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Capitolo 1 — Introduzione — Le leucemie mieloidi acute

1.1 LE LEUCEMIE MIELOIDI ACUTE (AML)

1.1.1 LE LEUCEMIE — GENERALITA

Il termine leucemia deriva dal greco e significa letteralmente “sangue bianco”.

Le leucemie sono un gruppo eterogeneo di malattie neoplastiche del sistema
emopoietico, caratterizzate da una severa compromissione della capacita maturativa e
differenziativa della cellula staminale emopoietica (CSE) colpita, con progressivo
accumulo a livello del midollo osseo e del sangue periferico di precursori emopoietici
immaturi (blasti) e conseguente anemia, neutropenia e piastrinopenia (Lowenberg et al.,
1999).

Le leucemie vengono comunemente distinte in acute e croniche, sulla base della
velocita di progressione della malattia.

Nella leucemia acuta il numero di cellule tumorali senza chiaro orientamento maturativo
aumenta molto velocemente, la comparsa dei sintomi ¢ precoce e il decorso ¢
aggressivo. Questa alterazione maligna delle cellule staminali ematopoietiche, se non
trattata, porta alla morte in un lasso di tempo che va da poche settimane ad alcuni mesi
dall’esordio della malattia (Shipley et al., 2009).

Le forme croniche, invece, hanno un decorso lento e si caratterizzano per la
proliferazione di cellule piu differenziate, molto simili ai normali costituenti (Rabbits et
al., 1991). Le leucemie croniche mostrano un lento sviluppo ed una lunga fase
asintomatica, prima che anch’esse entrino in una fase acuta (crisi blastica).

Da un punto di vista ontogenetico, le leucemie possono essere distinte in forme mieloidi
e linfoidi a seconda dello stipite cellulare coinvolto. Le leucemie si classificano in
leucemie mieloidi, se il clone proliferante ¢ un precursore della linea staminale
mieloide, e leucemie linfoidi, se I’alterazione clonale ¢ a carico di un precursore della
linea staminale linfoide. Esistono, inoltre, casi meno frequenti in cui il clone leucemico
presenta aspetti fenotipici promiscui, sia mieloidi che linfoidi, e si parla di leucemie
ibride o bifenotipiche (Pui et al., 1984; Lo Coco et al., 1991).

L’incidenza annuale delle leucemie ¢, nella popolazione generale, di circa 12 casi per
100.000 persone, con una frequenza piu alta nei soggetti pediatrici e nelle persone con
oltre 60 anni di eta. In generale, nei pazienti adulti-anziani prevalgono le forme mieloidi
mentre nei bambini e nei giovani adulti ¢ piu frequente la leucemia linfoide (Stone,

2002).
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L’eziologia della maggior parte delle leucemie ¢ sconosciuta, anche se ci sono fattori di
rischio come wuna precedente esposizione a radiazioni ionizzanti, ad agenti
chemioterapici citotossici e a sostanze quali il benzene e il suo analogo toluene.
Un’aumentata incidenza di leucemia si registra in diverse malattie congenite, come la
sindrome di Down, la sindrome di Bloom, la sindrome di Turner e I’anemia di Fanconi.
Pazienti con disordini mieloproliferativi e mielodisplastici presentano elevati rischi di
sviluppare una leucemia. Infine, anche il fumo di sigaretta pud aumentare 1’incidenza

della leucemia (DeVita et al., 2004).

1.1.2 LE LEUCEMIE MIELOIDI ACUTE — CLASSIFICAZIONE

Le Leucemie Mieloidi Acute (Acute Myeloid Leukemia, AML) sono la forma piu
comune di leucemie acute negli adulti, con un’eta di maggior incidenza compresa tra i
60 e i 65 anni (Owen et al., 2008) e con circa 12.000 nuovi casi all’anno negli Stati
Uniti (Jemal et al., 2004).

Per poter parlare di leucemia mieloide acuta ¢ necessario che nel midollo come nel
sangue periferico sia presente una quantitd di cellule blastiche superiore al 20% (la
percentuale “normale” di cellule immature/indifferenziate nel midollo osseo ¢ <5%).

I segni e sintomi clinici delle AML sono diversi e aspecifici, ma di solito sono
direttamente attribuibili all’infiltrazione leucemica del midollo osseo, con conseguente
citopenia. Tipicamente, 1 pazienti si presentano con segni e sintomi di affaticamento,
emorragia o infezioni e febbre a causa della riduzione degli eritrociti, piastrine o globuli
bianchi, rispettivamente. Sono molto comuni anche pallore, stanchezza e dispnea da
sforzo. Le infiltrazioni leucemiche in diversi tessuti, tra cui fegato (epatomegalia), milza
(splenomegalia), pelle, linfonodi (linfoadenopatia), osso (dolori ossei), gengiva e
sistema nervoso centrale (meningite leucemica), possono produrre una varieta di altri
sintomi. Una massa isolata di blasti leucemici di solito ¢ indicata come un sarcoma
granulocitico (cloroma). L’iperleucocitosi (piu di 100.000 cellule bianche per
millimetro cubo) puo portare a sintomi di leucostasi, come disfunzione o sanguinamento
oculare e cerebrovascolare. Ci possono essere anche anomalie metaboliche (per esempio
iperuricemia e ipocalcemia), anche se questi raramente si trovano alla presentazione
della malattia (Lowenberg et al., 1999).

Le AML costituiscono un gruppo di neoplasie ematologiche molto etereogeneo e

pertanto la loro classificazione ¢ complicata.
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Tradizionalmente le AML sono state classificate in otto varianti dal sistema FAB
(French-American-British) (tabella 1.1). Questo sistema utilizza principalmente criteri
morfologici (osservazione microscopica di strisci di sangue periferico e di midollo
0sseo), citochimici (analisi di attivita enzimatiche e/o presenza di particolari sostanze
ritenute specifiche per alcuni tipi cellulari) e immunofenotipici (evidenza di marker di

superficie e citoplasmatici pit o meno specifici per alcuni stadi di differenziazione

cellulare) (Bennet et al., 1976; Bennet et al., 1985).

Tabella 1.1 - Classificazione FAB delle leucemie mieloidi acute.

TIpo NOME COMUNE M CITOCHIMICA IMMUNOFENOTIPO
ORFOLOGIA n - -
FAB (% DI CASI) Perossidasi/ Esterasi non DI MEMBRANA
Sudan nero specifica
Leucemia minimamente
Mo differenziata (3%) Morfologia immatura - - CD13,CD33
M1 Leucemia mieloblastica senza  Qualche blasto con CD13, CD33, CD34,
anuli ili ' + -
maturazione (15-20%) g.rdnuh azzurrofili, corpt HLA-DR +
di Auer, o entrambi
M2 Leucemia mieloblastica con Granuli azzurrofili, CD13, CD15, CD33,
s di hedk + -
maturazione (25-30%) corpi di Auer spesso CD34, HLA-DR +
presenti
Leucemia promielocitica .Promlelocm. CD13, CD33, CD34,
M3 ipergranulari con + .
ipergranulare (5-10 %) numerosi corpi di Auer HLA-DR +
Variante: ipogranulare
Blasti granulocitici e CDl11b, CD13,
Leucemia mielomonocitica monolitici
M4 (2025 %) Variante : M4Eo + + CD14, CD15, CD33,
? (aumento di eosinofili HLA-DR +
midollari atipici)
CDl1b, CDI13,
M5 Leucemia monocitica (29 %) M3 indifferenziata . + CD14, CD15, CD33,
M>5b differenziata
HLA-DR +
Eritroblasti > 50% delle
M6 Eritroleucemia (3-5%) cellule nucleate, + - CD33, HLA-DR +
mieloblasti > 30% delle
cellule non eritroidi
Leucemia megacarioblastica ~ Megacarioblasti >30%
M7 di tutte le cellule - + CD33, CD41

(3-12%)

nucleate

Il sistema di classificazione FAB ¢ stato ampiamente utilizzato in tutto il mondo e ha
permesso di superare preesistenti divergenze classificative, rendendo raffrontabili le
varie casistiche e consentendo una certa omogeneita di interpretazione.

Benché altamente riproducibile e semplice, la classificazione FAB delle AML non ¢ di
grande utilita da un punto di vista clinico-prognostico. Altre caratteristiche hanno
mostrato di essere importanti per il comportamento clinico di queste malattie, come
particolari alterazioni genetiche, precedenti terapie o mielodisplasie, 1’eta o Ie

condizioni generali del paziente. Integrando le caratteristiche morfologiche con quelle
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biologiche ¢ possibile tentare di identificare alcuni sottotipi citologici particolari delle
AML non specificamente proposti dalla classificazione FAB.

Piu di recente, ¢ stata introdotta da parte dell’Organizzazione Mondiale della Sanita
(WHO, World Health Organization) una nuova classificazione che integra parametri
morfologici, genetici, immunofenotipici e clinici.

La classificazione WHO distingue le AML in 4 principali categorie: AML con anomalie
genetiche ricorrenti, AML con displasia multilineare, AML e sindromi
mielodisplastiche correlate a precedente chemioterapia, AML non altrimenti

classificabili (undefined) (Harris et al., 1999) (tabella 1.2).

Tabella 1.2 - Classificazione WHO delle leucemie mieloidi acute.

1. Leucemia mieloide acuta con anomalie genetiche ricorrenti

=  AML con t(8;21)(q22:;q22) (AMLI/ETO)

= AML con eosinofilia del midollo osseo e inv(16)(p13g22) o
t(16;16)(q13;q22), (CBFp/MYHI11)

= Leucemia acuta promielocitica con t(15;17)(q22;q12), (PML/RARo) e
varianti

=  AML con anomalie delle bande 11923 (MLL)

2. Leucemia mieloide acuta con displasia multilineare

=  Secondaria a mielodisplasia (MDS) o sindrome mieloproliferativa (MPD)
. Senza antecendenti MDS o MDS/MPD, ma con displasia in almeno nel 50%

delle cellule di 2 o piu linee mielodi

3. Leucemia mieloide acuta e sindromi mielodisplastiche, correlate

alla terapia con:

=  Agenti alchilanti o radiazioni
=  Inibitori della topoisomerasi II
= Altri

4. Leucemia mieloide acuta (non altrimenti definita):

Leucemia mieloide acuta variamente differenziata
Leucemia mieloide acuta senza maturazione
Leucemia mieloide acuta con maturazione
Leucemia mielomonocitica acuta

Leucemia monoblastica acuta / monocitica acuta
Leucemia eritroide acuta

Leucemia megacarioblastica acuta

Leucemia basofila acuta

Panmielosi acuta con mielofibrosi

Sarcoma mieloide
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1.1.3 PROGNOSI E TERAPIA DELLE AML

La suddivisione delle AML in gruppi con caratteristiche clinico-biologiche diverse ¢ in
genere associata a prognosi differenti.
La prognosi delle leucemie mieloidi acute dipende principalmente da fattori come 1’eta
(sfavorevole con eta superiore a 60 anni), il valore dei globuli bianchi all’esordio e le
alterazioni citogenetiche. L’analisi citogenetica ¢, infatti, un indicatore prognostico di
estrema importanza e definisce tre gruppi di rischio generali: gruppi a prognosi
favorevole [es. t(8;21), t(15;17)], gruppi a prognosi intermedia [es. t(9;11)] e gruppi a
prognosi sfavorevole [es. t(6;9), 11q23 (gene MLL)].
Nonostante I’identificazione di differenze cliniche e prognostiche, ancora oggi, le AML
vengono trattate in modo indistinto. Il trattamento delle AML si basa principalmente
sull’impiego di chemioterapia citotossica e sul possibile trapianto di midollo osseo dopo
chemioterapia.
Ad eccezione della leucemia acuta promielocitica (0 M3) che ha un protocollo di terapia
differente basato sulla somministrazione di un derivato della vitamina A (acido all-trans
retinoico, ATRA) e cicli di chemioterapia in fase post-remissione (Testi et al., 2005),
per gli altri tipi di AML si usano dei protocolli standardizzati sia per i pazienti in eta
pediatrica che per gli anziani (Cassileth et al., 1998).
Il trattamento del paziente con AML consiste di due fasi:

* induzione della remissione

= consolidamento
La prima chemioterapia di induzione ¢ generalmente basata sulla combinazione di
un’antracilina (daunorubicina, doxorubicina e idarubicina) con la citosina arabinoside
(ARA-C). Questi farmaci usati ad alte dosi, permettono una rapida distruzione dei cloni
leucemici ed impediscono I’insorgenza di recidive precoci, cosi da ottenere una migliore
qualita della remissione completa. Una volta ottenuta la remissione completa, il paziente
viene candidato ad una terapia post-remissionale detta di consolidamento.
Nonostante gli evidenti progressi registrati nelle ultime due decadi, i limiti della
chemioterapia intensiva impiegata nel trattamento della leucemia mieloide acuta
dell’adulto rimangono considerevoli. Circa il 70% dei pazienti raggiungono una
remissione completa dopo un’intensiva chemioterapia, ma frequentemente si verificano
recidive (Loewenberg et al., 1999), determinando una generale sopravvivenza a 5 anni

di solo il 22% dei pazienti. Per i pazienti di eta superiore a 60 anni la prognosi ¢
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peggiore con una sopravvivenza a 5 anni non superiore al 10-15% (Kolitz et al., 2006;
Shipley et al., 2009). E’ probabile quindi che le attuali strategie chemioterapiche
abbiano espresso il massimo delle loro potenzialita, cosicché non ¢ lecito attendersi da
queste ulteriori miglioramenti in termini di efficacia terapeutica se non a prezzo di
inaccettabile tossicita.

La chemioterapia, infatti, ¢ accompagnata da notevoli effetti collaterali, perché i farmaci
citotossici non solo uccidono le cellule leucemiche, ma anche le cellule in divisione di
altre linee ematopoietiche e non-ematopoietiche. Pertanto, ¢ chiaro che sono necessari
approcci terapeutici nuovi o supplementari.

Una terapia promettente ¢ la chemioterapia mediata da anticorpo, in cui 1’agente
citotossico ¢ legato ad un anticorpo che riconosce le cellule leucemiche (Appelbaum et
al., 1999). Tale approccio consente lo sviluppo di un farmaco citotossico specifico per
le cellule leucemiche ed ¢ probabile che provochi meno effetti collaterali tossici.

Un altro limite della chemioterapia convenzionale ¢ lo sviluppo della farmacoresistenza,
che costituisce uno dei maggiori ostacoli al successo della terapia delle AML.

Un’altra possibile ipotesi che spiega il fallimento della terapia citotossica ¢ che questa
sia scarsamente efficace nei confronti delle cellule staminali leucemiche, che talvolta
possono rimanere quiescenti per molti anni e causare metastasi ritardate perché sono in
grado di rigenerare il tumore (Viale er al., 2009). La scoperta di cellule staminali
tumorali ha rivoluzionato gli studi sulla carcinogenesi e promette di aprire nuove vie per
la chemioterapia tumorale.

In conclusione, I’odierna chemioterapia presenta ancora forti limiti, causati dalla
carenza di strumenti farmacologici efficaci e sicuri. Per questo motivo i protocolli di
nuova generazione dovranno confrontarsi con le accresciute conoscenze biologiche di
recente acquisizione e con la sempre piu crescente disponibilita di nuovi agenti ad
azione mirata. Ci0o potrebbe non solo potenziare 1’azione gia nota dei trattamenti

convenzionali, ma porsi come valida alternativa.
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1.1.4 1.’ ANTIGENE CD33

Uno degli antigeni piu frequentemente associati alla AML ¢ il CD33, una glicoproteina
transmembrana di 67 kDa (Freeman et al., 1995). Esso ¢ espresso sui blasti leucemici
nel 90% dei pazienti con AML (Dinndorf et al., 1986) e nelle cellule staminali
leucemiche (Taussig ef al., 2005), ma non ¢ espresso sulle normali cellule staminali
ematopoietiche, sulle cellule linfoidi e nei tessuti non-emopoietici.

La sua espressione viene sotto-modulata durante il processo maturativo della cellula
mieloide cosi che ¢ positivo a bassa intensita sui granulociti del sangue periferico e sui
macrofagi tissutali.

Il CD33 appartiene alle siglecs (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins), una
famiglia di proteine che mediano 1’adesione cellulare legandosi a residui di acido
sialico. Esso ¢ caratterizzato da un dominio immunoglobulinico variabile N-terminale
(Ig-like V-type domain), che media il legame all’acido sialico, seguito da un dominio
costante (Ig-like C2-type domain) (Crocker et al., 2001) (figura 1.1). Il CD33 presenta,
inoltre, due motivi contenenti tirosine nella coda citoplasmatica. Tali residui di tirosina,
quando fosforilati, permettono al CD33 di agire come recettore inibitorio; pertanto, sono
definiti motivi immuno-recettoriali di inibizione a base tirosinica (ITIM) (Simmons et
al., 1988).

Sia il suo profilo di espressione che la sua capacita di essere internalizzato rapidamente
(van der Velden et al., 2001) rendono il CD33 un adeguato antigene bersaglio per le
immunoterapie della AML, come gia dimostrato in diversi approcci clinici (Caron et al.,

1994; Appelbaum, 1999; Wellhausen e Peiper, 2002).
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Figura 1.1 - Struttura dell’antigene CD33.

I1 CD33 ¢ costituito da un dominio immunoglobulinico variabile
N-terminale (Ig-like V-type domain), un dominio costante
(Ig-like C2-type domain), una regione transmembrana e da una
coda citoplasmatica C-terminale con due motivi inibitori
tirosinici (ITIM).

(Tratta da Crocker e Varki, 2001. Immunology, 103:137-45).
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1.2 TERAPIA CON ANTICORPI TUMORE-SPECIFICI

Lo sviluppo della tecnologia degli anticorpi monoclonali (mAb) ha consentito il loro
utilizzo per I'uccisione selettiva di cellule tumorali.

Il primo tentativo ¢ stato fatto da Nadler nel 1980, somministrando ad un paziente un
anticorpo monoclonale murino diretto verso i linfociti B. Da allora questo campo ¢
andato incontro a notevole sviluppo grazie alla scoperta di molti nuovi antigeni tumorali
e alla possibilita di aumentare 1’emivita e le funzioni effettrici degli anticorpi rendendoli
pit simili a quelli umani.

Lo scopo principale della terapia antitumorale, che fa uso di anticorpi monoclonali e dei
loro derivati ingegnerizzati, ¢ quello di individuare come target specifico le cellule
tumorali mediante legame dell’anticorpo all’antigene bersaglio e di esplicare il proprio
effetto terapeutico eliminando queste cellule con diversi meccanismi d’azione.

La terapia con anticorpi tumore-specifici rappresenta una promettente alternativa o
integrazione alla terapia tumorale convenzionale.

Essa pu0 avere un approccio diretto o indiretto. Nell’approccio terapeutico diretto
I’azione citotossica ¢ mediata direttamente dall’anticorpo monoclonale che, una volta
legato I’antigene bersaglio sulle cellule tumorali, ¢ in grado di reclutare meccanismi
effettori che portano alla morte delle cellule cancerose. Nell’approccio indiretto, invece,
I’anticorpo non ha azione citotossica di per sé, ma permette la veicolazione di agenti
citotossici in sede tumorale. In seguito al legame dell’anticorpo a specifici recettori,
I’agente citotossico penetra all’interno della cellula tumorale e solo in questa sede
esplica la sua azione letale.

Fondamentale requisito ¢ che 1’antigene di superficie, indicato come possibile bersaglio
per I’immunoterapia, sia limitato alla popolazione cellulare che si intende eliminare, o
che almeno non sia presente sulle cellule staminali o su altri tipi di cellule indispensabili

per la sopravvivenza dell’oganismo.

1.2.1 ANTICORPI MONOCLONALI

Gli anticorpi, o immunoglobuline (Ig), sono delle glicoproteine tetrameriche di circa
150 kDa costituite da due catene pesanti (Heavy, H) di circa 50 kDa e da due catene

leggere (Light, L) di circa 25 kDa, uguali a due a due. Catene pesanti e leggere sono
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tenute insieme da legami idrogeno e ponti disolfuro intercatenari € sono costituite da

domini immunoglobulinici, ciascuno dei quali ¢ formato da 110 amminoacidi.

Sia le catene H che le catene L contengono regioni variabili (V) e regioni costanti (C).

Le regioni V sono responsabili del legame con 1’antigene ed hanno quindi sequenze

amminoacidiche differenti da anticorpo ad anticorpo; in particolare sono presenti tre

zone ad alta variabilita (CDR) che sono deputate all’interazione diretta con 1’antigene.

E’ proprio tale variabilita a garantire 1’unicita di ogni specifico anticorpo. Le regioni C,

invece, hanno sequenza aminoacidica conservata a seconda della classe di Ig e mediano

il riconoscimento dell’anticorpo da parte del sistema immunitario.

Le molecole anticorpali vengono funzionalmente divise in tre frammenti: due frammenti

identici Fab’, ovvero frammenti leganti 1’antigene costituiti dalle porzioni Vi Cp

accoppiate a quelle VyCyj, ed un frammento Fc, costituito dai domini Cy-Cys 0 Cyp-

Cu3-Cua delle due catene H unite da ponti disolfuro, mediatore delle funzioni effettrici

degli anticorpi.

Una delle scoperte rivoluzionanti nel campo dell’immunologia ¢ stato lo sviluppo della

tecnologia dell’ibridoma (Kohler e Milstein, 1975) con la quale ¢ stato possibile

produrre anticorpi monoclonali con una elevata specificita per un singolo determinante
antigenico (epitopo).

Gli anticorpi monoclonali utilizzati per la terapia antitumorale sono del tipo IgG e

possono esplicare la loro azione contro le cellule neoplastiche attraverso diversi

meccanismi (figura 1.2) (Adams e Weiner, 2005; Sharkey e Goldenberg, 2006):

» ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity): I’anticorpo con le porzioni Fab’
riconosce 1’antigene della cellula bersaglio mentre con la porzione Fc lega i recettori
per Fc (FcR) espressi su un’ampia varita di cellule, come neutrofili, macrofagi e
cellule natural killer (NK). L’ADCC ¢ stata studiata maggiormente per le cellule
NK, le quali identificano i1 loro bersagli attraverso FcyRIII, un recettore a bassa
affinita che permette di riconoscere qualsiasi cellula ricoperta da immunoglobuline.
In seguito al riconoscimento del bersaglio, le NK rilasciano nello spazio circostante
il contenuto dei loro granuli citoplasmatici, costituito da enzimi litici, perforine e
granzimi. Le perforine sono proteine in grado di polimerizzare e formare pori sulla
membrana della cellula, determinandone la lisi; 1 granzimi attivano invece dei
meccanismi che producono dei segni tipici della morte cellulare programmata.

= CDC (Complement-Dependent Cytotoxicity): gli anticorpi legati sulla superficie

cellulare vengono riconosciuti dalla proteina sierica Clq che attiva la via classica

11
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del complemento portando alla formazione del Complesso Terminale di Attacco alla
Membrana (MAC), un complesso di diverse molecole che costituisce un poro
transmembrana e causa la morte per lisi della cellula bersaglio. Inoltre i componenti
del complemento attivato, soprattutto C3b e i suoi frammenti inattivi, sono
riconosciuti da specifici recettori presenti su fagociti, macrofagi, monociti e molte
altre popolazioni cellulari, che provvedono tramite fagocitosi, all’eliminazione della
cellula bersaglio.

Tra i due meccanismi citotossici risulta in genere prevalente I’attivita CDC (Di Gaetano

et al., 2003).

* Induzione dell’apoptosi per attivazione di segnali pro-apoptotici con meccanismi

che variano a seconda del bersaglio molecolare dell’anticorpo (Ludwig et al., 2003).

Antibody-depandent
calular cytotoxicity

Complement-dependent
cylotoxicity

Phagooylosis
o lysis

Mature Reviews | Cancer

Figura 1.2 - Meccanismi d’azione degli anticorpi non coniugati.
L’anticorpo, una volta riconosciuto e legato 1’antigene sulla membrana delle
cellule cancerose, attiva meccanismi effettori che portano alla morte delle
cellule tumorali quali la citotossicita cellulare anticorpo-dipendente (ADCC),
I’apoptosi e meccanismi legati al sistema del complemento (CDC).

(Tratta da Carter P, 2001. Nature Reviews Cancer, 1:118-129).
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Inizialmente gli anticorpi monoclonali sono stati prodotti tramite due tecniche,
utilizzando gli ibridomi o la genoteca fagica di espressione; in entrambi i casi
I’anticorpo prodotto ¢ di solito murino. Il principale svantaggio degli anticorpi
monoclonali murini risiede nel fatto che, una volta somministrati nell’'uomo, sono
riconosciuti come estranei e inducono una risposta di anticorpi umani diretti contro
quelli murini (la cosiddetta HAMA response- acronimo human anti-mouse antibody) nel
50-80% dei pazienti. Ne viene cosi ridotta 1’efficacia e possono scatenarsi delle reazioni
allergiche anche molto gravi dovute alla circolazione di complessi di anticorpi umani e
murini (Osbourn et al., 2003). Inoltre la porzione Fc murina ¢ molto meno attiva,
rispetto a quella umana, nell’attivare la risposta specifica dell’ospite verso il bersaglio
cellulare.

Per diminuire I’immunogenicita degli anticorpi murini ed aumentare la loro efficacia
sono stati fatti passaggi progressivi, grazie all’ingegneria genetica, verso la loro
completa “umanizzazione”. Inizialmente sono stati ottenuti gli anticorpi monoclonali
“chimerici” che presentano i domini C derivanti da isotipi umani e i domini Vi e Vy
della specie usata per I'immunizzazione (figura 1.3); in questo modo I’anticorpo
chimerico ha la stessa specificita per 1’antigene di quello murino, ma sara per la gran
parte umano (60-70%) nella sequenza aminoacidica.

Gli anticorpi chimerici perd sono ancora in grado di indurre una risposta immunitaria e
per questo motivo sono stati prodotti gli anticorpi monoclonali “umanizzati” (0 CDR-
Grafted Antibodies) che, contrariamente ai precedenti, sono quasi completamente
umani, ad eccezione delle regioni determinanti la complementarieta (CDR) che
derivano dalla specie usata per I’'immunizzazione (figura 1.3).

Questo approccio dovrebbe eliminare qualunque tipo di immunita (eccetto naturalmente
quella anti-idiotipo) e dare un anticorpo il piu possibile vicino a quello umano. L’unico
problema che puo0 insorgere ¢ una perdita di affinita dovuta al cambiamento delle
regioni framework attorno alle CDR che puo portare ad una loro diversa conformazione;
per evitare cio si cerca di scegliere la regione cornice umana pil simile a quella murina
o al limite si inserisce quella murina nel costrutto. La molecola cosi ottenuta ¢ composta
per il 95% da sequenze umane e il suo profilo farmacologico ¢ del tutto simile a quello
degli anticorpi umani (Leung et al., 1995). Le tecniche di umanizzazione appena
descritte risultano laboriose e spesso, come & gia stato accennato, portano alla
costruzione di molecole con una ridotta affinita di legame per I’antigene. Per questo

motivo si ¢ avvertita I’esigenza di elaborare nuove tecniche, pil rapide ed affidabili, che

13



Capitolo 1 — Introduzione — Terapia con anticorpi tumore-specifici

fossero in grado di superare i problemi incontrati (Hayden et al., 1997). Si ¢ cosi giunti
allo sviluppo di anticorpi completamente umani (figura 1.3). Questi anticorpi possono
essere prodotti da topi transgenici in cui il locus delle immunoglobuline & stato
inattivato e sostituito da quello delle immunoglobuline umane oppure grazie all’utilizzo
di librerie fagiche di espressione che permettono di isolare domini variabili umani

monoclonali, di ingegnerizzarli e convertirli in anticorpi umani completi.

Humanized

Y

Chimeric Human

I ] Mousesequences | | Human sequences

, Complementarity
© Clycosyktion = determining regions

Figura 1.3 - Rappresentazione schematica della struttura degli
anticorpi monoclonali. In rosso & rappresentata la parte murina, in beige
quella umana.

(Tratta da Carter P, 2001. Nature Reviews Cancer, 1:118-129).

1.2.1.1 FRAMMENTI ANTICORPALI RICOMBINANTI

Le molecole di anticorpo contengono domini discreti che possono essere separati
tramite digestione enzimatica o prodotti attraverso la tecnologia ricombinante, in modo
da ottenere piccole proteine funzionali.

Attraverso la scomposizione per opera di enzimi proteolitici, quali papaina o pepsina, si

ottengono 1 frammenti Fab’ e F(ab’), (figura 1.4). 1l frammento Fab’ contiene quattro
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domini immunoglobulinici (Vi, Vy, Cp e Cyj), tenuti assieme da ponti disolfuro, ed ¢
percio in grado di legare I’antigene.

Numerosi sono invece i frammenti anticorpali ottenuti per mezzo della tecnologia del
DNA ricombinante.

Il frammento scFv (single-chain fragment variable, 25 kDa) ¢ un eterodimero dei
domini Vi e Vy uniti da peptidi di collegamento (linkers) idrofilici e flessibili. Si tratta
del piu piccolo frammento immunoglobulinico contenente I’intero sito di legame per
I’antigene (figura 1.4). Tutti questi frammenti, mancando del dominio Fc e della regione
che attiva il complemento, hanno un’immunogenicita ridotta (Pavlinkova et al., 2001).
Questi frammenti hanno un peso molecolare molto piut basso di quello di un anticorpo
intero e quindi possono avere caratteristiche farmacocinetiche piu favorevoli per il
trattamento di determinati tipi di tumore, soprattutto per quelli solidi, in cui le piccole
dimensioni facilitano la penetrazione all’interno della massa tumorale.

I frammenti Fab’ e scFv hanno un solo dominio di legame e quindi la loro avidita risulta
ridotta (Tomlinson e Holliger, 2000); comunque la multivalenza, e dunque 1’avidita,
puo essere ristabilita o attaccando molti frammenti sulla superficie di carriers, come
negli immunopolisomi, o producendo, mediante coniugazione chimica o ingegneria
genetica, frammenti bivalenti (diabodies, 60 kDa), trivalenti (triabodies, 90 kDa) o
tetravalenti (tetrabodies, 120 kDa), ottenendo quindi costrutti multivalenti con maggiore
avidita di legame (Hudson et al., 1999 e 2003).

L’uso degli scFv ¢ interessante sia per la loro facilita di identificazione e produzione, sia
per la loro scarsa immunogenicita. Purtroppo questi piccoli frammenti risultano molto
meno stabili dei Fab’ e degli anticorpi interi.

Altri formati anticorpali costituiti da scFv sono i diabody bispecifici, formati da due
frammenti scFv, di cui uno ¢ diretto contro una molecola tumorale e 1’altro contro una
molecola di superficie presente sulla cellula citotossica effettrice (figura 1.4). In questo
modo il bispecifico forma una specie di ponte tra le due cellule, mettendole in
comunicazione e favorendo 1’azione citotossica della cellula effettrice (Kontermann et
al., 2005). 1l limite maggiore all’utilizzo di questa terapia ¢ dato dalla limitata presenza
di cellule effettrici nei distretti tumorali.

Negli ultimi anni, sfruttando I’architettura in domini degli anticorpi e l’ingegneria
genetica, ¢ stato quindi possibile apportare diverse modifiche agli anticorpi monoclonali

con lo scopo di produrre dei nuovi formati anticorpali piu efficienti, con valenze
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variabili per uno o piu antigeni target, con una migliore farmacocinetica (Willems et al.,

2003) e con un miglioramento sia dell’affinita che delle funzioni effettrici.

Flab') Fab' scF, bivalente

R R, LD L

Figura 1.4 — Rappresentazione schematica della struttura di alcuni frammenti anticorpali.
(Adattata da Allen TM, 2002. Nature Reviews Cancer, 2(10):750-63).

1.2.1.2 ANTICORPI MONOCLONALI APPROVATI DALLA FDA PER LA TERAPIA
ANTITUMORALE

Il Rituximab (nome commerciale Rituxan) ¢ stato il primo anticorpo monoclonale ad
essere approvato dalla Food and Drug Administration (FDA) per il trattamento del
cancro nel 1997. E un anticorpo chimerico diretto verso il CD20, una proteina di
membrana espressa sulle cellule pre-B e sulle cellule B mature. Il rituximab esplica il
suo effetto antitumorale attraverso la CDC e I’ADCC, in piu ha un’attivita pro-
apoptotica mediata dalla dimerizzazione del CD20 (Shan et al., 2000; Ghetie et al.,
2001). Questo anticorpo monoclonale viene utilizzato per il trattamento dei linfomi
non-Hodgkin (NHL) a basso e alto grado di malignita, sia come agente singolo, sia
associato a chemio e/o radioterapia, a citochine (IFN-a, IL-2 e IL-12) o ad altri anticorpi
monoclonali.

Quasi 40 anni dopo la scoperta degli anticorpi monoclonali solo otto anticorpi sono stati
approvati negli USA dalla FDA per la terapia antitumorale (tabella 1.3) (Sharkey e
Goldenberg, 2008; Dillman, 2011).
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Tabella 1.3 - Anticorpi monoclonali non coniugati approvati dalla FDA per la terapia del cancro.

