 5 ml di liquido di scintillazione Ready-Gel (Beckman)
contenente lo 0.7% di acido acetico, per abbattere l'eventuale
chemioluminescenza. La radioattivita incorporata nelle proteine
neosintetizzate ¢ stata misurata mediante lettura al B-counter.

La concentrazione di RIP che inibisce del 50% la sintesi proteica (ICs)
viene calcolata mediante 1’analisi della regressione lineare in relazione
all’incorporazione di leucina radiattiva nei campioni di controllo, incubati

senza I’aggiunta di RIP.
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3.2.2 COLTURE CELLULARI

Le cellule HeLa sono state coltivate in fiasche da 25 cm?, in terreno RPMI
1640 contenente siero bovino fetale (FBS) al 10%, scomplementato per 30
minuti a 56 °C, 2 mM L-Glutammina e antibiotici, 100 U/ml penicillina e
100 pg/ml streptomicina (mezzo completo).

Al raggiungimento della confluenza (circa 72 ore dopo la semina) le cellule
sono state lavate con PBS, staccate dal fondo con tripsina 500 mg/L-EDTA
200 mg/L per 5 minuti a 37 °C e risospese in mezzo di coltura completo. Le
cellule vengono poi centrifugate a 1.000 rpm per 5 minuti e il pellet
ottenuto, viene risospeso in mezzo completo. La conta cellulare ¢ basata sul

metodo dell’esclusione vitale del colorante Tripan Blue.

3.2.3 ESPERIMENTI BASATI SULL’INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA

CELLULARE

Per valutare 1’inibizione della sintesi proteica cellulare, le cellule HelLa
vengono seminate in piastre da 24 pozzi (40.000 cellule/pozzo) in 1ml di
terreno completo e dopo circa 18 ore dalla semina, vengono incubate in
presenza della RIP.

Nel caso della saporina, le cellule sono state esposte a concentrazioni scalari
di RIP da 10® a 10° M, mentre per le RIP bicatenarie il range di
concentrazione usato era da 107> a 10° M. In tutti i casi il trattamento & di
24 ore in incubazione continua, a 37 °C.

Al termine dell’incubazione, dopo aver aspirato il mezzo, in ogni pozzetto
sono stati aggiunti 250 pl di terreno privo di leucina e FBS, ma contenente
2 uCi/ml di L- [4,5->H]leucina (attivita specifica 85 Ci/nmol) e incubati a 37
°C. Dopo 4 ore, le proteine vengono dapprima precipitate, con TCA 10%
per 10 minuti, poi lavate con TCA 5% e disciolte in KOH 0.1 N per 10
minuti a 37 °C. La radioattivita incorporata dalle cellule viene misurata al

B-counter, in presenza di liquido di scintillazione.
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I risultati vengono espressi come percentuale di incorporazione di leucina
radioattiva rispetto alle colture di controllo, incubate in assenza di RIP.

La capacita di inibizione della sintesi proteica ¢ stata valutata in presenza di
dynasore. A questo scopo, le cellule sono state pre-trattate per 30 minuti a
37 °C con dynasore (10 uM). Le RIP sono state aggiunte direttamente nei
pozzi alla concentrazione finale di 10°Mei campioni cellulari sono stati
incubati per 3 ore prima di procedere con l'aggiunta della leucina
radioattiva, che ¢ stata lasciata per 1 ora a contatto con le cellule.

Un esperimento analogo ¢ stato condotto per valutare l'effetto della
brefeldina A e della clorochina sulle capacita citotossiche di lanceolina e
stenodactilina. Le cellule sono state incubate per 1 ora a 37 °C con
brefeldina A (10 uM) o con clorochina (100 uM). In seguito, i pozzetti sono
stati lavati e le RIP (107" M) sono state aggiunte in mezzo fresco. La sintesi
proteica ¢ stata valutata dopo 4 ore di trattamento (3 ore in presenza delle
RIP e 1 ora di incubazione con leucina radioattiva), come descritto

precedentemente.

3.2.4 ESPERIMENTI DI MICROSCOPIA A FLUORESCENZA

TRATTAMENTO DELLE CELLULE E INTOSSICAZIONE CON SAPORINA

Le cellule HeLa (40.000/pozzo) sono state seminate su vetrini rotondi posti
sul fondo di piastre da 24 pozzi in 1 ml di terreno completo, 24 ore prima
del trattamento. Le cellule sono state intossicate con saporinal0” M per 20
minuti a 37 °C e allo scadere del tempo lavate e incubate per tempi
crescenti (ulteriori 0, 20, 40 minuti) a 37 °C in assenza di saporina.

Dopo il trattamento, le cellule vengono lavate tre volte con terreno di
coltura privo di siero a 0 °C, e fissate per 30 minuti a 30 °C, con p-
formaldeide 1% in PBS. Prove preliminari hanno accertato che questa
procedura di fissazione ¢ sufficiente per stabilizzare le strutture cellulari e
permette di  mantenere immutate le caratteristiche antigeniche,

indispensabili per il test di immunofluorescenza.
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Dopo due lavaggi con PBS, le cellule vengono permeabilizzate per 45
minutt a 30 °C con saponina 1% in acqua bidistillata. La
permeabilizzazione consente all’anticorpo policlonale anti-saporina di
legarsi alla RIP endocitata, come pure agli anticorpi utilizzati per marcare le
strutture subcellulari di legarsi ai loro bersagli. Le cellule vengono quindi
lavate una volta con PBS e incubate per 1 ora a 30 °C con BSA 1% in PBS,
per saturare i siti aspecifici di legame. Al termine dell’incubazione, le
cellule vengono lavate due volte con PBS prima dell’incubazione con gli

anticorpi primari.

MARCATURA DEL GOLGI E DEL RER E COLOCALIZZAZIONE DELLA

SAPORINA

Gli anticorpi primari vengono utilizzati per identificare la saporina,
I’apparato del Golgi e il RER. La marcatura del Golgi e del RER viene
effettuata per rilevare I’eventuale colocalizzazione della saporina con tali
strutture cellulari.

Dopo il trattamento con la suddetta RIP (come descritto nel paragrafo
precedente) le cellule HelLa vengono incubate, per 1 ora a 30 °C, in
presenza dell’ anticorpo di coniglio anti-saporina diluito 1:8000 in BSA
1%. Contemporaneamente le cellule vengono incubate con I’anticorpo
monoclonale di topo anti-GM130 (diluito 1:1000) oppure con I’anticorpo
monoclonale di topo anti-BiP (diluito 1:80), specifici rispettivamente per il
Golgi e per il RER.

Si eseguono due lavaggi con PBS e i vetrini rotondi con le cellule vengono
trasferiti in nuovi pozzetti, dove vengono aggiunti gli anticorpi secondari.
La rilevazione del primo anticorpo viene effettuata tramite anticorpo anti-
rabbit coniugato con fluorescina (diluito 1:100). Gli anticorpi monoclonali
anti-GM130 o anti-BIP vengono rilavati con un anticorpo anti-mouse
coniugato con Cy5 (diluito 1:20). Le cellule vengono incubate in presenza

degli anticorpi secondari per 1 ora, alla temperatura di 30 °C.
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Al termine dell’incubazione, le cellule sono lavate per due volte con PBS e i
vetrini rotondi vengono montati su un vetrino portaoggetto, utilizzando una
soluzione di Mowiol 4-88 (10% w/v) in TRIS-HCl 0,1 M, pH 8.5, e
glicerolo (20% w/v), contenente 1,4-diazabiciclo [2.2.2] ottano (2,5% w/v)
per evitare I’indebolimento del segnale fluorescente.

Per rilevare la fluorescenza viene usato il microscopio confocale Radiance
2000, con obiettivo 40x a immersione. Le lunghezze d’onda usate per
I’emissione della fluorescina e del Cy5 sono rispettivamente 488 e 637 nm.
Per valutare la colocalizzazione dei fluorocromi viene usato il software

LaserPix.

SAGGIO ENDONUCLEASI IV

L’endonucleasi IV, purificata da E. Coli, ha la capacita di individuare e
riparare gap sul DNA dovuti al distacco di un'adenina.

Le cellule HelLa, seminate in piastre da 6 pozzi (100.000 cellule/pozzo) in
terreno completo, dopo circa 18 ore dalla semina vengono trattate per 2 ore
con saporina 10° M e incubate tutta la notte a 37 °C in assenza della RIP.
Parallelamente viene preparato un campione di controllo non trattato con la
saporina. Le cellule, finito il trattamento, sono state lavate due volte in PBS,
staccate dal fondo della fiasca con lo scraper, contate e risospese in PBS
alla concentrazione di 10° cellule/ml. A questo punto, 10 ul di ciascuna
sospensione cellulare vengono rapidamente mescolati a 100 ul di LM
agarose 1% (a 37 °C); da ogni miscela vengono subito prelevati 40 ul e
posizionati al centro dell'apposito vetrino (fornito dalla ditta Trevigen).
Appena la goccia contenente la sospensione cellulare appare asciutta, il
vetrino viene immerso nella soluzione di lisi (contenente 2.5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris-base, 1% sodium lauryl sarcosinate, 1% Triton X-
100) e incubato a 4 °C, per 2 ore al buio. Successivamente, il vetrino viene
immerso per 30 minuti nel buffer preparato al momento (contenente 10 M
HEPES-KOH, 0.1 M KCI, 10 M EDTA). A questo punto 40 ul di

endonucleasi IV, diluita 1:75 con lo stesso tampone (fornito dalla Trevigen)
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contente BSA, vengono posizionati sul vetrino che viene subito incubato
per 1 ora a 37 °C. In seguito, 1 vetrini vengono immersi per 30 minuti
all'interno del buffer di elettroforesi (0.5 M EDTA, 10 M NaOH, pH >13) e
sottoposti a corsa elettroforetica (24 V e 150 mA) per 40 minuti a 4 °C.
Finita la corsa, 1 vetrini vengono lavati due volte in acqua distillata e
immersi in una soluzione di etanolo al 70% per 5 minuti. Il montaggio del
vetrino ¢ stato eseguito aggiungendo circa 10 ul di DAPI/Anti-fade, che
essendo un intercalante del DNA permette di visualizzare la cromatina. Le
cellule sono state osservate al microscopio a fluorescenza Eclypse E600 con
un obiettivo 100X a immersione, utilizzando un filtro specifico per il DAPI

(A di eccitazione 358 nm, A di emissione 461 nm).

3.2.5 ESPERIMENTI DI MICROSCOPIA ELETTRONICA

La valutazione al microscopio elettronico del destino intracellulare della
saporina ¢ stata effettuata sia tramite un metodo diretto, che prevede 1'uso

del coniugato saporina-oro, sia tramite un metodo indiretto.