ANTICORPO

ANNO DI
MONOCLONALE Trpo TARGET INDICAZIONI APPROVAZIONE
(NOME COMMERCIALE)
Rituximab Chimerico CD20  Linfomi non-Hodgkin 1997
(Rituxan)
Trastuzumab Umanizzato HER2 Carcinoma della 1998
(Herceptin) mammella
Alemtuzumab Umanizzato CD52 Leucemia 11‘nf001tar1a 2001
(Campath-1H) cronica
Cetuximab .. Carcinoma del
(Erbitux) Chimerico EGFR colon-retto 2004
BevaCIquab Chimerico VEGF Carcinoma del 2004
(Avastin) colon-retto
Pamtumqmab Umanizzato EGFR Carcinoma del 2006
(Vectibix) colon-retto
Ofatumumab Umano CD20 Leucemia 1{nf001tar1a 2009
(Arzerra) cronica
Ipilimumab Umano CTLA-4 Melanoma 2011
(Yervoy)

I1 loro uso ¢ stato approvato per 1’eradicazione della malattia minima residua dopo cicli
di chemioterapia o resezione chirurgica oppure in combinazione al tradizionale
trattamento con agenti chemioterapici. Il vantaggio di tale approccio consiste nel fatto
che gli anticorpi e i chemioterapici, possedendo meccanismi d’azione differenti,
intervengono sulle cellule maligne mediante azioni citotossiche diverse e quindi
possono eliminare anche quelle cellule che risulterebbero resistenti alle molecole se
somministrate singolarmente.

Infatti, I’anti-CD20 Rituximab, ¢ risultato in grado di sensibilizzare alcune cellule B
resistenti alla citotossicita di alcuni farmaci antitumorali convenzionali, come etoposide,
cisplatino e doxorubicina (Demidem et al., 1997). In uno studio di fase II, in cui a
pazienti con Linfoma non-Hodgkin a basso e alto grado di malignita era stato
somministrato il Rituximab in combinazione con ciclofosfamide, doxorubicina,
vincristina e prednisone (CHOP), ¢ stato osservato un effetto additivo dell’efficacia dei
farmaci, senza aumento della tossicita (Czuczman et al., 1999). Lo stesso risultato &
stato ottenuto combinando lo stesso anticorpo anti-CD20 con la fludarabina (Di Gaetano

etal.,2001).
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1.2.2 IMMUNOCONIUGATI

Spesso gli anticorpi monoclonali o 1 loro frammenti non sono risultati sufficienti per la
completa eradicazione delle cellule maligne, ecco perché alcuni ricercatori hanno
studiato soluzioni per potenziarne 1’attivita citotossica. La strategia piu studiata consiste
nel legare all’anticorpo delle molecole farmacologicamente attive. L’elevata specificita
del legame antigene-anticorpo assicura un’azione mirata dell’agente terapeutico solo
sulle cellule rarget. Tale selettivita non ¢ garantita dalla tradizionale chemioterapia.

Come molecole ad azione farmacologica possono essere utilizzati farmaci, tossine,

radionuclidi, enzimi, siRNA legati all’anticorpo per via chimica o per via ricombinante.

1.2.2.1 ANTICORPI CONIUGATI A CHEMIOTERAPICI

La coniugazione di farmaci come i chemioterapici (adriamicina, doxorubicina,
aminopterina, metotrexate ed alcaloidi della vinca) ha dato qualche successo in
sperimentazioni precliniche, ma deludenti risultati clinici (Trail er al., 2003). Alcuni
degli inconvenienti principali sono: i) solo pochi farmaci possono essere legati
direttamente all’anticorpo; ii) ¢ necessaria un’elevata espressione antigenica per
raggiungere la concentrazione minima efficace di farmaco; iii) 1 coniugati hanno una
percentuale relativamente bassa di molecole di farmaco per anticorpo, all’incirca 3-10
molecole per anticorpo, e tentare di incrementare questa percentuale pud causare la
riduzione dell’ affinita di legame dell’anticorpo.

Per superare alcune di queste limitazioni si ¢ sviluppato un nuovo approccio, chiamato
Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT), in cui si coniuga all’anticorpo
un enzima in grado di trasformare sulla superficie della cellula bersaglio un profarmaco
nella sua forma attiva. Il vantaggio di questo approccio ¢ che un singolo enzima puo
attivare pitt molecole di profarmaco il quale agira solo sulla cellula bersaglio e su quelle
vicine. (Allen, 2002). E’ essenziale che 1’anticorpo non venga internalizzato dopo il
legame.

Nonostante 1’efficacia clinica di questo approccio debba essere stabilita, i dati preclinici
dimostrano un’alta concentrazione dell’agente citotossico nelle cellule tumorali ed una

bassa tossicita sistemica.
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1.2.2.2 RADIOIMMUNOCONIUGATI

L’approccio radioimmunoterapico (RIT), invece, prevede la coniugazione di un
anticorpo monoclonale con un nuclide radioattivo, in modo da portare la radioattivita
direttamente sul tumore ed evitare effetti collaterali dovuti ad un’esposizione generale.

I radioimmunoconiugati sono adatti ad uccidere le cellule tumorali anche in quei casi in
cui gli anticorpi o i loro coniugati sono inefficaci (cellule tumorali che hanno perso
I’antigene o problemi di penetrazione nel tumore).

Rispetto alla radioterapia, gli organi non interessati sono sottoposti a una minor radio-
esposizione: ne risulta un effetto tossico circoscritto alla zona da colpire.

Tra 1 tumori studiati 1 linfomi sono risultati altamente radiosensibili, in quanto le cellule
dei linfomi con bassa espressione antigenica, e quindi con poca possibilita di legame per
gli anticorpi, possono essere ugualmente uccise dalle radiazioni che provengono dalle
cellule linfomatose antigene-positive vicine (Corcoran et al., 1997; Czuczman et al.,
1993).

IZSI 1311
&4

. g e . . . . 186 0 .
I nuclidi utilizzati sono in genere B-emittenti come , "*Re e *°Y che riescono a

penetrare vari spessori cellulari con la loro emissione energetica. La scelta del
radioisotopo da utilizzare & strettamente dipendente dalla grandezza tumorale. Lo "'
pud attraversare 1 mm di spessore, mentre un emettitore p ad alta energia, come Y,
puo penetrare per circa 11 mm.

Nel febbraio del 2002 & stato approvato dall’FDA 1"*°Y-ibritumomab tiuxetan (nome
commerciale Zevalin), diretto contro il CD20, usato per il trattamento dei linfomi
non-Hodgkin (Witzig et al., 2002). E composto da un analogo murino del rituximab,
I’ibritumomab (Y2BS8), e dal tiuxetan (MX-DTPA), che funziona come reagente
chelante bifunzionale formando un legame covalente forte e stabile col e

Un altro radioimmunoconiugato approvato dalla FDA per il trattamento dei linfomi
non-Hodgkin & lo "*'I-tositumomab, composto da un anticorpo monoclonale murino
anti-CD20 (B1; tositumomab) legato allo S (Kaminski et al., 2001).

Questo tipo di terapia sembra dare buoni risultati con i tumori ematologici, mentre i

tumori solidi tendono ad essere piu resistenti (Allen, 2002).

19



Capitolo 1 — Introduzione — Terapia con anticorpi tumore-specifici

1.2.2.3 IMMUNOTOSSINE

Le tossine sono sicuramente le molecole attive piu utilizzate per la costruzione di
coniugati. A differenza dei chemioterapici, che agiscono in rapporto stechiometrico e
solo su cellule in divisione, le tossine esercitano la loro azione in modo catalitico e sono
in grado di uccidere sia cellule in divisione che cellule quiescenti.

Le tossine utilizzate per la costruzione dei coniugati sono proteine o piccoli peptidi di
varia derivazione (batteri, piante, funghi o animali) e le piu utilizzate sono in genere
enzimi intracellulari che uccidono la cellula bloccando la sintesi proteica con
meccanismi diversi:

=  Modificano EF-2: DT e PE;

= Deadenilano rRNA: RIP e Shiga Toxin;

= Degradano RNA: Ribonucleasi.

La tossina difterica (DT) prodotta dal Corynebacterium diphtheria e 1 esotossina
prodotta da Pseudomonas aeruginosa (PE) sono proteine di origine batterica ed
agiscono ADP-ribosilando il fattore di allungamento EF-2. Il complesso EF-2-ADP-
ribosio che ne risulta inattiva I’allungamento della sintesi proteica, portando quindi a
morte la cellula.

Le Ribosome Inactivating Protein (RIP) sono tossine di origine vegetale che staccano
un’adenina dall’rRNA 28S necessaria per il legame di EF-2 al ribosoma; la stessa
azione ¢ svolta da proteine di origine fungina come la a-sarcina. Le RIP e le
immunotossine contenenti RIP verrano descritte piu in dettaglio nel capitolo 1.3.

Le ribonucleasi, invece, sono in grado di provocare la morte cellulare, grazie alla loro
capacita di poter scindere 1’acido ribonucleico, alterando la biosintesi proteica e
inducendo I’ apoptosi.

Nella costruzione di immunotossine sono state utilizzate anche proteine che svolgono la
loro azione tossica in modo diverso, agendo al di fuori della cellula bersaglio,
producendo radicali liberi (xantina ossidasi e glucoso ossidasi) (Battelli et al., 1988; Ito
et al., 1990) o creando dei pori sulla membrana cellulare (ad es. mellitina) (Chovnick,
1991; Su, 2001), ma il loro impiego ¢ stato finora molto limitato.

Le tossine piu utilizzate risultano essere le RIP e la PE perché presentano una buona

attivita e caratteristiche farmacologiche favorevoli.
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1.2.2.4 IMMUNOCONIUGATI CONTENENTI SIRNA

La scoperta del meccanismo dell’RNA interference (RNAi) ha permesso
I’individuazione di nuovi agenti terapeutici basati su piccoli RNA a doppio filamento
chiamati small interfering RNA (siRNA).

L’RNAI sta, infatti, diventando una tecnica sempre piu utilizzata per lo sviluppo di
farmaci a base di RNA capaci di “silenziare” proteine specificatamente coinvolte
nello sviluppo di malattie. I possibili bersagli terapeutici vanno dagli oncogeni ai
fattori di crescita, al virus dell’immunodeficienza umana, a geni mutati causa di
malattie genetiche.

Sebbene il potenziale dell’RNAi sia enorme, ci sono diversi problemi da risolvere
perché il suo impiego nella terapia diventi realta. Un problema rilevante & quello di
ottenere un efficiente “delivery” in vivo, cio¢ di riuscire a veicolare siRNA all’interno
delle cellule a concentrazioni che siano terapeuticamente valide.

Un possibile approccio per superare questo problema ¢ quello di coniugare i
siRNA con anticorpi o frammenti anticorpali, che ne permettano quindi
un’efficiente veicolazione nelle cellule in maniera antigene-specifica mediante
endocitosi mediata da recettore. L’aspetto piu interessante di questi coniugati
consiste nella specificita di legame per un antigene e in un miglior trasporto di
siRNA dall’endosoma al citosol, con una maggiore efficienza nell’eliminazione
del’'mRNA target.

Tali coniugati verranno descritti piu in dettaglio nel capitolo 1.4.

1.2.2.5 APPROCCI TERAPEUTICI DELLA AML BASATI SULL’IMMUNOTERAPIA

La leucemia ¢ ideale per il trattamento con anticorpi monoclonali grazie all’accessibilita
delle cellule maligne nel sangue, midollo osseo, milza e linfonodi.

L’utilizzo del coniugato Gemtuzumab Ozogamicin (GO, nome commerciale Mylotarg)
ha dato buoni risultati clinici nel trattamento di pazienti con AML (Sievers et al., 1999).
GO ¢ costituito da un anticorpo IgG4 anti-CD33 umanizzato, chimicamente legato ad
un antibiotico naturale noto come calicheamicina (Hamann ef al., 2002). La
coniugazione tra calicheamicina ed anticorpo ¢ resa possibile grazie ad un linker (acido
butanoico) che ha la caratteristica di essere stabile quando esposto a pH fisiologico
ematico (pH 7.4) e di rilasciare I’antibiotico quando esposto al pH lisosomiale di 4. A

seguito del legame con il CD33, il GO viene rapidamente internalizzato nei lisosomi
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citoplasmatici dove, per effetto dell’idrolisi acida del linker, la calicheamicina viene
liberata, accede al nucleo e si lega al solco minore del DNA, introducendo rotture a
doppio filamento (Zein et al., 1988).

In studi clinici di fase II, GO, usato come singolo agente, ha prodotto una risposta
completa nel 30% dei pazienti anziani con AML in prima recidiva e non eleggibili per
trattamenti intensivi (Sievers, 2001; Larson et al., 2002). Sulla base di questi dati, il GO
ha ottenuto 1’approvazione della FDA nel 2000.

Anche in studi successivi concentrati sull’efficacia delle terapie di combinazione tra GO
e chemioterapia convenzionale, il GO ha dato buoni risultati. Circa il 63% dei pazienti
trattati con GO associato a mitoxantrone e citosina arabinoside ha avuto remissione
completa con una sopravvivenza a due anni del 41% (Chevallier et al., 2008).

Tuttavia dall’insieme delle esperienze pubblicate ¢ emerso che il trattamento con GO
mostra un’elevata epatotossicita che include la malattia epatica veno-occlusiva, tossicita
polmonare e reazioni di ipersensibilita grave che interessano 1 sistemi respiratori e
cardiovascolari (Bross et al., 2001). Oltre a ci0 si & osservata anche un’attivita
citotossica antigene-indipendente su linee cellulari derivate da leucemia linfoblastica
acuta (LLA) CD33-negative (Jedema et al., 2004). Questi effetti potrebbero essere
dovuti alla porzione Fc dell’anticorpo e al legame chimico instabile tra la porzione
anticorpale e la tossina.

Per ovviare a questi inconvenienti si stanno studiando delle nuove molecole con
maggiore attivita citotossica specifica e minori effetti collaterali. In primo luogo, si ¢
pensato che I'utilizzo di frammenti anticorpali scFv, piuttosto che di anticorpi interi,
potrebbe escludere quelle interazioni indesiderate dell’immunotossina con le cellule che
presentano i recettori per I’Fc. In secondo luogo, I’introduzione di un peptide stabile
legato tra I’scFv e la componente tossica conferisce al coniugato una maggior
flessibilita e minore ingombro sterico, favorendo I'ingresso della tossina nella cellula.
Diverse immunotossine contenenti scFv anti-CD33 sono attualmente in fase di studio.
Un esempio ¢ I’immunotossina costituita da un scFv fuso con un derivato
dell’esotossina A di Pseudomonas (ETA) (Schwemmlein er al., 2006). E stata utilizzata
una versione troncata della tossina mancante del dominio I e contenente solo i domini II
e Il (Wels et al., 1995). 1l dominio I ¢ il dominio di legame per il recettore dell’
a2-macroglobulina (CD91), che ¢ espresso sulla maggior parte delle cellule di
mammifero (Kounnas et al, 1992). 1l dominio II ¢ richiesto per il trasporto

intracellulare, mentre il dominio III contiene il sito attivo della tossina, che inibisce la
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sintesi proteica, ADP-ribosilando EF2 (Lord et al., 1999). Di conseguenza, la variante
troncata di ETA (ETA’), che manca del dominio I, non ¢ tossica finché rimane nello
spazio extracellulare. Questa immunotossina chiamata CD33-ETA’ ha mostrato un
elevato effetto citotossico, inducendo 1’apotosi in diverse linee cellulari CD33-positive e
in cellule primarie derivate da pazienti con AML (Schwemmlein et al., 2006).

Un altro costrutto basato sull’utilizzo degli scFv ¢ il single chain Fv triplebody
33x16x123 costituito da tre scFv, ciascuno diretto contro un antigene diverso (Kiigler et
al., 2010). Due di questi scFv riconoscono la cellula tumorale, perché sono diretti uno
contro I’antigene CD33 e I'altro contro I’antigene CD123 (subunita o del recettore
dell’interleuchina-3), espresso sulle cellule staminali leucemiche (Taussig et al., 2005;
Jin et al., 2009). 11 terzo scFv invece ¢ diretto contro 1’antigene CD16 espresso sulla
superficie delle cellule NK, le quali agiscono da cellule effettrici uccidendo le cellule
tumorali mediante ADCC (figura 1.5).

Questo costrutto ha mostrato un’elevata azione citotossica e offre il vantaggio di essere
anche diretto contro le cellule staminali leucemiche, considerate responsabili del

fallimento della terapia citotossica tradizionale.

Figura 1.5 - Rappresentazione schematica della struttura del single chain Fv
triplebody 33x16x123.
(Tratto da http://www.spectramab.com/index-Dateien/Page363.htm).
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1.3 RIBOSOME-INACTIVATING PROTEINS (RIP)

Le “Ribosome-Inactivating Proteins” sono proteine vegetali, dotate di attivita rRNA-
adenosina glicosidasica, in grado di danneggiare irreversibilmente i ribosomi eucariotici
e quindi bloccare la sintesi proteica. Esse sono prodotte da un’ampia varieta di specie
vegetali ed alcuni dei loro effetti erano gia conosciuti alla fine dell’Ottocento, come la
tossicita dei semi di Ricinus communis e di Abrus precatorius o 1’azione abortiva
dell’estratto di Trichosanthes kirilowii e di Momordica charantia. La successiva
identificazione della ricina, quale principio attivo dei semi di Ricinus communis, diede
una forte spinta alla ricerca biochimica perché, per la prima volta, fu possibile attribuire
una ben definita attivita biologica ad una tossina vegetale (Stillmark, 1888).

L’interesse per le RIP si ¢ ampliato nel momento in cui esse si sono mostrate
maggiormente tossiche nei confronti di cellule tumorali, piuttosto che verso cellule sane
(Lin et al., 1970). E stato inoltre scoperto che le RIP sono in grado di deadenilare anche
substrati nucleotidici non ribosomiali; di conseguenza, esse possono essere considerate

enzimi con attivita polinucleotide-adenosina glicosidasica (Barbieri et al., 1997).

1.3.1 CLASSIFICAZIONE DELLE RIP

La maggior parte delle RIP ¢ stata individuata in piante appartenenti alla famiglia delle
Angiosperme, sia monocotiledoni che dicotiledoni, mentre non ¢ stata trovata nessuna
RIP nelle Gimnosperme finora investigate.

Le RIP possono essere estratte da diversi tessuti, come radici, foglie, gambo, corteccia,
fiori, frutti, semi, lattice. Tuttavia, per alcune di esse (soprattutto RIP di tipo 1) si
riscontra una concentrazione decisamente piu elevata a livello dei semi (Barbieri et al.,
1993).

Le RIP vengono classificate in base alla loro struttura in 2 gruppi.

Le RIP di tipo 1 o0 monocatenarie sono le pili comuni e sono costituite da una singola
catena polipeptidica di circa 30 kDa con attivita RNA N-glicosidasica; ad esse
appartengono proteine quali saporina, diantina, bouganina, gelonina € momordina.

Le RIP di tipo 2 o bicatenarie sono caratterizzate da due catene polipeptidiche,
indicate come “catena A” (active) con attivita adenosina-glicosidasica (di circa 30 kDa)
e “catena B” (binding) con attivita lectinica (di circa 32 kDa); le due catene sono legate

attraverso un ponte disolfuro ed altre interazioni non covalenti (figura 1.6). Ad esse
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appartengono sia RIP tossiche (ricina, abrina, modeccina, viscumina € cinnamomina)

che non tossiche (nigrina, ebulina e agglutinina del ricino) (Barbieri et al., 1993).

RIP
Tipo 1 Tipo 2

(es. saporina-S6) (es. ricina)

Porzione
glucidica

Catena N-glicosidasica Catena Lectinica

Figura 1.6 - Struttura delle RIP di tipo 1 e 2.

Il dominio lectinico delle RIP di tipo 2 lega i residui galattosidici presenti sulla
superficie cellulare, favorendo 1’internalizzazione della catena enzimaticamente attiva
tramite endocitosi (Olsnes, 1978; Eiklid et al., 1980). All’interno della cellula, gli
enzimi lisosomiali disolfuro-ossidoreduttasi rompono il legame disolfuro tra la catena A
e B, rilasciando il dominio attivo, che ha cosi la possibilita di agire sui ribosomi
(Nicolson, 1974; Sandvig et al., 1978; Battelli et al., 1984).

La mancanza di una catena lectinica nelle RIP di tipo 1 le rende 10*-10° volte meno
tossiche delle RIP di tipo 2, sebbene esibiscano un’attivita paragonabile in sistemi cell-
free (Barbieri et al., 1993). Esse, quindi, vengono internalizzate senza mediazione di
recettori, ma tramite endocitosi in fase fluida (pinocitosi) (Madan et al., 1992). Cio
nonostante, esse sono altamente tossiche per alcune cellule specializzate, prime fra tutte
1 macrofagi ed i trofoblasti, probabilmente a causa della loro alta attivita di pinocitosi
(Barbieri e Stirpe 1982).

E stata inoltre identificata una RIP, nell’orzo (Hordeum vulgare), denominata JIP60 (60
kDa) composta da una sola catena polipeptidica con un dominio N-terminale ad attivita
N-glicosidasica e un dominio C-terminale con attivita sconosciuta (Reinbothe et al.,

1994). L’attivazione avviene per opera di un taglio proteolitico che elimina il dominio
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carbossi-terminale e rende la proteina simile per carica e attivita enzimatica alle RIP di
tipo 1 (Chaudhry et at., 1994).
Per tutte le proteine correlate a JIP60, si ¢ proposto di creare una nuova classe di RIP di

tipo 3 (Van Damme et al., 2001a).

1.3.2 STRUTTURA E CARATTERISTICHE CHIMICHE

Le RIP di tipo 1 sono proteine basiche che presentano un pl > 9.5 mentre, nelle RIP di
tipo 2, il pI della catena A varia tra 4.6 e 8.6. Le RIP sono per la maggior parte proteine
glicosilate contenenti glucosio, galattosio, mannosio, fucosio, xilosio e N-acetil-
glucosamina; tuttavia, la componente glucidica non ¢ coinvolta nell’attivita enzimatica:
infatti alcune tra le RIP piu attive non sono glicosilate (come la fitolacca americana, la
saporina e la catena A dell’abrina) e le proteine ricombinanti espresse in E. coli
mostrano attivita molto simili alle corrispondenti native pur non essendo glicosilate.
Sono attualmente disponibili le strutture cristallografiche di alcune RIP di tipo 2 e di
una decina di tipo 1. Sono state inoltre ottenute informazioni strutturali per altre RIP
monocatenarie tramite modellamento tridimensionale basato sulla omologia di
sequenza.

La prima RIP ad essere cristallizzata ¢ stata la ricina (Katzin et al., 1991; Rutember e
Robertus, 1991) e si ¢ visto che le altre RIP di tipo 2 hanno una struttura tridimensionale
molto simile, soprattutto per quanto riguarda la catena A in cui 1 residui del sito attivo
(Tyr 80, Tyr 123, Glu 177, Arg 180 e Trp 211) sono altamente conservati e lo sono,
anche se in minor misura, anche quelli che lo circondano.

Nella catena B, invece, variano soprattutto i residui coinvolti nel sito di legame ai
carboidrati. Le RIP di tipo 2, inoltre, presentano una notevole omologia di struttura e di
meccanismo di azione con le tossine batteriche prodotte da C. diphteriae, P.
aeruginosa, E. coli e S. dysenteriae.

La ricina ¢ 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 Cys 259 della catena A e la Cys 4
della catena B. La catena A € una proteina globulare costituita da tre domini distinti. La
struttura secondaria comprende otto a—eliche e sei f-sheet. La catena B della ricina,
invece, ¢ formata da due domini associati in fandem, stabilizzati da quattro ponti
disolfuro e da interazioni idrofobiche. Dati di diffrazione ai raggi X hanno evidenziato

che la catena B ¢ il risultato di una duplicazione genica; infatti i due domini presentano
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il 32% di identita di sequenza aminoacidica. Ciascun dominio comprende 12 filamenti
p-antiparalleli, connessi da f-turns e Q-loops. 1 B-sheets sono organizzati in una
struttura a trifoglio con tre lobi disposti in modo simmetrico.

L’omologia di sequenza tra le varie RIP ¢ compresa tra il 17% e il 75% ed ¢
particolarmente alta per le regioni del sito attivo.

Possono essere presenti pitl isoforme di una RIP nella stessa pianta, in genere differenti
nella regione N-terminale; la differenza non ¢ data pero da splicing alternativo, bensi da
differenti sequenze nucleotidiche (Barbieri et al., 1993).

L’omologia di sequenza e di struttura del dominio N-glicosilasico ha fatto ipotizzare che
le RIP di tipo 2 si siano evolute da quelle di tipo 1 per fusione di un gene ancestrale con

un gene codificante per una lectina (Van Damme, 2001Db).

1.3.3 RUOLO FISIOLOGICO DELLE RIP

Le RIP non sono ubiquitarie, dal momento che sono state individuate in molte specie
vegetali, ma non in tutte. Questo implica che le RIP non svolgano un ruolo essenziale
per la crescita e la sopravvivenza delle piante che le producono.

Essendo le RIP di tipo 2 piu tossiche di quelle di tipo 1 (Ready et al., 1984), ¢ stato
ipotizzato che abbiano una funzione di difesa contro animali vegetariani ed invertebrati
fitofagi (Van Damme et al., 1998; Sandvig et al., 2000).

Le RIP di tipo 1 sembrano essere coinvolte nella difesa antifungina e antivirale, agendo
indirettamente attraverso I’attivazione dei meccanismi di difesa della pianta, o
direttamente alterando il genoma virale (Van Damme et al., 2001a), Si stanno, infatti,
compiendo molti tentativi per sfruttare i geni di queste RIP su piante transgeniche, in
modo tale da conferire alle stesse una protezione contro microrganismi patogeni (Wang
et al., 2000).

Infine, dal momento che i livelli di espressione nei diversi tessuti non sono costanti, ma
variano durante le fasi vitali della pianta; sembra che la produzione di tali proteine
aumenti in condizioni di stress e al momento della senescenza (Chaudry et al., 1994;

Stirpe et al., 1996; Rippmann et al., 1996).
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1.3.4 ATTIVITA ENZIMATICA DELLE RIP

Nel 1987 Endo e collaboratori dimostrarono per primi che le RIP sono enzimi in grado
di riconoscere una regione altamente conservata dell’RNA 28S e tagliare uno specifico
legame N-C glicosidico tra un’adenina ed il rispettivo ribosio. A causa della rimozione
di questa adenina, il sito deadenilato diventa instabile, impedendo il legame del fattore
di allungamento EF-2 (Montanaro et al., 1973; Sperti et al., 1973). Molti studi rivelano
che questa attivita RNA-N-glicosidasica (EC 3.2.2.22) sito-specifica ¢ una proprieta
comune a tutte le RIP identificate, che sono cosi in grado di inattivare i ribosomi,
portando al blocco irreversibile della sintesi proteica.

Nell’rRNA di qualsiasi specie, I’adenina rimossa si trova sempre all’inizio di un’ansa
conservata nell’evoluzione, in cui risulta essere sempre presente una sequenza GAGA;
questo suggerisce un riconoscimento specifico della struttura da parte delle RIP.

La struttura di questo loop (figura 1.7), chiamato loop sarcina/ricina, devia
considerevolmente dalla doppia elica a causa della presenza di tre regioni con
appaiamento non-Watson-Crick al cui apice ¢ presente la sequenza GAGA con una
conformazione di RNA furn molto comune (il “GNRA tetraloop”), che pud essere
riconosciuta da determinati domini proteici (Correll et al., 1998). Grazie a questa
struttura 1’adenina bersaglio dell’attivita delle RIP si ritrova in una posizione facilmente
riconosciuta sia da EF-2 che dalle RIP.

Da alcuni anni ¢ stato dimostrato che molte RIP agiscono sull’rRNA in siti differenti
(Barbieri et al., 1992); altre possiedono questa attivita deadenilante non solo sui
ribosomi, ma un su qualsiasi substrato polinucleotidico contenente adenosina, compreso
DNA, tRNA, poli(A), Tobacco Mosaic Virus (TMV) e proteine poli ADP ribosilate
(Barbieri et al., 1994 e 1996). A questa attivita ¢ attribuibile la denominazione di
polinucleotide:adenosina glicosilasica.

Per alcune tossine, come ad esempio la PAP, sono state trovate anche altre attivita
catalitiche come D’attivita antivirale che potrebbe essere spiegata con la capacita di
depurinare ’'mRNA capped (Hudak et al., 2000).

Grazie a tecniche di HPLC ¢ stato inoltre possibile dimostrare che alcune RIP possono
staccare anche altre basi oltre che ’adenina, anche se a concentrazioni molto minori

(Van Damme e al, 2001a).
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Figura 1.7 - Struttura dell’ansa dell’rRNA 28S di ratto bersaglio delle RIP.

1.3.4.1 IL SITO ATTIVO

In tutte le RIP di tipo 1 e nelle catene A delle RIP di tipo 2 si trovano sequenze di
aminoacidi che sono fondamentali per I’attivita di taglio dell’adenina.

Tre regioni sembrano coinvolte nella formazione del sito attivo e molti aminoacidi
altamente conservati, presenti in queste zone, sono stati studiati per comprenderne la
funzione strutturale o enzimatica.

Frankel e collaboratori in uno studio di mutagenesi della catena A della ricina
scoprirono che tutte le mutazioni inattivanti l’attivita enzimatica della RIP erano
localizzate in una cavita sulla superficie della catena A e rappresentavano sostituzioni di
aminoacidi molto conservati fra tutte le RIP (Frankel ez al., 1989).

In seguito, tramite studi di mutagenesi sito-specifica, ¢ stato analizzato il ruolo di alcuni
dei residui mutati. E’ stato visto che il Glu 177 e I’Arg 180 sono entrambi coinvolti
nella catalisi (Ready et al., 1991). Infatti la sostituzione di Glu 177 con Gln determina
una notevole riduzione dell’attivita enzimatica (180 volte), mentre la sostituzione con

Ala non la riduce; se invece 1I’Arg 180 viene sostituita da aminoacidi apolari, si ottiene
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una proteina meno solubile, mentre la sostituzione con Lis o His non varia le proprieta
strutturali dell’enzima, anche se si osserva una diminuzione dell’ attivita catalitica.

Altri residui invarianti in tutte le RIP sono due tirosine, Tyr 80 e Tyr 123 nella catena A
della ricina. La loro conversione a Phe non riduce di molto 1’ attivita enzimatica, mentre
la conversione a Ser provoca un calo di attivita di piu di 100 volte.

L’anello della tirosina ¢ molto importante per il legame dell’adenina. Studi ai raggi X
riguardanti il sito attivo della catena A hanno chiarito i residui coinvolti ed i legami non
covalenti che si formano tra I’adenina e 1’enzima. Nel complesso tra la catena A della
ricina e il substrato, I’anello della base ¢ bloccato fra i due anelli delle tirosine
conservate, Tyr 80 e Tyr 123, in una conformazione stabilizzata da interazioni
idrofobiche. L’anello della Tyr 80 ¢ parallelo alla base, mentre ¢’€ un angolo di circa
30° con I’anello della Tyr 123. Il ponte idrogeno tra la Tyr 80 e il carbonile della Gly
121, presente quando non c’¢ il substrato, viene a mancare quando si lega la base ed il
residuo 121 forma specifici legami con 1’adenina.

Il legame con I’adenina avviene con un riconoscimento specifico dell’adenina, tramite
ponti idrogeno, in particolare:

= [’N1 della purina forma un ponte idrogeno con I’NH, del legame peptidico del
residuo 81;

* |’N6 dona idrogeno ai carbonili di Val 81 e Gly 121;

» fra I’N3 della base e I’ Arg 180 si formano ponti idrogeno;

= 1’02 del riboso interagisce col carbonile del residuo Glu 208 e con ’O1 del Glu
177;

» fra I’O del gruppo fosfato e I’Asn 209 si formano ponti idrogeno. L’ Asn 209 ¢
coinvolta nel legame del substrato e non nella catalisi, dato che mutazioni del
residuo influenzano 1’affinita di legame (K;,) e non la velocita di catalisi (Kca).

I legami specifici per I’adenina sono conservati anche nelle altre RIP, di cui ¢ nota la

struttura ai raggi X.
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1.3.4.2 IL. MECCANISMO D’AZIONE

Il meccanismo d’azione delle RIP ¢ stato 1’obiettivo di molti studi da quando ¢ stato

accertato 1’effetto di queste tossine sulla sintesi proteica.

Queste proteine agiscono sui ribosomi attraverso un taglio N-glicosilico che porta alla

rimozione di una specifica adenina corrispondente al residuo Agzs del’RNA

ribosomiale 28S di fegato di ratto.

Tra le teorie proposte per la rottura del legame tra il C1 dello zucchero e I’N9

dell’adenina le piu convincenti sono due.

Frankel e collaboratori (1989), dopo studi effettuati sulla catena A della ricina,

ipotizzano che:

I’arginina 180 ceda un protone all’N3 dell’adenina favorendone un flusso di
elettroni tra il CI dello zucchero e I’'N9 dell’adenina con conseguente
indebolimento del legame;

il Glu 177 stabilizzi la parziale carica positiva che si ¢ venuta a formare sullo
zucchero;

I’Arg 180, che ha ceduto un H" alla base, presenti una basicita tale da mediare il
distacco di un protone da una molecola di H,O, presente nel sito catalitico, con
formazione di un ossidrile;

I’ossidrile agisca come nucleofilo, attaccando il C1 del ribosio e spezzando il
legame N-glicosidico tra adenina e ribosio, lasciando lo zucchero in forma

neutra.

Huang e Liu, (Huang et al., 1995) dopo studi effettuati su tricosantina € momordina I,

sostengono un meccanismo d’azione parzialmente diverso:

il Glu 85 della tricosantina protonerebbe 1’N7 dell’adenina aumentandone il
carattere cationico. Cid provocherebbe uno spostamento elettronico dal legame
N-glicosidico all’anello purinico con conseguente indebolimento del legame;

il Glu 160 (corrispondente al 177 della ricina) stabilizzerebbe la parziale carica
positiva dello zucchero;

attivazione della molecola di H,O, presente nel sito catalitico, ed attacco al C1

del ribosio con rottura del legame.

Il meccanismo comune, in entrambi i modelli, ¢ la formazione di una parziale carica

positiva sullo zucchero, stabilizzata dal glutammato sempre presente, e 1’attacco ultimo

nel sito catalitico di una molecola d’acqua attivata (figura 1.8).
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Figura 1.8 - Modello del meccanismo d’azione delle RIP.
La reazione sembra avvenire in modo concertato:
e [I’Arg 180 dona un idrogeno all’N3 dell’adenina, il legame fra 'N9 della base e il C1 dello
zucchero ¢ indebolito;
® una parziale carica negativa, dovuta al flusso di elettroni, & indotta sull’anello purinico, mentre
sullo zucchero resta una parziale carica positiva, che ¢ stabilizzata dal Glu 177;
e la cessione di un idrogeno all’adenina aumenta la basicita dell’Arg 180, che polarizza una
molecola d’acqua presente nel sito attivo;
e attivazione della molecola di H,O ed attacco al C1 del ribosio con rottura del legame.

1.3.5 INGRESSO NELLA CELLULA E ROUTING INTRACELLULARE

Per esplicare la loro azione ¢ necessario che le RIP attraversino la membrana cellulare
ed entrino nel citosol.

Per le RIP di tipo 2 I’ingresso ¢ facilitato dal riconoscimento tra la catena B e i residui
di galattosio presenti sulle glicoproteine e sui glicolipidi dei recettori di membrana ed
avviene grazie ad un processo di endocitosi, che puo essere dipendente o indipendente
dalla clatrina.

Ad esempio, nel caso della ricina, la modalita di internalizzazione puo essere clatrina-
dipendente. In questo caso, le RIP si legano a recettori localizzati in depressioni
specializzate della membrana dando origine a vescicole rivestite di clatrina (Sandvig e
van Deurs, 1999; Gonatas et al., 1998). Evidenze sperimentali dimostrano che, inibendo

la formazione di vescicole rivestite di clatrina, non si ha abolizione della citotossicita
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della ricina, confermando che il meccanismo di endocitosi clatrina-dipendente non ¢
fondamentale per l’entrata della tossina nella cellula (Simpson et al., 1998).
L’endocitosi puo anche avvenire attraverso vie alternative come la pinocitosi in fase
fluida (Sandvig e van Deurs, 1999).

Inoltre, nel caso delle RIP bicatenarie, il numero di siti di legame non influisce sulla
tossicita delle RIP, come dimostra il fatto che le cellule HeLLa, nonostante abbiano piu
recettori per la ricina (1-3 x 107/cellula) (Sandvig et al., 1976) che per la modeccina (2 x
105/cellula) (Olsnes et al., 1978), siano piu sensibili a quest’ultima (Barbieri et al.,
1993).

Al contrario, le RIP di tipo 1, non avendo la subunita lectinica, vengono solitamente
internalizzate senza mediazione di recettori, ma tramite endocitosi in fase fluida
(pinocitosi) (Madan et al., 1992). Questo le rende meno tossiche delle bicatenarie, ma
comunque altamente tossiche per cellule specializzate nella pinocitosi come i macrofagi
e 1 trofoblasti (Barbieri e Stirpe, 1982).

Alcune RIP monocatenarie come gelonina e diantina sono glicosilate, per questo ¢ stato
ipotizzato che il loro ingresso possa avvenire in seguito all’interazione dei residui
glucidici con la membrana cellulare (Barbieri et al., 1993).

Per la saporina ¢ stato descritto, invece, un meccanismo mediato dal recettore per
I’ ap-macroglobulina (a,-MR) (Cavallaro et al., 1993), una glicoproteina di membrana
responsabile del legame e dell’endocitosi di diversi ligandi.

L’esistenza di una correlazione tra la sensibilita delle cellule verso la saporina e il
numero di recettori per 1’a-macroglobulina, espresso sulla loro superficie, conferma la
teoria appena citata circa 1’ingresso cellulare della saporina. Infatti, alcune linee
cellulari, come i linfociti T e le Jurkat, non esprimono 1’a,MR (Peterson et al., 1987) e
allo stesso tempo sono tra le cellule piu resistenti alla saporina (Siena et al., 1998;
Tazzari et al., 1992; Cavallaro et al., 1993). Al contrario, i macrofagi e altre linee
cellulari, come la U937, che sono molto sensibili alle RIP (Stirpe et al., 1992),
esprimono alti livelli di a;MR (Moestrup et al., 1992).

Per poter esercitare la loro citotossicita, le RIP devono essere in grado di entrare
all’interno della cellula e, sfruttando i meccanismi di trasporto vescicolare, di
raggiungere il loro substrato. Con il termine routing si indica il percorso che le RIP

effettuano all’interno della cellula.
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Diversi studi sono stati condotti sulla ricina e hanno permesso di chiarire il “destino”
delle RIP di tipo 2 tossiche. Una volta formatesi le vescicole endocitiche, la catena A
della ricina puo essere riciclata dagli endosomi verso la superficie cellulare oppure pud
essere distribuita ai lisosomi in cui verra degradata. Solo il 5% della ricina internalizzata
raggiunge il Trans-Golgi Network (TGN) (van Deurs et al., 1988). Successivamente,
dal TGN la ricina passa al Golgi e quindi al reticolo endoplasmatico dove viene ridotto
il ponte disolfuro e la catena A, enzimaticamente attiva, ¢ rilasciata nel citosol (figura
1.9).

E’ stato suggerito che il trasporto della ricina attraverso il Golgi ¢ un evento essenziale
per la funzione citotossica. Infatti, trattando le cellule con brefeldina A (BFA), un
antibiotico che inibisce il trasporto delle proteine al Golgi, la tossicita risulta fortemente

ridotta.

precoci
e »> e- —h I I g
Endum\i“ , .
maturi :j ] TGH Cuml&&su DCJ
S del Golgi
Lisosomi . C}
degradazione Citosol

Figura 1.9 - Routing della ricina.

La ricina si lega alla membrana cellulare grazie all’attivita lectinica della catena B (e®) ed entra nella
cellula per endocitosi. Dopo la fusione con endosomi precoci, la tossina pud essere riciclata verso la
superficie cellulare oppure I’endosoma maturo pud essere processato nei lisosomi dove la tossina viene
degradata. Solo una piccola quantita di tossina raggiunge il TGN e successivamente il complesso del
Golgi e il reticolo endoplasmatico, dove viene ridotta liberando la catena A (), enzimaticamente attiva, e
rilasciata nel citosol.

Uno studio recente condotto sulla lanceolina e sulla stenodactylina ha evidenziato che
I’alta citotossicita di queste due RIP del genere Adenia puo essere dovuta all’elevata
affinita di legame della catena B per i recettori di membrana, all’efficiente meccanismo
di endocitosi clatrina-indipendente, al routing intracellulare, simile a quello di altre RIP

tossiche, alla parziale resistenza alla degradazione, e, per la stenodactylina,
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all’accumulo nella cellula attribuibile ad un maggiore re-uptake della tossina esocitata e
non degradata (Battelli et al., 2010).

Il routing intracellulare delle RIP di tipo 2 non tossiche e delle RIP di tipo 1 non ¢ stato
ancora chiarito. Probabilmente il percorso seguito da queste RIP all’interno della cellula
dipende dalla modalita d’ingresso (Barbieri et al., 1993). Inoltre, si ritiene che tali RIP
mostrino una bassa tossicita a causa della maggiore degradazione lisosomiale e perché
non passano attraverso il TGN. Per alcune RIP di tipo 2 non tossiche, come ’ebulina 1,
la scarsa tossicita ¢ attribuibile alla diminuita affinita della catena B per il galattosio

(Battelli et al., 2004).

1.3.6 APOPTOSI E CITOTOSSICITA DELLE RIP

L’apoptosi ¢ un processo di morte cellulare altamente regolato che si realizza non solo
come evento fisiologico, ma anche come evento patologico, quando la cellula subisce
un danno che supera la capacita di riparazione, specialmente se il danno ¢ a carico del
DNA. Seguendo un segnale di morte iniziale, le cellule attivano enzimi che modificano
e degradano il proprio DNA nucleare, le proteine nucleari e citoplasmatiche. Il risultato
finale, in vivo, ¢ la riduzione del volume e la distruzione della cellula. Prima che venga
riversato il suo contenuto all’esterno, la cellula morta viene rapidamente eliminata
tramite fagocitosi dai macrofagi, evitando la reazione infiammatoria. Quindi I’apoptosi
si differenzia dalla necrosi, che ¢ un processo di morte accidentale e non controllato,
caratterizzato dalla perdita di integrita di membrana, digestione enzimatica delle cellule
e, frequentemente, da una reazione dell’ ospite.

L’apoptosi ¢ stata inizialmente individuata nel 1972 grazie alle sue caratteristiche
morfologiche distintive, quali la riduzione del volume cellulare, la condensazione della
cromatina, la formazione di corpi apoptotici e di “blebs” (Kerr et al., 1972).

Molti studi hanno dimostrato che le RIP sono in grado di indurre il processo apoptotico
in diverse linee cellulari, ma rimane ancora da chiarire quali siano 1 segnali per I’avvio
di tale meccanismo.

La capacita della ricina e dell’abrina di indurre apoptosi ¢ nota da quando sono stati
osservati eventi di morte cellulare in tessuti di ratto intossicati da RIP (Griffith et al.,
1987). Studi successivi hanno dimostrato che la ricina e 1’abrina inducevano apoptosi in
cellule endoteliali polmonari di bovino (Hughes efr al., 1996) e nella linea cellulare

U937 (derivata da macrofagi umani), dove venivano messe in evidenza Ila
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condensazione dell’eterocromatina e la frammentazione del DNA (Kochi e Collier,
1993).

Oltre alla ricina e all’abrina molte altre RIP sono in grado di provocare la morte
cellulare programmata. Tra queste troviamo la momordina, la PAP-S, la saporina
(Bolognesi et al., 1996), la gelonina (Langer et al., 1999; Vervecken et al., 2000), la
volkensina (Bussing et al., 1998) e le lectine del vischio (Janssen et al., 1993; Bussing
etal., 1996).

Per molto tempo i ricercatori si sono chiesti se ’inibizione della sintesi proteica e
I’apoptosi, entrambi indotti dalle RIP di tipo 1 e 2, fossero due eventi correlati. E’ utile
sottolineare che la catena B libera della ricina, separata dalla catena A, ¢ in grado di
indurre la morte cellulare programmata. Ciod potrebbe essere dovuto all’interazione della
catena B con le molecole della superficie cellulare, evento che potrebbe scatenare
I’innesco dei meccanismi di morte (Hasegawa et al., 2000).

Sembra invece, che la citotossicita della catena A sia legata ad un motivo strutturale
della molecola completamente distinto dal sito attivo della ricina (Baluna et al., 2000).
In alcuni casi ¢ stato dimostrato che 1’attivita N-glicosidasica della RIP non ¢ necessaria
per 'innesco della cascata apoptotica (Sikriwal et al., 2008).

Durante gli studi sull’apoptosi indotta da RIP, ¢ stato notato un forte coinvolgimento dei
mitocondri. Diverse evidenze sperimentali hanno suggerito che 1’apoptosi indotta
dall’abrina segue la via intrinseca mitocondriale (Narayanan et al., 2004). Questa via
apoptotica dipende dall’aumento della permeabilita mitocondriale e dal rilascio di
molecole proapoptotiche nel citoplasma, senza il coinvolgimento della via estrinseca,
innescata invece dal legame dei death receptor di superficie con diversi ligandi
(Scorrano et al., 2003). Proprio per la loro capacita di indurre I’apoptosi, si € pensato di
utilizzare le RIP in campo medico, in particolar modo nella terapia antitumorale.

In cellule di linfoma di Hodgkin ¢ stato confrontato il meccanismo di morte cellulare
indotto dalla RIP di tipo 1, saporina, con quello della ricina. Da questo studio ¢ emerso
che le due tossine producono effetti simili sulla frammentazione del DNA e sulla morte
cellulare, sebbene I’effetto inibitore della ricina sulla sintesi proteica risulti piu rapido
rispetto a quello della saporina. Inoltre, la via apoptotica intrinseca ¢ ugualmente
attivata da entrambe le tossine anche se la ricina attiva la via estrinseca e le caspasi
effettrici piu efficacemente della saporina. E’ emerso anche che le RIP potrebbero
attivare vie di morte cellulare indipendenti dall’attivazione delle caspasi. Cio

permetterebbe di modulare la morte cellulare di linfociti neoplastici attraverso diversi
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pathway e sviluppare una immuno-chemioterapia sinergica combinata, riducendo gli

effetti collaterali (Polito et al., 2009a).

1.3.7 IMMUNOTOSSINE CONTENENTI RIP

A partire dal 1970, Lin e collaboratori misero in luce che la tossicita della ricina era
maggiore nei confronti delle cellule neoplastiche, rispetto alle cellule sane (Lin et al.,
1970 e 1971). Questo effetto ¢ probabilmente dovuto alla piu alta permeabilita della
membrana delle cellule neoplastiche rispetto a quella delle cellule normali, determinata
dai cambiamenti nella composizione lipidica e proteica tipici della cellula tumorale.

La differente sensibilita alle RIP tra cellule tumorali e cellule normali ¢ perd troppo
scarsa perché queste tossine possano essere impiegate in un’eventuale terapia
antitumorale.

Per aumentare la specificita nei confronti di cellule nocive per 1’organismo, le tossine
vegetali possono essere coniugate a molecole carrier in grado di conferire loro
un’adeguata selettivita. I carrier utilizzati per la coniugazione possono essere ormoni,
fattori di crescita, citochine, interleuchine, antigeni, ma 1 risultati migliori sono stati
ottenuti con gli anticorpi, soprattutto monoclonali (Knechtle et al., 2001; Fitzgerald et
al., 2011). Questi coniugati tossina-anticorpo sfruttano le proprieta di entrambe le
molecole: I’elevata specificita per il bersaglio, propria dell’anticorpo, e 1’elevato potere
citotossico della tossina.

Diverse RIP, sia monocatenarie che bicatenarie, sono state utilizzate per la preparazione
di immunotossine.

Le prime immunotossine sono state realizzate legando gli anticorpi policlonali a
molecole di tossina bicatenaria (solitamente la ricina), sperando che la specificita della
porzione anticorpale riuscisse a conferire al coniugato una tossicita specifica per il
bersaglio cellulare molto maggiore rispetto alla tossicita aspecifica data dalla catena B
(Moolten e Cooper, 1970; Thorpe e Ross, 1982). Nonostante 1’elevata efficacia
citotossica, queste immunotossine furono abbandonate a causa dell’alta tossicita
aspecifica data dalla catena B, in grado di legarsi reversibilmente al galattosio delle
glicoproteine presenti sulla superficie cellulare (Vallera e Meyers, 1988). Si provo
allora a bloccare il sito di legame della catena B (Lambert et al., 1991a, b) o a costruire
immunotossine con la sola catena A della ricina (Coombes et al., 1986). Anche

I’impiego della sola catena A ha tuttavia presentato qualche problema, soprattutto
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collegato alla difficolta e alla pericolosita della sua purificazione e alla tossicita
aspecifica, dovuta al riconoscimento dei residui di mannosio presenti sulla catena A da
parte di recettori presenti su molti tipi cellulari.

Per ovviare a quest’ultimo problema furono preparate immunotossine con la catena A
deglicosilata, enzimaticamente o chimicamente (Blakey e al., 1986; Ghetie et al., 1990,
1991, 1995; Foxwell et al., 1985) o con la catena A ottenuta per ricombinazione genica
(Embleton et al., 1991; Krek et al., 1995). Alcune di queste immunotossine, preparate
con la catena A della ricina e ligandi ad elevata specificita, sono state utilizzate per il
trattamento di tumori ematologici ed alcune di esse hanno raggiunto la fase clinica

(tabella 1.4).

Tabella 1.4 - Alcune immunotossine contene3nti ricina sottoposte a trials clinici.

Immunotossina  Malattia References

IgG-RFB4-dgA Linfoma non-Hodgkin Sausville et al., 1995; Senderowicz et al.,
1997; Baluna et al., 1999

Fab’-RFB4-dgA  Linfoma non-Hodgkin Vitetta ez al., 1991

AntiB4-bR Linfoma non-Hodgkin Grossbard et al., 1992, 1993a, 1993b

N901-bR Carcinoma polmonare Lynch et al., 1997

3A1-dgRTA Leucemia linfoblastica acuta  Frankel e al., 1997

IgG-HD37-dgA Linfoma non-Hodgkin Stone et al., 1996

T101-RTA Leucemia linfocitica cronica Hertler et al., 1989

RTA ¢ la catena A della ricina
dgA ¢ la catena A della ricina deglicosilata

Visti i problemi legati all’impiego delle RIP di tipo 2, sono state utilizzate anche le
tossine monocatenarie. L utilizzo di RIP di tipo 1 per la costruzione di immunotossine
presenta diversi vantaggi sia perché la preparazione e purificazione risulta piu sicura per
gli operatori, sia perché esse hanno una grande reperibilita in natura; inoltre, queste RIP
risultano piu stabili alla procedura di derivatizzazione e pil resistenti ai vari trattamenti.
Il potenziale terapeutico di queste molecole ¢ elevato perché potrebbero essere
impiegate in quelle patologie in cui €& necessario eliminare selettivamente

dall’organismo cellule responsabili della malattia, come cellule neoplastiche o cellule

infettate da virus e parassiti.
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I principali requisiti necessari perché un’immunotossina sia non solo efficace, ma anche
utilizzabile come potenziale farmaco nell’'uomo sono:
1. la capacita dell’anticorpo di discriminare tra cellule normali e tumorali, cio¢ la
capacita di riconoscere gli antigeni tumorali;
2. Tefficienza della tossina nell’indurre la morte della cellula bersaglio;
3. la capacita dell’immunotossina di essere tollerata dal sistema immunitario del

paziente.

1.3.7.1 LEGAME ANTICORPO-RIP

Per costruire un ibrido molecolare dotato di attivita citotossica ¢ necessario legare la
porzione carrier alla porzione tossica mediante un legame che risulti stabile
nell’ambiente extracellulare e che permetta il rilascio della molecola tossica in forma
attiva una volta che questa sia giunta all’interno della cellula bersaglio.

Infatti, se tossina e anticorpo rimanessero legati, il sito attivo della tossina risulterebbe
stericamente ingombrato dall’anticorpo, precludendone I’attivita.

Il legame chimico piu utilizzato a questo scopo ¢ il ponte disolfuro tra residui di
cisteina, eventualmente disponibili nella molecola tossica o introdotti chimicamente. Le
RIP monocatenarie non presentano un gruppo sulfidrilico libero ed accessibile per la
coniugazione ed ¢ quindi necessario introdurlo utilizzando reagenti eterofunzionali
come I’SPDP [N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propinato] e il 2-IT (2-iminotiolano),
scelti in modo che alterino il meno possibile le proprieta catalitiche della tossina. Questi
reagenti sono in grado di introdurre gruppi SH reattivi legandosi a gruppi amminici
accessibili sulle proteine e formando legami amidici o iminici stabili.

Successivamente all’ingresso dell’immunotossina nella cellula, il ponte disolfuro viene
ridotto da enzimi tio-disolfuro ossidoreduttasi nei lisosomi, permettendo quindi il
rilascio della molecola tossica.

Un inconveniente di questo metodo ¢ che il prodotto della reazione non ¢ omogeneo,
presentando oltre all’immunotossina anche anticorpo libero, omodimeri e trimeri, ed
immunotossine con piu di una tossina legata.

Questo problema di omogeneita non ¢ presente nel caso di immunotossine ricombinanti
(di seconda generazione), cio¢ proteine di fusione ottenute unendo i geni codificanti per
la tossina e per 1’anticorpo, ma in questo caso la vicinanza tra la porzione anticorpale e

quella tossica puo dare problemi di folding o di ingombro sterico. Per questo motivo, tra
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1 due geni viene inserita una porzione linker codificante per un peptide flessibile che

minimizza queste interferenze.

1.3.7.2 ROUTING

Quando I'immunotossina si lega all’antigene presente sulla superficie della cellula
bersaglio attraverso la porzione anticorpale, la molecola pud essere internalizzata
tramite un processo di endocitosi mediata da recettore. Una volta all’interno
dell’endosoma, il legame tra 1’anticorpo e la tossina verra idrolizzato e quest’ultima
potra traslocare nel citoplasma dove andra ad agire sul suo target molecolare, causando

la morte cellulare, soprattutto per apoptosi (figura 1.10).
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Figura 1.10 - Routing e meccanismo d’azione di un’immunotossina contenente RIP.
L’anticorpo riconosce un antigene cellulare specifico (1) e interagisce con esso (2),
permettendo I’endocitosi dell’intera molecola (3). Nella cellula, la componente tossica
viene scissa enzimaticamente e viene liberata nel citosol, dove esplica la sua azione sui
ribosomi portando a morte la cellula (4).

1.3.7.3 PROBLEMATICHE E PROSPETTIVE

Le immunotossine sono state utilizzate nella terapia di molti tipi di neoplasie maligne,
inclusi i tumori solidi (Theuer e Pastan, 1993), tra cui anche quelli che colpiscono il
sistema nervoso centrale (Oldfield e Youle, 1998) e quelli della vescica (Zhang et al.,
1998; Zang et al., 2000). Tuttavia, i migliori risultati sono stati ottenuti nei tumori

ematologici, soprattutto nel trattamento dei linfomi (Frankel et al., 2003; Polito et al.,
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2011). In questo caso, le immunotossine vengono principalmente utilizzate in pazienti
che mostrano multiresistenza ai chemioterapici, soprattutto nel caso in cui questi non
possano essere sottoposti a trapianto di cellule staminali (Falini ef al., 1992).

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 i risultati sono stati migliori e in
alcuni casi si € verificata una completa guarigione (Bolognesi et al., 2005).

In generale dalla sperimentazione clinica sono emersi problemi relativi a effetti
collaterali e alla risposta immunitaria che si scatena contro 1’anticorpo eterologo e

contro la RIP.

=  TOSSICITA ASPECIFICA

Uno dei maggiori ostacoli, riscontrato nella terapia con immunotossine, ¢ rappresentato
dalla tossicita aspecifica.

L’effetto collaterale piti comune ¢ la cosiddetta “sindrome da aumentata permeabilita
capillare” (VLS, Vascular Leack Syndrome), caratterizzata da ipoalbuminemia, aumento
di peso, edema, ipotensione e occasionalmente dispnea (Byers et al., 1988; Vitetta et al.,
1991). E’ stato proposto che la VLS sia dovuta alla presenza di integrine sulle cellule
endoteliali che si legano a determinati residui aminoacidici della tossina e la
internalizzano, portando a morte la cellula. In effetti, con la rimozione di questi residui
della tossina, ¢ stato possibile ottenere un abbassamento della tossicita (Baluna et al.,
2000).

Un altro meccanismo proposto per lo sviluppo di questi effetti collaterali ipotizza
I’internalizzazione della tossina da parte di macrofagi i quali, poi, rilasciando citochine,
sarebbero responsabili del conseguente danno vascolare o epatico (Schumann et al.,
1998; Battelli et al., 1994).

La somministrazione di una immunotossina puo, inoltre, essere correlata a danno renale
associato a sindrome uremica emolitica. Le immunotossine piu piccole di 50 kDa
possono essere eliminate facilmente dal rene per ultrafiltrazione e dare origine a
tossicita renale oltre che ridurne I’emivita e la biodisponibilita; per questo motivo ¢
conveniente costruire immunotossine di dimensioni maggiori (Vallera et al., 2000)
qualora sia possibile.

Spesso vi ¢ anche tossicita epatica che perd sembra essere multifattoriale e dipendere

dal tipo di ligando e di tossina utilizzato. La tossicita epatica delle immunotossine
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contenenti IgG intere ad esempio ¢ mediata dalla tossicita per il sistema reticolo-

endoteliale (Battelli et al., 1994).

* IMMUNOGENICITA

Il principale fattore limitante la terapia con immunotossine ¢ sicuramente 1’insorgenza
di una risposta immunitaria contro il coniugato; le immunotossine, costituite da
anticorpi monoclonali e tossine vegetali, vengono riconosciute come estranee
dall’organismo ospite, il quale sviluppa rapidamente una risposta immune contro tali
molecole. Dopo alcuni giorni dall'inizio della somministrazione, la maggior parte dei
pazienti in terapia con immunotossine presenta anticorpi circolanti, in grado di
neutralizzare la bioattivita delle immunotossine nei successivi trattamenti, € una
ipersensibilita di tipo L.

Tra le strategie adottate allo scopo di superare I’immunogenicita, vi ¢ il temporaneo uso
di immunosoppressori e I’uso immunotossine contenenti RIP differenti somministrate in
successione, ma dirette contro lo stesso antigene. La risposta immunitaria alla
componente anticorpale puo essere evitata o ridotta utilizzando anticorpi monoclonali
umanizzati o chimerici, ma le tossine sono proteine estremamente immunogene Verso
cui la risposta immune insorge entro 2-4 settimane dalla prima somministrazione,
limitandone 1’uso prolungato. Inoltre, I’uso di frammenti anticorpali Fab' o scFv,
mancando della porzione Fc, riduce ulteriormente la risposta immunitaria (Gagné et al.,

2002).

=  CAPACITA DI PENETRAZIONE

Anche la capacita di penetrazione delle masse tumorali resta un limite importante della
terapia con immunotossine (Multani et al., 1998). Quelle con un anticorpo intero hanno
un peso molecolare di circa 200 kDa e hanno un’emivita che arriva fino a 24 ore, se si
utilizza un anticorpo murino; data la loro dimensione, tendono a penetrare poco
all’interno di una massa tumorale solida e sono, quindi, pil indicate per tumori di
origine ematologica, facilmente raggiungibili dal flusso sanguigno. Se, invece, viene
utilizzato un frammento anticorpale, il peso molecolare dell’immunotossina scende a
60-70 kDa, determinando una migliore permeabilita attraverso l’endotelio, con un
abbassamento dell’emivita a 1-5 ore, a causa di una maggior filtrazione a livello renale;
cio comporta il vantaggio di avere minori effetti collaterali e lo svantaggio di una minor

efficacia terapeutica. Proprio a causa delle dimensioni ridotte, questo tipo di
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immunotossine risulta piu attiva verso tumori solidi, in cui riesce a penetrare piu a
fondo nella massa tumorale; questa caratteristica controbilancia la minore avidita per

I’antigene dovuta alla presenza nella molecola di un solo sito di legame per 1’epitopo.

* RESISTENZA

Analogamente a quanto riscontrato con la terapia con anticorpi monoclonali liberi,
anche con I'impiego di immunotossine si possono selezionare dei cloni resistenti che
hanno perso I’antigene bersaglio o che lo esprimono a livelli bassi oppure che, pur
esprimendolo, risultano difettose per 1 processi di internalizzazione. Tali effetti
indesiderati potrebbero essere prevenuti somministrando un cocktail di immunotossine

dirette verso epitopi o antigeni diversi (Engert et al., 1995; Ghetie et al., 1992).

1.3.7.4 IMMUNOTOSSINE PER TUMORI EMATOLOGICI

Le immunotossine sono utili per il trattamento di pazienti con tumori ematologici che
hanno sviluppato multiresistenza ai chemioterapici (Frankel et al., 2003), in particolare
nel caso in cui questi non possano essere sottoposti a trapianto di cellule staminali.
Questo perché:

1) spesso le cellule bersaglio dei tumori ematologici sono facilmente accessibili alle
immunotossine;

2) gli antigeni espressi sulle cellule tumorali possono essere caratterizzati e quantificati
con facilita;

3) il paziente & spesso immunosoppresso a causa del danno tumorale e della
chemioterapia, il che previene una risposta immunitaria umorale nei confronti delle
immunotossine;

4) al contrario di tecniche radioimmunoterapiche, le tossine hanno come bersaglio
antigeni espressi solo su cellule cancerose e quindi sono escluse, almeno in teoria, le
cellule sane;

5) rispetto ad immunoconiugati contenenti anticorpi e farmaci citotossici, queste
proteine tossiche tendono a non essere suscettibili al generale meccanismo di “multi-
drug resistance” e diventano percio ideali per colpire tumori chemioresistenti. In effetti
il GAGA loop, sito bersaglio dell’azione delle RIP, ¢ estremamente conservato nella

scala evolutiva.
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1.4 RNA INTERFERENCE

L’RNA interference (RNAi) ¢ un processo naturale conservato durante 1’evoluzione e
presente in tutti gli organismi, a partire dal lievito fino all’'uomo. Si tratta di un
meccanismo di silenziamento genico post-trascrizionale, che, tramite un complesso
multiproteico, permette il riconoscimento di RNA a doppio filamento (dSRNA) e la sua
associazione all’'mRNA complementare, con successiva degradazione e conseguente
inibizione della traduzione.

La funzione naturale del’RNAi sembra essere la protezione del genoma contro
I’invasione da parte di elementi genetici mobili come i trasposoni e i virus, che
producono RNA aberranti o RNA a doppio filamento nella cellula ospite (Jensen et al.,
1999; Ratcliff er al., 1999). La degradazione specifica delmRNA previene la
replicazione dei trasposoni e dei virus, anche se alcuni virus sono capaci di evitare e
prevenire questo processo esprimendo proteine che sopprimono il silenziamento (Lucy
et al., 2000; Voinnet et al., 2000). Un ruolo importante viene infine svolto dall’RNAi
anche nella normale regolazione dell’espressione di geni endogeni (Demburg e Karpen,
2002).

La scoperta dell’RNAi avvenne casualmente. Nel 1990 alcuni ricercatori statunitensi e
olandesi stavano lavorando sulla produzione di fiori di petunia con una colorazione piu
vivace e intensa. Per raggiungere questo scopo, introdussero in petunie rosa alcune
copie aggiuntive del gene codificante la calcone sintasi, un enzima chiave per la
pigmentazione dei fiori nelle petunie. Inspiegabilmente, molte piante transgeniche non
solo non presentavano i colori attesi, ma presentavano fiori con petali variegati o
completamente bianchi. Il risultato ottenuto indicava che 1’espressione del transgene
introdotto e del gene endogeno era stata spenta. Per questo motivo, il fenomeno fu
inizialmente definito come co-sopressione dell’espressione genica, anche se il
meccanismo molecolare rimaneva incognito (Napoli et al., 1990) (figura 1.11).

Poco dopo, un evento correlato chiamato guelling fu osservato nel fungo Neurospora

crassa, anche se non fu subito riconosciuto come collegato (Romano et al., 1992).
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Figura 1.11 - Fiori di petunia in cui fu individuato il fenomeno dell’RNAI.
(Tratta da Matzke, 2004. PLoS Biol, 2(5):E133).

In seguito a queste osservazioni iniziali, molti laboratori iniziarono a ricercare il
processo molecolare alla base di queste manifestazioni. L’insieme dei fenomeni
individuati fino a questo punto furono chiamati collettivamente come silenziamento
genico post-trascrizionale (o PTGS, post-transcriptional gene silencing) (Dougherty et
al., 1995).

Nel 1998 gli americani Andrew Fire e Craig C. Mello iniettarono RNA a doppio
filamento all'interno di Caenorhabditis elegans, un verme nematode, individuando un
potente effetto di silenziamento dei geni omologhi. Le molecole di dsSRNA erano quindi
in grado di rendere silente il gene che porta la loro stessa sequenza. Il termine RNA
interference fu coniato in questa occasione (Fire et al., 1998).

In uno studio successivo, Fire forni prove del fatto che ’'mRNA fosse il rarget per i
dsRNA (riconoscimento mediante strands complementari) e che 'mRNA bersaglio
fosse degradato prima della traduzione, confermando quindi un’azione del dsRNA a
livello post-trascrizionale (Montgomery et al., 1998).

Infine apparve chiaro che il silenziamento genico post-trascrizionale nelle piante e
I’RNAI fossero fondamentalmente processi correlati, entrambi mediati da molecole di
RNA a doppio filamento (Hamilton et al., 1999; Waterhouse et al., 1999).

Poco dopo queste scoperte, il processo dell’RNAi ¢ stato osservato in vari organismi
quali insetti (Kennerdell et al., 1998), rane (Oelgeschlager et al., 2000) ed altri animali
incluso il topo (Svoboda et al., 2000; Wianny et al., 2000).

Studi biochimici hanno poi dimostrato che la degradazione dell’mRNA bersaglio ¢
guidata da piccoli dsRNA di 21-23 nucleotidi (nt) chiamati siRNA (small interfering
RNA) (Zamore et al., 2000). In base a questi risultati Elbashir e collaboratori furono in

grado di indurre un silenziamento specifico in colture cellulari di mammifero. Questo ¢
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stato il punto di partenza per il rapido sviluppo di tecniche basate sull’RNAi, che hanno
reso possibile la manipolazione sperimentale dell’espressione genica e la scoperta della
funzione di determinati geni (Harborth ez al., 2001).

Un’altra classe di piccoli RNA endogeni (19-25 nt) non codificanti sono i cosiddetti
microRNA (miRNA), che mediano la regolazione genica nei processi di sviluppo,
proliferazione o apoptosi (Lee et al., 1993). Sono inoltre riconosciuti dalla macchina
endogena del RNAi, ma a differenza dei siRNA, inducono il silenziamento genico

interferendo con la traduzione proteica, legandosi al 3'UTR dell’mRNA bersaglio.

1.4.1 MECCANISMO D’AZIONE DELL’RNAI

Il processo del’RNAi puo essere innescato da varie fonti di RNA, come virus a RNA,
trasposoni o RNA esogeno. Il meccanismo ¢ schematizzato nella figura 1.12 e puo

essere suddiviso idealmente in due fasi.
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Figura 1.12 - Meccanismo del’RNAi.
(Adattata da Rana et al., 2007. Nature reviews, 8:23-36).
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1. Stadio iniziale

Nello stadio iniziale il dsSRNA viene digerito da un enzima appartenente alla famiglia
delle RNasi di tipo III, ribonucleasi specifiche per dsSRNA; tale enzima ¢ stato chiamato
“Dicer” (Bernstein et al., 2001).