DETERMINAZIONE DELLE CONDIZIONI OTTIMALI PER LA CONIUGAZIONE

DELLA SAPORINA ALL’ORO

In teoria qualsiasi proteina puo essere assorbita sulla superficie delle
particelle d’oro. Nel meccanismo di coniugazione sono coinvolte le forze di
van der Waals, che si instaurano fra le cariche negative della superficie
delle particelle d’oro ed 1 gruppi carichi positivamente delle proteine. E’
stato dimostrato che 1’assorbimento delle particelle all’oro dipende dal
diametro delle proteine, dalla presenza di sali in soluzione, dal punto
isoelettrico della proteina, per cui ¢ necessario stabilire a priori il valore di
pH al quale si effettuera la procedura di coniugazione. Nella maggior parte
dei casi I’assorbimento risulta massimo per valori di pH corrispondenti al
punto isoelettrico della macromolecola proteica utilizzata o lievemente

basici rispetto ad esso.
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Prima di procedere alla coniugazione ¢ necessaria una preparazione
preliminare dei componenti del coniugato. Per eliminare ogni traccia di
proteina precipitata, la saporina viene ultracentrifugata per 1 ora, a
84.000xg, a 4 °C, e successivamente filtrata con filtro millipore 0,22 pm.
L’oro, filtrato analogamente alla RIP, viene basificato con tampone
carbonato-bicarbonato 0,5 M pH 10.

Un punto chiave nella preparazione del coniugato ¢ la determinazione della
quantita ottimale di proteina necessaria per stabilizzare I’oro ed impedirne
la flocculazione (cioe la precipitazione in aggregati). A questo scopo ¢ stata
utilizzata una serie di diluizioni scalari di proteina, secondo la metodica
proposta da Horisbenger (1981), con alcune modificazioni.

Le prove di coniugazione vengono condotte in piastre da 96 pozzi. In ogni
pozzo vengono aggiunti 20 pl di diluizioni scalari di saporina (da 0 a 40
pg/ml) e 200 ul di oro colloidale pH 10. In seguito, la piastra ¢ sottoposta a
lieve agitazione alla temperatura di 15 °C, per 10 minuti e infine vengono
aggiunti 10 pl/pozzo di NaCl 10%.

Se la proteina si presenta in quantita insufficiente per stabilizzare il
colloide, la soluzione di oro floccula ed i1l suo colore vira dal rosso al blu.
Come quantita ottimale di proteina si sceglie la concentrazione

immediatamente superiore a quella che determina la flocculazione.

PREPARAZIONE DEL CONIUGATO ORO-SAPORINA

La reazione di coniugazione viene condotta in tubi da ultracentrifuga
Beckman, aggiungendo ad ogni tubo 2,8 ml di saporina 0,1 mg/ml e 28 ml
di oro pH 10. Per saturare I’oro che non ha reagito con la saporina, nei tubi,
vengono aggiunti 3 ml di PEG (poli-etilenglicole) 8.000 10% pH 10.7,
segue un’agitazione manuale di 10 minuti. A questo punto, i tubi vengono
ultracentrifugati per 2 ore, a 49.000xg a 4 °C.

Al termine della centrifugazione, all’interno del tubo sono presenti due
pellet: il primo, sul fondo, appare rosso e molto lasso e costituisce il

precipitato utile, il secondo (laterale) ha un colore rosso scuro e si presenta
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molto stabile. Solo il precipitato utile viene risospeso in TRIS/PEG
(tampone tris-HC1 0,02 M pH 7.5/PEG 8000 1%) e lavato nel medesimo
tampone per quattro volte, mentre il sopranatante e il secondo pellet
vengono eliminati. Il campione, raccolto in un tubo Beckman, ¢ sottoposto
ad wun ulteriore centrifugata nelle stesse condizioni descritte
precedentemente, ma per 1 ora.

Poiché, dopo I'ultracentrifugata, sono ancora presenti due pellet, diventa
necessario sottoporre il precipitato utile ad una terza centrifugata, senza
modificare nessun parametro.

Alla fine dell’ultracentrifugata, il sopranatante viene eliminato e il pellet
utile raccolto, diluito con saporina non coniugata in mezzo completo alla

concentrazione finale di 10° M ed utilizzato negli esperimenti successivi.

INTOSSICAZIONE CELLULARE CON IL CONIUGATO SAPORINA-ORO

(METODO DIRETTO)

Le cellule HeLLa vengono seminate in quattro piastre da sei pozzi (200.000
cellule/pozzo, in Iml di mezzo completo) e dopo 48 ore dalla semina
vengono intossicate con saporina 10° M contenente il coniugato oro-
saporina, come tracciante (circa 2%).

I campioni sono sottoposti a periodi di incubazioni continua in presenza
della tossina legata all’oro, per intervalli di tempo variabili (40, 60, 120
minuti). Vengono inoltre preparati alcuni controlli di cellule non esposte
alla tossina e altri di cellule trattate solo con oro non coniugato (diluito 1:1
con mezzo completo).

Allo scadere del tempo di incubazione, si eseguono tre lavaggi con 1 ml di
PBS e successivamente le cellule vengono rimosse dal fondo del pozzetto
con lo scraper aggiungendo 500 pl di PBS.

L’esperimento ¢ eseguito in doppio, ma alla fine i duplicati vengono riuniti
(per avere un pellet cellulare piu abbondante) e centrifugati a 4 °C, per 15

minuti, a 300xg.
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I pellet asciugati delicatamente, senza essere rimossi dalla provetta della
centrifuga, vengono fissati con 0.5 ml di p-formaldeide 4% in sodio fosfato

0.1 M pH 7.5, a4 °C per almeno 24 ore.

INTOSSICAZIONE CELLULARE CON SAPORINA NON CONIUGATA (METODO

INDIRETTO)

Le cellule (200.000 per pozzo) vengono trattate con saporina 10° M in
incubazione continua per 40, 60 e 120 minuti. Parallelamente vengono
preparati campioni di controllo di cellule non esposte alla RIP. Le modalita
sperimentali sono analoghe a quelle appena riportate per il metodo di
rilevazione diretto. Il metodo indiretto si basa sulla rilevazione
immunologica della saporina. Per questo motivo l'inclusione del pellet
cellulare avviene in una resina acrilica, che anche in seguito alla
polimerizzazione (indotta a 4 °C, da una lampada UV), preserva la struttura
molecolare dei campioni inclusi e 1 loro siti antigenici. Prima
dell'osservazione dei preparati al microscopio elettronico, le sezioni
ultrasottili vengono raccolte all'interno di griglie, immerse per 15 minuti in
PBS/BSA e successivamente incubate per 18 ore a 4 °C con anticorpo
policlonale di coniglio anti-saporina diluito da 1:4000 a 1:8000 in
PBS/BSA. Le griglie vengono lavate in PBS e incubate per 30 minuti a
temperatura ambiente con anticorpo secondario anti-coniglio marcato con
oro colloidale del diametro di 5 nm, diluito 1:10, o di 10 nm, diluito 1:5, in

PBS/BSA.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI PER LA MICROSCOPIA ELETTRONICA

Poiché la luce del microscopio ottico ed il fascio di elettroni del
microscopio elettronico possono attraversare solo materiale di spessore
molto ridotto, le cellule vengono trattate in modo da poter essere sezionate

mediante speciali apparecchi, detti ultramicrotomi.
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Fissazione, disidratazione, inclusione, taglio e contrasto sono le fasi di
preparazione del campione cellulare per 1'osservazione al microscopio
elettronico.

I pellet cellulari vengono dapprima lavati con 0,5 ml di tampone fosfato
0.15 M pH 7.4 e successivamente passati in tetrossido di osmio al 2% in
H,O per 20 minuti. Il tetrossido di osmio fissa 1 lipidi insaturi e, reagendo in
maniera differente con i vari componenti cellulari, accentua le differenze di
densita.

Prima di passare alla fase di disidratazione, si esegue un lavaggio di 10
minuti in tampone fosfato 0.15 M pH 7.4 e si preparano soluzioni di
etanolo, in concentrazioni scalari (70%, 90% e 100%). Per disidratare le
cellule vengono eseguiti tre lavaggi di 5 minuti per ogni diluizione di
etanolo preparata, partendo dalla soluzione a concentrazione piu bassa. Al
termine dell’ultimo lavaggio, le cellule vengono messe in ossido di
propilene 100% per 20 minuti. L’ossido di propilene si sostituisce
all’etanolo, all’interno delle cellule, ed evaporando molto velocemente
(infatti bolle a 34-35 °C) non lascia tracce e permette di effettuare il
passaggio delle cellule in resina.

A questo punto si esegue la fase di inclusione, che permette di impregnare il
campione in un materiale abbastanza duro, per preservare le strutture
cellulari durante il taglio, e omogeneo, requisito fondamentale affinché il
campione possa essere tagliato in fette molto sottili. La fase di inclusione
avviene in resine diverse a seconda del metodo di rilevazione usato.

Per il metodo diretto viene usata la resina epossidica araldite che ¢ preparata
diluendola con un ugual volume dell’anidride DDSA EM (dodecinyl
succinic anhydride) e aggiungendo I’ammina aromatica tris (dimetil-
aminometil) fenolo all’1,5% del volume totale, per catalizzare la reazione di
polimerizzazione. La resina, cosi preparata, sara chiamata in seguito resina
pura.

La resina, all’interno delle cellule, occupa lo spazio lasciato libero

dall’ossido di propilene, per cui quest’ultimo deve essere eliminato. A
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questo scopo vengono preparate tre soluzioni formate da resina (in quantita

gradualmente crescente) e da ossido di propilene, nel modo seguente:

Soluzione % ossido di propilene % resina
1 75% 25%
2 50% 50%
3 25% 75%

Il tempo di impregnazione dei campioni, con le prime due soluzioni, ¢ di
un’ora, mentre per la terza soluzione sono previste circa 12 ore. Allo
scadere del tempo, 1'ultima soluzione viene sostituita con resina pura € 1
campioni cellulari vengono messi a 60 °C, poiché I’elevata temperatura
permette la polimerizzazione della resina.

Gli esperimenti di immunoelettromicroscopia, com'e stato precedentemente
detto, prevedono 1'uso di una resina acrilica, poiché quest'ultima al contrario
delle resine epossidiche, non forma legami forti con la struttura molecolare.
Inoltre le resine acriliche permettono di ottenere inclusioni a bassa viscosita
e a basse temperature per preservare la struttura molecolare dei campioni
inclusi ed 1 loro siti antigenici.

Successivamente si attua il taglio dei campioni. Solitamente, per verificare
lo stato dei preparati e per individuare un’area abbastanza ricca di cellule,
vengono tagliate delle sezioni semifini (1 um di spessore) e osservate al
microscopio ottico. Solo quando si riescono a individuare dei campi utili
per ’esame ultrastrutturale, vengono preparate le sezioni ultrafini (60-70
nm di spessore) sostituendo nell’ultramicrotomo la lama di vetro con una di
diamante.

Le sezioni vengono contrastate immergendole in citrato di piombo per 10
minuti e poi in acetato di uranile per altri 10 minuti. A questo punto 1

campioni sono pronti per essere osservati al microscopio elettronico.
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3.2.6 ESPERIMENTI BASATI SUL SAGGIO DI VITALITA CELLULARE

Per valutare la perdita di vitalita cellulare indotta in cellule HeLa dalle RIP
bicatenarie lanceolina, stenodactilina e volkensina, € stato utilizzato il
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega).
Questo kit colorimetrico permette di avere una misurazione indiretta del
numero di cellule vitali. I1 composto tetrazolico MTS, di colore giallo,
viene metabolizzato dalle cellule vive originando il formazano, un prodotto
solubile in RPMI, di colorazione rossa. Questa reazione ¢ catalizzata dal
NADPH o dal NADH, prodotti delle deidrogenasi, che sono attive solo
nelle cellule in grado di metabolizzare. La quantita di formazano prodotto,
rilevata a 490 nm, ¢ direttamente proporzionale al numero di cellule vitali.
Le cellule (4X103/pOZZO) sono seminate in 100 ul di mezzo completo, in
piastre da 96 pozzetti. Dopo 18 ore, le cellule vengono trattate con 100 pl di
lanceolina, stenodactilina o volkensina alla diluizione appropriata (da 10"
a 10 M). Dopo 24 ore di incubazione sono aggiunti 20 ul di CellTiter 96
Aqueous One Solution Reagent e dopo un'ulteriore ora di incubazione sono
state effettuate le letture a 490 nm.

Questo tipo di saggio viene anche usato per valutare:

1. Tefficienza di legame;

2. leffetto dell'inibizione del complesso proteasomale sulla capacita di

lanceolina, stenodactilina e volkensina di inibire la vitalita cellulare;

3. laresistenza delle RIP alla degradazione proteasica;

Nel primo caso, le cellule dopo 18 ore dalla semina, vengono trattate con le
RIP per tempi brevi (da 10 a 60 minuti) a O °C. In parallelo, alcuni pozzi
sono stati pre-incubati con galattosio 50 mM, a 37°C per 1 ora e
successivamente trattate per 60 minuti con le RIP a 0 °C. In tutti i casi,
dopo il trattamento a freddo, le cellule sono state incubate in assenza di RIP
per 24 ore a 37 °C, prima di effettuare il saggio di valutazione della vitalita

cellulare.
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Nel secondo caso, dopo 18 ore dalla semina, le cellule sono state pre-
incubate per 1 ora con 10 uM di Proteasome inhibitor Il (Calbiochem).
Successivamente, le cellule sono state lavate e trattate con lanceolina,
stenodactilina o volkensina (10™° M). Dopo 24 ore, ¢ stato eseguito il
saggio di vitalita cellulare.

Nel terzo caso, le RIP e le proteasi sono state miscelate a concentrazione
equimolare (10 M) in PBS e incubate per 1 ora a 37 °C. Successivamente,
le RIP trattate sono state usate in un saggio di vitalita a 24 ore, per
confrontare 1'efficienza citotossica delle RIP trattate con proteasi con quella
delle RIP allo stato nativo. Le concentrazioni proteiche usate per eseguire il
saggio di vitalita sono state 102 M per lanceolina e volkensina e 10° M

per la stenodactilina.

3.2.7 VALUTAZIONE DELL'APOPTOSI MEDIANTE MISURAZIONE DELLE
CASPASI 3/7

Il Caspase-GloTM 3/7 Assay (Promega) ¢ un saggio luminescente che
misura [’attivita delle caspasi 3 e 7. Queste ultime sono delle proteasi
effettrici specifiche, che giocano un ruolo importante nell’apoptosi delle
cellule di mammifero. L’attivazione delle caspasi ¢ indice diretto della
morte cellulare programmata. 11 kit Caspase-GloTM 3/7 contiene un
substrato che presenta una sequenza tetrapeptidica DEVD, che reagisce con
le caspasi 3 e 7 attivate, generando un segnale luminescente prodotto dalla
luciferasi. La luminescenza ¢ proporzionale alla quantita di caspasi 3 e 7
attivate presenti.

Cellule HeLa (4x10°/pozzo in 100 pul di mezzo completo) vengono seminate
a scacchiera in una piastra da 96 pozzetti. Questo tipo di disposizione evita
che ci sia interferenza tra la luce prodotta in pozzetti adiacenti. Le cellule
sono trattate con lanceolina o stenodactilina 10™° M a 37 °C, per vari tempi
di incubazione (vedi sezione Risultati). In seguito, ad ogni pozzo vengono
aggiunti 50 pl di PBS e 50 pl di Caspase-Glo™ 3/7 Assay e le piastre sono

incubate a temperatura ambiente per 1 ora. Per ottenere la lisi, le cellule
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vengono agitate direttamente dallo strumento di lettura per 1 minuto
mediante rotazioni da 1 mm a 420 rpm. Dopo 20 minuti di incubazione a

temperatura ambiente, la lettura delle piastre ¢ stata effettuata mediante

luminometro Fluoroskan Ascent FL (tempo di integrazione 10 s).

3.2.8 DETERMINAZIONE DI BINDING, UPTAKE ED ESOCITOSI CELLULARE

DI LANCEOLINA E STENODACTILINA

Cellule HeLa sono seminate in piastre da 24 pozzi (105/pozzo) in terreno
completo e dopo circa 18 ore dalla semina sono stati eseguiti gli
esperimenti per determinare il binding, l'uptake e 1'esocitosi cellulare di
lanceolina e stenodactilina, come descritto da Battelli at al., 2004.

Per determinare il binding, le cellule sono state incubate a 0°C per 1 ora con
concentrazioni scalari (3x10°-107 M, 10° cpm/pozzo) di lanceolina e
stenodactilina marcate con '’I. Successivamente, le cellule sono state
lavate 5 volte con PBS freddo, pH 7.5 e disciolte in KOH 0.1 N per 10
minuti, a 37 °C. Culture cellulari parallele sono state incubate nelle stesse
condizioni, ma in presenza di lattosio 0.1 M, per determinare il legame
aspecifico delle RIP alla membrana. La radioattivita associata alle cellule ¢
stata determinata tramite lettura al y-counter. Per determinare il numero di
siti di legame di ciascuna RIP per cellula e la costante di dissociazione
recettore-ligando (Ky) ¢ stata usata 1'analisi Scatchard (Hollemans e Bertina,
1975).

Per misurare ['uptake cellulare di lanceolina e stenodactilina, le cellule sono
state incubate con'”I-RIP (5x10°®* M, 10° cpm/pozzo), per intervalli di
tempo crescenti (da 0 a 120 minuti) a 37 °C in mezzo completo contenente
Hepes. Dopo una serie di lavaggi con PBS freddo, le RIP associate alla
membrana sono state estratte tramite incubazione con buffer glicina/HCI 0.1
M, pH 2, contenente NaCl 0.04 M, per 30 minuti a 0 °C. Successivamente,
le cellule sono state disciolte in KOH 0.1 M per 10 minuti a 37 °C, per

misurare la quantita intracellulare di RIP.
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Per valutare la quantita di lanceolina e stenodactilina esocitata dalle cellule
e la loro degradazione, le cellule sono state trattate con 125 _RIP (5)(1()'8 M,
10° cpm/pozzo) per 1 ora a 0 °C, per consentire il legame delle RIP alla
membrana. Dopo tre lavaggi con mezzo di coltura freddo, le cellule sono
state incubate a 37 °C per ulteriori 2 ore. L'internalizzazione di lanceolina e
stenodactilina ¢ stata bloccata ponendo le piastre di coltura in ghiaccio e il
surnatante cellulare ¢ stato separato dal monostrato, per essere analizzato.

A questo punto un'aliquota del surnatante cellulare (100 pl) viene
acidificata con TCA 10% e centrifugata a 4000xg per 20 minuti. Questo
passaggio permette di scindere la frazione acido solubile, contenente le
proteine degradate, dal pellet in cui si trova la componente proteica ancora
integra € di misurarne tramite lettura al y-counter il rispettivo valore di
radioattivita. Il resto del sopranatante cellulare ¢ stato usato per verificare
l'attivita residua delle RIP esocitate, tramite un saggio di inibizione della
sintesi proteica cellulare. La concentrazione proteica ancora attiva viene
calcolata per estrapolazione da una curva standard di inibizione della sintesi
proteica, ottenuta usando concentrazioni scalari note di lanceolina e

stenodactilina.
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CITOTOSSICITA E ROUTING INTRACELLULARE DELLA SAPORINA

Come descritto nell’Introduzione, tra le possibili applicazioni delle RIP c’¢ la
costruzione di  immunoconiugati come  farmaci  antiblastici  e/o
immunosoppressivi. A tale scopo sono particolarmente utilizzate le RIP a singola
catena, tra cui in particolare che la saporina (Bolognesi et al., 2005), estratta dai
semi di Saponaria officinalis. L’eventuale utilizzo terapeutico richiede la
conoscenza preliminare dell’interazione con le cellule umane e dei meccanismi di
tossicita. Nonostante ci0, ben poche sono le informazioni in letteratura
riguardanti il traffico di questa RIP monocatenaria. Per tale motivo una parte del
lavoro di questa tesi ¢ stato incentrato sullo studio del routing intracellulare della

saporina.

4.1 INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA CELLULARE

Esperimenti preliminari sono stati condotti per valutare la citotossicita della
saporina sul modello cellulare usato, determinando la capacita di inibire la sintesi

proteica in vitro.

100

h Figura 7. Inibizione della sintesi proteica nelle
cellule trattate con saporina per 24 ore.

Le cellule HelLa sono state incubate per 24 ore
continuativamente in presenza della RIP alle
concentrazioni indicate e successivamente ¢ stata
determinata la quantita di *H-leucina incorporata
50 dalle cellule. In ordinata ¢ riportata la sintesi
proteica espressa come percentuale rispetto ai
controlli. I valori sono stati ottenuti dalla media di
tre esperimenti + la deviazione standard. Il valore di
ICs5 ¢ stato calcolato per interpolazione sulla retta di
regressione.

Sintesi proteica (%)

1E-08 1E-07 1E-06 1E-05

Saporina [M]

La saporina, come mostra la curva dose-risposta sopra riportata, gia alla

concentrazione di 10°M & in grado di inibire del 60% la sintesi proteica, mentre
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alla concentrazione di 10 M la inibisce di circa il 90%. L’ICs, (concentrazione di
RIP che inibisce del 50% la sintesi proteica), calcolata sulla base dei valori di
radioattivita incorporata dalle proteine, & risultata di 6.1x10” M. Questo dato &
sicuramente tra 1 piu bassi tra quelli ottenuti per le RIP monocatenarie su cellule
HeLa. Infatti, se confrontato con quello di gelonina, momordina e PAP-S, risulta
piu basso di un ordine di grandezza, indicando la saporina come una delle RIP
monocatenarie pill attive in questa linea cellulare (dalla rassegna Barbieri et al.,
1993).

Un ulteriore saggio di inibizione della sintesi proteica ¢ stato eseguito per
valutare il livello di tossicita della saporina nel corso dei successivi esperimenti,
che prevedono un tempo massimo di esposizione di 2 ore. A questo scopo, cellule
HelLa sono state esposte alla RIP per 2 ore e successivamente sono state incubate

in assenza della saporina per ulteriori 18 ore (metodo pulse and chase) (figura 8).