I prodotti di scissione di Dicer sono gli small interfering RNA (siRNA), la cui lunghezza
varia tra le specie, ma in genere ¢ di 21-23 nt, caratterizzati entrambi da due nucleotidi
sporgenti all’estremita 3’ (figura 1.13).

Il trattamento con Dicer non ¢ necessario per 1’induzione dell’RNAi, poiché
I’introduzione dei prodotti di scissione post Dicer, allo stesso modo del siRNA sintetico,
induce il silenziamento genico. Tuttavia, diversi studi hanno dimostrato che
I’introduzione di dsSRNA come substrato di Dicer, puo indurre un silenziamento genico

pit potente (Kim et al., 2005).

19 nt duplex
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Figura 1.13 —Struttura di siRNA.

2. Stadio effettore

Il duplex di siRNA entra a far parte di un complesso multiproteico chiamato RISC
(RNA-induced silencing complex) (Martinez et al., 2002). L'RNA a doppio filamento
viene svolto al fine di incorporare solo il filamento di RNA antisenso nel complesso
attivo (detto siRISC), mentre il filamento senso viene degradato.

I1 siRISC attivo ¢ quindi in grado di scansionare molti mRNA presenti nel citosol fino a

trovarne uno complementare al filamento incorporato nel complesso stesso.
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Una volta riconosciuto I’'mRNA, RISC procede con la rottura dell’'mRNA, causandone
la degradazione. Cio impedisce la traduzione dell’mRNA e la sintesi della rispettiva
proteina, silenziando cosi I’espressione del gene corrispondente.

I1 sito di scissione dell’'mRNA si trova traint 10 e 11 del siRNA. L’evento di scissione
¢ caratterizzato da una elevata specificita di sequenza, che richiede una perfetta
complementarieta tra il sSiRNA e ’'mRNA (Martinez et al., 2002; Elbashir et al., 2001).
In certi organismi, in particolare piante, vermi e funghi, ma non nei mammiferi, esiste
un terzo stadio di amplificazione caratterizzato dall’amplificazione dell’RNA guida ad

opera di RNA polimerasi RNA-dipendente (Hutvagner e Zamore, 2002).

1.4.2 RNAI COME STRUMENTO TERAPEUTICO

Le applicazioni basate sulla tecnica dell’RNAi sono oggi numerose. Oltre ad essere un
ottimo sistema di analisi di genetica inversa che permette di capire la funzione del gene
di interesse, ¢ anche un metodo che consente di individuare geni importanti per
qualsiasi pathway cellulare seguendo il fenotipo di interesse. Inoltre, ’'RNAi sta
diventando una tecnica sempre piu utilizzata per lo sviluppo di farmaci a base di RNA,
capaci di eliminare proteine coinvolte nello sviluppo di malattie.

Il potenziale terapeutico dell’RNAI ha attratto I’attenzione di numerosi ricercatori ed ¢
stato oggetto di un elevato numero di esperimenti che ne hanno mostrato 1’efficacia nei
confronti di diverse patologie come la degenerazione maculare dell’anziano, infezioni
virali, malattie genetiche e neurodegenerative, e il cancro.

Molto interessante ¢ lo studio sull’RNAI nella soppressione dell’infezione del virus
dell’HIV in linee cellulari, come cellule T primarie umane e macrofagi (Lee et al.,
2005; Novina et al., 2002; ter Brake et al., 2006).

Inoltre, sono in corso anche alcuni trials clinici che usano strategie basate sull’RNAi
per quanto riguarda l’infezione da virus respiratorio sinciziale o la degenerazione
maculare dell’anziano (De Vincenzo et al., 2008; Chappelow e Kaiser, 2008).

Nel caso di tumori maligni, lo scopo principale ¢ eliminare le cellule cancerose,
silenziando geni che sono cruciali per la vitalita cellulare (Pai et al., 2006). Finora, la
maggior parte dei siRNA usati sono diretti contro proteine oncogene o proteine anti-
apoptotiche over-espresse. Altre strategie, invece, sono rivolte a sensibilizzare le cellule

cancerose ad altri stimoli apoptotici piuttosto che indurre direttamente 1’apoptosi (Feng
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et al., 2006; Monks et al., 2004; Chawla-Sarkar et al., 2004; Paduano et al., 2006;
Yamanaka et al., 2006; Schmitz et al., 2004; Lima et al., 2004). In un recente studio ¢
stato valutato il potenziale terapeutico di una nuova classe di componenti chiave nella
traduzione proteica da utilizzare come target di siRNA induttori di apoptosi. In
particolare, si ¢ preso in considerazione [’Eukaryotic Elongation Factor 2 (EEF2), una
proteina che catalizza la traslocazione di aminoacil-tRNA dal sito A al sito P del
ribosoma durante la biosintesi proteica (Jorgensen et al., 2006). L’inibizione di EEF2
arresta la biosintesi proteica e porta infine alla morte della cellula per apoptosi (Wullner
et al., 2008).

Pertanto, 1’uso dell’RNAI nelle cellule umane apre nuove potenzialita alla terapia genica
(Tuschl et al., 2002), grazie alla soppressione delle proteine coinvolte in una patologia.
Dal momento che 'interferenza dell’RNA non si verifica direttamente sul DNA, ma
solo sulla sua copia (mRNA), potrebbero essere superati tutti i problemi legati all’etica.
In questo modo, nella terapia genica per curare malattie ereditarie anche gravi non si
interverrebbe piu sul codice genetico dell’individuo: I’intervento non comporterebbe la
sostituzione in blocco del gene alterato, ma la distruzione del suo intermedio di RNA,

bloccando la produzione della proteina responsabile della disfunzione.

1.4.3 PROBLEMATICHE RIGUARDANTI LA VEICOLAZIONE DI SIRNA IN VIVO

Uno degli aspetti principali nello sviluppo di farmaci basati sui siRNA ¢ la necessita di
trasportare in maniera efficiente sSiRNA funzionali nel citoplasma delle cellule target.
Numerose sono, pero, le problematiche associate alla veicolazione dei siRNA in vivo.
Innanzitutto, la distribuzione dei siRNA dipende dall’accessibilita delle cellule
bersaglio all’interno del corpo.

La somministrazione locale offre il vantaggio di un’elevata biodisponibilita, data dalla
prossimita al tessuto farget, ¢ una riduzione degli effetti collaterali, tipicamente
associati ad una somministrazione sistemica. Diversi tessuti, come 1’occhio, la pelle, le
superfici mucose, 1 polmoni, la vagina e i tumori locali si sono dimostrati suscettibili
alla terapia localizzata (Emerson e Lauer, 2007; Song et al., 2005; Wu et al., 2009;
Palliser et al., 2006; Azuma et al., 2010; Takanashi et al., 2009; Bitko et al., 2005).

Una somministrazione sistemica dei siRNA ¢ spesso, per0, necessaria poiché molti

tessuti non sono direttamente accessibili.
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L’utilizzo in vivo di siRNA naked (letteralmente “nudo”) presenta diverse
problematiche; i siRNA, infatti, essendo molecole piuttosto grandi (circa 13 kDa) e
cariche negativamente, sono incapaci di penetrare facilmente le membrane cellulari
idrofobiche senza 1’ausilio di carriers; essi, inoltre, sono facilmente degradati dalle
RNAsi sieriche (Zimmermann et al., 2006).

Pertanto, risultano necessarie delle modificazioni chimiche dei siRNA con lo scopo di
aumentarne la stabilita e I’emivita in vivo. Sono particolarmente utili modificazioni a
livello della posizione 2' del ribosio, per esempio mediante metilazione o fluorurazione,
in grado di aumentare la stabilita dei siRNA, determinando resistenza nei confronti
dell’attivita delle RNasi sieriche (Vornlocher et al., 2005).

Inoltre, il rilascio sistemico richiede 1'uso di carrier che siano in grado di evitare
I’uptake e 1’eliminazione dei siRNA da parte di tessuti non-target, di proteggerli dalla
degradazione da parte delle nucleasi e di rilasciarli a livello della cellula target.

Le formulazioni di siRNA per applicazioni sistemiche affrontano tutta una serie di
ostacoli in vivo prima di raggiungere il citoplasma delle cellule bersaglio (figura 1.14).
Dopo I’introduzione nella circolazione sanguigna, un complesso carrier-siRNA deve
evitare la filtrazione del rene, 1’eliminazione da parte del sistema reticolo-endoteliale,
I’aggregazione con proteine del siero e la degradazione enzimatica da parte di nucleasi
endogene (Dykxhoorn e Lieberman, 2005). E’ stato osservato che la coniugazione con il
polietilenglicole (PEG) pud impedire il legame dei siRNA alle proteine del siero,
aumentarne I’emivita ed eludere il sistema immunitario, senza renderli inefficaci
(Auguste et al., 2008).

Un altro ostacolo che i siRNA devono affrontare ¢ il passaggio attraverso la parete
endoteliale del vaso sanguigno. Ci sono alcuni tessuti, come il fegato, la milza ed alcuni
tumori che permettono I’entrata di molecole con un diametro fino a 200 nm; cio ¢
dovuto ad una maggiore permeabilita dell’endotelio, rispetto ad altri tipi di tessuto che
non permettono 1’attraversamento di molecole pit grandi di 5 nm di diametro
(Whitehead et al., 2009). Dopo che il complesso di siRNA ha lasciato il flusso
sanguigno, deve diffondere attraverso la matrice cellulare e, una volta raggiunta la
cellula rarget, deve essere rilasciato dall’endosoma e raggiungere il citoplasma. Se il
complesso contenente siRNA non esce dall’endosoma, va incontro ad un processo
degradativo mediato dal lisosoma. Infine il siRNA deve essere rilasciato dal carrier cosi

che possa indurre il silenziamento dell’mRNA omologo (figura 1.14).
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Figura 1.14 - Barriere fisiologiche alla distribuzione sistemica di complessi carrier-siRNA.
Uni’iniezione di nanoparticelle contenenti siRNA deve:

@) evitare la filtrazione renale, fagocitosi e degradazione nel flusso sanguigno;
(ii) essere trasportate attraverso I’endotelio del vaso sanguigno;

(iii) diffondere nella matrice extracellulare;

@iv) essere internalizzate dalla cellula;

) essere rilasciate dall’endosoma;

(vi) permettere il rilascio dei siRNA nel citosol.

(Tratta da Kim SS et al., 2009. Trends Mol Med, 15(11):491-500).

1.4.4 STRATEGIE DI VEICOLAZIONE DI SIRNA IN VIVO

La veicolazione di siRNA in vivo si pu0 basare su strategie di trasporto non selettive

(non mediate da recettore) o cellulo-specifiche (mediate da recettore).

Un efficace metodo di trasporto sistemico non selettivo dei siRNA consiste nella loro

coniugazione con specifiche molecole che promuovono I’uptake cellulare; in particolare

siRNA coniugati con il colesterolo o immagazzinati all’interno di particelle liposomiali

protettive (figura 1.15) risultano particolarmente adatti per la veicolazione di siRNA in

alcuni tipi di tessuti come il fegato e il digiuno.
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Figura 1.15 - Varie strategie di veicolazione in vivo di farmaci basati su siRNA.
(Tratta da Aagaard e Rossi, 2007. Adv Drug Deliv, 59(2-3):75-86).

Nel 2004 Soutscheck e collaboratori hanno coniugato il colesterolo all’estremita 3" del
filamento di siRNA. Tale coniugazione facilita I'uptake del siRNA attraverso il
processo di endocitosi mediata dal recettore per LDL (Lorenz et al.; 2004); inoltre,
aumenta I’emivita nel siero da 6 minuti per il siRNA non-coniugato a 95 minuti,
principalmente perché il colesterolo viene incorporato in particelle lipoproteiche
circolanti, che non vengono eliminate per filtrazione glomerulare nei reni. Lo studio si
basava sull’uso di siRNA diretti contro 1’apolipoproteina B (ApoB), per modificare il
metabolismo del colesterolo. Si ¢ riscontrato una riduzione superiore al 50%
dell’mRNA di ApoB a livello epatico e del 70% a livello intestinale e un abbassamento
dei livelli di colesterolo totale.

Non tutti 1 tessuti, pero, sono in grado di internalizzare siRNA naked o modificato e per
questo motivo si ha la necessita di incorporare 1’acido nucleico in una molecola carrier.
Nella progettazione dei carrier si deve ovviamente porre particolare attenzione alle
caratteristiche della superficie, poiché ¢ questa che interagisce con la cellula bersaglio.

In vitro, una carica positiva sul carrier puo facilitare I’uptake mediante interazione con

la superficie negativa della membrana cellulare (Torchilin et al., 2004). Una carica
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positiva promuove anche la formazione di complessi e I’impaccamento con le molecole
polianioniche dei siRNA.

Sono stati utilizzati siRNA chimicamente stabilizzati e racchiusi in doppi strati lipidici
specializzati, noti come stable nucleic acid lipid particles (SNALP) (figura 1.16 Ab). Il
doppio strato delle SNALP ¢ costituito da lipidi cationici e neutri, che sono rivestiti in
superficie da uno strato di PEG. Questo sistema di rilascio non selettivo, nonostante
risulti essere particolarmente efficace per farget espressi a livello epatico, richiede una
notevole quantita di siRNA per ottenere il silenziamento di un gene in vivo.

Invece, il rilascio sistemico selettivo dei siRNA verso recettori specifici localizzati sulla
superficie cellulare, richiede bassi dosaggi, che, inoltre, riducono gli effetti aspecifici su
tessuti non bersaglio.

Nelle strategie di rilascio cellulo-specifiche i siRNA possono essere coniugati con
frammenti anticorpali ed aptameri oppure impacchettati in nanoparticelle rivestite con
ligandi, che hanno come bersaglio recettori espressi sulla cellula target (figura 1.15 e
1.16 Ba-d). Tali coniugati facilitano 1’incorporazione dei siRNA mediante endocitosi.

In uno studio sulla soppressione dell’infezione da HIV, frammenti anticorpali Fab’,
specifici per la glicoproteina gpl120 dell’envelope di HIV, sono stati impiegati per
ottenere un rilascio selettivo di siRNA in cellule infettate con il virus dell’HIV sia in
coltura che in vivo (figura 1.16 Bc). Le molecole Fab’ sono state coniugate con la
protamina, un polipeptide cationico istone-simile, che condensa il DNA durante la
spermatogenesi; la protamina carica positivamente si ¢ dimostrata in grado di interagire

elettrostaticamente con molecole di siRNA cariche negativamente (Song et al., 2005).
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Figura 1.16 - Veicolazione dei siRNA.

A - Approcci non selettivi: gruppi di colesterolo legati ai siRNA (Aa); siRNA veicolati da
particelle formate da lipidi (SNALPs) (Ab).

B - Approcci selettivi: chimere formate da aptameri e siRNA, approccio basato interamente
su RNA (Ba) e approccio basato su biotina-streptadivina (Bb);

Fab’ e siRNA legati mediante protamina (Bc); nanoparticelle ricoperte di ligandi cellulo-
specifici (Bd).

(Tratta da Kim e Rossi, 2007. Nature Reviews Genetics. Vol. 8:173-184).

In uno altro studio, il trasporto dei siRNA alle cellule T ¢ stato realizzato utilizzando
scFv che riconoscono I’antigene CD7 (Peipp et al. 2002), presente sulla maggior parte
delle cellule T umane. Per favorire il legame dei siRNA, Kumar e collaboratori nel 2008
hanno coniugato I’scFv anti-CD7 ad un peptide di nove arginine (9R), permettendo
quindi il legame di diversi siRNA in modo sequenza-indipendente (Kumar et al,

2008) (figura 1.17).

54



Capitolo 1 — Introduzione — RNA interference

scfFy - Ty .
I YL I . aly-argiming
o .

e eting rnl.'.lrﬂl:r GArgE majity

Figura 1.17- Immunoconiugato per la veicolazione di siRNA.

Il costrutto permette la veicolazione cellulo-specifica di siRNA
(carichi negativamente) grazie alla coniugazione di un peptide
costituito da nove arginine (cariche positivamente) al frammento
anticorpale scFv.

(Tratta da Kim et al., 2011. Methods Mol Biol, 721:339-53).

In alternativa agli anticorpi, ¢ possibile costruire ligandi formati da RNA noti come
aptameri, acidi nucleici a singolo filamento caratterizzati da una specifica struttura
tridimensionale che si lega direttamente alla proteina farget. Pertanto, essi possono
riconoscere specifici recettori espressi sulla superficie cellulare ed essere coniugati
covalentemente ai siRNA per il rilascio cellulo-specifico in vivo (Kim et al., 2007).
Chimere formate da aptameri e siRNA possono essere basate o interamente su RNA
(figura 1.16 Ba) oppure coniugate mediante biotina-streptadivina (figura 1.16 Bb).

Un vantaggio degli aptameri rispetto agli anticorpi, ¢ la loro bassa immunogenicita in
vivo (Hicke et al., 2000; Hicke et al., 2006). Inoltre, essi hanno un’elevata capacita di
penetrare nelle cellule tumorali e le loro affinita di legame e proprieta farmacocinetiche
possono essere migliorate aumentando la valenza o attraverso modificazioni chimiche
(Watson et al., 2000).

Un ulteriore approccio per il rilascio selettivo dei siRNA ¢& rappresentato dalle
nanoparticelle, che presentano sulla loro superficie specifici ligandi usati per direzionare
i siRNA verso particolari tipi cellulari (figura 1.16 Bd).

In un interessante studio, che aveva come bersaglio in vivo il sarcoma di Ewing, ¢ stato
sperimentato questo sistema impiegando nanoparticelle rivestite con ligandi della
transferrina (Hu-Lieskovan et al., 2005). Queste nanoparticelle, costituite da policationi
contenenti ciclodestrine (CDP), permettevano I’incorporazione dei siRNA carichi
negativamente diretti contro il gene fuso EWS-FLII. Inoltre, polimeri di PEG erano stati

condensati alla superficie esterna di queste nanoparticelle attraverso gruppi terminali di
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adamantano per ottenere una maggiore stabilita e protezione nell’ambiente fisiologico
(figura 1.16 Bd). Da questo studio ¢ emerso che questo tipo di approccio selettivo
presenta un elevato potenziale terapeutico, perché si ¢ mostrato altamente selettivo nei
confronti delle cellule tumorali, riducendo la crescita tumorale in modelli murini, senza
mostrare effetti collaterali o tossicita aspecifica.

Successivamente in un altro studio, Davis e collaboratori confermarono 1’elevato

potenziale terapeutico di queste nanoparticelle dimostrando la loro efficacia nel

silenziare geni farget anche in pazienti malati di melanoma (Davis, 2009).

In conclusione la possibilita teorica di poter silenziare, o comunque modulare, la
produzione di proteine in qualche modo dannose e alla base di condizioni patologiche
sta suscitando un grande interesse nei confronti di questa tecnologia applicata a scopo
terapeutico.

Esistono, pero, come appena descritto, grosse difficolta e problemi da risolvere.

Alcune di queste problematiche per 1'uso del’RNAi come mezzo terapeutico
riguardano il rischio di tossicita aspecifica, di effetti off-target e della possibilita di
attivare la risposta dell’interferone.

Un altro problema ¢ rappresentato dalla particolare farmacocinetica delle molecole di
RNA, le quali non sono in grado come tali di attraversare le membrane biologiche e
sono inoltre facilmente degradate dalle ribonucleasi sieriche. Per superare questi limiti ¢
necessario mettere a punto tecniche di veicolazione, di protezione e di rilascio.
Nonostante 'interferenza del’RNA sia una tecnica molto giovane, il rapido sviluppo
dalla scoperta iniziale (1998) alle applicazioni in medicina ¢ senza precedenti ed ¢

indicativo dell’enorme potenziale terapeutico dell’RNA..
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Lo sviluppo della tecnologia degli anticorpi monoclonali ha consentito il loro utilizzo,
con ottimi risultati, per la veicolazione di agenti terapeutici verso cellule tumorali che
esprimono un antigene di superficie specifico.

Il primo tentativo fu fatto da Nadler nel 1980, somministrando ad un paziente un
anticorpo monoclonale murino diretto verso i linfociti B. Da allora questo campo ¢
andato incontro ad un notevole sviluppo grazie alla scoperta di molti nuovi antigeni
tumorali e allo sviluppo dell’ingegneria genetica degli anticorpi (antibody engineering)
che ha permesso di isolare e manipolare singoli domini immunoglobulinici.

Al fine di superare gli svantaggi legati all’uso di anticorpi interi, & stata costruita una
grande varieta di frammenti anticorpali modificando i1 geni codificanti per i domini
variabili e costanti. Negli ultimi anni, infatti, sfruttando I’architettura in domini degli
anticorpi e la tecnologia ricombinante, ¢ stato possibile sviluppare nuovi frammenti
anticorpali piu efficienti, con valenze variabili per uno o per pill antigeni, con una
maggiore affinita, migliori funzioni effettrici e farmacocinetica. Tra questi il formato
anticorpale piu piccolo, specifico per I’antigene, ¢ rappresentato dagli scFv.

Questo formato di anticorpo ha riscontrato un enorme successo per le sue dimensioni e
la facilita di produzione in sistemi batterici. La grande novita introdotta con I’scFv sta
nel fatto di poter essere sintetizzato a partire da un unico segmento genico. Inoltre, la
caratteristica pi importante di queste molecole consiste nel mantenere 1’affinita e la
specificita di legame dell’anticorpo progenitore intero; questo permette di sostituire
I’utilizzo di immunoglobuline intere in numerose applicazioni.

L’utilizzo di frammenti anticorpali scFv per la costruzione di immunoconiugati puo
presentare diversi vantaggi. Innanzitutto le limitate dimensioni degli scFv (circa 28
kDa) permettono il loro facile passaggio attraverso i vasi sanguigni e la loro efficace
penetrazione all’interno di tessuti ed organi rispetto all’anticorpo intero. Le ridotte
dimensioni permettono una rapida clearence ematica e tissutale, con una scarsa
captazione da parte delle cellule epatiche e del sistema reticolo-endoteliale. Inoltre,
I’assenza della porzione costante dell’immunoglobulina riduce la captazione mediata
dai recettori per gli Fc, riducendo quindi I’immunogenicita della molecola.

Con qualsiasi tipo di vettore anticorpale ¢ fondamentale la scelta dell’antigene, la cui
espressione deve essere ristretta alle cellule bersaglio e che deve essere efficientemente

internalizzato in seguito al legame con 1’ anticorpo.
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Uno degli antigeni piu frequentemente associati alla AML ¢ il CD33, espresso nel 90%
dei pazienti con AML e assente nelle normali cellule staminali emopoietiche e nei
tessuti non-emopoietici.

In questa tesi sono descritte la progettazione e la costruzione di immunoconiugati a
partire da un scFv anti-CD33 ottenuto per via ricombinante. Il frammento anticorpale
utilizzato ¢ un scFv umanizzato in grado di mantenere la capacita legante dell’anticorpo
murino riducendone I’immunogenicita.

Lo scopo di questa ricerca ¢ stata la messa a punto di una tecnica di trasporto antigene-
specifico di siRNA o di tossine mediata da frammenti anticorpali scFv, al fine di creare
un agente terapeutico efficace per la terapia della AML. Cio ¢ stato realizzato mediante
costruzione 1) di un immunoconiugato contenente siRNA e 2) di un’immunotossina

contenente la RIP diantina 30.

I siRNA sono molecole di RNA lunghe tra i 20 ed 1 23 nt coinvolti nel meccanismo
dell’RNA interference (RNAi), che conduce all’inibizione dell’espressione di
determinati geni mediante riconoscimento dell’mRNA bersaglio, con successiva
degradazione e conseguente inibizione della traduzione.

Le possibili applicazioni terapeutiche basate sulla tecnica dell’RNAi sono numerose e
dimostrano la potenzialita di questo meccanismo nello sviluppo di farmaci a base di
RNA capaci di silenziare geni che causano malattie o comunque correlati a diverse
patologie. I possibili bersagli terapeutici vanno dagli oncogeni ai fattori di crescita, al
virus dell’immunodeficienza umana, a geni mutati causa di malattie genetiche.

Sebbene il potenziale terapeutico dell’RNAi sia enorme, ci sono diversi problemi da
risolvere perché il suo impiego nella terapia diventi realta.

Uno degli aspetti principali ¢ la necessita di trasportare in maniera efficiente i siRNA in
vivo all’interno delle cellule a concentrazioni che siano terapeuticamente valide.

Kumar e collaboratori nel 2008, in uno studio sulla soppressione dell’infezione da HIV,
hanno descritto I’ingegnerizzazione genetica di un scFv CD7-specifico con una cisteina
libera all’estremita C-terminale. Questa cisteina puo essere sfruttata nella formazione di
un ponte disolfuro con un decapeptide, presente in commercio con il nome di “OR
peptide”. Questo decapeptide ¢ costituito da una cisteina N-terminale seguita da 9
residui di D-arginina, permettendo quindi il legame di diversi siRNA in modo sequenza-

indipendente. L’aspetto interessante di questo tipo di coniugato consiste nella specificita
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di legame per I’antigene, che consente la veicolazione del siRNA sulla superficie delle
cellule da eliminare e la sua internalizzazione.

Il legame non covalente tra la molecola vettrice ed il siRNA consente, inoltre, un
efficiente routing di quest’ultimo dall’endosoma al citosol ed una piu efficace
eliminazione dell’'mRNA rarget.

L’obiettivo di questa tesi ¢ quello di estendere 1’applicazione di questa tecnica di
trasporto antigene-specifico dei siRNA alle cellule leucemiche, per valutare se ¢
possibile silenziare mRNA essenziali per la sopravvivenza delle cellule.
L’scFvCD33-specifico da noi utilizzato ¢ stato ingegnerizzato in modo da presentare
all’estremita C-terminale un linker costituito da glicine e serine terminanti con una

cisteina libera, necessaria poi per la coniugazione con il peptide di 9R e per il trasporto

di siRNA.

2) Come molecola per la costruzione di un’immunotossina, la scelta ¢ caduta su una RIP di
tipo 1. Le RIP monocatenarie sono particolarmente adatte per la costruzione di
immunoconiugati per la loro bassa tossicita aspecifica e per la scarsita di effetti
collaterali; inoltre esse si sono dimostrate, in numerosi casi, piu stabili ed efficaci della
catena A delle RIP di tipo 2.

La RIP da noi utilizzata ¢ stata la diantina 30, una proteina purificata dalle foglie di
Dianthus caryophyllus (garofano) che, in sistemi di sintesi proteica cell-free, presenta
un valore di ICsy (concentrazione che inibisce il 50% della sintesi proteica) pari a 0.30
nM, mentre nel topo il valore di LDsy (dose letale per il 50% degli animali) ¢ di 14
mg/kg (Barbieri et al., 1993).

La diantina 30 ¢ stata scelta proprio in virtu della sua elevata attivita enzimatica
associata ad un’ottima resistenza ai processi di derivatizzazione, necessari per la
coniugazione, € ad una tossicita sistemica relativamente bassa.

Gli effetti citotossici dei complessi scFvCD33-9R/siRNA e scFvCD33-DIA30 sono stati
valutati in vitro su linee cellulari leucemiche CD33" mediante saggi di vitalitd e

proliferazione cellulare.

Un ulteriore aspetto valutato in questa tesi ¢ stato 1’approfondimento del meccanismo
d’azione della diantina.
Questa RIP ¢ stata utilizzata nella costruzione di diversi immunoconiugati diretti contro

vari antigeni quali CD3 (Bolognesi et al., 1992) e CD30 (Bolognesi et al., 1995). In
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quest’ultimo lavoro, I’anticorpo anti-CD30 BerH2 ¢ stato coniugato alla diantina, sia in
forma nativa che ricombinante. Entrambe le immunotossine si sono mostrate
estremamente tossiche su linee di derivazione linfoblastica e linfomatosa, con valori di
ICs dell’ordine del pM. Alla luce di questi dati si puo quindi concludere che la diantina
¢ un’ottima candidata per la costruzione di immunoconiugati utilizzabili nella terapia di
tumori ematologici.

Allo scopo di identificare i residui importanti per 1’inibizione della sintesi proteica e per
la citotossicita, nel nostro laboratorio sono state progettate e prodotte diantine mutate
nel sito-attivo, indagando il contributo all’attivita enzimatica di alcuni residui
aminoacidici altamente conservati. Sono stati pertanto generati 3 mutanti sostituendo
un’alanina ai residui di glutammato 177 (DIA E/A), arginina 180 (DIA R/A) e ad
entrambi (DIA E/A R/A) mediante mutagenesi sito-diretta. Nella presente tesi 1’attivita
dei mutanti ¢ stata confrontata con quella della diantina nativa ottenuta sia mediante
purificazione dagli estratti vegetali che per via ricombinante. L’attivita enzimatica ¢
stata valutata come capacita di inibire la sintesi proteica sia in sistemi acellulari che in
sistemi cellulari, mentre la citotossicita delle diantine € stata valutata come riduzione

della vitalita cellulare e attivazione delle caspasi effettrici.
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3.1 MATERIALI

3.1.1 REAGENTI E STRUMENTI

I1 2-iminotiolano (2-IT), il reagente di Ellman e la glicina, usati per la derivatizzazione,
sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Il materiale per le cromatografie, incluse le proteine usate come standard per la taratura
delle colonne, ¢ stato fornito da Ge-Healthcare Bio-Science Corp. (Piscataway, NJ,
USA) e da Amicon (Beverly, MA, USA).

Per determinare la concentrazione delle molecole proteiche e degli acidi nucleici ¢ stato
utilizzato uno spettrofotometro modello UVICON 860 della Kontron Instruments
(Milano, Italia).

Il p-counter utilizzato per I’analisi dell’incorporazione di radioattivita era della
Beckman (Palo Alto, CA, USA); il liquido di scintillazione usato era il Ready Gel della
Beckman Instruments (Fullerton, CA, USA), con 1’aggiunta dello 0.7% di acido acetico
glaciale.

11 cell-harvester proveniva dalla Skatron Instrument (Lier, Norvegia).

Per le prove di citotossicita ¢ stata utilizzata L—[3H]leucina proveniente dalla GE
Healthcare (Buckinghamshire, UK).

L’analisi morfologica delle cellule in coltura ¢ stata effettuata utilizzando una
fotocamera Moticam 1000 della Motic (Xiamen, Cina).

Per la lettura a 490 nm, ¢ stato utilizzato il lettore Multiskan EX (ThermoLabSystems,
Basingstoke, UK), mentre per le letture della luminescenza ¢ stato utilizzato il
luminometro Fluoroskan Ascent FL della Labsystem (Helsinki, Finlandia).

L’IPTG, il Bacto triptone, I’estratto di lievito, il cloramfenicolo, I’ampicillina e 1’agar
adoperati sono stati forniti dalla Sigma-Aldrich. L’incubatore orbitale utilizzato per la
crescita delle sospensioni batteriche era il Queue Orbital Shaker (Queue Systems,
Parkersburg, WV).

Il termociclatore utilizzato per le reazioni di PCR (mod. TGradient) ¢ stato acquistato
dalla Biometra (Goéttingen, Germania).

Le proteine sono state analizzate mediante SDS-PAGE con il sistema elettroforetico

Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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L’acqua utilizzata ¢ stata preparata con un apparecchio Milli-Q (Millipore Corp.,
Milford, MA, USA) ed ¢ stata prelevata ad un valore di resistivita di 15 MQ alla
sorgente.

Tutti gli altri prodotti chimici usati erano di grado analitico e provenienti dalla Merck
(Darmstadt, Germania), dalla Carlo Erba (Milano, Italia) o dalla Sigma-Aldrich.

Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il software XLSTAT-Pro, versione

6.1.9 (Addinsoft, NY, USA).

3.1.2 RIP

La diantina vegetale utilizzata ¢ stata purificata da foglie di Dianthus caryophyllus,

fornite da vivaisti locali, come riportato da Barbieri e collaboratori nel 1987.

3.1.3 COLTURE CELLULARI

Per gli esperimenti di citotossicita sono state utilizzate le linee cellulari umane HeLa
(carcinoma della cervice uterina), U937 (leucemia promonocitica umana) e L[.540
(linfoma di Hodgkin). Per la crescita cellulare ¢ stato utilizzato il mezzo di coltura
RPMI 1640 contenente siero fetale bovino (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). Tutti i componenti del mezzo di coltura cellulare sono
stati forniti dalla Sigma-Aldrich.

Le cellule sono state fatte crescere in un incubatore HeraCell Haereus (Hanau,
Germania) alla temperatura di 37°C in un’atmosfera al 5% di CO,. Il colorante Trypan
Blue, fornito dalla Bio Whittaker (Verviers, Belgio), ¢ stato usato per valutare la vitalita
cellulare.

Le piastre ed il materiale sterile per le colture cellulari sono stati forniti dalla Falcon BD

(Franklin Lakes, NJ, USA).

3.1.4 MEZZ1 DI COLTURA BATTERICA

= LB: 10 g/L di Bacto triptone, 5 g/L di estratto di lievito e 5 g/L. di NaCl, pH 7.2.
= 2xYT: 16 g/L triptone, 10 g/L di estratto di lievito e 5 g/LL NaCl, pH 7.2.

64



Capitolo 3 - Materiali e Metodi

Per la solidificazione del mezzo di coltura ¢ stato aggiunto 1.5% agar prima della

sterilizzazione in autoclave.

3.1.5 PLASMIDI E CEPPI BATTERICI

Il plasmide pKA400_CD33, contenente il cDNA dell’scFvCD33, ¢ stato gentilmente
fornito dal Prof. G. H. Fey (Erlangen, Germania) (figura 3.1, A).