=
[&)]

50 b Figura 8. Inibizione della sintesi proteica in cellule
trattate con saporina per 2 ore.
Cellule HeLa sono state incubate per 2 ore in presenza di
saporina 1x10® oppure 1x10° M. Successivamente, i
pozzi sono stati lavati e le cellule sono state incubate per
. . , 18 ore a 37 °C, prima di procedere al saggio di
1E-06 1E-05 determinazione di  incorporazione della leucina
Saporina [M] radioattiva. La sintesi proteica ¢ espressa come
percentuale rispetto ai controlli.

25 f

Sintesi proteica (%)

Come si evince dalla figura 8, le cellule sottoposte al pulse presentano
un’inibizione della sintesi proteica piuttosto scarsa rispetto ai controlli incubati
senza la saporina. Infatti, I’inibizione della sintesi proteica ¢ limitata al 22% per
la concentrazione superiore ed ¢ praticamente assente (8%) alla concentrazione
inferiore di saporina. Questo permette di eseguire i successivi esperimenti di
localizzazione della saporina, che prevedono incubazioni con la RIP alla
concentrazione di 10° M per tempi brevi, escludendo che i risultati possano

essere inficiati da precoci effetti tossici.
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4.2 VALUTAZIONE DELLA DISTRIBUZIONE INTRACELLULARE DELLA SAPORINA

MEDIANTE IMMUNOFLUORESCENZA

Per rilevare la distribuzione intracellulare della saporina e la sua eventuale
colocalizzazione con I’apparato del Golgi e con il reticolo endoplasmatico rugoso
(RER), ¢ stata utilizzata 1’immunofluorescenza indiretta abbinata alla
microscopia confocale. Il metodo indiretto permette di analizzare il traffico
intracellulare della RIP, senza I’interferenza che potrebbe essere introdotta da una
marcatura diretta della molecola in esame. La microscopia confocale elabora il
segnale fluorescente considerando la cellula nel suo spessore, consentendo cosi di
calcolare la distribuzione percentuale e di valutare la colocalizzazione di due
segnali.

Questi esperimenti sono stati eseguiti con la metodica del pulse and chase, con lo
scopo di ridurre I’interferenza del segnale fluorescente originato da nuove
molecole della sostanza in esame che continuano ad entrare nella cellula.

La saporina viene marcata con fluorescina, mentre il Golgi o il RER vengono resi
visibili dalla marcatura con Cy5 della proteina GM130 (proteina associata al cis-
Golgi e coinvolta nel trasporto delle vescicole dal RER al Golgi) o della proteina
BIP, una chaperonina del reticolo endoplasmatico.

Le immagini (figura 9) mostrano che, dopo 20 minuti, la RIP & presente in
vescicole sparse nel citoplasma e dopo 40 e 60 minuti di incubazione totale, si
localizza in vescicole in prossimita del nucleo.

In tutti 1 casi, la localizzazione ¢ sovrapposta a quella del marcatore del RER

(figura 9).
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COLOCALIZZAZIONE DELLA SAPORINA CON IL RER

SAPORINA BIp SOVRAPPOSIZIONE COLOCALIZZAZIONE

s,

60 MINUTI

Figura 9. Analisi di immunofluorescenza per la saporina (A, E, I) e per la proteina BIP (B, F, L) in
cellule HeLa.

Le cellule sono state incubate con saporina 10° M per 20 minuti a 37 °C, lavate e incubate a 37 °C per
successivi 0 (A-D), 20 (E-H) e 40 (I-N) minuti. I minuti indicati nei pannelli (A, E, I) corrispondono al tempo
totale di esposizione alla RIP. Nei pannelli G, C, M si osserva la sovrapposizione della saporina (verde) con il
RER (rosso). Nei pannelli D, H ed N vengono visualizzate solo le aree in cui vi ¢ colocalizzazione dei due
segnali fluorescenti.

Le analisi di immunofluorescenza con 1’anticorpo anti-saporina e anti-GM130
mostrano una parziale colocalizzazione tra la RIP e il Golgi (figura 10). Il segnale
di sovrapposizione tra la saporina e il Golgi sembra subire un incremento quando

si passa da 20 a 40 minuti di incubazione (pannelli D e H).
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COLOCALIZZAZIONE DELLA SAPORINA CON L’APPARATO DEL GOLGI

SAPORINA GM130 SOVRAPPOSIZIONE COLOCALIZZAZIONE

——
i

40 MINUTI

60 MINUTI : . .

Figura 10. Analisi di immunofluorescenza per la saporina (A, E, I) e per la proteina GM130 (B, F, L) in
cellule HeLa.

Le cellule sono state incubate con saporina 10° M per 20 minuti a 37 °C, lavate e incubate a 37 °C per
successivi 0 (A-D), 20 (E-H) e 40 (I-N) minuti. I minuti indicati nei pannelli (A, E, I) corrispondono al tempo
totale di esposizione alla RIP. Nei pannelli C, G, M si osserva la sovrapposizione della saporina (verde) con il

Golgi (rosso). Nei pannelli D, H ed N vengono visualizzate solo le aree in cui vi & colocalizzazione dei due
segnali fluorescenti.

La scarsa colocalizzazione della saporina con il Golgi, conferma le osservazioni
di Vago e collaboratori (Vago et al., 2005) che suggeriscono per questa RIP un
routing alternativo rispetto a quello della ricina e delle RIP di tipo 2, che
necessariamente passano per il TGN (van Deurs et al., 1986) per raggiungere il

target ribosomiale.

76



Capitolo 4 - Risultati e Discussioni - Studi sulla saporina

L’osservazione al microscopio confocale delle cellule trattate ha rilevato la

presenza della saporina anche nel nucleo, seppur in piccole quantita (figura 11).

* _NJ" C:40% & Figura 11. Analisi di immunofluorescenza per la saporina in
cellule HeLa.
Le cellule sono trattate con saporina 10° M per 20 minuti a 37 °C,
lavate e incubate a 37 °C per ulteriori 40 minuti. Nella foto affianco si
osserva la presenza della saporina nel citoplasma e, seppur in piccola
quantita, all’interno del nucleo. La quantita di saporina all’interno del
nucleo ¢ stata calcolata come rapporto tra la RIP nucleare e
citoplasmatica (N/C) ed ¢ stata espressa in percentuale. Barra, 10 um.

Questo dato, nuovo ed interessante, non puo essere subito confermato a causa
della bassa quantita di segnale rilevato e per i1 limiti della tecnica usata. Per
questo motivo, come verra successivamente chiarito, ¢ stata utilizzata la
microscopia elettronica per rilevare le tappe del routing della saporina ed

eventualmente confermare la presenza della RIP nel nucleo.
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4.3 Traffico intracellulare della saporina valutato mediante microscopia

elettronica - metodo diretto

Per valutare ulteriormente il routing intracellulare della saporina ¢ stata usata la
microscopia elettronica, con lo scopo di ottenere immagini piu chiare delle varie
tappe intracellulari della RIP.

Per studiare la cinetica del traffico intracellulare della tossina, le cellule vengono
esposte continuativamente e per tempi crescenti al coniugato saporina-oro
colloidale. Il basso livello di uptake consente di utilizzare un’esposizione

continua senza ricorrere al pulse.

EFFETTO DELL’ORO NON CONIUGATO SULLE CELLULE HELLA DI CONTROLLO

Figura 12. Cellule di controllo.

Cellule trattate con oro non coniugato (A), ’oro rimane fuori dalla cellula (frecce nere) a ridosso
della membrana citoplasmatica. (B) Cellule fissate, senza subire nessun trattamento: le cellule
mostrano una buona conservazione nucleo-citoplasmatica, che dimostra 1’adeguatezza del metodo
di fissazione (N=nucleo).

L’oro non coniugato, nelle cellule di controllo, viene visualizzato a ridosso della
membrana plasmatica, secondo una distribuzione lineare (figura 12A). La
presenza del metallo non ha nessun effetto sulle cellule, che appaiono integre,
analogamente alle cellule di controllo, fissate senza subire nessun tipo di
trattamento (figura 12B). questo risultato esclude che I’oro non coniugato alla
saporina venga endocitato, autorizzando a considerare la visualizzazione dell’oro

all’interno della cellula equivalente alla presenza di saporina.
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4.3.1 ENDOCITOSI E SUCCESSIVE FASI DEL ROUTING

L’ingresso della saporina all’interno della cellula non sembra coinvolgere nessun
recettore di membrana ad alta affinita, poiché la quantita di tossina internalizzata
¢ bassa, inoltre solo molto raramente vengono osservate vescicole rivestite

contenenti saporina (figura 13).

Figura 13. Endocitosi della saporina. Cellule incubate per
20 minuti con il coniugato oro-saporina. La RIP si presenta in
agglomerati (freccia nera) in prossimita della membrana
plasmatica, e viene visualizzata all’interno di endosomi
precoci (freccia bianca) e, occasionalmente, anche in
vescicole rivestite (freccia grigia).

Il coniugato oro-saporina si presenta in agglomerati a ridosso della membrana
plasmatica e viene internalizzato in endosomi precoci (figura 13) gia dopo 20
minuti di incubazione. Questo tipo di distribuzione in agglomerati della RIP sulla
superficie della cellula non contrasta con la presenza di recettori a bassa affinita

(come esposto nell’Introduzione).
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Figura 14. Maturazione degli endosomi contenenti la saporina.

Cellule incubate per 40 minuti in presenza del coniugato oro-saporina. La saporina ¢ rinvenibile
all’interno di endosomi precoci (A) e tardivi (B). In (C), sono visibili delle vescicole perinucleari, in
(D) si osservano agglomerati di particelle in vicinanza del RER. (N=nucleo; Lp=lisosomi;
RER-=reticolo endoplasmatico rugoso).

Dopo 40 minuti di incubazione, la saporina ¢ visualizzabile non solo negli
endosomi precoci (figura 14A), ma anche in endosomi piu maturi (figura 14B).
La tossina prosegue il suo percorso di internalizzazione e si localizza in strutture
perinucleari. Infatti, si osservano vescicole in prossimita del nucleo e delle
cisterne perinucleari del RER (figura 14C, D). Incubando le cellule con la RIP
per tempi piu prolungati, & stato osservato che dopo 60 minuti la saporina si trova

all’interno di strutture lisosomiali in prossimita del nucleo (Figura 15).
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Figura 15. Presenza della saporina nei lisosomi.
Cellule incubate per 60 minuti con il coniugato oro-
saporina. Agglomerati di oro coniugato sono contenuti
all’interno di strutture lisosomiali in prossimita del nucleo
(frecce nere).

Figura 16. Localizzazione perinucleare della saporina.

Cellule incubate per 120 minuti con il coniugato oro-saporina. L’apparato del Golgi ha una struttura ben
mantenuta (A) e (B) e all’apice delle sue cisterne si osserva la presenza di particelle di saporina (A,
freccia nera). Vescicole contenenti RIP sono rilevabile in prossimita del nucleo (A, freccia fucsia).