Il plasmide pAB1izi08.3_CD33, contenente la sequenza codificante 1’scFvCD33-Cys, ¢
stato gentilmente donato dal Prof. R. Kontermann (Stuttgart, Germania) (figura 3.1, B).
Il plasmide pGem1_DIA30, contenente il gene della diantina 30 ¢ stato gentilmente
fornito dal Prof. G. Legname (Milano, Italia) (figura 3.1, C). La diantina ricombinante e
le forme mutate sono state poi clonate nel vettore di espressione pET-21a (Novagen,
Madison, USA) (figura 3.1, D), che permette 1’espressione ad alti livelli delle proteine
eterologhe sotto il controllo del promotore della RNA polimerasi del fago T7, codificata
in trans dal cromosoma della cellula batterica ospite.

Per la propagazione e preparazione del DNA plasmidico si sono utilizzati 1 ceppi
batterici:

= E. coli XL1-Blue [recAl endAl gyrA96 thi-1 hdsR17 supE44 relAl lac (F’ proAB
lacl! ZAM15 Tnl0 (Tet')], utilizzato per 1’amplificazione del DNA plasmidico
contenente il gene codificante per I’scFvCD33-Cys e I’scFvCD33.

» E coli IM109 [el4 (mcrA’) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (rxmg") supE44
relAl A(lac-proAB) F° (traD36 proAB* lacl’ ZAMI5)], utilizzato per la
trasformazione con i costrutti derivanti dalle reazioni di mutagenesi della diantina
30.

Mentre per I’espressione in E. coli si sono utilizzati 1 ceppi batterici descritti qui di

seguito:

» E. coli TGl [F’(traD36 lacl’A(lacZ) M15 proA*B*) gInV (supE) thi-1 A(mcrB-
hsdSM)5  (rkmxgMcrB™) thi A(lac-proAB)], utilizzato per 1’espressione
dell’scFvCD33-Cys.

» E. coli HB2151 [KI12 A(lac-proAB) ara nal" thi/F' proA+B lacl’, lacZAM15],
utilizzato per I’espressione dell’scFvCD33.

= FE.coli BL21(DE3)pLysS [F ompT hsdSB (rgmp ) gal dem rnel31(DE3) pLysS
(Cam')], utilizzato per I’espressione della diantina ricombinante e delle forme

mutate. Tale ceppo ¢ lisogenico per il fago ADE3 e contiene nel genoma una copia
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del gene I del batteriofago T7, che codifica ’'RNA polimerasi T7, sotto il controllo
del promotore lac UVS5, inducibile con IPTG. E. coli BL21(DE3)pLysS presenta
anche un plasmide, pLysS (cloramfenicolo resistente), che porta il gene
codificante il lisozima T7. La presenza di tale enzima abbassa il livello di
espressione basale dei geni di interesse che si trovano sotto il controllo del
promotore T7, senza interferire con il livello di espressione a seguito
dell'induzione con IPTG. Tale variante ¢ utile per 1'espressione di quelle proteine

che risultano tossiche per 1'organismo ospite.

Tutti i ceppi batterici utilizzati sono stati forniti da Stratagene (La Jolla, CA, USA).
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Figura 3.1 — Mappe dei plasmidi utilizzati.
A) pKA400_CD33, vettore di espressione contenente il cDNA codificante per I’scFvCD33.

B) pAB1izi08.3_CD33, vettore di espressione conenente il cDNA codificante per I’scFvCD33-Cys.
C) pGem1_DIA30, vettore di clonaggio contenente il gene della diantina 30.

D) pET-21a, vettore di espressione utilizzato per 1’espressione della diantina ricombinante e delle diantine
mutate nel sito attivo.

PelB: sequenza di indirizzamento al periplasma; His-Tag: coda di 6 istidine; Bla e Ap: B-lattamasi

(resistenza all’ampicillina); CM": resistenza al cloramfenicolo; ColEI region, pBR322 origin e ori: origini
di replicazione; lacl: repressore lac; lacP: promotore lac.
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3.1.6 SIRNA

I siRNA contro EEF2 (oligonucleotide senso GCGCCAUCAUGGACAAGAAdTAT e
oligonucleotide antisenso UUCUUGUCCAUGAUGGCGCdGAG) e il siRNA utilizzato
come controllo negativo Allstars Negative Control siRNA (oligonucleotide senso
UUCUCCGAACGUGUCACGUATIT e oligoncleotide antisenso
ACGUGACACGUUCGGAGAAATAT) sono stati acquistati dalla Qiagen (Hilden,
Germania). Mentre, dalla Dharmacon (Lafayette, USA) ¢ stato acquistato il TOX
transfection control (siTOX), contenente siRNA diretti contro geni essenziali per la

sopravvivenza cellulare.

3.1.7 ANTICORPI

L’anticorpo policlonale anti-DIA30 ¢ stato prodotto immunizzando conigli New Zeland
con dosi sub-tossiche come decritto da Strocchi et al. (1992).

Gli anticorpi mouse-anti-rabbit e rabbit-anti-mouse coniugati a perossidasi sono stati
acquistati da Sigma-Aldrich. L’anticorpo anti-istidina Penta-HIS ¢ stato fornito dalla
Qiagen, mentre 1’anticorpo rat-anti-mouse IgG1 coniugato a PE ¢ stato acquistato dalla

Becton-Dickinson, (Heidelberg, Germania).

3.1.8 Kir

La vitalita cellulare ¢ stata valutata mediante il kit colorimetrico CellTiter 96® AQcous
One Solution Cell Proliferation Assay della Promega Corporation (Madison, WI, USA)
Per la valutazione dell’apoptosi ¢ stato utilizzato il kit luminescente Caspase-Glo® 3/7
Assay della Promega Corporation.

Il DNA plasmidico ¢ stato isolato dai ceppi batterici mediante il kit Nucleobond AX
Plasmid della Machery-Nagel (Duren, Germania). Le estrazioni di DNA plasmidico, le
purificazioni delle bande di DNA da gel di agarosio e dei prodotti di PCR sono state
eseguite con il kit PROMEGA Wizard Plus® SV Minipreps DNA Purification System e
con il kit PROMEGA Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

Il kit di chemiluminescenza ECL Western Blot Substrate ¢ stato acquistato dalla

Promega Corporation.
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3.2 METODI

3.2.1 TECNICHE MICROBIOLOGICHE E DI MANIPOLAZIONE DEL DNA

3.2.1.1 PREPARAZIONE DI CELLULE COMPETENTI DI E. COLI

La preparazione di cellule competenti di E. coli dei ceppi XL1-Blue e TGI1 ¢ stata
condotta come descritto da Hanahan (1983).

100 pl di cellule gia competenti sono stati utilizzati per inoculare 50 ml di terreno
liquido LB e la coltura ¢ stata fatta crescere per circa 12-16 ore a 37°C a 250 rpm. 1 ml
della coltura cosi preparata ¢ stato utilizzato per inoculare 100 ml di LB ed incubato a
37°C in agitazione costante a 250 rpm, fino al raggiungimento di una ODgg di circa 0.5,
stadio in cui il ceppo ¢ in fase di crescita esponenziale. La coltura ¢ stata posta in
ghiaccio per 10 minuti e centrifugata a 4°C per 10 minuti a 1500 X g. Il pellet dei batteri
¢ stato delicatamente risospeso in ghiaccio con 20 ml di 100 mM CaCl,. La sospensione
¢ stata incubata per 30 minuti in ghiaccio e centrifugata a 1500 X g per 10 minuti; il
pellet dei batteri ¢ stato delicatamente risospeso in 4 ml di 100 mM CaCl, ed incubato in
ghiaccio per 30 minuti. Infine dopo un’ulteriore centrifugazione di 10 minuti, si &
eliminato tutto il sopranatante e si ¢ risospeso il pellet in 2 ml di 100 mM CaCl, 15%
glicerolo. La sospensione ¢ stata incubata in ghiaccio per 5 minuti e quindi aliquotata in
volumi da 200 ul in provette Eppendorf da 1.5 ml sterili. Le aliquote sono state

congelate in azoto liquido e conservate a -80°C.

3.2.1.2 TRASFORMAZIONE DI CELLULE COMPETENTI DI E. COLI

La trasformazione di cellule di E. coli competenti ¢ stata condotta come descritto da
Sambrook et al. (1989).

Un’aliquota di cellule competenti, conservata a -80°C, ¢ stata scongelata in ghiaccio per
10-15 minuti. A 50 pl di batteri sono stati aggiunti 0.85 ul di 2-B-mercaptoetanolo e
dopo un’incubazione di 10 minuti in ghiaccio, sono stati aggiunti 100 ng di plasmide.
Successivamente, dopo un’altra incubazione in ghiaccio di 30 minuti, le cellule sono
state sottoposte a shock termico per 45 secondi a 42°C e riposte 2 minuti in ghiaccio. Si
¢ aggiunto, quindi, 1 ml di terreno LB e le cellule sono state incubate a 37°C per 1 ora

in agitazione (210 rpm). I batteri trasformati sono stati distribuiti uniformemente su una
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piastra di agar-LB, preriscaldata, contenente I’antibiotico selettivo e 1% glucosio, e

sono stati lasciati a 37°C per tutta la notte, cosi da consentire la crescita delle colonie.

3.2.1.3 DIGESTIONE CON ENZIMI DI RESTRIZIONE

Le digestioni del DNA plasmidico sono state effettuate in reazioni contenenti 0.5-2 ug
di DNA plasmidico e 10 unita dello specifico enzima di restrizione in un volume finale
di 20 pl del tampone specifico per ’enzima. La miscela di reazione ¢ stata incubata a
37°C o ad altre temperature, a seconda delle indicazioni della casa produttrice, per 60-
90 minuti. Nel caso di doppie digestioni di DNA, le condizioni di reazione sono state
modificate per permettere I’attivita del secondo enzima. Gli enzimi di restrizione
utilizzati sono prodotti di New England Biolabs Inc. (Beverly, MA, USA) e Fermentas

(Vilnius, Lituania).

3.2.1.4 ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO

I DNA ¢ stato frazionato su gel di agarosio orizzontale a diverse concentrazioni
(dall’1 fino al 2%), a seconda delle esigenze sperimentali, in un tampone TAE (40 mM
Tris, 0.1% acido acetico, 1 mM EDTA, pH 8.0) contenente I’agente intercalante
bromuro d’etidio 0.5 pg/ml. Ai campioni da analizzare ¢ stato aggiunto un tampone di
caricamento (loading buffer: 0.1% SDS, 5% glicerolo e 0.005% di blu di
bromofenolo). I gel, immersi in tampone TAE, sono stati sottoposti ad un campo
elettrico di 50-100 V per tempi variabili. Terminata 1’elettroforesi, il DNA ¢ stato
visualizzato su un transilluminatore a luce UV (312 nm).

Per valutare le dimensioni del DNA analizzato sono stati utilizzati i marcatori di peso
molecolare forniti da Fermentas (1 Kb DNA Ladder, 100 bp DNA Ladder Plus, A
DNA/Hind III Fragments).

3.2.1.5 REAZIONE DI LIGAZIONE

Le reazioni di ligazione sono state condotte mantenendo un rapporto molare
vettore:inserto di 3:1 e utilizzando I’enzima DNA ligasi del fago T4 (Promega) secondo

il protocollo fornito dalla casa produttrice.
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3.2.1.6 INSERIMENTO DELLO STREP-TAG II ALL’N-TERMINALE DELL’SCFVCD33-CyYS

Per D’inserimento dello Strep-tag Il all’N-terminale dell’scFvCD33-Cys si sono
utilizzati 1 seguenti oligonucleotidi contenenti la sequenza codificante per il fag
costituito da 8 amminoacidi:
e STREP for: 5’-CGG CTA TGG CCG CGA GCT GGA GCC ACC CGC AGT
TCG AAA AAA TCG AGC-3’
e STREP rev: 5°- CGA TTT TTT CGA ACT GCG GGT GGC TCC AGC TCG
CGG CCA TAG CCG GCT-3".
Gli oligonucleotidi, complementari tra di loro, sono stati sottoposti ad annealing
attraverso riscaldamento a 98°C per 5 minuti e successivo lento raffreddamento per 30
minuti a temperatura ambiente. Successivamente ad annealing, gli oligonucleotidi
presentano le estremita coesive per il clonaggio nel sito di restrizione Sfil. Sono stati
quindi clonati nel vettore pAB1izi08.3_CD33 in corrispondenza di questo sito di
restrizione.
I cloni positivi sono stati individuati mediante opportune digestioni con enzimi di
restrizione che hanno permesso di discriminare i cloni corretti da quelli senza inserto o
con inserto inserito nell’orientamento sbagliato. Infine ¢ stato eseguito il
sequenziamento delle mini preparazioni plasmidiche risultate positive; di queste,
quelle nell’orientamento giusto, sono state ulteriormente amplificate e utilizzate per
I’espressione dell’scFv. Alla fine di questa procedura, si ¢ ottenuto un plasmide

ricombinante pAB1izi08.3_CD33+strep contenente all’N-terminale lo Strep-tag I1.

3.2.1.7 MUTAGENESI SITO-SPECIFICA DELLA DIANTINA 30

La generazione delle diantine mutate nel sito attivo ¢ stata effettuata in precedenza nel
nostro laboratorio dalla dott.ssa Chiara Lubelli seguendo la procedura descritta qui di
seguito.

Per la mutagenesi sito-specifica si ¢ utilizzato il metodo del megaprimer che usa tre
oligonucleotidi “primers” e due step di PCR. Uno degli oligonucleotidi ¢ mutagenico,
mentre gli altri due si appaiono rispettivamente all’inizio (primer senso esterno) e alla
fine (primer antisenso esterno) della regione da amplificare e mutare. Il primer
mutagenico insieme al primer antisenso esterno sono utilizzati in un primo step di PCR

per amplificare quella regione che prende il nome di megaprimer. Quest’ultimo ¢
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utilizzato in un secondo step di PCR in presenza del primer senso esterno, per
amplificare I’intera regione.

I primer che si appaiano all’inizio e alla fine della regione da amplificare devono
possedere un sito di restrizione unico, posseduto anche dal vettore, in modo che il

frammento mutato ed amplificato possa essere digerito e clonato nel vettore.

Gli oligonucleotidi esterni sono stati cosi disegnati:
= DIA30_for, primer senso complementare ad una sequenza centrale nel gene della
diantina: 5’-TCC AAG GTC CTC GAG GAA CGG TCT CTC TTG-3".
= DIA30_rev, primer antisenso complementare all’estremita terminale del gene

della diantina: 5’-CCC AAG CTT CAC GAC TTC GGT CTA CCT AA-3’.

Le triplette sottolineate contengono i siti di taglio per gli enzimi di restrizione Xhol nel primer DIA30_for

e HindlIII nel primer DIA30_rev.

I primer mutagenici invece sono:

= E177A_rev, primer senso che permette la sostituzione dell’acido glutammico in
posizione 177 con un’alanina: 5’-ATG ACG GCT GCG GCC GCG CGA TTT
AGG-3’.

= RI80A_rev, primer senso che permette la sostituzione dell’arginina in posizione
180 con un’alanina: 5’-ATG ACG GCT GAG GCC GCG GCG TTT AGG TAC-
3.

= E177A_R180A_rev, primer senso che permette la sostituzione dell’acido
glutammico in posizione 177 e dell’arginina in posizione 180 con un’alanina: 5’°-

ATG ACG GCT GCG GCC GCG GCG TTT AGG TAC-3".

Le triplette in grassetto sono relative ai residui sostituiti.

Si ¢ proceduto quindi con un primo step di PCR in cui si ¢ amplificata la regione
terminale del gene della diantina utilizzando come stampo il plasmide pGem1_DIA30 e
come inneschi gli oligonucleotidi esterni e ottenendo un prodotto di amplificazione di
circa 600 bp.

Successivamente ¢ stata fatta una PCR utilizzando come inneschi il primer mutagenico
e il primer antisenso esterno. Si sono allestite quindi tre distinte reazioni di PCR per
ciascun primer mutagenico. Al termine della reazione di amplificazione si sono ottenuti
1 megaprimer di circa 300 bp che, in seguito ad isolamento da gel di agarosio delle

bande, sono stati utilizzati come inneschi insieme al primer senso esterno DIA30_for
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per ottenere la porzione di gene mutato. Infine dopo aver isolato da gel la porzione del
gene amplificato e mutato, questo ¢ stato digerito con gli enzimi di restrizione HindIII e
Xhol e clonato nel plasmide pGEM1_DIA30 trattato con gli stessi enzimi.

Dei cloni selezionati ¢ stata eseguita una mini-preparazione del DNA plasmidico,
inviata ad una ditta esterna per il sequenziamento per confermare la presenza delle
mutazioni. Il sequenziamento ¢ stato condotto dalla ditta MWG_AG_BIOTECH
utilizzando i seguenti oligonucleotidi:

T7 forward: 5’-AAT ACG ACT CAC TAT AG-3’

DIA30_rev :5’-CCC AAG CTT CAC GAC TTC GGT CTA CCT AA-3’

= PCR
Per le reazioni di amplificazione & stato utilizzato il sistema TaKaRa Ex Tag"" (Takara,
Shiga, Japan). Le reazioni sono state allestite in 50 ul contenenti 200 ng di DNA
stampo, 250 uM dNTPs, 1 uM di ogni oligonucleotide, 2.5 unita della Taqg DNA in
10 x Ex Tag™ buffer contenente MgCl, (2 mM).
Il programma di PCR seguito ¢ stato il seguente: 95°C per 2 minuti, un ciclo; 95°C per
30 secondi, 63°C per 30 secondi, 72°C per 2 minuti, 30 cicli; 72°C per 30 secondi, 1

ciclo; 4°C per 10 minuti, 1 ciclo.

3.2.2 PURIFICAZIONE DI DNA

3.2.2.1 MINI-PREPARAZIONE DI DNA PLASMIDICO DA E. COLI

Per la purificazione del DNA plasmidico da cellule batteriche, una singola colonia e
stata prelevata da una piastra LB-agar ed inoculata in 3 ml di LB contenente gli
antibiotici opportuni. Il mini-inoculo, cosi preparato, ¢ stato incubato in vigorosa
agitazione (250 rpm) a 37°C per 16 ore. Dopo centrifugazione a 11000 X g per 5 minuti,
il pellet ¢ stato utilizzato per 1’estrazione del DNA plasmidico utilizzando il kit

commerciale Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).
3.2.2.2 MIDI-PREPARAZIONE DI DNA PLASMIDICO DA E. COLI

La midi-preparazione di DNA plasmidico consente di ottenere una quantita di DNA

plasmidico fino a 100 pg.
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Una singola colonia batterica contenente il DNA plasmidico ¢ stata utilizzata per
inoculare 100 ml di terreno di coltura LB in presenza dell’opportuno antibiotico. La
coltura ¢ stata incubata a 37°C in agitazione costante per circa 16 ore e, quindi,
centrifugata a 6000 x g per 10 minuti a 4°C. Il sopranatante ¢ stato completamente
rimosso ed il pellet ¢ stato lavato con 5 ml di TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA);
infine si ¢ centrifugato di nuovo a 6000 X g per 10 minuti a 4°C. Il DNA plasmidico ¢
stato purificato dal pellet dei batteri, utilizzando il kit Nucleobond AX (Macherey-
Nagel). La purificazione ¢ stata condotta seguendo il protocollo fornito dalla casa
produttrice.

I1 DNA plasmidico ottenuto ¢ stato precipitato aggiungendo 0.7 volumi di isopropanolo
e centrifugando per 30 minuti a 15000 x g a 4°C. 1l pellet ¢ stato lavato con 70%
etanolo, centrifugando a 15000 X g per 10 minuti; rimosso 1’etanolo, il pellet ¢ stato

asciugato all’aria e risospeso in un volume di circa 100 ul di TE.

3.2.2.3 PURIFICAZIONE DI FRAMMENTI DI DNA DOPO PCR O DOPO RESTRIZIONE

Frammenti di DNA (amplificati ottenuti via PCR o plasmidi linearizzati) sono stati
purificati da gel d’agarosio utilizzando 1l kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Il sistema utilizzato si basa sull’adsorbimento di molecole di DNA a
particelle di silice in presenza di un’elevata concentrazione di un sale caotropico
(tiocianato di guanidina).

La porzione di gel contenente il frammento di DNA da purificare ¢ stato tagliato con un
bisturi sterile, pesato e opportunamente sciolto in Membrane Binding Solution come
descritto dalla procedura commerciale. La miscela ¢ stata incubata a 60°C per circa 10-
15 minuti in modo da permettere la completa solubilizzazione del gel e quindi trasferita
in una mini-colonna. Il campione ¢ stato centrifugato a 16000 x g per 1 minuto, e la
colonna ¢ stata lavata con 700 pl di Membrane Wash Solution centrifugando per 1
minuto a 16000 x g. I DNA ¢ stato infine eluito con acqua sterile e la sua
concentrazione determinata mediante lettura allo spettrofotometro misurando

I’assorbanza a 260 nm.
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3.2.3 ESPRESSIONE DELLE PROTEINE RICOMBINANTI

3.2.3.1 ESPRESSIONE DELL’SCFVCD33 IN E. CcOLI

La produzione eterologa dell’scFvCD33 e dell’scFvCD33-Cys ¢ stata ottenuta in cellule
di E. coli HB2151 e TGI rispettivamente.

Il preinoculo ¢ stato effettuato facendo crescere una colonia prelevata da una
trasformazione fresca in 100 ml di terreno 2xYT, a cui sono stati aggiunti 100 pg/ml di
ampicillina e 1% di glucosio. Il preinoculo ¢ stato posto in agitazione (250 rpm) per 15-
18 ore a 37°C.

Il giorno successivo, 10 ml della coltura sono stati trasferiti in beute contenenti 1 L di
terreno 2xY T-ampicillina addizionato di 0.1% glucosio e lasciati crescere in agitazione
a 37°C. Dalla coltura sono stati prelevati, in tempi successivi, campioni di 1 ml di cui ¢
stata misurata 1’assorbanza a 600 nm.

Quando Ia coltura ha raggiunto un valore di ODgy = 1, si ¢ aggiunto isopropyl-f-D-
thiogalactoside (IPTG) alla concentrazione finale di 1 mM, per indurre 1’espressione
della proteina sotto il controllo del promotore lac, e si ¢ proceduto ad una ulteriore

incubazione di 3 ore a temperatura ambiente, in agitazione.

= Cinetica di accumulo dell’scFvCD33-Cys
Al fine di determinare la cinetica di accumulo della proteina espressa, dalla coltura
batterica ¢ stato prelevato 1 ml a 0, 1, 2 e 3 ore dall’aggiunta di IPTG. Dopo
misurazione dell’assorbanza a 600 nm, ogni aliquota ¢ stata centrifugata a 12000 X g per
1 minuto ed il pellet conservato a -20°C per I’estrazione totale delle proteine cellulari

(paragrafo 3.2.4.1).

3.2.3.2 ESPRESSIONE DELLE DIANTINE MUTATE IN E. cOLI

La produzione eterologa della diantina ricombinante e delle forme mutate & stata
ottenuta in cellule E. coli BL21(DE3)pLysS. Tali cellule, trasformate con i diversi
costrutti, sono state fatte crescere in 1 L di LB contenente ampicillina (100 pg/ml) e
cloramfenicolo (34 pg/ml) a 37°C in agitazione (250 rpm). Dalla coltura sono stati
prelevati, in tempi successivi, campioni di 1 ml di cui ¢ stata misurata I’assorbanza a
600 nm. Quando la coltura ha raggiunto un valore di ODgy = 0.6, si ¢ aggiunto

I’induttore IPTG alla concentrazione finale di 0.5 mM ed incubato per altre 2 ore.
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3.2.4 ESTRAZIONE DI PROTEINE

3.2.4.1 ESTRAZIONE DELLE PROTEINE TOTALI DA E. COLI

I pellet relativi alla coltura prelevata ai diversi tempi di induzione (paragrafo 3.2.3.1)
sono stati risospesi in sample buffer (40 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 0.005% blu di
bromofenolo, 10% glicerolo), contenente 2-B-mercaptoetanolo 5% (v/v).

L’estrazione totale delle proteine cellulari prodotte ¢ stata eseguita risospendendo il
pellet, derivato dalla coltura prelevata a O ore di induzione, in 50 pl del tampone di
estrazione ed 1 campioni corrispondenti agli altri tempi sono stati di seguito risospesi in
volumi proporzionali alla loro densita ottica. I campioni sono stati quindi incubati a
100°C per 5 minuti e centrifugati a 12000 X g per 10 minuti a temperatura ambiente.
Un’aliquota (20 ul) del sopranatante cosi ottenuto, costituito dalle proteine totali
estratte, ¢ stata utilizzata per il controllo dell’espressione delle proteine ricombinanti

mediante Western blot.

3.2.4.2 ESTRAZIONE DELLA FRAZIONE PERIPLASMATICA

La coltura batterica indotta (1 L) ¢ stata centrifugata a 4°C per 20 minuti a 4500 X g ed
il sopranatante ¢ stato accuratamente eliminato.

Il pellet ¢ stato risospeso in 50 ml di soluzione PPB (Periplasmic Preparation Buffer:
200 mg/ml saccarosio, 1 mM EDTA, 30 mM Tris-HCI, pH 8.0), contenente lisozima
alla concentrazione finale di 50 pg/ml. Dopo 25 minuti in ghiaccio, ¢ stato aggiunto
MgSO; alla concentrazione finale di 10 mM. L’estratto ¢ stato quindi centrifugato per 1
ora a 15000 x g a 4°C ed il sopranatante ¢ stato dializzato contro His-Tag Buffer
(50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazolo, pH 8.0) a 4°C over night.
L’scFvCD33-Cys contenuto nella frazione periplasmatica ¢ stato purificato eseguendo
una cromatografia di affinitd seguita da una cromatografia a scambio cationico

(paragrafo 3.2.5.1).

3.2.4.3 ESTRAZIONE DELLA FRAZIONE SOLUBILE E DEI CORPI DI INCLUSIONE

Al termine dell’induzione, la sospensione batterica ¢ stata centrifugata a 4500 X g per 20

minuti a 4°C. Il pellet derivante da 1 L di coltura batterica ¢ stato risospeso in 30 mL di
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buffer di lisi contenente 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTT e 1
mM PMSF, pH 8.0.

La rottura dei batteri ¢ stata effettuata attraverso 2 cicli di congelamento (-80°C) e
scongelamento (37°C) e successivo trattamento con lisozima ad una concentrazione
finale di 0.3 mg/ml per 30 minuti.

In seguito la sospensione batterica ¢ stata sonicata per 10 minuti, con cicli di 30 secondi
on e 30 secondi off, mediante sonicatore Misonix XL2020 (Farmingdale, NY, USA) ad
una potenza di 20 kHz.

I1 lisato cosi ottenuto ¢ stato centrifugato a 10000 X g per 15 minuti a 4°C. Il sopranante
rappresenta la frazione solubile, mentre il pellet, costituito dai corpi di inclusione, ¢
stato solubilizzato con 30 ml di Solubilization Buffer contenente 20 mM Tris, 0.5 M
NaCl, 10% glicerolo, 8 M urea, pH 8.0 e centrifugato a 75000 X g per 20 minuti a 4°C.
Il sopranatante, costituito dalle proteine estratte dai corpi di inclusione, e la frazione
solubile sono stati utilizzati per la purificazione dell’scFvCD33-Cys mediante
cromatografia di affinita seguita da una cromatografia a scambio anionico (paragrafo
3.2.5.2).

Le diantine ricombinanti invece sono state estratte dalla frazione solubile e purificate

mediante cromatografia a scambio cationico (paragrafo 3.2.5.3).

3.2.5 PURIFICAZIONE DELLE PROTEINE RICOMBINANTI

3.2.5.1 PURIFICAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS DALLA FRAZIONE PERIPLASMATICA

=  Purificazione dell’scFvCD33-Cys dalla frazione periplasmatica mediante
cromatografia di affinita con resina Nickel NTA

Per la purificazione dell’scFvCD33-Cys, dotato di una coda di istidine, ¢ stata impiegata
una cromatografia di affinita con ioni metallici immobilizzati chiamata IMAC
technology (Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography). In particolare, ¢ stata
utilizzata la resina al nichel Ni-NTA Agarose Beads (Qiagen) in cui gli ioni Ni2+presenti
in soluzione formano dei legami di coordinazione con gli anelli imidazolici delle
istidine della proteina ricombinante e con i residui della matrice. Una volta effettuata la
separazione, la proteina puO essere eluita con una soluzione contenente elevate
concentrazioni di imidazolo, il quale compete con la proteina per il legame con la

matrice (figura 3.2).
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Dopo aver recuperato I’estratto periplasmatico dializzato, il campione ¢ stato incubato
in batch con la resina per 3 ore a 4°C, in agitazione. Terminata I’incubazione, la miscela
¢ stata centrifugata per 5 minuti a 500 X g. Il surnatante ¢ stato rimosso e la resina ¢
stata trasferita su colonnina (Bio-Rad). Dopo tre lavaggi con 4 ml di Wash Buffer
(50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, 50 mM imidazolo, pH 8.0), la proteina ¢ stata eluita
5 volte con 500 ul di Elution Buffer (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 250 mM
imidazolo, pH 8.0).

Le frazioni proteiche ottenute sono state monitorate tramite assorbanza a 280 nm e

analizzate mediante SDS-PAGE e Western blot.
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Figura 3.2 - Cromatografia di affinita per le proteine contenenti un His-tag.
Resina immobilizzata con ioni Ni** che formano un complesso di coordinazione con 2 anelli
imidazolici appartenenti a residui di istidine della proteina legante.

= Purificazione dell’scFvCD33-Cys mediante cromatografia a scambio
cationico

Le frazioni ottenute dalla cromatografia di affinita sono state poi sottoposte ad
un’ulteriore cromatografia a scambio cationico.
Il campione ¢ stato caricato su una colonna SP-Sepharose Fast Flow (1 cm X 9 cm,
flusso 1 ml/min) equilibrata con 10 mM NaH,PO,4, 50 mM NaCl, pH 6.5 a temperatura
ambiente. La colonna ¢ stata lavata con il tampone di caricamento e 1’eluizione ¢ stata
effettuata con 0.2 M NaCl in 10 mM NaH,PQO,, pH 6.5.
Le frazioni proteiche ottenute sono state monitorate tramite assorbanza a 280 nm e

analizzate mediante SDS-PAGE e Western blot.
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= Purificazione dell’scFvCD33-Cys dalla frazione periplasmatica mediante
Strep-Tactin Sepharose

L’scFvCD33-Cys modificato in modo da contenere all’N-terminale lo Strep tag II
(paragrafo 3.2.1.6) ¢ stato purificato mediante cromatografia di affinita utilizzando la
resina Strep-Tactin Sepharose Resin (IBA GmbH, Goettingen, Germania).
Dopo aver recuperato ’estratto periplasmatico dializzato, il campione ¢ stato incubato
in batch con la resina per 3 ore a 4°C, in agitazione. Terminata 1’incubazione, la
frazione periplasmatica ¢ stata centrifugata per 5 minuti a 500 X g. Il surnatante ¢ stato
rimosso e la resina ¢ stata trasferita su colonnina (Bio-Rad). Dopo tre lavaggi con 4 ml
di Strep-Tag Washing Buffer (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl, pH 8.0),
la proteina ¢ stata eluita 5 volte con 500 ul di Biotin Elution Buffer (2.5 mM
destiobiotina, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl, pH 8.0).
Le frazioni proteiche ottenute sono state monitorate tramite assorbanza a 280 nm e

analizzate mediante SDS-PAGE e Western blot.

3.2.5.2 PURIFICAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS DALLA FRAZIONE SOLUBILE E DAI
CORPI DI INCLUSIONE

= Purificazione di scFvCD33-Cys mediante cromatografia di affinita BD Talon

L’estratto batterico ottenuto dalla preparazione della frazione solubile o dei corpi di
inclusione (paragrafo 3.2.4.3.) ¢ stato sottoposto ad una cromatografia per affinita IMAC
per riconoscimento di ioni Co®* immobilizzati su resina TALON (BD TALON™
Superflow Resin, BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Germania).

Il campione ¢ stato applicato ad una colonna (1.5 cm X 7.5 cm) equilibrata con
Equilibration/Wash Buffer, contenente 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM
imidazolo, pH 7.0 (addizionato di 6 M urea nel caso della purificazione dalla frazione
insolubile). Dopo abbondante lavaggio con Wash Buffer, le proteine sono state eluite
con Elution Buffer contenente 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 150 mM imidazolo, pH
7.0 oppure 45 mM NaH,PO,, 270 mM NaCl, 150 mM imidazolo, 5.4 M urea, pH 7.0
nel caso della purificazione in condizioni denaturanti.

Le frazioni proteiche ottenute sono state monitorate tramite assorbanza a 280 nm e

analizzate mediante SDS-PAGE e Western blot.
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= Purificazione dell’scFvCD33-Cys mediante cromatografia a scambio anionico

Le frazioni ottenute dalla cromatografia di affinita sono state poi sottoposte ad
un’ulteriore cromatografia a scambio anionico.

Il campione ¢ stato caricato su una colonna Q-Sepharose Fast Flow (1 cm X 7 cm,
flusso 1 ml/min) equilibrata con 20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8.5 (addizionato di 6
M urea nel caso della purificazione dalla frazione insolubile) a temperatura ambiente.
La colonna ¢ stata lavata con il tampone di caricamento e 1’eluizione ¢ stata effettuata
con 1 M NaCl.

Le frazioni proteiche ottenute sono state monitorate tramite assorbanza a 280 nm e

analizzate mediante SDS-PAGE e Western blot.

* Refolding dell’scFvCD33-Cys

L’scFvCD33-Cys purificato dalla frazione insolubile ¢ stato rinaturato mediante dialisi
contro 1 L di refolding buffer contenente 1 M urea, 50 mM Tris, 20 mM NaCl, 0.8 mM
KCl, 1 mM EDTA, 2 mM glutatione ridotto, 0.4 mM glutatione ossidato, pH 8.1 per 18
ore a 4°C.

La proteina cosi rinaturata ¢ stata poi dializzata contro PBS (pH 7.4) a 4°C con

opportuni cambi per la completa equilibrazione.

3.2.5.3 PURIFICAZIONE DELLE DIANTINE MUTATE

L’estratto batterico ottenuto dalla preparazione della frazione solubile (paragrafo
3.2.4.3) ¢ stato caricato su una colonna SP-Sepharose Fast Flow (1 cm X 9 cm, flusso
Iml/min) equilibrata con 5 mM NaH,PO4, 10 mM NaCl, pH 7.5 a temperatura
ambiente. La colonna ¢ stata lavata con il tampone di caricamento e I’eluizione ¢ stata
effettuata con un gradiente 10-300 mM NaCl. Le frazioni proteiche ottenute sono state
analizzate mediante SDS-PAGE e Western blot con siero policlonale di coniglio anti-

diantina.
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3.2.6 CARATTERIZZAZIONE DELLE PROTEINE RICOMBINANTI

3.2.6.1 DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE PROTEICA

La concentrazione della proteina di interesse ¢ stata valutata misurando
spettrofotometricamente 1'assorbanza a 280 nm secondo la legge di Lambert-Beer. 1l
coefficiente d'estinzione molare (g;50) ¢ stato calcolato per ogni proteina a partire dalla
sequenza amminoacidica con il programma ProtParam tool sul server ExPASy

(wWww.expasy.org).

3.2.6.2 ELETTROFORESI SU GEL DI POLIACRILAMMIDE IN PRESENZA DI SDS
(SDS-PAGE)

Le proteine sono state analizzate tramite elettroforesi su gel di poliacrilammide (10%)
con Sodio-Dodecil-Solfato (SDS-PAGE), utilizzando un apparecchio Mini-Protean 3
Cell (Bio-Rad).

Prima di essere caricati su gel di poliacrilammide, i campioni sono stati incubati in
sample buffer (40 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 0.005% blu di bromofenolo, 10%
glicerolo) contenente 2-fB-mercaptoetanolo 5% (v/v) (condizioni riducenti) o 1 mg/ml di
iodoacetamide (condizioni non riducenti) per 30 minuti a 37°C. La corsa ¢ stata
condotta ad un amperaggio costante (20 mA) in un tampone contenente 180 mM
glicina, 25 mM Tris-HCI, 0.1% SDS.

Il gel ¢ stato colorato con una soluzione contenente 0.25% Coomassie Brilliant Blue,
50% metanolo e 10% acido acetico e poi decolorato con una soluzione contenente 30%

metanolo e 10% acido acetico.

3.2.6.3 WESTERN BLOT

Le analisi di Western blot sono state condotte al fine di determinare I’identita della
proteina espressa.

Il gel SDS-PAGE, preparato secondo quanto riportato nel paragrafo precedente, ¢ stato
trasferito su una membrana PVDF (Immobilon P, Millipore), utilizzando il Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Il gel ¢ stato trasferito sulla membrana in
un tampone di trasferimento contenente 200 mM glicina e 3 mM Tris, addizionato di
10% metanolo per 1 ora a 4°C ad un voltaggio costante pari a 100 V. Terminato il

trasferimento, la membrana ¢ stata saturata con soluzione di bloccaggio (10 mM
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Tris-HC1 pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, 5% latte liofilizzato) per 1 ora in
agitazione a temperatura ambiente. La membrana ¢ stata lavata con una soluzione di
lavaggio (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.2% Triton X-100, 0.05% Tween-
20) ed incubata con I’anticorpo primario murino Penta-His antibody (Qiagen) o con il
siero policlonale di coniglio anti-diantina rispettivamente in un rapporto 1:2000 o
1:5000 per 1 ora, in agitazione, a temperatura ambiente. La membrana ¢ stata
successivamente lavata con il tampone di lavaggio ed incubata per un’ora con
I’anticorpo secondario rabbit anti-mouse o mouse anti-rabbit coniugati a perossidasi
(Sigma-Aldrich) diluiti 1:5000. 1l segnale di chemiluminescenza ¢ stato visualizzato
mediante il kit ECL (Qiagen). Il blot ¢ stato quindi esposto ad una pellicola fotografica
(KODAK Biomax Light film 13 X 18 cm).

3.2.7 ANALISI CITOFLUORIMETRICA

Il legame dell’scFv alle cellule ¢ stato analizzato mediante citofluorimetro FACSCalibur
e software CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg, Germania).

Le cellule U937 (5 x 10°) sono state centrifugate a 500 x g per 10 minuti a 4°C ed
incubate per 30 minuti in ghiaccio con 50 ul di scFv alla concentrazione finale di 10
pg/ml.

Dopo un lavaggio con 1 ml di tampone PBA (PBS addizionato di 0.1% albumina sierica
bovina e 7 mM NaN3), le cellule sono state centrifugate ed incubate con 20 ul di
anticorpo anti-his (Penta-His antibody) alla concentrazione finale di 0.2 ug/ml per 30
minuti in ghiaccio. Gli anticorpi non legati sono stati rimossi mediante lavaggio con
PBA e centrifugazione per 5 minuti a 500 X g. Le cellule sono state, quindi, risospese in
20 ul di anticorpo rat anti-mouse 1gG1 coniugato a PE (Becton-Dickinson) per 30
minuti in ghiaccio. Dopo un ultimo lavaggio in PBA e centrifugazione di 5 minuti a
500 x g, le cellule sono state analizzate al citofluorimetro. La stima del rumore di fondo
¢ stata effettuata per mezzo di un anticorpo monoclonale irrilevante (scFvCD7). Per

ogni campione sono state analizzante 10.000 cellule.
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3.2.8 PREPARAZIONE DEI COMPLESSI SCFVCD33-9R/SIRNA

3.2.8.1 CONIUGAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS AL PEPTIDE DI 9 ARGININE (9R)

Ad 1 ml di scFvCD33-Cys (0.5-1 mg/ml) si sono aggiunti 4 ml di 0.1 M tampone
fosfato (pH 5.5). In seguito si ¢ aggiunto il peptide Cys(Npys)-(D-Arg)9 (Anaspec, San
Diego, CA, USA) goccia a goccia sull’scFvCD33-Cys in un rapporto molare finale di
10:1 e si ¢ lasciato incubare a temperatura ambiente in agitazione per 4 ore al buio,
affinché avvenisse la reazione.

Un rapporto molare di 10:1 corrisponde a 1.68 mg di scFvCD33-Cys per ogni mg di
peptide 9R.

I1 peptide 9R non coniugato ¢ stato poi rimosso mediante dialisi over night contro 2 L di

PBS, pH 7.4 a 4°C con 4 cambi successivi.

3.2.8.2 ANALISI DELLA FORMAZIONE DEI COMPLESSI SCFVCD33-9DR/SIRNA
MEDIANTE ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

N

Per verificare che il coniugato scFvCD33-9R fosse in grado di legare siRNA, si ¢
effettuato un saggio EMSA (Electrophoretic Gel Mobility-Shift Assay). L’EMSA ¢ una
tecnica usata per studiare le interazioni acidi nucleici-proteina.

Tale tecnica si basa sul fatto che i complessi acidi nucleici-proteina in un gel di agarosio
migrano piu lentamente rispetto all’acido nucleico non legato, producendo uno shift
nella migrazione delle bande degli acidi nucleici.

La reazione ¢ stata effettuata incubando 50 pmoli di siRNA con I’scFvCD33 coniugato
(scFvCD33-9R) o non coniugato (scFvCD33-Cys) come controllo negativo, a differenti
rapporti molari per 15-20 minuti. I complessi siRNA-proteina sono stati poi analizzati
mediante elettroforesi su gel di agarosio (2%) contenente 0.5 pg/ml di bromuro di etidio

in tampone TAE a 90 volt e 100 mA.

3.2.9 TRASFEZIONE DI SIRNA

3.2.9.1 TRASFEZIONE DI SIRNA IN CELLULE ADERENTI MEDIANTE INTERFERIN™

Tutte le trasfezioni sono state condotte usando come reagente per la trasfezione
INTERFERin™ siRNA transfection reagent (Polyplus Transfection Inc., NY, USA),

seguendo le istruzioni della casa produttrice.
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Le cellule (7.5 x 10°/pozzo) sono state seminate in 125 pl di mezzo completo in piastre
da 96 pozzi. I siRNA sono stati diluiti in RPMI in assenza di FCS ad opportune
concentrazioni, in un volume finale di 50 pl. Dopo aver aggiunto 1 pl di
INTERFERin™ | le sequenze sono state incubate per 15 minuti a temperatura ambiente.
La miscela di trasfezione ¢ stata aggiunta alle cellule goccia a goccia. Dopo 48 ore di
incubazione a 37°C ¢ stato effettuato il saggio di valutazione della vitalita cellulare

(paragrafo 3.2.13).

3.2.9.2 TRASFEZIONE DI SIRNA IN CELLULE LEUCEMICHE MEDIANTE SCFVCD33-9R

Le cellule U937 (2 x 10*pozzo) sono state seminate in 50 pl di RPMI senza FCS 2 ore
prima della trasfezione in piastre da 96 pozzi. Per la trasfezione con I’scFvCD33-9R, si
sono aggiunti 50 ul/pozzo dei complessi scFvCD33-9R/siRNA ad opportune
concentrazioni e al rapporto molare ottimale e lasciati incubare a 37°C per 4 ore. |
complessi scFvCD33-9R/siRNA sono stati preparati come spiegato nel paragrafo
3.2.8.2.

In seguito, le cellule sono state centrifugate a 500 X g per 5 minuti e risospese in 100 pl
di terreno completo. Dopo 72 ore di incubazione a 37°C, ¢ stato effettuato il saggio di

valutazione della vitalita cellulare (paragrafo 3.2.13).

3.2.10 COSTRUZIONE DEL CONIUGATO SCFVCD33-DIANTINA 30

3.2.10.1 DERIVATIZZAZIONE DELLA DIANTINA 30 CON 2-1IT

La RIP e I’scFvCD33-Cys sono stati coniugati attraverso la formazione di un ponte
disolfuro che si instaura tra la cisteina libera presente al C-terminale dell’scFv e 1 gruppi
sulfidrilici inseriti per via chimica nella RIP.

Una soluzione opportunamente concentrata di diantina (8.3 mg/ml) ¢ stata portata a 50
mM sodio borato pH 9, mediante aggiunta di tampone 0.5 M sodio borato. A questa
soluzione di RIP, filtrata attraverso filtri con pori da 0,45 pm, si sono aggiunti 20 pl di
2-iminotiolano (2-IT) per una concentrazione finale di 1 mM.

Il 2-IT ¢ stato sciolto immediatamente prima dell’'uso in 50 mM sodio borato, pH 9.
Dopo 60 minuti a 28°C si ¢ aggiunta glicina solida ad una concentrazione finale di
200 mM. Dopo 15 minuti di incubazione a temperatura ambiente, ¢ stato aggiunto il

reagente di Ellman (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico) alla concentrazione finale di
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2,5 mM. 1l reagente di Ellman ¢ stato disciolto immediatamente prima dell’uso in 50 pl
di N,N'-dimetilformamide ed aggiunto mantenendo la soluzione proteica in agitazione
per impedire la formazione di precipitato.

Dopo 10 minuti a temperatura ambiente, il campione & stato caricato su una colonna di
Sephadex G25 coarse, equilibrata ed eluita a pH 7.5, per separare la proteina dai
reagenti in eccesso. L’eluito contenente la proteina ¢ stato raccolto e, dopo averlo
opportunamente diluito, se ne ¢ determinato 1’assorbimento ottico allo spettrofotometro
alle lunghezze d’onda di 280 nm (a cui assorbono le proteine) e 412 nm (a cui assorbe il
reagente di Ellman dopo riduzione del legame disolfuro), prima e dopo 1’aggiunta di
1/10 del volume di 0.22 M 2-B-mercaptoetanolo (2-ME) preparato al momento.

Le letture sono state normalizzate in base alle diluizioni: a 200 ul di RIP derivatizzata
sono stati aggiunti 800 pul di PBS ed in seguito 100 ul di 2-ME 0.22 M.

100 pl di 2-ME 0.22 M sono stati aggiunti anche alla cuvetta di riferimento contenente 1
ml di PBS. In seguito alla determinazione del rapporto di derivatizzazione e tenendo
presente che il coefficiente di estinzione molare della RIP (egip) a 280 nm ¢ 24000 e per

il reagente di Ellman (€g;;) a 280 nm ¢ 2100 e a 412 nm ¢ 13590, ¢ stata determinata la

molarita della RIP ed i gruppi SH inseriti per molecola di RIP.

Determinazione del rapporto -SH/RIP

Ango x f.d.d.
Normalizzazione in base al fattore di
o A41p (-2-ME) x f.d.d.
diluizione
Ay (+2-ME) x f.d.d.
Rapporto di derivatizzazione A4ir (+2-ME) - A4, (-2-ME)
Moli (=SH) inseriti con 2-IT Rapporto di derivatizzazione / €gy 412
Contributo all’ A,gy dei gruppi (—-SH) inseriti [Moli —SH inseriti con 2-IT] X €gy 250
Contributo all’ A,gy della RIP Ajso RIP / Contributo all’ A,gy degli (—SH) inseriti
Molarita della RIP Contributo all’ Ayg, della RIP / egp
Gruppi (-SH) inseriti per molecola di RIP Moli (—SH) inseriti con 2-IT / Molarita della RIP

f.d.d. = fattore di diluizione
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3.2.10.2 CONIUGAZIONE RIP/SCFV E PURIFICAZIONE

La RIP derivatizzata ¢ stata concentrata mediante una membrana Amicon YM10 (PM di
esclusione 10 kDa) sotto pressione di azoto e, dopo riduzione chimica con 1/10 (v/v) di
0.22 M 2-ME, ¢ stata caricata su una colonna di Sephadex G-25 coarse. La proteina ¢
stata eluita direttamente sull’scFv tenuto in agitazione, ed il tutto ¢ stato concentrato di
circa otto-dieci volte come sopra descritto. Il rapporto molare RIP/scFv utilizzato
durante i processi di coniugazione ¢ stato di circa 10:1.

Dopo 20 ore a temperatura ambiente i prodotti della reazione sono stati separati per
mezzo di una gel filtrazione su colonna di Sephacryl S-100 (1.4 cm X 88.5 cm, flusso
0.5 ml/min), equilibrata ed eluita con PBS a pH 7.5.

Le frazioni sono state analizzate mediante SDS-PAGE. Le proteine sono state incubate
in sample buffer (40 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 0.005% blu di bromofenolo)
contenente 2-ME 5% (v/v) (condizioni riducenti) oppure iodoacetoamide 1 mg/ml
(condizioni non riducenti), per 30 minuti a 37°C ed analizzate su un gel al 10% di
poliacrilammide. Il gel ¢ stato colorato con Coomassie Brilliant Blue 0.1% in metanolo
50% ed acido acetico 10%, e decolorato in Metanolo 30% ed acido acetico 10%.
L’analisi densitometrica ¢ stata effettuata mediante apparato Kodak DC 290, utilizzando
il software Kodak 1D, al fine di calcolare il rapporto molare RIP/anticorpo
nell’immunotossina.

L’identita delle proteine presenti nelle frazioni ¢ stata ulteriormente confermata

mediante Western blot con anticorpi anti-his e anti-diantina.

3.2.11 SAGGIO DI INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA CELL-FREE (CON
LISATO DI RETICOLOCITI DI CONIGLIO)

L’attivita di inibizione della sintesi proteica delle diantine mutate o dell’immunotossina
scFvCD33-DIA ¢ stata saggiata su lisato di reticolociti di coniglio.

Opportune diluizioni di RIP o di immunotossina, preventivamente ridotta con
20 mM 2-ME per 30 minuti a 37°C, sono state aggiunte ad una miscela di incubazione
contenente, in un volume finale di 62.5 ul, 10 mM tampone Tris-HCI pH 7.4, 100 mM
ammonio acetato, 2 mM Mg-acetato, | mM ATP, 0.2 mM GTP, 15 mM creatinfosfato,
12 U di creatinchinasi, 0.05 mM aminoacidi (senza leucina), 0.75 puCi L—[3H] leucina,

25 ul di lisato di reticolociti di coniglio preparato come descritto da Allen e Schweet,
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1962. Dopo incubazione a 28°C per 5 minuti in agitazione, la reazione ¢ stata bloccata
con 1 ml di KOH 0.1 M; sono stati poi aggiunti 25 ul di perossido di idrogeno per
decolorare il campione, quindi 1 ml di acido tricloracetico (TCA) 20% per precipitare le
proteine. Il precipitato proteico ¢ stato raccolto su filtri Whatman GF/C, trasferiti
successivamente in boccettini da scintillazione con 5 ml di liquido di scintillazione
Ready Gel contenente lo 0.7% di acido acetico, per abbattere 1’eventuale
autochemiluminescenza. La radioattivita incorporata nelle proteine neosintetizzate ¢
stata misurata mediante un contatore di scintillazione. Gli esperimenti sono stati

condotti in duplicato ed i valori di ICso sono stati calcolati mediante regressione lineare.

3.2.12 SAGGIO DI INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA CELLULARE

Gli effetti tossici delle diantine mutate e dell’immunotossina scFvCD33-DIA sono stati
valutati sfruttando I’incorporazione di [3H]—leucina nelle diverse linee cellulari.

Le cellule (2 x 10* cellule/50ul) sono state seminate in piastre da 96 pozzetti, quindi
sono stati aggiunti 50 pl di diantine mutate 10°® M oppure 50 pl di diluizioni scalari di
immunotossina (10"2-107 M). I campioni di controllo sono stati preparati aggiungendo
soluzioni scalari di una miscela di RIP e anticorpo non coniugati. Dopo 72 ore di
incubazione, sono stati aggiunti 37 kBq (1uCi) per pozzetto di [*H]leucina. Dopo 18 ore
le piastre sono state sottoposte a due cicli di congelamento/scongelamento, allo scopo di
ottenere la lisi cellulare. Il lisato ¢ stato poi filtrato, mediante cell harvester automatico
(Skatron), su dischetti di fibra di vetro successivamente posti in boccini con 4 ml di
liquido di scintillazione allo 0.7% di acido acetico. I campioni sono stati, quindi,
analizzati al pf-counter per determinare la radioattivita incorporata nelle proteine
neosintetizzate. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato ed i valori di ICsy sono

stati calcolati mediante regressione lineare.

3.2.13 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE MEDIANTE MISURAZIONE DELL’MTS
RIDOTTO

Per valutare la perdita di vitalita cellulare indotta dalle RIP mutate e dai coniugati
scFv-9R/siRNA e scFv-DIA ¢ stato utilizzato il kit CellTiter 96® AQ,cous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega). Questo kit colorimetrico permette di avere una

misurazione indiretta del numero di cellule vitali. Il composto tetrazolico MTS di colore
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giallo, viene metabolizzato dalle cellule vive formando il formazano (figura 3.3), un

N

prodotto di colorazione rossa solubile in RPMI. Questa reazione ¢ catalizzata dal
NADPH o dal NADH, prodotti dalla rispettiva deidrogenasi, che si riscontra solo nelle
cellule metabolicamente attive. La quantita di formazano prodotto, rilevata a 490 nm, ¢

direttamente proporzionale al numero di cellule vitali.

OCH-,COOH
2 303 OCH,COOH sog
/ N
N-N@ CHS CH3
cH3 N CHs
MTS = Formazan

Figura 3.3 - Struttura del’MTS e del formazano.

Le cellule (2 x 10* cellule/50ul) sono state seminate in piastre da 96 pozzetti e trattate
con 50 ul di RIP mutate (10° M) o di diluizioni scalari di immunotossina (10™%-107 M)
o di miscela RIP e anticorpo non coniugati.

Gli esperimenti di citotossicita indotta dall’immunoconiugato scFvCD33-9R/siRNA
sono stati descritti nel paragrafo 3.2.9.2.

Dopo 72 ore di incubazione, 20 ul di CellTiter 96 AQ,cous One Solution Reagent sono
stati aggiunti alle cellule e, dopo un’ulteriore ora di incubazione, sono state effettuate le

letture a 490 nm con il Multiskan EX.

3.2.14 VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI MEDIANTE MISURAZIONE DELLE
CASPASI 3/7

Il Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega) ¢ un saggio luminescente che misura I’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. Il kit Caspase-Glo® 3/7
Assay contiene un substrato che presenta una sequenza tetrapeptidica DEVD, che

reagisce con le caspasi 3 e 7 attivate, generando un segnale luminescente prodotto dalla
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luciferasi. La luminescenza ¢ proporzionale alla quantita di caspasi 3 e 7 attivate
presenti.

Le cellule (2x10%/pozzo in 50 pl di mezzo completo) sono state 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 state trattate con 50 pl di diantine
mutate (10'6 M) o di immunotossina scFvCD33-DIA30 a varie concentrazioni o di
miscela di RIP e anticorpo non coniugato a 37 °C, per vari tempi di incubazione.

In seguito, ad ogni pozzo sono stati aggiunti 100 pl di Caspase-Glo® 3/7 Assay e le
piastre sono state incubate a temperatura ambiente per 1 ora. Per ottenere la lisi, le
cellule sono state 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).

Le letture sono state normalizzate in base alla vitalita cellulare.
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4.1 ESPRESSIONE E PURIFICAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS

4.1.1 ESPRESSIONE DELL’SCFvCD33-CYS

La prima fase di studio di questa tesi ha riguardato la messa a punto di una metodica di
espressione e purificazione dell’scFvCD33-Clys.

La sequenza dell’scFvCD33-Cys, contenuta nel plasmide pAB1izi08.3_CD33, codifica
per una proteina lunga 266 aminoacidi, con un peso molecolare di 28 kDa. La molecola
¢ costituita da una regione variabile della catena pesante (Vy) seguita da una regione
variabile della catena leggera (V1) connesse da un linker flessibile di 15 aminoacidi
[(G4S)3] che conferisce alla molecola la flessibilita necessaria per ripiegarsi in una
conformazione biologicamente attiva.

La sequenza codificante per 1I’scFvCD33-Cys ¢ stata ingegnerizzata in modo da
contenere all’estremita C-terminale una coda di sei residui di istidina (6xHis tag),
necessaria per la purificazione e rilevazione della proteina, ed un linker costituito da
glicine e serine [(G,S,),GSG] terminanti con una cisteina libera, necessaria poi per la
coniugazione con il peptide 9R, per il trasporto di siRNA, o per la coniugazione con la

RIP monocatenaria diantina 30, per la costruzione di un’immunotossina (figura 4.1).

(G4S)s linker (G2S2)2GSG linker

J }

28 kDa

Figura 4.1 - Struttura dell’scFvCD33-Cys.

Il frammento anticorpale € costituito da una regione variabile della catena pesante (Vy) e da
una regione variabile della catena leggera (Vi) fra le quali ¢ interposto un oligopeptide
flessibile di 15 residui amminoacidici che ne permette il corretto ripiegamento. A valle del
costrutto € presente una sequenza di sei istidine, utile per I’isolamento e riconoscimento
mediante analisi di Western blot, ed un linker di 11 aminoacidi terminante con una cisteina
libera.

Per I’espressione in E. coli, ¢ stato utilizzato il plasmide pAB1izi08.3_CD33 per
trasformare cellule competenti del ceppo TG1.

La trascrizione ¢ regolata dalla presenza del promotore lac e pud essere modulata
positivamente o negativamente attraverso incubazione con IPTG (isopropyl-f-D-

thiogalactoside) o glucosio, rispettivamente.
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Al fine di ottimizzare 1 livelli di espressione, sono state condotte alcune prove variando
parametri critici quali la temperatura, la durata dell’induzione e la concentrazione
dell’induttore IPTG.

Per quanto riguarda il primo parametro, si sono provate due diverse temperature di

induzione, 24°C e 37°C. Fino a 1 ora la crescita ¢ risultata sovrapponibile; poi, mentre a

N

24°C ¢ rimasta stabile per le successive 2 ore, a 37°C la vitalita si ¢ ridotta

drasticamente. Pertanto, la temperatura ottimale ¢ risultata essere di 24°C (figura 4.2).

Curva di crescita batterica

2
Figura 4.2 - Curva di crescita batterica a
24°C e 37°C in seguito ad induzione con

24C IPTG.

Nella parte sinistra del grafico e

riportata la crescita batterica a 37°C,

mentre nella parte destra e riportata la
crescita a 24°C (curva rosa) e a 37°C

(curva blu) dopo induzione con 1 mM

IPTG.

37°C

U Temotn
La cinetica di espressione ¢ stata monitorata mediante analisi su gel di poliacrilammide
(10%) in condizioni denaturanti (SDS-PAGE) delle proteine totali estratte a 0, 1, 2 e 3
ore da 1 ml di coltura batterica, indotta a temperatura ambiente con IPTG 1 mM. I gel
sono stati poi sottoposti a colorazione con Coomassie Brilliant Blue e ad analisi
mediante Western blot, utilizzando un anticorpo che riconosce il fag di istidine. La
colorazione con blu Coomassie non ha permesso di osservare una differenza di
espressione, perché i campioni sono caratterizzati da un fitto bandeggio che non ha
consentito di distinguere chiaramente la banda dell’scFv (figura 4.3, A). Mediante
Western blot, invece, si ¢ osservato che la proteina di interesse ¢ espressa a piu alti

livelli dopo 3 ore di induzione (figura 4.3, B).
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Figura 4.3 - Gel di poliacrilammide (10%) colorato con Coomassie Brilliant Blue (A) e Western
blot (B) effettuati sugli estratti proteici totali ottenuti da una coltura di cellule TG1 indotta a
24°C con 1 mM IPTG.

Sia in A che B: 1, 2, 3 e 4 estratti proteici totali a 0, 1, 2, 3 ore dall’aggiunta di IPTG nel mezzo
di coltura. M, marker di proteine a peso molecolare noto.

Infine si ¢ valutato I’effetto della concentrazione di IPTG sul livello di espressione. Si
sono utilizzate concentrazioni finali variabili di IPTG (da 0.2 a 1 mM) e la
concentrazione finale di IPTG ottimale ¢ risultata essere tra 0.8 e 1 mM (figura 4.4).

Questa prima serie di esperimenti su piccola scala ha permesso di identificare le

condizioni ottimali per la preparazione su piu larga scala: 1 mM IPTG a 24°C per 3 ore.

Figura 4.4 - Western blot effettuato sugli
estratti proteici totali di una coltura di cellule
TG1 indotta a 24°C per 3 ore con diverse
concentrazioni finali di IPTG.

1, 2, 3, 4 e 5 estratti proteici indotti con 0, 0.2,
04, 0.8 ¢ 1 mM IPTG.
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4.1.2 PURIFICAZIONE DELL’SCFVCD33-CYs DALLA FRAZIONE
PERIPLASMATICA

Poiché la sequenza proteica del frammento anticorpale possiede un peptide di
indirizzamento al periplasma batterico (pelB), ¢ stato possibile recuperare la proteina
dall’estratto periplasmatico della coltura batterica indotta con IPTG per 3 ore in seguito
a lisi per shock osmotico e trattamento con lisozima.

A questo punto, dopo dialisi per eliminare ’EDTA, forte chelante che potrebbe
compromettere il successivo step di purificazione, ¢ stata eseguita una
cromatografia per affinita definita IMAC. In particolare, ¢ stata utilizzata la resina al
nichel Ni-NTA Agarose Beads (Qiagen), in cui gli ioni Ni** presenti in soluzione
formano dei legami di coordinazione con gli anelli imidazolici delle istidine della
proteina ricombinante e la matrice. Utilizzando soluzioni contenenti imidazolo a
diverse concentrazioni molari (imidazolo 20-50 mM), ¢ stato possibile in un primo
momento eliminare i legami aspecifici e in un secondo momento, utilizzando una
concentrazione di imidazolo piu elevata (250 mM), recuperare dalla colonnina la
proteina legata alla resina.

Le frazioni eluite da tale resina sono state analizzate mediante SDS-PAGE, seguita
da colorazione con blu Coomassie (figura 4.5, gel A). Dalle analisi eseguite, si ¢
potuto osservare che la cromatografia di affinita ha avuto parzialmente successo
nella purificazione dell’scFvCD33-Cys percheé non ha consentito di ottenere una
proteina in forma omogenea a causa del legame aspecifico di altre proteine. La
contaminante preponderante ¢ risultata essere una proteina del peso molecolare di
circa 25 kDa. Dai dati presenti in letteratura, si pud dedurre che si tratti della
proteina SlyD, una prolil isomerasi che lega specificamente ioni metallici bivalenti
(Robichon et al., 2011).

Al fine di purificare ulteriormente 1’scFv, si é poi proceduto con una cromatografia
a scambio cationico. E stata utilizzata a questo scopo una resina S-Sepharose FF,
alla quale 1I’scFvCD33-Cys si lega in condizioni di bassa forza ionica; 1’anticorpo ¢
stato successivamente eluito aumentando la forza ionica. Come si puo vedere dal
gel (figura 4.5, gel B, lane 3), in seguito a questa cromatografia si € riusciti a

purificare I’scFv e ad eliminare la contaminante (lane 2).
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Figura 4.5 - SDS-PAGE (12.5%) delle frazioni recuperate dopo cromatografia di affinita (A)
e scambio cationico (B) della proteina prodotta nel periplasma batterico.

A) 1 - non ritenuto; 2 - primo lavaggio; 3 - marker; 4 - secondo lavaggio; 5 - terzo lavaggio;
6-10 - eluizioni. B) 1 - frazioni unite ottenute dalla cromatografia di affinita e caricate su
scambio cationico (campione iniziale); 2 - non ritenuto; 3 - eluito con 200 mM NaCl.

Le frecce indicano le bande relative all’scFv e alla contaminante SlyD.

L’identita dell’scFv cosi purificato ¢ stata confermata mediante analisi di Western blot

con un anticorpo anti-His (figura 4.6).

kDa
. Figura 4.6 - Western blot
37 p— eseguito per confermare
o I’identita dell’scFvCD33-
25 Cys purificato.

La resa ¢ stata di circa 50 pg di scFvCD33-Cys per litro di sospensione batterica; una
parte della proteina di interesse ¢ precipitata durante la dialisi, effettuata tra le due

cromatografie.
In tabella 4.1 sono riportati i vari passaggi cromatografici effettuati: la quantita di

proteine totali ottenute, la quantita di scFv e la purezza percentuale (stimata mediante

analisi densitometrica del gel).
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Tabella 4.1 - Schema riassuntivo dei vari passaggi effettuati per la purificazione dell’scFvCD33-Cys
dall’estratto periplasmatico.

. cps . Proteine totali  scFvCD33-Cys Purezza
Passaggio Purificazione

(mg) (mg) (%)
Estratto periplasmatico* 416 ND ND
Affinita su Ni** 0.468 0.153 32.7
Scambio cationico 0.059 0.049 83.2

*ottenuto da circa 12 g di biomassa ottenuta da 1 L di coltura batterica; ND= non determinabile

4.1.3 PURIFICAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS DALLA FRAZIONE
PERIPLASMATICA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DI AFFINITA CON RESINA
STREP-TACTIN

Per migliorare la resa di purificazione dell’scFvCD33-Cys si ¢ provato ad inserire
all’N-terminale un altro tag (Strep-tag II). Lo Strep-tag Il ¢ un peptide di 8
amminoacidi (WSHPQFEK) che lega reversibilmente la Strep-Tactina, una forma
ingegnerizzata della Streptavidina (Voss e Skerra, 1997), che dovrebbe consentire
in un unico passaggio di purificare la proteina di interesse direttamente
dall’estratto periplasmico batterico.

Dopo aver clonato con successo I’scFv con lo Strep-tag II inserito e averne
verificato la correttezza mediante sequenziamento, si ¢ proceduto alla sua
espressione in E. coli e alla successiva purificazione attraverso una cromatografia
di affinita su resina di Strep-Tactina. La proteina contenente lo Strep-tag II
interagisce con la Strep-Tactina emulando il legame biotina-streptavidina. La
colonna ¢ stata eluita con un tampone contenente destiobiotina.

La proteina ¢ risultata abbastanza arricchita, anche se non ancora omogenea
(purezza percentuale del 72%) dopo un unico passaggio di purificazione; inoltre la

resa di purificazione ¢ stata modesta (13 pg per litro di sospensione batterica)

(figura 4.7).
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

KDa
15 — Figura 4.7 - SDS-PAGE (12.5%)
50 — delle frazioni recuperate dopo

cromatografia di affinita mediante
Strep-Tactina della proteina

T prodotta nel periplasma batterico.
5 —. M - marker di proteine a peso
molecolare noto; 1 - non ritenuto;
2 - primo lavaggio; 3 - secondo
lavaggio; 4-9 - eluizioni.

37 —

4.1.4 PURIFICAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS DALLA FRAZIONE SOLUBILE E DAI
CORPI DI INCLUSIONE

Poiché I’espressione di proteine eterologhe in E. coli spesso ¢ accompagnata dalla
formazione dei corpi di inclusione, abbiamo voluto verificare la presenza
dell’scFvCD33-Cys in questa sede e se la proteina ricombinante eventualmente presente
fosse facilmente purificabile e in concentrazione adeguata per i successivi passaggi di
coniugazione.

Come descritto nei materiali e metodi (paragrafo 3.2.4.3), dopo 1I’omogenizzazione
mediante sonicazione e un primo frazionamento per centrifugazione, si ¢ ottenuta la
frazione di proteine solubili nel sopranatante mentre il pellet, rappresentante la frazione
insolubile (corpi di inclusione), & stato solubilizzato in un tampone denaturante
contenente 8 M urea. Un’aliquota della frazione solubile e dei corpi di inclusione sono
stati analizzati mediante Western blot. La proteina ¢ risultata presente sia nella frazione

solubile che nei corpi di inclusione (figura 4.8).