Nelle cellule incubate in presenza della RIP per 2 ore, si osserva che la saporina ¢
prevalentemente localizzata in sede perinucleare all’interno di vescicole

lisosomiali. In alcuni casi i lisosomi, con all’interno il coniugato, sembrano
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fondersi con le vescicole del trans-Golgi network (TNG) (figura 16A, B).
L’apparato del Golgi non mostra alcuna alterazione.

In alcuni casi, nei campioni trattati per 120 minuti, si osservano delle alterazioni
morfologiche, ovvero delle dilatazioni a livello di alcune cisterne perinucleari del

RER (figura 17).

Figura 17. Alterazioni morfologiche delle cellule
intossicate.
Cellule incubate per 120 minuti con il coniugato oro-
saporina. Si osservano dilatazioni di cisterne perinucleari
del ER (¥).

Dilatazioni delle cisterne del ER di questo tipo non vengono mai osservate nei
controlli e percid non possono essere considerate un artefatto della procedura
sperimentale, ma ¢ ragionevole pensare che rappresentino un effetto della RIP. 11
danno alle cisterne nella zona perinucleare potrebbe essere tuttavia accentuato
dalle tecniche di processamento del campione per la microscopia elettronica,
poiché la resina usata (vedi Materiali e Metodi) essendo epossidica ¢ molto dura.

In nessuno dei campioni esaminati ¢ stata riscontrata la presenza del coniugato
oro-saporina all’interno del nucleo. Questo dato potrebbe essere dovuto alla
procedura sperimentale, che come spiegato ha previsto la coniugazione diretta

della saporina all’oro colloidale.
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4.4 TRAFFICO INTRACELLULARE DELLA SAPORINA VALUTATO MEDIANTE

MICROSCOPIA ELETTRONICA — METODO INDIRETTO

Per verificare se il routing osservato in microscopia elettronica era anche solo
parzialmente influenzato dalla coniugazione della saporina all’oro colloidale,
onde confermare i risultati fin qui ottenuti, ¢ stato eseguito un saggio di
microscopia elettronica usando il metodo indiretto. Infatti, studi condotti con la
ricina hanno dimostrato che la coniugazione puo modificare la distribuzione
intracellulare delle RIP, anche in dipendenza del carrier utilizzato (van Deurs et
al., 1986). Questa procedura prevede 1’utilizzo di un anticorpo anti-saporina

rilevato tramite un anticorpo secondario marcato con oro colloidale.

4.4.1 ENDOCITOSI E FASI DEL ROUTING

Figura 18: Localizzazione intracellulare della saporina tramite saggio di
immunoelettromicroscopia.

Cellule incubate per tempi crescenti in presenza della RIP. Dopo 20 minuti di incubazione (A) la
saporina ¢ localizzata in vacuoli al di sopra del plasmalemma. Dopo 40 (C) e 60 (D) minuti di
incubazione i vacuoli conteneti particelle di oro raggiungono progressivamente la zona perinucleare.
Particelle d’oro sono state anche osservate libere nel citoplasma (B).
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Anche in questo caso, le cellule sono state esposte continuativamente alla
saporina, per tempi crescenti. Le immagini (figura 18) mostrano una prima fase
del routing intracellulare della saporina simile a quanto osservato coniugando
direttamente la RIP alle particelle d’oro. Infatti dopo 20 minuti, la saporina viene
internalizzata dalla cellula e gia dopo 40 minuti, si trova in vacuoli all’interno del
citoplasma che raggiungeranno progressivamente la zona della membrana
nucleare. Inoltre, sono state osservate particelle d’oro libere all’interno del
citosol, che non erano emerse tramite 1’utilizzo della tecnica diretta (figura 18B) e
occasionalmente, dopo 60 minuti di incubazione, sono state osservate particelle
d’oro all’interno di strutture ibride formati dalla fusione di vacuoli con cisterne
del RER (dato non riportato).

Contrariamente a quanto osservato col metodo diretto,
I’immunoelettromicroscopia ha evidenziato la presenza di saporina all’interno del
nucleo, come mostra la figura 19. Questo dato ¢ stato osservato in circa il 10%
delle cellule analizzate. Tuttavia, solo nel 2% dei casi € stato rilevato un ricco
gruppo di particelle d’oro, mentre nell’8% dei casi ¢ stata rilevata la presenza di

circa 10 molecole d’oro per ciascun nucleo.

Figura 19: Localizzazione nucleare della saporina.

Dopo 40 minuti di incubazione, la saporina ¢ gia localizzata in vacuoli in prossimita del nucleo (A) ed &
possibile notare la presenza di qualche particella d’oro all’interno della matrice nucleare (freccia bianca).
Dopo 60 minuti di incubazione (B, C) la saporina si trova all’interno del nucleo (B) e in qualche caso ¢
presente un corposo gruppo di molecole d’oro (C).
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I dati ottenuti con I’'immunoelettromicroscopia, confermano quanto
precedentemente osservato con gli esperimenti di immunofluorescenza.

Per indagare ulteriormente sulla possibilita che la saporina, seppur in piccole
quantita, possa raggiungere il nucleo ed esercitare la propria attivita sul DNA, ¢

stato messo a punto uno specifico saggio comet.

Figura 20. Saggio comet per valutare Dattivita
enzimatica della saporina sul DNA in cellule
HeLa.

Le cellule sono trattate con saporina 10° M per
16 ore a 37 °C, lavate e incubate con
I’endonucleasi IV. Lo stato del materiale
genetico delle cellule ¢ valutato al microscopio a
fluorescenza dopo corsa elettroforetica. Stato
della cromatina in cellule di controllo (A), in
cellule trattate con saporina (C) e in cellule
trattate con la RIP e successivamente con
I’endonucleasi IV (B).

Il metodo usato si avvale dell’endonucleasi IV, purificata da E.Coli, che ¢ in
grado di individuare e riparare gap sul DNA dovuti al distacco di un’adenina,
consentendo di individuare i1 nuclei che presentano questo tipo di danni.

La cromatina delle cellule di controllo (figura 20A) risulta integra, segno che la
procedura sperimentale non ha alterato lo stato dei nuclei. La corsa elettroforetica
nei nuclei delle cellule trattate con saporina (figura 20C) ha evidenziato la
formazione di una coda, nel 90% dei casi, indice di frammentazione del DNA.
Questi danni vengono riparati dalla endonucleasi IV. Infatti, si assiste ad un
ricompattamento della cromatina (fugura 20B) nei nuclei trattati con tale enzima,
dimostrando che il danno era dovuto alla depurinazione.

La presenza della saporina nel nucleo, rilevata con I’immunoelettromicroscopia, e
1 risultati ottenuti con il saggio comet aprono le porte a molte nuove domande

circa i meccanismi citotossici usati dalla RIP per indurre 1a morte cellulare.
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Infatti, 1 nostri risultati indicano che la saporina, seppure in maniera marginale, ¢
in grado di accedere al nucleo delle cellule HeLLa e questa ¢ la prima volta che il
routing di una RIP di tipo 1 viene esteso al nucleo. Inoltre, abbiamo dimostrato
che la saporina ¢ in grado di indurre il danno nucleare, attraverso la sua attivita
enzimatica PNAG, suggerendo che il danno al DNA potrebbe essere un
meccanismo attraverso il quale la RIP innesca la morte cellulare, per esempio
attivando 1’ apoptosi DNA-dipendente (Polito et al., 2009).

In questo caso, I’azione della saporina puo essere paragonata a quella della ricina,
anch’essa in grado di danneggiare il DNA delle cellule endoteliali (Brigotti et al.,

2002).
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CITOTOSSICITA E ROUTING INTRACELLULARE DI LANCEOLINA
E STENODACTILINA

Le RIP bicatenarie estratte dalle piante appartenenti alla famiglia delle
Adenie sono risultate estremamente citotossiche. Allo scopo di spiegare
I’elevata citotossicita riscontrata, sono stati eseguiti saggi che permettono di
studiare 1 meccanismi di intossicazione e il routing intracellulare della
lanceolina e dalla stenodactilina, isolate rispettivamente da A. lanceolata e

A. stenodactyla (Pelosi et al., 2005; Stirpe et al., 2007).

5.1 PROPRIETA ENZIMATICHE DI LANCEOLINA E STENODACTILINA:

EFFETTI SULLA SINTESI PROTEICA

Uno degli obiettivi di questa tesi ¢ stato quello di indagare sulla capacita
citotossica di lanceolina e stenodactilina, due RIP bicatenarie, estratte nel
nostro laboratorio, rispettivamente da A. lanceolata e A. stenodactyla
(Pelosi et al., 2005; Stirpe et al., 2007).

Una prima valutazione dell’attivita enzimatica della lanceolina e della
stenodactilina ¢ stata effettuata in vitro, mediante la determinazione
dell’inibizione della sintesi proteica. Quest’ultima ¢ stata valutata come
incorporazione di *H-leucina in un sistema acellulare costituito da lisato di
reticolociti di coniglio. Le due proteine sono state saggiate sia in forma
nativa (tossina bicatenaria), sia in seguito a riduzione del ponte disolfuro
(tossina ridotta). Questo permette di determinare se la tossicita delle due
RIP viene alterata dalla catena B, che potrebbe provocare un ingombro

sterico ostacolando il legame della catena attiva al substrato (tabella 2).
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Tabella 2. I valori di ICs, sono stati calcolati per la forma ridotta e non ridotta
delle due RIP. La sintesi proteica ¢ stata valutata mediante misurazione della
radioattivita incorporata dalle proteine. L’ICs, (concentrazione che inibisce il
50% della sintesi proteica) ¢ stata calcolata mediante regressione lineare.

ICs, NATIVA RIDOTTA

LANCEOLINA 5.2ug/ml (8.7x10°*M) 1.1pg/ml (1.8x10°*M)

STENODACTILINA | 5.6pug/ml (8.7x10°*M) 0.5ug/ml (8.3x10°M)

VOLKENSINA (*) | 5.0ug/ml (8.4x10°M) | 0.022ug/ml (3.7x107'°M)

RICINA (*) 5.0ug/ml (8.4x10°M) | 0.006ug/ml (1.0x10"'°M)

(*) dalla rassegna Barbieri et al., 1993

Come si puo osservare dai valori riportati in tabella 2, entrambe le RIP
native sono in grado di inibire la sintesi proteica in un sistema cell-free con
valori di ICsy confrontabili con quelli di ricina e volkensina (dalla rassegna
Barbieri et al, 1993). Quest’ultima ¢ stata estratta, come la lanceolina e la
stenodactilina, da una pianta appartenente al genere adenia (A. volkensii) ed
¢ una tossina molto potente sia sulle cellule che sugli animali (Battelli et al.,
2004).