- 2 kDa
36
Figura 4.8 - Western blot per valutare
la presenza dell’scFvCD33-Cys nella
_ - -~ frazione solubile e nei corpi di
29 inclusione (frazione insolubile).
1 - frazione solubile;
2 - frazione insolubile.
- B
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Pertanto, si ¢ proceduto in parallelo con la purificazione sia dalla frazione solubile che
dai corpi di inclusione, effettuando inizialmente una cromatografia di affinita che ha
visto I'utilizzo di una resina al cobalto (BD-Talon Superflow Resin), invece della resina
Ni-NTA. Le resine al cobalto hanno il vantaggio di non legare SlyD, la maggiore
contaminante batterica delle purificazioni mediante resine contenenti ioni nichel,
consentendo teoricamente la purificazione in un unico passaggio della proteina di
interesse (McMurry et al., 2004).

Le frazioni eluite da tale resina sono state analizzate mediante SDS-PAGE,
rivelando che la cromatografia di affinita ha avuto successo nella purificazione
dell’scFvCD33-Cys sia dalla frazione solubile che insolubile, ma non ha consentito
di ottenere una proteina in forma omogenea (figura 4.9, lane 1, gel A e B).

La proteina ¢ stata quindi ulteriormente purificata mediante cromatografia a
scambio anionico, utilizzando una resina Q-Sepharose FF alla quale 1’scFvCD33-
Cys non si lega nelle condizioni utilizzate, mentre le altre proteine contaminanti
vengono eluite aumentando la forza ionica (figura 4.9, lane 3, gel A e B).

La cromatografia a scambio anionico ¢ stata preceduta da una cromatografia per

gel filtrazione su colonna Sephadex G25 per eliminare I’imidazolo.

1 2 3 4 1 2 3 4
& : Figura 4.9 - SDS-PAGE (10%)
- — delle frazioni recuperate dopo
kDa purificazione dell’scFvCD33-Cys
— - | dalla frazione solubile (A) e dai

corpi di inclusione (B).

'- W . 29 — ”~~ In entrambi i casi: 1 — campione

ottenuto dalla cromatografia di

‘ — j affinita; 2 - campione dopo G25;
- 3 - non ritenuto Q-Sepharose;
. S 4 - eluizione 1 M NaCl.
_—
A B

L’scFvCD33-Cys purificato dai corpi di inclusione ¢ stato successivamente sottoposto a
dialisi contro un buffer di refolding che consente di rimuovere progressivamente
I’agente denaturante e permette alla proteina di riassumere la propria corretta

conformazione secondaria e terziaria.
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Durante le dialisi successive per rimuovere il buffer di refolding ed ottenere I’scFv in
PBS, si ¢ osservata una alta tendenza della proteina ad aggregarsi e a precipitare, con

una perdita di scFv di oltre il 30% (figura 4.10).

1 2 M
kDa
66 Figura 4.10 - SDS-PAGE
(10%) dell’scFvCD33-Cys
purificato dai corpi di
. . 45 inclusione e  precipitato
- 36 durante refolding.
R o 1 - scFv dopo refolding;
2 2 - precipitato dopo refolding;
: 3 - marker di peso molecolare
- noto.
s —20
- 14

N

La resa finale ¢ stata di 0.145 mg/L di coltura batterica per 1’scFv purificato dalla

frazione solubile mentre la resa ottenuta dai corpi di inclusione ¢ stata di 0.748 mg/L
(vedi tabella 4.2, A e B).

Tabella 4.2 - Schema riassuntivo dei vari passaggi per la purificazione dell’scFvCD33-Cys dalla frazione
solubile (A) e dai corpi di inclusione (B).

A
coe . Proteine totali scFvCD33-Cys Purezza
Purificazione
(mg) (mg) (%)
Frazione solubile* 750 ND ND
Affinita su Co** 0.875 0.219 25
Scambio anionico 0.227 0.145 64
*ottenuto da circa 12 g di biomassa ottenuta da 1 L di coltura batterica; ND=non determinabile
B
. . Proteine totali scFvCD33-Cys Purezza
Purificazione
(mg) (mg) (%)
Frazione insolubile* 750 ND ND
Affinita su Co™ 4.2 1.89 45
Scambio anionico 1.26 1.13 90
Dopo refolding 0.831 0.748 90

*ottenuto da circa 12 g di biomassa ottenuta da 1 L di coltura batterica; ND=non determinabile
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4.1.5 ANALISI CITOFLUORIMETRICA

N

Mediante analisi citofluorimetrica (FACS) ¢ stato possibile confermare che
I’scFvCD33-Cys purificato dalla frazione periplasmatica, solubile ed insolubile, ¢ in
grado di legare specificamente la linea cellulare bersaglio U937 (leucemia
promonocitica umana). Campioni di controllo sono stati eseguiti incubando le cellule
con un anticorpo non correlato (scFvCD7).

La positivita all’antigene CD33 ¢ data dallo spostamento del picco di fluorescenza dei
trattati rispetto ai controlli.

Come si evince dalla figura 4.11, tutti gli scFv hanno mostrato una reattivita
paragonabile tra di loro, mentre non hanno reagito con cellule non target CD33" L540

(dati non mostrati).

8- Figura 4.11 - Legame specifico degli
scFvCD33-Cys purificati sulla linea
cellulare CD33" U937 mediante
analisi citofluorimetrica.
Le cellule (5 x 10°) sono state
incubate con I’scFv purificato dalla
frazione periplasmatica (rosa),
solubile (celeste) ed insolubile
(verde) oppure con un scFv non
correlato (nero) alla  stessa
concentrazione
(10 pg/ml) ed analizzate mediante
citofluorimetro.
- In ascissa e riportato il numero di
" cellule esaminate, in ordinata il
logaritmo della fluorescenza
associata a tali cellule.

(1]
Lol e
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4.2 PREPARAZIONE DEI COMPLESSI SCFVCD33-9R/SIRNA

4.2.1 CONIUGAZIONE DELL’SCFVCD33-CYS AL PEPTIDE DI 9 ARGININE (9R)

Al fine di ottenere un coniugato scFv/siRNA, I’scFvCD33 terminante con una cisteina ¢
stato unito ad un decapeptide presente in commercio con il nome di “OR peptide”.
Questo decapeptide ¢ costituito da una cisteina N-terminale, indispensabile per il
legame con I’scFvCD33-Cys, seguita da 9 residui di D-arginina che permettono il
legame di diversi siRNA in modo sequenza-indipendente.

La reazione di coniugazione dell’scFvCD33-Cys con il peptide di 9 arginine ¢
avvenuta facendo reagire 1’scFvCD33-Cys con Cys(Npys)-(D-Arg)9 peptide (IR,
Anaspec) in tampone fosfato 0.1 M (pH 5.5), in un rapporto molare di 1:10 per 4-6
ore a temperatura ambiente. Il peptide di 9 arginine non coniugato ¢ stato poi
rimosso mediante dialisi.

Durante la reazione di coniugazione si ¢ osservata un’elevata tendenza della

N

proteina ad aggregarsi e a precipitare. Il precipitato ¢ stato eliminato mediante
centrifugazione e il sovranatante ¢ stato recuperato. Si ¢ stimata una perdita di
scFv di oltre il 50% (figura 4.12).

Anche il cambiamento del pH e della forza ionica del tampone di reazione non ha

impedito la precipitazione (dati non mostrati).

1 2 3 4 5

Figura 4.12 - SDS-PAGE (10%)
del prodotto della reazione di

. KDa coniugazione tra scFvCD33-Cys
e il peptide 9R.

36 1 - scFvCD33-Cys prima della
coniugazione; 2 - scFv-9R dopo

. — 29 coniugazione; 3 - scFv-9R dopo
centrifugazione per eliminare il

precipitato; 4 - scFv-9R dopo

- dialisi per eliminare il peptide in
eccesso dopo la reazione;

T —— 5 - precipitato risospeso in PBS.

Mediante analisi citofluorimetrica ¢ stata valutata I’affinita dell’scFv per le cellule
bersaglio in seguito alla coniugazione al peptide 9R. Come si puo osservare dalla figura
4.13, I’anticorpo mantiene la capacita di riconoscere I’antigene CD33 anche dopo

coniugazione con il peptide.
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FERACLISECA DI T

Controllo

scHCD33-Cys

FERATANTOA O

scFvCD33- 9R

Figura 4.13 - Analisi citofluorimetrica per valutare la capacita dell’scFvCD33-Cys
coniugato al peptide 9R (scFvCD33-9R) di legarsi all’antigene CD33.

Le cellule sono state incubate con il solo mezzo di coltura (controllo), con I’scFv
prima della coniugazione (scFvCD33-Cys) e dopo coniugazione (scFvCD33-9R). In
ascissa e riportato il numero di cellule esaminate, in ordinata il logaritmo della
fluorescenza associata a tali cellule.

4.2.2 LEGAME DELL’SCFVCD33-9R AI SIRNA

Dopo aver effettuato la reazione di coniugazione dell’scFvCD33-Cys con il peptide di 9
arginine (9R), si ¢ effettuato un saggio EMSA per verificare che il coniugato
scFvCD33-9R fosse in grado di legare 1 siRNA.

I siRNA sono stati incubati a differenti rapporti molari con 1’scFvCD33 coniugato
(scFvCD33-9R) e non coniugato (scFvCD33-Cys) e poi analizzati mediante
elettroforesi su gel di agarosio, colorato con etidio bromuro. Il saggio ha confermato un
efficiente legame dei siRNA all’scFvCD33-9R ad un rapporto molare peptide/siRNA di
10:1 (figura 4.14).
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scFvCD33-9R scFvCD33-Cys

P
.

L L
- K -

- - e - -

2:1 5:110:1 2:1 5110:1 %R NoscFy
Rapporto molare seFvCD33/siRNA

Figura 4.14 - Legame dei siRNA all’scFvCD33-9R.

I siRNA (50 pmol) sono stati incubati con I’scFvCD33-Cys coniugato (scFvCD33-9R) e non
coniugato (scFvCD33-Cys) ai rapporti molari indicati per 20 minuti e poi analizzati su gel
d’agarosio (2%). La freccia indica il siRNA non legato. A rapporti molari maggiori si ha
una riduzione dell’intensita della banda dovuta al legame del siRNA all’scFv-9R. Nell’scFv
non coniugato, invece, non si osserva nessuna riduzione della banda. Come controllo
positivo, i siRNA sono stati incubati con il peptide 9R da solo.

4.2.3 TRASFEZIONE DI SIRNA

Dopo aver confermato che il complesso scFvCD33-9R fosse in grado di legare siRNA,
si ¢ valutata la possibilita del costrutto di veicolare efficientemente siRNA nella linea
cellulare leucemica U937.

Inizialmente ¢ stata effettuata una serie di esperimenti preliminari che hanno permesso
di determinare se siRNA specifici per diversi mRNA, considerati essenziali per la
sopravvivenza cellulare, fossero realmente efficaci nell’indurre morte in saggi di
vitalita. E stato scelto come mRNA rarget 'EEF2 (Eukaryotic Elongation Factor 2)
(Wullner et al., 2008) e si ¢ utilizzato anche il TOX transfection Control (siTOX),
un cocktail di siRNA diretti contro geni fondamentali per la sopravvivenza della
cellula. Per le prove preliminari, la citotossicita di tali siRNA ¢ stata valutata
mediante trasfezione in cellule aderenti (HeLa), usando il reagente di trasfezione
INTERFERIn. La scelta di cellule aderenti ¢ stata dettata dal fatto che le cellule
leucemiche, essendo in sospensione, sono difficili da trasfettare con i comuni
reagenti di trasfezione.

Dopo 48 ore di incubazione con i siRNA, ¢ stata determinata la vitalita cellulare
come misurazione del formazano prodotto dalle cellule vive.

Dalle curve dose-risposta, riportate in figura 4.15, si evince che sia il siRNA
diretto contro I’EEF2 che il siTOX mostrano effetti citotossici. Questo effetto ¢
specifico dei siRNA saggiati, perché alle stesse concentrazioni il siRNA utilizzato

come controllo negativo (Allstars Negative Control siRNA) non mostra effetti
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tossici rilevanti rispetto ai controlli, con una riduzione della vitalita al massimo del
20% alla concentrazione piu alta saggiata (200 nM).

Tra i due siRNA il piu citotossico ¢ stato il TOX transfection control, che inibisce
la vitalita cellulare di oltre 1’80% alla concentrazione di 100 nM, mentre il siRNA
diretto contro I’EEF2 alla stessa concentrazione la riduce del 50%. Comunque sia,
entrambi 1 sSiRNA scelti si sono mostrati efficaci nell’indurre la morte delle cellule
HeLa.

In tabella 4.3 ¢ riportato il valore di LCsp, inteso come concentrazione in grado di

inibire del 50% la vitalita cellulare, per entrambi i siRNA saggiati.

Hela OSIEEF2 Hela @ siTO%
| Megative control siRNA | Megative control siRMNA
120 4 120 -
100 4 100
;-‘?:. 80 4 E‘? 80
£ 60 £ 60
= 5
= =
= 40+ 40 4
20 20 4
0 T T T 0
10 a0 100 200 10 a0 100
siRNA, nM siRNA, nM
A B

Figura 4.15 - Saggio di vitalita in cellule HeLa trasfettate con siEEF2 (A) e siTOX (B) usando come
reagente di trasfezione INTERFERin.

La vitalita cellulare e stata valutata 48 ore dopo la trasfezione come misurazione del
formazano prodotto dalle cellule vive. Il negative control siRNA & stato usato come controllo
negativo e non induce effetti citotossici rilevanti neanche alla concentrazione massima
saggiata (200 nM). Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato e la deviazione standard e
risultata sempre inferiore al 12%. In grafico e riportata la vitalita (%) in funzione della
concentrazione (nM) dei siRNA usati.

Tabella 4.3 - Valori di concentrazione di siRNA in grado di causare morte nel 50% delle cellule. I valori
sono stati calcolati mediante regressione lineare.

siRNA LCso (nM)
siTOX 45.1
siEEF2 97.9
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Dopo aver effettuato questi primi esperimenti di trasfezione, sono stati valutati gli effetti
citotossici del siRNA siTOX veicolato dal complesso scFvCD33-9R in cellule
leucemiche.

Dopo 72 ore di incubazione con i complessi scFvCD33-9R/siRNA, utilizzando un
rapporto molare siRNA:scFvCD33-9R di 1:10, ¢ stata determinata la vitalita
cellulare.

Come si puo vedere nella figura 4.16 A, la vitalita cellulare diminuisce all’aumentare
della dose anche se non in maniera rilevante rispetto alle cellule di controllo trattate solo
con il frammento anticorpale, con una miscela di scFvCD33-9R + siRNA non coniugati
o con il peptide 9R + siRNA (figura 4.16 B). Infatti, alla concentrazione di 300 nM, si

ha circa il 75% di vitalita.

U937 U937

125 - 125

100 100 4
- -
£ 75 = 754
f.-] .-
= =
= =
£ 5 £ A0 4
= =

2 4 25

o - o " " s
&0 20 150 240 300 SoFWCD33 Cys = oFuCDE3-OR+siRNA BR+sRNA
siRNA, nM

Figura 4.16 - Saggio di vitalita in cellule U937 trattate con i complessi scFvCD33-9R/siRNA.

La vitalita cellulare e stata valutata 72 ore dopo il trattamento con i complessi
scFvCD33-9R/siTOX come misurazione del formazano prodotto dalle cellule vive.

In ordinata é riportata la vitalita mentre in ascissa sono indicati i valori di concentrazione (nM) dei
siRNA usati (grafico A). Nel grafico B & riportata la vitalita delle cellule trattate con solo scFvCD33-
Cys, con la miscela scFv + siRNA non coniugati o con il peptide 9R + siRNA. La concentrazione di
siRNA utilizzata nei controlli corrisponde a 300 nM (dose massima saggiata).

4.2.4 DERIVATIZZAZIONE DELL’SCFVCD33 CON 2-IT E CONIUGAZIONE CON IL
PEPTIDE 9R

Visti 1 problemi di solubilita e di resa osservati con 1’scFvCD33 terminante con una
cisteina al C-terminale e la scarsa efficienza di coniugazione con il peptide 9R, abbiamo
deciso di purificare ed utilizzare per la coniugazione con il peptide di 9 arginine

I’scFvCD33 non ingegnerizzato per 1’introduzione della cisteina.
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Per l’espressione dell’scFvCD33 senza la cisteina al C-terminale il plasmide
pKA400_CD33 ¢ stato utilizzato per trasformare cellule competenti del ceppo HB2151.
Il frammento anticorpale ¢ stato purificato sia dalla frazione solubile che dai corpi di
inclusione mediante cromatografia di affinita seguita da una cromatografia a scambio
anionico come gia descritto per la purificazione dell’scFvCD33-Cys.

Le rese ottenute a partire da un litro di coltura batterica sono state di 1.5 mg per la
frazione solubile con una purezza del 92 % e di 2.3 mg per la frazione insolubile con
una purezza percentuale del 97% (figura 4.17).

L’anticorpo scFvCD33 ha dato quindi delle rese piu alte rispetto alla versione con la

cisteina al C-terminale e ha mostrato una minore tendenza ad aggregarsi e a precipitare.

kDa 1 2

66 — | —

45 — - Figura 4.17 - SDS-PAGE (10%)
dell’scFvCD33 purificato dalla

36 — | frazione solubile (1) e dai corpi

.— di inclusione (2).

29—

i

20— |-

L’anticorpo & stato successivamente derivatizzato con 1’agente eterobifunzionale
2-iminotiolano (2-IT) al fine di inserire gruppi —SH reattivi. Per la derivatizzazione
dell’scFvCD33 ¢ stata utilizzata una concentrazione di 1.25 mM di 2-IT, ottenendo un
rapporto gruppi —SH/scFv di 0.64.

L’scFv cosi derivatizzato ¢ stato fatto reagire con il peptide 9R per 4 ore a temperatura
ambiente come gia descritto precedentemente.

Mediante saggio EMSA si ¢ valutata la capacita dell’scFv-9R di legare siRNA.
L’analisi EMSA ha confermato che 1’scFvCD33-9R ¢ in grado di legare siRNA ma
utilizzando un rapporto molare peptide/scFv di 20:1 (figura 4.18).
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Rapporto molare sc FyCD33-9RSIRNA Figura 4.18 - Legame dei siRNA
51 101 151 201 9R  noschy all’scFvCD33-9R.

I siRNA (30 pmol) sono stati

incubati con I’scFvCD33

coniugato  (scFvCD33-9R) ai

rapporti molari indicati per 20

minuti e poi analizzati su gel

d’agarosio (2%). La freccia indica

il siRNA non legato. A rapporti

molari maggiori si ha una

riduzione dell’intensita  della

banda dovuta al legame del siRNA

all’scFv-9R. Come controllo

- positivo, i siRNA sono stati

incubati con il peptide 9-R da solo.

Prima di effettuare i saggi di citotossicita con I’immunoconiugato ottenuto, si ¢
verificata la capacita dell’scFvCD33 di mantenere I’affinita per I’antigene CD33 anche

in seguito a coniugazione (figura 4.19).
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Figura 4.19 - Analisi citofluorimetrica per valutare la capacita dell’scFvCD33 coniugato al
peptide (scFvCD33-9R ) di legarsi all’antigene CD33.

Le cellule sono state incubate con il solo mezzo di coltura (controllo), con I’scFvCD33 prima
della coniugazione e dopo coniugazione (scFvCD33-9R). In ascissa e riportato il numero di
cellule esaminate, in ordinata il logaritmo della fluorescenza associata a tali cellule.

L’analisi citofluorimetrica ha mostrato che I’scFvCD33 in seguito a derivatizzazione
con 2-IT e a coniugazione perde 1’affinita per 1’antigene CD33.

Questa perdita della capacita di legame per 1’antigene potrebbe essere dovuta ad
alterazioni conformazionali nella molecola anticorpale avvenute durante il processo di
derivatizzazione o all’ingombro sterico dovuto alla coniugazione. Non ¢ stato quindi
possibile continuare gli esperimenti per valutare la possibilita di indurre morte in cellule

leucemiche utilizzando questo immunoconiugato.
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4.3 COSTRUZIONE DEL CONIUGATO SCFVCD33-DIANTINA 30

4.3.1 CONIUGAZIONE TRA L’SCFVCD33-CYS E LA DIA30

La RIP monocatenaria diantina 30 (DIA30) ¢ stata derivatizzata con I’agente
eterobifunzionale 2-iminotiolano (2-IT) al fine di coniugarla, tramite un ponte
disolfuro, al frammento anticorpale scFvCD33-Cys ed ottenere un’immunotossina
specifica per I’antigene CD33.

Il 2-IT, reagendo con i gruppi amminici primari delle proteine, ¢ in grado di inserire
gruppi —SH reattivi. Per la derivatizzazione della RIP ¢ stata utilizzata una
concentrazione 1 mM di 2-IT, ottenendo un rapporto gruppi —SH/RIP di 1.18.

La RIP e I’scFv, quindi, sono stati fatti reagire over night a temperatura ambiente e

I’immunotossina ¢ stata purificata dai reagenti in eccesso e dagli altri prodotti di

reazione mediante cromatografia per gel-filtrazione su Sephacryl S-100 (figura 4.20).

140

Frazione

Figura 4.20 - Profilo di eluizione della cromatografia per gel-filtrazione su Sephacryl S-100.

Dal profilo cromatografico si osservano 3 picchi (A, B, C). Le frazioni corrispondenti
ai vari picchi sono state riunite ed analizzate su SDS-PAGE. L’analisi elettroforetica
¢ stata effettuata per confermare I’avvenuta coniugazione tra 1I’scFvCD33 e la RIP

(figura 4.21, gel A).
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Figura 4.21 - Elettroforesi su gel di poliacrilammide (10%) dei prodotti della reazione di
coniugazione tra I’scFvCD33-Cys e la diantina 30.

Gel A: 1 - frazioni del picco A; 2 - frazioni del picco B; 3 - frazioni del picco C; 4 - marker di
peso molecolare noto; 5 - frazioni del picco A in condizioni riducenti; 6 - frazioni del picco B in
condizioni riducenti. Gel B: 7 - DIA; 8 — scFvCD33-Clys.

Nella lane 1 (picco A) si osserva una banda principale a circa 68 kDa, corrispondente
probabilmente a dimeri di scFv, che ha una mobilita elettroforetica minore rispetto
alla diantina (figura 4.21, gel B); inoltre, ¢ presente anche una banda secondaria a
circa 55 kDa corrispondente al coniugato scFv-DIA. Infatti, nella lane 5, in cui il
campione ¢ stato caricato in condizioni riducenti, si osservano due bande: una
principale a 29 kDa corrispondente all’scFv e una banda di minore intensita a 24 kDa
corrispondente alla diantina. Poiché nella lane 5 la banda dell’scFv ha un’intensita
maggiore rispetto alla banda della diantina, possiamo dedurre che la banda a 68 kDa
presente nella lane 1 corrisponda a dimeri di scFv, mentre la banda secondaria di 55
kDa corrisponda al coniugato scFv-DIA.

Nella lane 2 (picco B) ¢ presente una banda principale a 55 kDa corrispondente al
coniugato scFv-DIA. Infatti, in condizioni riducenti (lane 6) tale banda viene risolta
in due bande di circa uguale intensita corrispondenti all’scFv e alla diantina. Nella
lane 3 (picco C) sono presenti scFv e/o diantina che non hanno reagito.

Tramite analisi densitometrica del gel ¢ stato possibile calcolare esattamente il
rapporto RIP/scFv, dividendo il valore di Net Intensity % corrispondente alla banda

della DIA per il valore di Net Intensity % dell’scFv (tabella 4.4).
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Tabella 4.4 - Analisi densitometrica della lane 6, gel A, figura 4.21.

Aazgo Net Intensity Net Intensity %~ RIP/scFv | ana §
208485 (banda
|
scFv- 1) 42.0% (banda 1) g
DIA 266483 (banda

53.6% (banda 2)
2)

In seguito al calcolo del rapporto RIP/scFv e alla lettura spettrofotometrica, ¢ stato
possibile determinare la concentrazione del coniugato espressa come molarita della

RIP o come molarita dell’anticorpo:

Molarita scFv = Asgo/ (€ rip X RIP/SCFV + € ogy)
=0.129 /(24000 x 1.28 + 53080)
=154 x10°M

Molarita RIP = Molarita scFv x RIP/scFv
=1.54x10°x 1.28
=197 x10°M

Mediante Western blot (figura 4.22) ¢ stata ulteriormente confermata 1’identita delle
proteine costituenti il coniugato. Utilizzando un anticorpo anti-istidine (blot A), ¢
possibile osservare una banda corrispondente all’scFv sia in condizioni non riducenti
(lane 1) sia in condizioni riducenti (lane 2). Utilizzando un anticorpo anti-diantina,
invece, ¢ stato possibile osservare solo una banda in condizioni riducenti (blot B, lane
2), mentre in condizioni non riducenti (blot B, lane 1) non si osserva nessuna banda,
probabilmente perché la presenza dell’scFv determina un ingombro sterico che non

permette il legame dell’ anticorpo alla diantina.
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Figura 4.22. Western blot del coniugato scFvCD33-DIA.
L’analisi e stata effettuata utilizzando un anticorpo anti-His (blot A)
ed un anticorpo anti-DIA (blot B). Il coniugato e stato analizzato sia

in condizioni non riducenti (lane 1) sia in condizioni riducenti (lane
2).

Per accertarsi che 1 processi di derivatizzazione e coniugazione non abbiano alterato
I’attivita enzimatica della DIA ¢ stato effettuato un saggio di inibizione della sintesi
proteica in un sistema cell-free, costituito da un lisato di reticolociti di coniglio. In
tabella 4.5 sono riportati i valori di ICsy della RIP nativa e coniugata al frammento

anticorpale.

Tabella 4.5 - Valore di concentrazione di RIP nativa o coniugata (IT) in grado di causare il 50% di

inibizione della sintesi proteica in un sistema cell-free. Prima del saggio I'immunotossina & stata
ridotta con 20 mM 2-B-mercaptoetanolo, per 30 minuti a 37°C.

ICso (pM)
DIA 42
IT 146

Confrontando i valori di ICs si nota che, nonostante la diantina coniugata presenti un
ICso pitu alta rispetto a quella nativa (ICsp = 42 pM), rimane comunque evidente
un’alta capacita di inibizione della sintesi proteica anche dopo coniugazione
(ICs0= 146 pM); si puo quindi dedurre che in seguito alle reazioni di derivatizzazione
e coniugazione con I’scFv, la diantina mantiene in buona misura la sua attivita

enzimatica.
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4.3.2 INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA CELLULARE IN CELLULE U937

La citotossicita dell’immunotossina scFvCD33-DIA ¢ stata valutata come capacita di
inibire la sintesi proteica sulla linea cellulare CD33" U937. Le cellule sono state
trattate con I’immunotossina o con una miscela di scFvCD33-Cys e diantina non
coniugati, a concentrazioni scalari per 72 ore.

L’immunotossina provoca segni di citotossicita gia a partire da una concentrazione di
10" M. Alla concentrazione di 10 M I'immunotossina inibisce la sintesi proteica di
circa il 90%, mentre con la miscela DIA + scFv alla stessa concentrazione non si ha
alcuna inibizione. Ad una concentrazione pari a 107 M il coniugato inibisce
completamente la sintesi proteica, mentre la stessa dose di RIP + anticorpo non

coniugati inibisce la sintesi proteica solo del 40% rispetto ai controlli (figura 4.23).

U937
120
100 4 Figura 4.23 - Inibizione della sintesi
proteica sulla linea cellulare U937.
80 | Nel grafico e riportata la sintesi
proteica dopo trattamento delle
60 | cellule con PYimmunotossina (A) e

con una miscela di anticorpo e RIP
non coniugati (0). Le curve
rappresentano la media di tre
esperimenti ciascuno condotto in
triplicato. La deviazione standard
non supera il 10%.

40

Sintesi Proteica (%)

20

0 ; ; ; : s
1E-12 1E-11 1E-10 1E-09 1E-08 1E-07 1E-06

Concentrazione (M)

La significativita dei dati ottenuti dagli esperimenti di inibizione della sintesi proteica,
¢ stata valutata mediante test di ANOVA/Bonferroni: nella linea cellulare rarget i
valori d’inibizione della sintesi proteica, ottenuti trattando le cellule con
I’immunotossina, sono risultati significativamente differenti (p<0.0001) rispetto ai
valori ottenuti incubando le cellule con la miscela RIP + anticorpo non coniugati.

La specificita d’azione del coniugato ¢ stata dimostrata effettuando lo stesso
esperimento nella linea cellulare non rarget L540 (linfoma di Hodgking umano,

CD33"). Le curve ottenute trattando le cellule con I’immunotossina o la miscela sono

risultate praticamente sovrapponibili (dati non mostrati), confermando che la
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citotossicita dell’immunotossina scFvCD33-DIA ¢ dipendente dalla presenza
dell’antigene CD33 sulla superficie cellulare.

Dalle curve di citotossicita sono state calcolate, mediante regressione lineare, le
concentrazioni che inibiscono del 50% la sintesi proteica cellulare (ICsp) (vedi tabella
4.6). L’ICs( della diantina 30, in seguito a coniugazione con il frammento anticorpale,

¢ aumentata nella linea cellulare bersaglio di oltre 3 logaritmi.

Tabella 4.6 - Valori di ICs, della miscela DIA + scFv e DIA coniugata (IT) in seguito al saggio di
inibizione della sintesi proteica sulla linea cellulare U937.

Inibizione sintesi proteica
cellulare ICs

IT 9.07 x 10" M

DIA +scFv  3.02x 10" M

4.3.3 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE E ANALISI MORFOLOGICA

La citotossicita dell’immunotossina ¢ stata anche valutata come capacita di ridurre la
vitalita in cellule U937 trattate con concentrazioni scalari di immunotossina e miscela
RIP + scFv non coniugati per 72 ore. La vitalita cellulare ¢ stata determinata come
misurazione del formazano prodotto dalle cellule vive.

Dopo 72 ore di incubazione con I’immunotossina o con la miscela scFv + diantina, ¢
stata aggiunta la mix colorimetrica fornita nel kit CellTiter 96 AQ,cous € le cellule sono
state incubate per un’altra ora a 37°C. In seguito ¢ stato misurato 1’assorbimento a
490 nm.

Osservando il risultato ottenuto (figura 4.24), la percentuale di cellule vive dopo il
trattamento con I’immunotossina alla concentrazione di 10~ M, si riduce al 25%
circa, mentre nelle cellule trattate con la miscela di scFv e diantina la vitalita rimane

del 100%.
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U937
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Mediante regressione lineare ¢ stata calcolata la concentrazione che provoca morte
nel 50% delle cellule (LCsp). Il valore di LCsp per 'immunotossina (IT) ¢ di
2.78 x 1071° M, mentre per la miscela RIP + scFv risulta > 107 M, confermando la
differenza di tossicita di oltre 3 log, gia osservata per l’inibizione della sintesi

proteica (vedi tabella 4.7).

Tabella 4.7 - Valori di LCs; della miscela DIA + scFv e DIA coniugata (IT) in seguito al saggio di
vitalita sulla linea cellulare U937.

Vitalita cellulare LCs
IT 278 x 101'M

DIA + scFv >10"M

Analizzando morfologicamente le cellule trattate con I’immunotossina e la miscela
per 72 ore a 10”7 M (dose massima saggiata), si sono osservate alterazioni cellulari
ascrivibili all’apoptosi. Infatti, le cellule trattate hanno dimensioni ridotte ed il nucleo

mostra la condensazione e la frammentazione tipiche delle cellule in apoptosi (figura

4.25).

113



Capitolo 4 — Risultati - Coniugato scFvCD33-Diantina 30

Controllo

Figura 4.25 - Morfologia delle cellule U937 esposte a IT e miscela DIA + scFv.

Le cellule sono state incubate per 72 ore con I’'IT scFvCD33-DIA e una miscela di DIA + scFv
alla concentrazione di 10”7 M e osservate con un microscopio a contrasto di fase.

Le frecce evidenziano le seguenti alterazioni: cellule piccole (frecce nere), nucleo eterocromatico
(frecce fucsia) e parzialmente frammentato (frecce blu).

4.3.4 VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI

N

Dopo aver valutato la citotossicita dell’immunotossina scFvCD33-DIA, ¢ stato
verificato se, nella morte cellulare indotta dall’IT, fossero coinvolti meccanismi che
regolano [’apoptosi. Un ruolo fondamentale per I’innesco e I’avanzamento
dell’apoptosi ¢ esercitato dalle caspasi, enzimi che vengono attivati a cascata
mediante taglio proteolitico. Per valutare il coinvolgimento di tali enzimi le cellule
U937 sono state trattate per diversi tempi con I'immunotossina o con la miscela RIP
+ anticorpo alla concentrazione di 107 M, dose che determina elevata attivita
citotossica. Quindi ¢ stato utilizzato un saggio luminescente che genera un segnale
proporzionale all’attivazione delle caspasi effettrici 3/7. I valori di luminescenza
ottenuti sono stati normalizzati in base al numero di cellule vive (figura 4.26).

In seguito al trattamento con I’immunotossina 107 M, la vitalita cellulare diminuisce
drasticamente tra le 24 e le 48 ore. L’attivazione della caspasi 3/7, invece aumenta
linearmente con il passare del tempo fino a raggiungere un valore di luminescenza di
oltre 20 volte superiore rispetto alla luminescenza emessa dai controlli dopo 48 ore.
L’analisi statistica effettuata con ANOV A/Bonferroni ha evidenziato una differenza
significativa dell’attivazione delle caspasi 3/7, rispetto ai controlli, gia dopo 12 ore di

trattamento.
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Figura 4.26 - Attivazione delle
caspasi effettrici 3/7 e vitalita
cellulare in esperimenti tempo-
risposta in cellule U937 trattate
con IT (A) 10’ M o con la
miscela RIP + anticorpo non
coniugati (o).