Come precedentemente dimostrato per altre RIP bicatenarie (vedi rassegna
Barbieri et al., 1993), anche le forme ridotte della lanceolina e della
stenodactilina hanno mostrato un’ICs, minore rispetto a quella riscontrata
per le forme native. Questo dato indica che la catena lectinica, nel sistema
cell-free, crea un ingombro sterico intorno alla catena attiva, impedendone
parzialmente I’attivita enzimatica. Tuttavia, osservando i risultati relativi
alla volkensina e alla ricina, riportati in tabella 2, si osserva che nel caso di
queste RIP la differenza tra I’IC50 della forma nativa e della forma ridotta ¢
molto pill accentuata. Questo potrebbe essere spiegato considerando le
modalita sperimentali usate per la riduzione del ponte disolfuro di
lanceolina e stenodactilina. Infatti, nel caso di queste due RIP, ¢ stato
necessario usare tecniche di riduzione piu forti (vedi Materiali e Metodi)

che potrebbe averne provocato una parzialmente inattivazione.

89



Capitolo 5 - Risultati e Discussioni - Studi su lanceolina e stenodactilina

5.2 VALUTAZIONE DEGLI EFFETTI CITOTOSSICI DELLE RIP: INIBIZIONE

DELLA SINTESI PROTEICA E DELLA VITALITA IN CELLULE HELA

La citotossicita della lanceolina e della stenodactilina ¢ stata valutata come
capacita di inibire la sintesi proteica e la vitalita in cellule HeLa.

Le cellule sono state trattate con concentrazioni scalari di RIP (da 10 a10
? M) per 24 ore e successivamente sono state determinate la sintesi proteica
e la vitalita cellulare, rispettivamente mediante incorporazione di *H-leucina
e come misurazione del formazano prodotto dalle cellule vive (vedi
Materiali e Metodi). Gli effetti della lanceolina e della stenodactilina sono

stati confrontatati con quelli precedentemente ottenuti per la volkensina.
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Figura 21. (A) Sintesi proteica (m) e (B) vitalita in cellule HeLa (o).

Le cellule sono state incubate continuativamente per 24 ore con le RIP e in seguito ¢ stata misurata la
peldentuale di sintesi proteica o la vitalita, rispetto ai controlli. La sintesi proteica & stata valutata come
incorporazione di *H-leucina e la vitalita come misurazione del formazano prodotto dalle cellule vive. Gli
esperimenti sono stati condotti in triplicato e la deviazione standard ¢ risultata sempre inferiore al 12%.

In ordinata ¢ riportata la sintesi proteica o la vitalita, mentre in ascissa sono indicati i valori di
concentrazioni molare di RIP usate.
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Dalle curve dose-risposta, riportate in figura 21A, si evince che tutte le RIP
saggiate sono efficaci nell’inibire la sintesi proteica nella linea cellulare
utilizzata. La lanceolina e la volkensina mostrano una capacita di inibizione
della sintesi proteica molto simile e sono in grado di inibire completamente
la sintesi proteica alla concentrazione di 10"'' M. La stenodactilina risulta
maggiormente attiva rispetto alle altre due RIP, infatti I’inibizione totale
della proteino-sintesi si ha gia alla concentrazione di 10" M.

Il valore di ICs, (tabella 3) ottenuto per la lanceolina e per la volkensina ¢
circa uguale, e risulta inferiore di due ordini di grandezza rispetto a quello
calcolato per la stenodactilina.

I dati ottenuti mostrano come la stenodactilina sia la RIP piu potente delle
tre saggiate. Questo dato ¢ stato confermato anche da esperimenti condotti
nel nostro laboratorio su altre linee cellulari.

L’inibizione della sintesi proteica ¢ considerata come il meccanismo
patogenetico attraverso il quale la cellula intossicata dalle RIP, sia di tipo 1
che di tipo 2, va incontro a morte. Per verificare la correlazione tra
inibizione della sintesi proteica e morte cellulare, sono stati eseguiti saggi di
vitalita cellulare, nelle stesse condizioni utilizzate negli esperimenti di
inibizione della sintesi proteica appena illustrati.

Come si puo notare, confrontando i grafici della figura 21, I’inibizione della
sintesi proteica ¢ un evento piu precoce rispetto alla morte, in cellule trattate
per 24 ore in presenza di lanceolina, stenodactilina o volkensina. L’effetto si
nota soprattutto alle concentrazioni piu alte, quando si ha gia una forte
inibizione della sintesi proteica. In nessuno dei casi si assiste all’inibizione
completa della vitalita cellulare infatti, dopo 24 ore di trattamento, circa il
20% delle cellule risulta ancora vitale. Tuttavia, le RIP saggiate sono in
grado di inibire del 75% la vitalita cellulare, gia alla concentrazione di 10"
M per la stenodactilina e di 10" M per lanceolina e volkensina. La

percentuale di cellule che rimane vitale in seguito al trattamento non ¢
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resistente all’azione della RIP. Infatti, continuando il trattamento per 78 ore
si assiste alla morte di tutte le cellule (dato non mostrato).

Dalle curve di citotossicita sono state calcolate, mediante regressione
lineare, le dosi che portano ad un dimezzamento del numero di cellule vitali
(LDs0).

Dal confronto tra ICsy e LDs risulta che la stenodactilina ¢ sicuramente piu
tossica rispetto alla lanceolina e alla volkensina e che il valore di ICs, e

LDs ¢ circa lo stesso per ciascuna RIP.

Tabella 3. Confronto tra i valori di ICsy e di LDs, calcolati per le RIP
lanceolina, stenodactilina e volkensina in cellule HeLLa. L’ICs, (concentrazione
che inibisce il 50% della sintesi proteica) e I’'LDs, (concentrazione di RIP
necessaria per ridurre del 50% la vitalita cellulare) sono state calcolate mediante
regressione lineare.

IC50 (M) LDSO (M)

LANCEOLINA 1.5%10™" 3.7x10™"
STENODACTILINA 1.9x10™ 5.4x10™
VOLKENSINA 1.1x10" 3.8x10™"7
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5.3 PROPRIETA APOPTOTICHE DI LANCEOLINA E STENODACTILINA

I risultati appena descritti lasciano pensare che le RIP agendo sulla sintesi
proteica, provocano il blocco della produzione di proteine e il successivo
innesco della morte cellulare. Tuttavia, le RIP bicatenarie, in virtu della loro
catena B potrebbero innescare processi di morte cellulare programmata
anche attraverso altri meccanismi, per esempio attivando la cascata
apoptotica tramite la via estrinseca (Polito et al., 2009).

Analizzando morfologicamente le cellule trattate con lanceolina o
stenodactilina per 24 ore ¢ stato verificato 1’effettivo coinvolgimento

dell’apoptosi nella morte cellulare indotta dalle due RIP.
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Figura 22. Morfologia di cellule HeLa esposte a lanceolina o stenodactilina.

Le cellule sono state incubate per 24 h con le RIP (10" e 107> M) e osservate con un microscopio
a contrasto di fase. Le frecce evidenziano le seguenti alterazioni: cellule piccole e sferiche (freccie
nere), nucleo eterocromatico (freccia fucsia) e parzialmente frammentato (freccia blu).

Osservando la figura 22, ¢ possibile notare che gia alla concentrazione di
10"*M, si individua la presenza di cellule che mostrano le caratteristiche
morfologiche classiche dell’apoptosi. Infatti, le cellule hanno una forma
sferica (freccia nera) e dimensioni ridotte ed il nucleo risulta eterocromatico
(freccia fucsia) o parzialmente frammentato (freccia blu), come

conseguenza della condensazione e degradazione della cromatina. Gli
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aspetti morfologici delle cellule Hela esposte alla lanceolina e
stenodactilina sono caratteristici del danno cellulare di tipo apoptotico.

Alla luce di queste osservazione, ¢ stata valutata la capacita delle due RIP di
indurre apoptosi mediante la misurazione dell’attivazione delle caspasi 3/7.
Queste rappresentano le principali caspasi effettrici su cui confluiscono sia
la via estrinseca che la via intrinseca di attivazione caspasica, inducendo le
fasi finali dell’apoptosi. Per valutare 1’attivazione delle caspasi ¢ stato usato
un saggio luminescente che genera un segnale proporzionale all’attivazione
delle caspasi 3/7 (vedi Materiali e Metodi). L’esperimento ¢ stato condotto a
tempi brevi, poiché questi enzimi vengono attivati precocemente nelle

cellule.

400

300;

Caspasi 3/7 (%)

200;

100 =] - ‘
2 4 6
Tempo (ore)

Figura 23. Attivazione delle caspasi 3/7 in cellule HeLa trattate con lanceolina e
stanodactilina.

L’esperimento ¢ condotto utilizzando la lanceolina (barre bianche) e la stenodactilina (barre
grigie) alla concentrazione 10™° M, dose gia in grado di indurre le alterazioni morfologiche
dell’apoptosi. L’intossicazione era ottenuta, ai tempi indicati, tramite incubazione continua. I
risultati sono espressi come percentuale dei controlli incubati in assenza di RIP. I valori riportati
sono la media di tre esperimenti + la deviazione standard.

Come si evince dalla figura 23, entrambe le RIP saggiate provocano
attivazione della caspasi 3/7, ed in modo particolare la stenodactilina.
L’attivazione caspasica risulta gia significativa dopo solo 4 ore di
incubazione con le RIP. L’elevata tossicita della lanceolina e della
stenodactilina potrebbe, quindi, dipendere non solo dall’inibizione delle

sintesi proteiche causata dalle due tossine, ma anche dalla loro capacita di
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indurre apoptosi. I due processi citotossici potrebbero agire in maniera

sinergica per provocare la morte delle cellule trattate.

5.4 INTERAZIONE CON LE CELLULE E TURNOVER INTRACELLULARE DI
LANCEOLINA E STENODACTILINA

Prima della purificazione e del successivo studio delle capacita citotossiche
di lanceolina e stenodactilina, era la volkensina ad essere considerata la RIP
piu tossica tra quelle note. I risultati appena descritti hanno dimostrato che
la lanceolina ha una capacita citotossicita pari a quella della volkensina e
che la stenodactilina ¢ addirittura pil tossica delle prime due.

L’elevata citotossicita di lanceolina e stenodactilina ha indotto ad indagare
il destino intracellulare delle due RIP, con lo scopo di individuare eventuali
differenze con le altre proteine della stessa famiglia in grado di giustificare
la diversa tossicita (per esempio con la ricina, il cui routing ¢ ampiamente

conosciuto).

5.4.1 ENDOCITOSI E ROUTING INTRACELLULARE

Per valutare le modalita di ingresso di lanceolina e stenodactilina all’interno
della cellula, ¢ stata analizzata la loro citotossicita in termini di inibizione
della sintesi proteica cellulare in presenza di dynasore.

Il dynasore blocca I’endocitosi clatrina-dipendente (Soriano et al., 2010),
per cui un aumento della percentuale di sintesi proteica nei campioni trattati
con la RIP in presenza di dynasore indicherebbe che, almeno in parte,
I’endocitosi della RIP avviene tramite le vescicole di clatrina. I risultati
ottenuti (figura 24) per le due RIP sono analoghi. Infatti, sia per la
lanceolina che per la stenodactilina, le percentuali di sintesi proteica non
variano in assenza e in presenza di dynasore. Questi risultati indicano che
I’ingresso della lanceolina e della stenodactilina all’interno delle cellule non

coinvolge il meccanismo di endocitosi clatrina-dipendente.
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Queste RIP quindi, potrebbero entrare tramite meccanismi non legati ad un
unico recettore ma, come avviene per altre RIP di tipo 2, attraverso il
legame della catena B ai residui di galattosio presenti sulle glicoproteine e
sui glicolipidi della membrana cellulare, processo di endocitosi che pud
avvenire indipendentemente dalla clatrina. Infatti, bloccando le molecole
glisosilate di membrana con 1’aggiunta di galattosio (vedi paragrafo

5.4.2.1), ¢ stato osservato che le RIP non provocano la riduzione della

vitalita.
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Figura 24. Effetto di sostanze che interferiscono con I’endocitosi e con il routing intracellulare,
sull’inibizione della sintesi proteica da parte di lanceolina e stenodactilina.

Le cellule sono state dapprima preincubate con dynasore, clorochina o brefeldina A (BFA) e
successivamente trattate per 4 ore con le RIP alla concentrazione di 10"° M (vedi Materiali e
Metodi).

In ordinata ¢ riportata la sintesi proteica misurata mediante 1’incorporazione della leucina radioattiva
ed espressa come percentuale rispetto ai controlli. I valori riportati sono la media di tre esperimenti
+ la deviazione standard. La sintesi proteica delle colture cellulari trattate solo con dynasore,
clorochina o BFA non ¢ scesa oltre il 20% rispetto a quella delle cellule di controllo.

Come primo approccio verso lo studio del routing intracellulare di
lanceolina e stenodactilina ¢ stata analizzata 1’eventuale variazione delle
loro capacita citotossiche in presenza di brefeldina (BFA) (Vago et al.,
2005) o clorochina (Ippoliti et al., 1998). La BFA ¢ un metabolita fungino
che destabilizza i1l complesso del Golgi, interferendo con il trasporto
anterogrado di proteine dal reticolo endoplasmatico verso le cisterne del cis-

Golgi, mentre la clorochina ¢ un agente lisosomotropo che si accumula nei
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lisosomi aumentandone il pH e viene comunemente usato per indagare il
loro ruolo nei processi cellulari. I risultati (figura 24) evidenziano un
potenziale coinvolgimento dell’apparato del Golgi nel destino intracellulare
sia della lanceolina che della stenodactilina. Infatti, le percentuali della
sintesi proteica aumentano significativamente quando ai campioni viene
aggiunta la BFA, passando dal 15.6% al 57.4% nel caso della lanceolina e
dal 6.8% al 61.4% per la stenodactilina. Il trattamento con la clorochina non
ha dato lo stesso effetto protettivo (figura 24). Infatti, nel caso della
lanceolina la percentuale passa dal 15.6% al 17.3% nei campioni trattati con
clorochina; mentre per la stenodactilina la percentuale di sintesi proteica
passa dal 6.8% al 14.4%. Il mancato effetto protettivo della clorochina
lascia supporre che durante il routing intracellulare, la quota delle due RIP

che raggiunge 1 lisosomi non partecipa alla loro tossicita.

5.4.2 BINDING CELLULARE

Il numero di siti di legame alla membrana cellulare e 1’affinita del legame
recettore-ligando sono stati valutati esponendo le cellule a concentrazioni

.. . eqe 12
scalari di lanceolina e stenodactilina marcate con '>1.

Lanceolina Stenodactilina

y =-0.8876x + 0.3423 =-0.9341x + 0.0593

Figura 25. Analisi di
R?=0. R?=0.927
0.301 RS 0.065 - Scatchard.

Le cellule sono state
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0.041 stenodactilina iodinate per 1
ora a 0 °C. Il legame
n aspecifico alla membrana ¢
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Attraverso 1’analisi Scatchard ¢ stato determinato il numero di siti di legame
cellulari, che sono risultati 8.24x10* e 3.80x10° (tabella 4) rispettivamente
per la lanceolina e per la stenodactilina. Questi valori sono paragonabili,
soprattutto nel caso della stenodactilina, a quanto calcolato precedentemente

nel nostro laboratorio per la volkensina.

Tabella 4. Numero di siti di legame alla membrana per cellula e costante di dissociazione (Kg)
ligando-recettore.

Siti di legame

per cellula Ka (M)
LANCEOLINA 8.24x10* 2.13x10™"
STENODACTILINA 3.80x10° 1.77x107"
VOLKENSINA (*) 2.30x10° 9.89x10™"!
RICINA (¥) 3.30x10’ 3.00x10™

(*) Battelli ef al., 2004

Comparando 1 dati sopracitati con quelli relativi alla ricina (Battelli et al.,
2004), si osserva che quest’ultima ha un numero di siti di legame alla
membrana due volte superiore a quello della stenodactilina e tre volte
superiore rispetto alla lanceolina. Questo risultato indica che la maggiore
citotossicita della lanceolina e della stenodactilina rispetto alla ricina non &
dovuta al numero di siti di legame alla membrana. La mancanza di
correlazione tra il numero di siti di legame e la citotossicita potrebbe essere
spiegata dal destino intracellulare delle RIP, che potrebbero, per esempio,
essere riciclate intatte verso la superficie cellulare, conservando le loro
capacita citotossiche.

La costante di dissociazione recettore-ligando & 2.13x10"" M per la
lanceolina e 1.77x10™"> M per la stenodactilina, dimostrando un’elevata
affinita di legame. Questi dati sono molto paragonabili a quelli ottenuti per
la volkensina, di cui ¢ stata calcolata una costante di dissociazione di

9.89x10™'' M (vedi tabella 4).
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5.4.2.1 EFFICACIA DI BINDING

Per indagare sull’efficenza e sulla velocita di legame della lanceolina e della
stenodactilina alla membrana, ¢ stato condotto un saggio di vitalita trattando
le cellule con RIP a 0 °C per tempi molto brevi, da 10 a 60 minuti. Questo

saggio ¢ stato condotto anche per la volkensina.
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Figura 26. Efficacia di legame alla memebrana.

Le cellule sono state incubate a 0 °C per i tempi indicati con lanceolina (10 M, colonne bianche),
stenodactilina (10™'° M, colonne grigie) o volkensina (10 M, colonne nere). In parallelo, alcuni pozzi
sono stati incubati con galattosio a 37 °C per 1 ora e successivamente trattate per 60 minuti con le RIP a
0 °C. In tutti i casi, dopo il trattamento a freddo, le cellule sono state incubate in assenza di RIP per 24
ore a 37 °C, prima di effettuare il saggio di valutazione della vitalita cellulare (vedi materiali e Metodi). I
risultati sono espressi come percentuale rispetto ai controlli. I valori riportati sono la media di tre
esperimenti + la deviazione standard.

Dalla figura sopra riportata si evince che tutte le RIP saggiate legano molto
rapidamente la membrana cellulare. Infatti, gia dopo 10 minuti di
incubazione la vitalita cellulare risulta inibita di circa il 60% e la
percentuale di vitalita risulta invariata aumentando 1’esposizione a 60
minuti.

Le colture cellulari pre-incubate con galattosio, mostrano una percentuale di
vitalita intorno all’80%; ci0 conferma che la tossicita dipende dall’ingresso

della RIP mediato dalla catena B.
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5.4.3 UPTAKE CELLULARE

Il legame alla membrana e 1'uptake cellulare della lanceolina e della

stenodactilina, sono stati valutati nel tempo trattando le cellule con le due

RIP iodinate.

Figura 27. Uptake cellulare di lanceolina e
stenodactilina in cellule HeLa.

Il legame alla membrana (simboli vuoti) e
I’accumulo intracellulare (simboli neri)
della lanceolina (o, @) e della stenodactilina
(o, m) sono stati determinati in seguito ad
un’incubazione a 37 °C ai tempi indicati in
presenza delle due RIP iodinate alla
concentrazione di 5x10® M. La RIP
associata alla membrana ¢ stata estratta
usando un tampone a pH acido, e
successivamente per risalire alla quantita di
RIP intracellulare, le cellule sono state lisate
con KOH (vedi Materiali e Metodi). Il
valore di radioattivita ¢ stato rilevato al -
counter. I valori riportati sono la media di
0 0.5 1 1.5 2 tre esperimenti + la deviazione standard.

Tempo (ore)

Dai risultati si evince che le due RIP saturano 1 recettori di membrana molto
rapidamente, che 1’accumulo intracellulare di lanceolina e stenodactilina
raggiunge un plateau dopo solo 1 ora di incubazione e che il turnover dei
recettori ¢ molto veloce. La quantita di stenodactilina associata alla
membrana e quella intracellulare sono circa 2 e 3 volte maggiori rispetto al
valore riscontrato per la lanceolina (tabella 5). Questo potrebbe in parte

giustificare la maggiore tossicita della stenodactilina rispetto alla lanceolina.

Tabella 5. Quantita di RIP associata alla membrana ed intracellulare per cellula. Per i
dati relativi alla volkensina: Battelli ef al., 2004.

Associata alla membrana Intracellulare
Fmol/10° cellula
LANCEOLINA 91.5 387.3
STENODACTILINA 175.0 1127.6
VOLKENSINA (*) 154 38.0

(*) Battelli et al., 2004
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Per quanto riguarda la volkensina, la quantita di proteina associata alla
membrana ¢ circa 11 volte minore rispetto alla stenodactilina e 6 volte
minore rispetto alla lanceolina. Differenze anche superiori, sempre nella
stessa direzione si osservano per la quantita di RIP intracellulare. Questo
dato potrebbe spiegare la maggiore citotossicita della stenodactilina rispetto
alla volkensina, il cui valore di ICs, sulle cellule Hela ¢ risultato 1.1x107"2
M, ben due ordini di grandezza inferiore rispetto al valore di ICs, della
stenodactilina (vedi tabella 3).

Complessivamente gli esperimenti di binding e uptake fin qui esposti
mostrano che la citotossicita di queste RIP ¢ molto elevata benché il numero
di siti di legame sia fra 1 pit bassi riportati in letteratura per le RIP tipo 2
altamente tossiche. D’altra parte la velocita del turnover dei recettori
cellulari ¢ elevata, come pure ’efficienza del legame. Insieme queste
caratteristiche favoriscono un buon livello di accumulo intracellulare e le
differenze tra lanceolina e stenodactilina a questo riguardo possono

giustificare la differenza di tossicita tra le due.
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5.4.4 ESOCITOSI

Ulteriori studi sono stati condotti per valutare la quantita di lanceolina e

stenodactilina esocitata e [’eventuale attivita residua. Acidificando e

(¢4

centrifugando il sopranatante di cellule trattate con le due RIP iodinate
possibile scindere la frazione acido solubile, che contiene le proteine
degradate, dal pellet in cui si trova la componente proteica ancora integra

(vedi Materiali e Metodi).
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Figura 28. Esocitosi di lanceolina e stenodactilina e attivita residua.

Le cellule sono state trattate per 1 ora a 0 °C con le RIP iodinate alla concentrazione di 5x10™° M,
lavate e incubate per ulteriori 2 ore a 37 °C.

Le colonne bianche rappresentano la percentuale di RIP associata alla membrana cellulare e la
percentuale totale di RIP esocitata dalla cellula (sia integra, che degradata). La colonna nera
rappresenta la percentuale di RIP esocitata ancora enzimaticamente attiva. L’attivita residua & stata
valutata tramite un saggio di inibizione della sintesi proteica cellulare. La concentrazione proteica
attiva ¢ stata ottenuta per estrapolazione da una curva standard di inibizione della sintesi proteica a
concentrazioni note di RIP.

I valori riportati sono la media di due esperimenti + la deviazione standard.

Dalla figura 28 si nota che sia la percentuale di RIP associata alla cellule
che la percentuale di proteina ancora attiva dopo esocitosi, ¢, benché
limitatamente, maggiore per la lanceolina rispetto alla stenodactilina.

Tuttavia, analizzando 1 valori proteici assoluti calcolati sulla base della

radioattivita rilevata (tabella 6), si evidenzia una quantita di stenodactilina
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associata alle cellule ed esocitata integra decisamente superiore rispetto a

quanto riscontrato per la lanceolina e per la volkensina. Questi dati

suggeriscono un piu rapido turnover della stenodactilina rispetto alle altre

due RIP, confermando le osservazioni fatte nello studio dell'uptake. Inoltre

questi risultati suggeriscono che la quota di stenodactilina ancora attiva

dopo I’esocitosi possa essere rapidamente riciclata e internalizzata da altre

cellule, che ne vengono intossicate, giustificando la maggiore citotossicita

rispetto alle altre due RIP.

Tabella 6. Quantita di RIP associata alla membrana, esocitata totale ed integra e quota di RIP ancora attiva in

seguito ad esocitosi.

Associata Totale

Esocitata

alle cellule esocitata integra AL
LANCEOLINA 5 26.4+4.9 129.0+4.0 76.3+4.9 20.1£3.1
E
STENODACTILINA CE 41.1+8.6 310.6+31.0 196.4+28.3 23.245.8
VOLKENSINA (*) E 17.7+1.3 118.4+6.4 102.5+8.3 58.3%5.5

(*) Battelli ef al., 2004
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5.5 RESISTENZA ALLA DEGRADAZIONE PROTEOLITICA

I risultati degli studi sull'esocitosi ci hanno spinto ad indagare sulla
resistenza delle RIP in esame alla degradazione proteolitica, in quanto la
citotossicita delle RIP dipende in parte anche dalla loro capacita di aggirare

1 vari meccanismi di degradazione e raggiungere il bersaglio intracellulare.

100

Vitalita cellulare (%)
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Figura 29. Resistenza delle RIP alla degradazione proteolitica.

La reazione di taglio ¢ stata condotta miscelando in provetta la RIP e I’enzima (tripsina o chimotripsina) a
oncentrazioni equimolari. Le RIP trattate sono state usate per eseguire un esperimento di vitalita cellulare

a 24 ore (vedi Materiali e Metodi), confrontandone I’efficienza citotossica con quella delle RIP native. Le

¢plonne bianche rappresentano I’azione dovuta alle RIP native, quelle grigie e nere rappresentano

rispettivamente 1’azione delle RIP trattate con tripsina e con chimotripsina.

Gli asterischi indicano la significativitd statistica, ottenuta tramite test di ANOVA, tra la vitalita delle

cellule trattate con RIP native o sottoposte a restrizione proteolitica. I valori riportati sono la media di tre

ﬁperimenti + la deviazione standard.

e

La percentuale di vitalita calcolata nei campioni cellulari intossicati con le
RIP lanceolina e stenodactilina pretrattate con tripsina o chimotripsina ¢
risultata analoga a quella di cellule trattate con le RIP native, dimostrando
un grado elevato di resistenza all'azione proteolitica di questi due enzimi.
Questo risultato ¢ in accordo con il fatto che circa il 60 % della lanceolina e
della stenodactilina esocitate viene trovato integro. Quanto detto non e
valido per la volkensina che, benche venga trovata integra dopo 1'esocitosi
per una percentuale superiore alle altre due RIP, ¢ risultata ben pil sensibile
all’attivita proteolitica di tripsina e chimotripsina, infatti I’azione delle due
proteasi ne diminuisce di circa il 50% la capacita citotossica.
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La discrepanza tra la sensibilita agli enzimi proteolitici e la percentuale di
RIP esocitata integra ci ha spinto a valutare altri meccanismi di
degradazione piu tipicamente presenti nelle cellule.

Nel citosol ¢ attiva la via proteolitica proteasomale, che attraverso 1’azione
di enzimi ubiquitinanti destina molte proteine, sia endogene che esogene,
alla degradazione proteasomale. Per valutare la percentuale di lanceolina,
stenodactilina e volkensina soggetta a degradazione proteasomale, le cellule
HelLa sono state pretrattate con un inibitore del proteasoma e

successivamente intossicate con le due RIP.

Figura 30. Ruolo del proteasoma nel
routing  della lanceolina e della
stenodactilina.

Le cellule sono state pre-incubate per 1 ora in
presenza di un inibitore del proteasoma e
successivamente trattate con le RIP (10'13 M).
* Dopo 24 ore ¢ stato eseguito il saggio per
Je valutare la percentuale di vitalita cellulare.
Gli asterischi indicano la significativita
statistica, ottenuta tramite test di ANOVA,
osservata tra le cellule trattate con le RIP in
assenza (colonne bianche) o in presenza
(colonne nere) dell’inibitore del proteasoma.
I risultati sono espressi come percentuale dei
controlli incubati in assenza di RIP. I valori
0 riportati sono la media di tre esperimenti + la

Lanceolina Stenodactilina Volkensina deviazione standard.

I risultati evidenziano che in presenza dell’inibitore del proteasoma (figura
30, colonne nere), Iattivita citotossica ¢ significativamente maggiore per
tutte le RIP testate. Questi dati indicano che una certa quota di lanceolina,
stenodactilina e volkensina ¢ soggetta alla degradazione proteasomale, per
cui il destino intracellulare di una percentuale delle RIP internalizzate &
I’ubiquitinazione e la successiva demolizione, senza mostrare significative
differenze tra le tre RIP. Pertanto, benché resistenti all'attivita di tripsina e
chimotripsina, anche lanceolina e stenodactilina sono soggette all'azione

degli enzimi proteolitici proteasomali.
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Le RIP sono enzimi depurinanti, molto diffusi nel regno vegetale e studiati
da molte decine di anni. Nonostante le numerose ricerche a riguardo, ancora
oggi rimangono tanti punti da chiarire circa la biologia di queste proteine.
La linea di ricerca sviluppata in questa tesi ha avuto due obiettivi
fondamentali: (i) chiarire il routing intracellulare della saporina e (ii)
approfondire lo studio di lanceolina e stenodactilina, due RIP molto potenti

di recente scoperta.

Gli studi sulla saporina hanno portato ad una ricostruzione del suo traffico
intracellulare. Attraverso esperimenti di microscopia confocale ed
elettronica ¢ stato osservato che la saporina viene endocitata, tramite
meccanismi non recettoriali, e segue il destino intracellulare degli
endosomi, che vanno incontro a maturazione modificandosi in endosomi
tardivi che confluiscono in diverse strutture vescicolari. Cido consente alla
RIP di raggiungere pitu di un compartimento subcellulare. Infatti la saporina
¢ stata localizzata nelle cisterne perinucleari del RER, nel TNG e in alcuni
casi nel nucleo. I dati relativi alla presenza della saporina nel nucleo e alla
sua azione sul DNA, pur essendo preliminari, aprono le porte a molte nuove
domande circa 1 meccanismi citotossici usati dalla RIP per indurre la morte
cellulare. L’approdo della saporina nel nucleo implica la possibilita per la
RIP di esercitare la propria azione citotossica su diversi bersagli cellulari.
Infatti, oltre al target ribosomiale, la saporina potrebbe agire sul DNA
esercitando D’attivita PNAG e il danno al DNA potrebbe essere un
meccanismo attraverso il quale la RIP innesca la morte cellulare, per
esempio attivando 1’apoptosi DNA-dipendente (Polito et al., 2009).

Gli studi sulla lanceolina e sulla stenodactilina aiutano a spiegare

I’elevata tossicita di queste due proteine e soprattutto della stenodactilina,
rispetto alle altre RIP bicatenarie tossiche.

I primi dati, ottenuti valutando I’inibizione della sintesi proteica (sia nel
sistema cell-free che cellulare) hanno subito evidenziato la maggiore

tossicita della stenodactilina rispetto alla lanceolina. Oltre all’elevata
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capacita delle due RIP nell’inibire la sintesi proteica cellulare, ¢ stato anche
osservato il coinvolgimento della morte cellulare apoptotica. L’elevata
tossicita della lanceolina e della stenodactilina potrebbe, quindi, dipendere
non solo dall’inibizione delle sintesi proteiche causata dalle due tossine, ma
anche dalla loro capacita di indurre apoptosi. Infatti, i due processi
citotossici potrebbero agire in maniera sinergica per provocare la morte
delle cellule trattate. Quale sia il meccanismo iniziale che provoca I’innesco
della morte cellulare rimane ancora da chiarire.

Le differenze di citotossicita tra la stenodactilina e altre RIP analizzate sono
molto accentuate. Infatti, la stenodactilina ha un valore di ICs, sulle cellule
HeLa di 1.9x10"* M, due ordini di grandezza in meno rispetto alla
lanceolina e ben quattro ordini di grandezza in meno rispetto alla ricina
(dalla rassegna Barbieri et al., 1993), una delle RIP bicatenarie piu tossiche.
Tuttavia, il routing intracellulare tracciato per la lanceolina e la
stenodactilina, non ha grosse differenze rispetto a quanto noto per la ricina.
Anche la lanceolina e la stenodactilina hanno tra le loro tappe intracellulari
I’apparato del Golgi, fondamentale per I’approdo al RER, e per il blocco
della sintesi proteica. Mediante valutazione della quantita di lanceolina e
stenodactilina associata alla membrana ed intracellulare, ¢ stato osservato
che in entrambi 1 casi il valore rilevato per la stenodactilina ¢ maggiore
rispetto a quanto riscontrato per la lanceolina e per le altre RIP bicatenarie
saggiate in precedenza nel nostro laboratorio (Battelli ef al., 2004). Inoltre, ¢
stato anche dimostrato che una certa percentuale di lanceolina e
stenodactilina, viene esocitata integra dalle cellule e puo essere nuovamente
internalizzata. La stenodactilina, rispetto alle altre RIP ha mostrato un buon
livello di accumulo intracellulare, dovuto ad una maggiore velocita del
turnover dei recettori cellulari e un’elevata efficienza di legame.
Concludendo, la maggiore citotossicita della stenodatilina rispetto alle altre
RIP bicatenarie tossiche, sembra risiedere soprattutto nella bassa

degradazione cellulare e nella velocita di furnover, che gli consentirebbe di
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essere rapidamente riciclata e internalizzata da altre cellule, che ne vengono

intossicate.
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