I risultati sono espressi come
media di due esperimenti
ciascuno effettuato in triplicato.
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4.4 GENERAZIONE DI DIANTINE MUTATE PER STUDI STRUTTURA-ATTIVITA

4.4.1 MUTAGENESI SITO-SPECIFICA DELLA DIANTINA 30

Le reazioni di mutagenesi sito-specifica della diantina 30 sono state effettuate
precedentemente nel nostro laboratorio dalla dott.ssa Chiara Lubelli mediante PCR
utilizzando il metodo del megaprimer (come descritto nei materiali e metodi, paragrafo
3.2.1.7). In particolare, il plasmide pGeml_DIA30, contenente !’intera regione
codificante il gene della diantina 30, ¢ stato amplificato con un oligonucleotide
mutagenico e il primer DIA30_rev per ottenere i megaprimer di circa 300 bp. In
parallelo si ¢ allestita una PCR per amplificare I’intera regione da mutare utilizzando la
coppia di oligonucleotidi DIA30_for e DIA30_rev. Il primer DIA30_for ibrida nel
cDNA della diantina 30 nella regione codificante gli aminoacidi 57-67 e ha la sequenza
di riconoscimento dell’enzima Xhol mentre il primer reverse si ibrida con la regione
terminale del cDNA e contiene la sequenza di riconoscimento dell’enzima di restrizione
HindIIl. La reazione di amplificazione ha portato alla produzione di un amplificato di
600 bp che ¢ stato utilizzato come stampo in una successiva reazione di amplificazione

utilizzando come inneschi i megaprimer e il primer DIA30_for (figura 4.27).

Y
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T — u :L _'-..1.
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l ist PCR
i ——
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L e gt |
l 2nd PCR

Restriction Enzyme Digestion and Ligation to Vector

Figura 4.27 - Rappresentazione schematica della strategia seguita per la generazione
delle diantine mutate. A: primer mutagenico; B: primer DIA30_rev; C: primer
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DIA30_for.

Infine dopo aver isolato da gel la porzione del gene amplificato e mutato, questo ¢ stato
digerito con gli enzimi di restrizione HindIII e Xhol e clonato nuovamente nel plasmide
pGEM1_DIA30 trattato con gli stessi enzimi. La trasformazione di cellule competenti
JM109 con i prodotti di ligazione ha prodotto diverse colonie da cui ¢ stato estratto il
DNA plasmidico per il controllo tramite digestione con endonucleasi di restrizione.
Alcuni di questi cloni sono stati sottoposti all’analisi di sequenziamento per confermare
I’effettiva presenza delle mutazioni E177A (DIA E/A), R180A (DIA R/A) e della
doppia mutazione E177A-R180A (DIA E/A-R/A) nella sequenza genica della diantina
30.

4.4.2 ESPRESSIONE E PURIFICAZIONE DELLE DIANTINE MUTATE

Una volta verificata la correttezza della procedura di mutagenesi mediante
sequenziamento, i geni codificanti le diantine mutate sono stati clonati nel plasmide di
espressione pET21a, il quale contiene il promotore lac che permette 1’espressione della
proteina in seguito all’aggiunta al mezzo di coltura di IPTG. In tal modo si evita che la
diantina venga espressa nelle prime fasi di crescita cellulare e inibisca la crescita dei
batteri stessi. Tale vettore ¢ stato successivamente trasformato in cellule di E. coli
BI21(DE3)plys, che permettono I’espressione di proteine ricombinanti anche tossiche e
garantiscono uno stretto controllo dell’espressione. La proteina ¢ stata espressa sotto il
controllo del promotore lac in seguito all’aggiunta di IPTG 0.4 mM per 2 ore a 37°C.

Al termine dell’incubazione le cellule sono state centrifugate e risospese in tampone
fosfato contenente gli inibitori delle proteasi. In seguito a trattamento con lisozima, 1
batteri sono stati sonicati e la porzione solubile ¢ stata separata da quella insolubile
mediante centrifugazione. Il sovranatante ¢ stato, poi, caricato su colonna
S-Sepharose™ Fast Flow. Le proteine sono state eluite con un gradiente 10-300 mM
NaCl in tampone SmM di fosfato di sodio e le frazioni sono state analizzate mediante

SDS-PAGE e immunoblot con siero policlonale anti-diantina (figura 4.28).

117



Capitolo 4 - Risultati - Generazione di diantine mutate per studi struttura-attivita

1 M 2 3 4 1 M 2 3 4

121 —

66 — —_— 100 —

45— -

36— P— B

29— | 18 a— 38 —

24— 29 —

20—
20 —

14— —
73—

A B

Figura 4.28 - Gel di poliacrilammide colorato con Coomassie (A) e Western blot delle diantine
mutate purificate mediante cromatografia a scambio cationico. Sia in A che in B: M — marker di

peso molecolare noto; 1 — diantina ricombinante (rDIA); 2 — DIA E/A; 3 — DIA R/A; 4 — DIA E/A-
R/A.

Le rese dei diversi mutanti e della diantina ricombinante sono risultati confrontabili tra
di loro. Infatti, la diantina ricombinante (rDIA) viene facilmente espressa in E.coli (5.6
mg per litro di sospensione batterica), rese leggermente piu basse si sono ottenute per le
forme mutate: 3.5 mg/L per DIA E/A, 4.1 mg/L per DIA R/A e 3.2 mg/L per DIA E/A-
R/A (tabella 4.8).

Tabella 4.8 - Rese delle diantine purificate ottenute da un litro di coltura batterica.

Resa
(mg/L)
rDIA 5.6
DIA E/A 3.5
DIA R/A 4.1
DIA E/A-R/A 3.2

4.4.3 PROPRIETA ENZIMATICHE: EFFETTI SULLA SINTESI PROTEICA

La capacita della diantina ricombinante e delle diantine mutate di inibire la sintesi
proteica ¢ stata valutata mediante saggio acellulare su lisato di reticolociti di coniglio.
Tutti i mutanti hanno mostrato una riduzione dell’ attivita enzimatica rispetto alla rDIA
e alla DIA wild type (DIA WT).

La concentrazione inibente il 50% della sintesi proteica (ICsp) & risultata di 312
ng/ml per la diantina E/A, di 2140 ng/ml per quella R/A e di 7340 ng/ml per la diantina

doppio mutante. La mutazione E/A ha provocato una diminuzione minore rispetto alla
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mutazione R/A, con una riduzione dell’attivita enzimatica di 15.2 volte rispetto alla
rDIA (ICsp di 20.5 ng/ml). Invece la DIA R/A porta ad una riduzione dell’attivita
enzimatica di 104 volte rispetto alla rDIA, mostrando che questo residuo ¢
importante per 1’attivita RIP della diantina. La diantina doppio mutante ha rivelato
una ancora maggiore riduzione di attivita essendo 358 volte meno attiva rispetto alla

rDIA (tabella 4.9).

Tabella 4.9 - Valori di ICs, della diantina wild type, ricombinante e delle forme mutate.

Perdita di attivita
ICsy (ng/ml) rispetto alla rDIA

(volte)
DIA WT 18.7
rDIA 20.5
DIA E/A 312 15.2
DIA R/A 2140 104
DIA E/A-R/A 7340 358

4.4.4 INIBIZIONE DELLA SINTESI PROTEICA CELLULARE

La citotossicita delle RIP mutate ¢ stata valutata come capacita di inibire la sintesi
proteica nella linea cellulare umana L540 (linfoma di Hodgkin). Dati riportati
precedentemente in letteratura mostrano che questa linea cellulare ¢ risultata piu
sensibile di altre linee di derivazione linfoblastoide e linfomatosa al trattamento
sia con diantina vegetale che con rDIA (Bolognesi et al., 1995). Le cellule sono
state trattate con le diantine mutate alla concentrazione di 10° M per 72 ore e la
sintesi ¢ stata valutata mediante incorporazione di *H-leucina.

Il risultato ha mostrato che la mutazione nella DIA E/A non ha modificato la
capacita di inibire la sintesi proteica a livello cellulare. Infatti la diantina WT, la
rDIA e la DIA E/A inibiscono la sintesi proteica di circa il 94% nelle cellule
L540. L’analisi statistica mediante test t-Student non mostra una differenza
significativa di attivita di queste diantine (p=0.05). Al contrario, 1 attivita
citotossica ¢ risultata assente nelle cellule trattate con DIA R/A e DIA E/A-R/A
(figura 4.29).
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100 1 proteica nella linea cellulare 1.540
3 trattata con le diverse diantine alla
8 75 concentrazione di 10°M per 72 ore.
2 In ordinata e riportata la sintesi
s proteica, misurata mediante

% 50 4 o e . 3 q
e Pincorporazione  di H-leucina,
& espressa come percentuale rispetto
25 - ai controlli. I dati sono espressi
come media di tre esperimenti,
04 = . i . i . . ognuno allestito in triplicato, + la

DAwt A DIAE/A DARA DEA  deviazionestandard.
R/A

4.4.5 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE MEDIANTE MISURAZIONE DELL’MTS
RIDOTTO

Oltre a saggiare 1’inibizione della sintesi proteica, sono stati condotti esperimenti
per valutare la vitalita cellulare utilizzando le stesse condizioni degli esperimenti
di inibizione della sintesi proteica. La vitalita ¢ stata determinata mediante
riduzione di MTS.

Si ¢ osservata una rilevante riduzione di vitalita cellulare nelle cellule esposte alla
DIA E/A con una vitalita residua pari al 27.6% rispetto ai controlli. Questa
riduzione di vitalita ¢ risultata maggiore di quella indotta dalla diantina vegetale
(35.1%) e dalla ricombinante (41.5%). Mediante analisi statistica t-Student & stato
possibile osservare che la citotossicita della diantina E/A risulta essere
significativamente maggiore sia rispetto all’attivita della diantina WT (p=0.05)

che rispetto alla rDIA (p=0.01). La DIA R/A e il doppio mutante invece non hanno

provocato nessuna riduzione di vitalita cellulare (figura 4.30).
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4.4.6 VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI (MISURAZIONE DELLE CASPASI 3/7
ATTIVATE)

N

Per valutare se le diantine innescassero eventuali meccanismi apoptotici, ¢ stata
determinata 1’ attivazione delle caspasi 3 e 7.

Dopo 72 ore di incubazione con le RIP, 1’attivazione delle caspasi 3 e 7 ¢ stata
rilevata mediante luminescenza. I risultati ottenuti hanno evidenziato un cospicuo
aumento dell’attivazione delle caspasi 3 e 7 pari a circa il 713% dei controlli nelle
cellule trattate con DIA E/A; anche in questo caso maggiore rispetto alla diantina
vegetale (657%) e alla ricombinante (570%). Mediante analisi statistica t-Student
¢ stato possibile osservare che 1attivita della diantina E/A risulta essere
significativamente maggiore sia rispetto all’attivita della diantina WT (p=0.05)
che rispetto alla rDIA (p=0.01). La DIA R/A e il doppio mutante invece non hanno

indotto attivazione di queste caspasi effettrici (figura 4.31).
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Capitolo 5 — Discussione

La ricerca descritta in questa tesi intendeva verificare I’efficacia di un frammento
anticorpale anti-CD33 nel trasporto antigene-specifico di siRNA citotossici o della RIP
monocatenaria diantina 30, al fine di valutarne I’applicabilita terapeutica nel trattamento
della leucemia mieloide acuta.

Un altro aspetto approfondito in questa tesi ha riguardato studi di mutagenesi sito-
specifica allo scopo di valutare il contributo all’attivita enzimatica di alcuni residui

aminoacidici altamente conservati in tutte le RIP.

ESPRESSIONE E PURIFICAZIONE DI SCFVCD33-CYS

N

La prima parte di questa tesi ¢ rappresentata dall’ottimizzazione della metodica di
espressione e purificazione da E. coli di un scFv anti-CD33 umanizzato e
ingegnerizzato in modo da presentare all’estremita C-terminale una cisteina libera,
necessaria poi per la coniugazione con un peptide di 9 arginine, per il trasporto di
siRNA, o per la coniugazione con la RIP monocatenaria diantina 30, per la costruzione
di un’immunotossina.

L’ottimizzazione dell’espressione e della purificazione dell’scFvCD33-Cys si ¢ resa
necessaria per tre motivi fondamentali: 1) I’scFv, seppure espresso sotto il controllo del
promotore lac, non viene espresso ad altissimi livelli; 2) nel nostro caso, la proteina
ricombinante presenta numerose contaminanti batteriche che tendono a copurificare; 3)
I’scFv si ¢ dimostrato una molecola altamente instabile.

Uno dei fattori pitt importanti che consentono il miglioramento del livello di espressione
di una proteina eterologa in E. coli ¢ I’ottimizzazione delle condizioni di fermentazione.
L’individuazione delle migliori condizioni colturali per 1’espressione consente un
significativo aumento della resa, permettendo di ottenere una maggiore quantita di
proteina. L’incremento della resa puo essere ottenuto agendo su diversi parametri critici
che possono riguardare le condizioni di fermentazione (temperatura di induzione, ODgg
finale di induzione, tempo di induzione), la composizione chimica del terreno di crescita
(concentrazione dell’estratto di lievito, triptone, IPTG, antischiuma e antibiotici), le
condizioni di inoculo (ODgy iniziale). L’aumento di produttivita ¢ dovuto al contributo
sinergico di due fattori: incremento del livello di espressione della proteina da parte
della singola cellula (produttivita specifica) e la maggior biomassa presente nella

coltura, la quale comporta un incremento della produttivita volumetrica. L’approccio
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pit semplice per individuare le migliori condizioni di fermentazione consiste in una
serie di prove durante le quali vengono indagate individualmente le singoli variabili.

Nel nostro caso abbiamo deciso di migliorare il livello di espressione dell’scFv in E.
coli, variando alcuni parametri critici quali la temperatura di incubazione della coltura
in seguito ad induzione, il tempo intercorrente tra il momento dell’induzione e quello
della raccolta della biomassa, la concentrazione di induttore IPTG da utilizzare.

Le condizioni migliori per I’espressione del frammento anticorpale sono state ottenute
incubando le cellule in presenza dell’induttore IPTG a 24°C: abbiamo infatti osservato
che a 37°C, temperatura fisiologica per E. coli, I’espressione dell’scFv ha un effetto
negativo sul normale metabolismo dell’organismo ospite e porta ad una notevole
riduzione della biomassa. Per quanto riguarda gli altri due parametri di fermentazione
abbiamo osservato, mediante analisi di Western blot degli estratti proteici totali, che la
concentrazione finale ottimale di IPTG e risultata essere compresa tra 0.8 ¢ 1 mM e il
tempo ottimale di induzione ¢ stato di 3 ore.

L’scFvCD33-Cys da noi utilizzato possiede il segnale pelB che ne indirizza la
secrezione nel periplasma batterico, ambiente ossidante in cui avviene 1’ossidazione
delle cisteine tioliche in disulfidi, permettendo quindi di ottenere 1’scFv in una
conformazione stabile.

L’scFv ¢ stato quindi inizialmente purificato dall’estratto periplasmatico mediante
cromatografia di affinita sfruttando il zag di istidine presente nella porzione C-terminale
e utilizzando una resina al Nichel. Dalle analisi eseguite si ¢ visto che la cromatografia
di affinita ha portato solo ad un arricchimento della proteina, ma non ¢ stata
sufficientemente selettiva a causa del legame di proteine aspecifiche. Si ¢ cercato di
superare questo problema aumentando la concentrazione di imidazolo nelle soluzioni di
lavaggio, ma non si ¢ osservato nessun miglioramento. Per questo motivo ¢ stato
necessario un secondo step di purificazione mediante cromatografia a scambio ionico
che ha permesso di ottenere la proteina con una purezza percentuale dell’83% e una resa
finale di ~ 50 pug/L di coltura batterica. L’scFvCD33-Cys ha mostrato inoltre una forte
tendenza a precipitare durante la purificazione e si & mostrato molto sensibile alla
concentrazione e ai cambiamenti di pH e forza ionica. Durante la dialisi, effettuata tra le
due cromatografie, oltre il 50% di proteina ¢ precipitata.

Si ¢ provato, quindi, a migliorare la resa dell’scFv inserendo all’N-terminale un altro
tag (Strep-tag II). L’scFvCD33-Cys cosi modificato ¢ stato purificato mediante

cromatografia di affinita utilizzando la resina Strep-Tactin. Dopo un unico passaggio di
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purificazione si ¢ ottenuta una proteina abbastanza arricchita, anche se non ancora
omogenea, con una purezza percentuale del 72% e una resa di soli 13 ug/L.

Infine, viste le basse rese, abbiamo voluto verificare la presenza dell’scFvCD33-Cys nel
citoplasma sottoforma solubile o nei corpi di inclusione. La purificazione in parallelo
dalla frazione solubile e insolubile, effettuata mediante due passaggi cromatografici, ha
incrementato notevolmente la resa finale riuscendo ad ottenere 145 pg di scFvCD33-
Cys dalla frazione solubile e 748 ug dai corpi di inclusione a partire da un litro di
sospensione batterica. Questo protocollo di purificazione, nonostante abbia richiesto pit
passaggi necessari per il refolding della proteina, ha permesso di incrementare la resa
finale di circa 17 volte rispetto alla resa ottenuta dalla frazione periplasmatica e di
ottenere un frammento anticorpale omogeneo (90% di purezza percentuale) e con una
buona capacita di legame all’antigene CD33.

Probabilmente la presenza di una cisteina spaiata al C-terminale ha influito molto sulla
resa e sulla stabilita del frammento anticorpale, a causa dell’aggregazione tra le
molecole, e sulla purezza, per il possibile legame con proteine contaminanti batteriche
(Schmiedel et al., 2000 e Wang et al., 1997). Infatti le rese ottenute con la versione
dell’scFvCD33 senza la cisteina libera sono state superiori riuscendo ad ottenere 1.5 mg
di scFv dalla frazione solubile e 2.3 mg dalla frazione insolubile ed una purezza

percentuale di oltre il 90%.

PREPARAZIONE DEI COMPLESSI SCFVCD33-9R/SIRNA

L’scFvCD33-Cys terminante con la cisteina libera ¢ stato poi utilizzato in una reazione
di coniugazione con un decapeptide presente in commercio con il nome di 9R peptide.
Questo decapeptide ¢ costituito da una cisteina N-terminale seguita da 9 residui di D-
arginina, permettendo quindi il legame di diversi siRNA in modo sequenza-
indipendente.

La reazione € stata condotta come descritto in Kumar ef al., 2008 e in Kim et al., 2011.
Durante la reazione di coniugazione si ¢ osservata un’elevata tendenza della proteina ad
aggregarsi e a precipitare portando ad una perdita di oltre il 50%. L’anticorpo dopo
coniugazione ha mantenuto la capacita di riconoscere 1’antigene CD33 ed ¢& risultato in
grado di legare completamente i siRNA ad un rapporto molare scFv/siRNA di 10:1. 1l
legame dei siRNA all’scFvCD33-9R ¢ stato meno efficiente di quanto descritto da
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Kumar, dove si aveva il legame completo dei siRNA al frammento anticorpale ad un
rapporto molare di 2:1 peptide:siRNA.

Una spiegazione di questo legame poco efficiente dei siRNA potrebbe essere dovuta ad
una scarsa coniugazione con il 9R peptide, forse a causa della bassa reattivita della
cisteina libera di questo scFv nei confronti del peptide. Pur variando alcuni parametri
della reazione di coniugazione tra 1I’scFv e il peptide di 9 arginine (temperatura di
coniugazione, buffer di reazione, tempo di reazione) non si € riusciti a migliorare questo
rapporto.

La scarsa efficienza di coniugazione si ¢ poi anche ripercossa sulla scarsa citotossicita
che I’'immunoconiugato scFv-9R/siTox ha mostrato nei confronti delle cellule CD33"
U937. Infatti, alla concentrazione di 300 nM si ha circa il 75% di vitalita cellulare,
nonostante il siTox abbia mostrato effetti citotossici (LCso=45.1 nM) su cellule HeLLa
non farget in esperimenti preliminari di trasfezione, utilizzando come reagente di
trasfezione I’INTERFERiIn.

Questa scarsa citotossicita osservata potrebbe essere dovuta all’eccesso di scFvCD33-
Cys libero che compete con quello coniugato al peptide 9R per il legame all’antigene
cellulare. Un’altra possibile spiegazione potrebbe essere 1’incapacita del siRNA di agire
sul suo bersaglio citosolico, dovuto ad un inefficace rilascio dall’endosoma dopo
internalizzazione. Ci0 potrebbe essere la conseguenza di un routing intracellulare che
porta I’endosoma verso il trans Golgi e quindi di nuovo sulla membrana plasmatica
provocando 1’esocitosi del coniugato, o di un routing che porta alla fusione
dell’endosoma con i lisosomi con conseguente degradazione del siRNA da parte delle
nucleasi lisosomiali.

Per la comprensione di questi fenomeni saranno necessari ulteriori studi che, utilizzando
siRNA marcati con fluorocromi o oro colloidale, possano chiarire tramite microscopia
confocale o elettronica il loro percorso endocellulare e la loro compartimentalizzazione.
In questo studio non ¢ stato possibile mettere a punto tale metodica a causa delle basse
rese ottenute dopo la reazione di coniugazione e a causa dell’instabilita del frammento
anticorpale in soluzione.

Si ¢ anche cercato di utilizzare per la coniugazione con il peptide 9R un scFv anti-CD33
senza la cisteina libera, molto piu stabile di quello presentante la cisteina. Questo
scFvCD33 ¢ stato derivatizzato con 1’agente etero-bifunzionale 2-iminotiolano (2-IT) al
fine di introdurre gruppi SH-reattivi che permettessero la successiva coniugazione con il

peptide di 9 arginine. L’scFv ha presentato una scarsa reattivita nei confronti del 2-IT
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riuscendo ad ottenere un rapporto gruppi —SH/scFv di solo 0.64 e, in seguito a
coniugazione con il peptide, ha mostrato una bassa efficienza di legame con i siRNA
(rapporto molare peptide:siRNA di 20:1). Inoltre, dopo derivatizzazione e coniugazione,
il frammento anticorpale ha perso la capacita di legame per 1’antigene CD33 e quindi

non ¢ stato possibile utilizzarlo in saggi di citotossicita specifica.

COSTRUZIONE DEL CONIUGATO SCFvCD33-DIA30

L’immunotossina scFvCD33-DIA30 ¢ stata costruita mediante coniugazione chimica
del frammento anticorpale con la RIP, utilizzando protocolli sperimentali di
derivatizzazione e di coniugazione, precedentemente descritti (Bolognesi et al., 2000).
La diantina 30 ¢ stata derivatizzata con 2-IT che, legandosi ai gruppi amminici laterali
di residui lisinici e argininici, disponibili sulla molecola proteica, introduce un gruppo —
SH reattivo nella molecola, permettendo la successiva coniugazione, tramite un ponte
disolfuro, con la cisteina libera dell’scFvCD33-Cys. Il rapporto di derivatizzazione della
diantina 30 ¢ stato mantenuto pari a circa un gruppo —-SH per molecola.
L’immunotossina ¢ stata separata dagli altri prodotti della reazione mediante
cromatografia per gel filtrazione su colonna Sephacryl S100. In questo modo sono stati
eliminati la diantina 30 e I’scFv non coniugati.

L’immunotossina purificata ¢ stata analizzata mediante SDS-PAGE per una
determinazione qualitativa e quantitativa delle sue componenti molecolari. Mediante
analisi densitometrica del gel ¢ stato possibile calcolare il rapporto RIP/scFv che ¢ stato
di 1.28.

In seguito a coniugazione con I’scFv, la diantina 30 ha conservato una buona capacita di
inibizione della sintesi proteica. Infatti, in un sistema cell-free, la RIP coniugata ha
perso solo parzialmente la sua attivita enzimatica, rimanendo comunque una molecola
molto attiva nell’inibire la sintesi proteica (ICso dell’ordine di 1071 M). Di conseguenza,
¢ lecito ipotizzare che il processo di coniugazione chimica non abbia alterato in modo
rilevante I’attivita enzimatica della molecola tossica.

Dopo coniugazione, la diantina 30 ha aumentato di oltre tre logaritmi la sua tossicita
sulla linea cellulare U937. Questo effetto ¢ specifico poiché nella linea cellulare CD33"
L540 la citotossicita dell’immunotossina risulta uguale a quella dovuta alla miscela
scFv e RIP non coniugati.

L’immunotossina si € rivelata fortemente citotossica, con una ICsy dell’ordine di
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10" M, mentre la miscela di scFv + diantina nativa, nelle stesse condizioni
sperimentali, ha provocato un’inibizione della sintesi proteica molto minore con un’ICsg
dell’ordine di 107 M.

Alla concentrazione di 10° M I’immunotossina inibisce la sintesi proteica del 90%,
mentre la diantina 30 non coniugata alla stessa concentrazione non inibisce la sintesi
proteica. A questa concentrazione ¢ possibile, quindi, osservare la migliore finestra
terapeutica, in cui cio¢ la citotossicita specifica dell’immunotossina ¢ massima, mentre
la citotossicita aspecifica, dovuta alla diantina 30, ¢ minima. Una dose di
immunotossina pari a 107 M & sufficiente ad inibire completamente la sintesi proteica,
mentre alla stessa dose la diantina non coniugata + 1I’scFv provoca solo una riduzione
del 40% della sintesi proteica.

Per verificare che all’inibizione della sintesi proteica corrispondesse 1’effettiva
eliminazione cellulare sono stati condotti saggi paralleli di vitalita cellulare. In
particolare alla concentrazione di 10® M I’immunotossina provoca una riduzione della
vitalita cellulare del 75%, mentre nelle cellule trattate con la miscela RIP + scFv non
coniugati la vitalita rimane del 100%.

Analizzando morfologicamente le cellule trattate con I’IT e la miscela RIP + anticorpo
per 72 ore a 107 M, concentrazione che determina I’inibizione completa della sintesi
proteica, si sono osservate alterazioni cellulari ascrivibili all’apoptosi.

Gia in precedenza ¢ stato dimostrato che le RIP e le immunotossine contenenti RIP
inducono morte per apoptosi (Bolognesi et al., 1996; Polito et al., 2009). E’ stato quindi
effettuato un studio per valutare la capacita dell’IT 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.

L’attivazione caspasica risulta gia significativa dopo solo 12 ore di incubazione con I'IT
alla dose di 107 M. La tossicita dell’'IT potrebbe, quindi, dipendere non solo
dall’inibizione della sintesi proteica causata dalla tossina, ma anche dalla sua capacita di
indurre apoptosi mediante deadenilazione di altri substrati quali il DNA e le PARP.
Come gia dimostrato per la saporina (Polito et al., 2009), anche la diantina potrebbe
innescare pathway multipli di morte cellulare modificando enzimaticamente vari
substrati, tra i quali I'rTRNA potrebbe non essere il pil rilevante.

Nel prospettare una terapia in vivo con I’immunotossina risulta di fondamentale

importanza il fatto che le cellule siano eliminate attraverso meccanismi apoptotici, in
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quanto, evitando la necrosi, si eviterebbe anche I’instaurarsi di una risposta
infiammatoria che sempre segue questo tipo di morte cellulare.

I risultati ottenuti in vitro con I'immunotossina scFvCD33-DIA30, pur non essendo
sufficienti a prospettarne un impiego clinico, a causa della non completa “forbice
terapeutica” risultano estremamente interessanti.

L’uso di un frammento anticorpale umanizzato offre il vantaggio di una minore
immunogenicita e migliori caratteristiche farmacologiche, quali emivita plasmatica piu
lunga, maggiore biodisponibilita e minore tossicita sistemica. Cido lo rende
particolarmente adatto per la costruzione di immunoconiugati, altrettanto resistenti,
stabili ed efficaci di quelli ottenuti con anticorpi murini.

L’scFvCD33 da noi utilizzato oltre a presentare i vantaggi propri degli anticorpi
umanizzati, riconosce il CD33, il quale possiede una caratteristica particolarmente
favorevole per I’immunoterapia, cioe quella di internalizzare rapidamente in seguito al
legame con ’anticorpo (van Der Velden et al., 2001). Questo aspetto fa si che anche
I’immunotossina, successivamente al legame con il suo recettore, internalizzi
rapidamente, con una piu probabile traslocazione della tossina nel citoplasma. Inoltre un
rapido sequestro della tossina da parte delle cellule bersaglio comporta una minore
tossicita aspecifica della molecola tossica nei confronti delle cellule sane, soprattutto del
sistema reticolo-istiocitario.

L’utilizzo di anticorpi ricombinanti umani o umanizzati riduce la risposta immunitaria
verso la componente anticorpale. A questo punto I'unica risposta immunitaria che si
potrebbe verificare ¢ quella nei confronti della molecola tossica. Questo inconveniente
potrebbe essere superato mediante diverse strategie: somministrazione sequenziale di
immunotossine contenenti RIP diverse, che non cross-reagiscano tra loro, oppure di RIP
meno immunogene, come le RIP identificate in specie eduli (Barbieri et al., 2006).

I risultati preliminari ottenuti in questa tesi, pur indicando interessanti potenzialita
farmacologiche dell’immunotossina anti-CD33, sono ancora insufficienti per
prospettarne un impiego clinico in pazienti affetti da AML. Test su colture primarie e
studi in vivo in modelli animali, sono, infatti, ancora necessari, per verificare I’effettiva
efficacia dell’immunotossina sulle cellule tumorali del paziente e per valutarne la

farmacocinetica, la biodistribuzione e 1’eventuale tossicita sistemica.
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GENERAZIONE DI DIANTINE MUTATE PER STUDI STRUTTURA-ATTIVITA

La diantina 30 ¢ una RIP di tipo 1 trovata in differenti tessuti della pianta del garofano
(Dianthus caryophyllus) (Stirpe et al., 1981).

La sequenza nucleotidica del cDNA codificante per la Diantina 30 ¢ stata ottenuta da
una libreria di espressione (Legname et al., 1993 e 1995) e la struttura tridimensionale ¢
stata risolta alcuni anni fa ad una risoluzione di 1.4 A (Fermani et al., 2005).

Dal punto di vista strutturale, la diantina ¢ una tossina a catena singola di 249
aminoacidi costituita da due domini: il dominio N-terminale presenta una struttura
secondaria prevalentemente di tipo [-sheet, mentre quello C-terminale mostra una
organizzazione strutturale prevalentemente ad o-elica. I sito catalitico si trova tra 1 due
domini ed in esso sono presenti alcuni residui altamente conservati in tutte le RIP.
Comparando la sequenza aminoacidica della diantina ricombinante con le altre RIP di
tipo 1 e 2, sono stati evidenziati numerosi residui altamente conservati costituenti il sito
attivo dell’enzima, fra 1 quali Tyr 73, Tyr 121, Glu 177 e Arg 180. E’stato proposto che
questi residui siano fondamentali per ’attivita enzimatica svolta da questi enzimi.
Mentre Glu 177 e Arg 180 sono direttamente utilizzati nella formazione dello stato di
transizione oxocarbenium-like, Tyr 73 e Tyr 121 avrebbero un ruolo importante nel
riconoscimento e nel posizionamento dell’adenina target nella tasca enzimatica.

Allo scopo di poter chiarire meglio il meccanismo d’azione e di identificare 1 residui
importanti per 1’inibizione della sintesi proteica e per la citotossicita, abbiamo deciso di
studiare il contributo di alcuni dei residui altamente conservati all’attivita enzimatica e
al legame con il substrato. Sono pertanto stati generati nel nostro laboratorio 3 mutanti
sostituendo un’alanina al glutammato 177 (DIA E/A), all’arginina 180 (DIA R/A) o ad
entrambi i residui (DIA E/A R/A) mediante mutagenesi sito-diretta.

Le proteine mutate sono state espresse e purificate da E. coli con successo ottenendo
delle rese simili tra i diversi mutanti (3-5 mg/L di sospensione batterica).

La capacita della diantina ricombinante e di quelle mutate di inibire la sintesi proteica ¢
stata valutata mediante saggio acellulare su lisato di reticolociti di coniglio e sulla linea
cellulare L540. Inoltre sono state fatte delle prove di vitalita cellulare e si ¢ valutato
I’innesco di eventuali meccanismi apoptotici mediante determinazione dell’attivazione
delle caspasi 3/7.

Nel loro complesso, tutti i risultati ottenuti portano a concludere che 1’arginina 180

¢ assolutamente necessaria per 1’attivita enzimatica e citotossica della diantina.
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Questo ¢ in accordo con la teoria proposta da Frankel secondo la quale 1’arginina ¢
necessaria per la protonazione dell’adenina (Frankel et al., 1990). La mutazione
R/A porta sia alla perdita di attivita RNA N-glicosidasica che della capacita di
indurre apoptosi nelle cellule, nonostante mantenga ancora una residua capacita di
inibire la sintesi proteica in saggi cell-free (ICsy di 2140 ng/ml).

Abbastanza sorprendenti sono i risultati riguardanti la DIA E/A. Infatti, sebbene
I’attivita N-glicosidasica sui ribosomi sia risultata minore di 15.2 volte rispetto alla
diantina ricombinante (determinata come ICsy in sistemi cell-free), sulle cellule il
mutante DIA E/A ha mostrato una capacita di intossicare e indurre apoptosi
significativamente maggiore della diantina wild-type e di quella ricombinante
(p=0.05). Per il mutante DIA E/A sembra non esserci una stretta correlazione tra
attivita enzimatica sul’rRNA e capacita di indurre apoptosi, come gia osservato
con una saporina mutata in un residuo differente, in cui la Tyr 16 ¢ stata sostituita
con Ala (Sikriwal et al., 2008).

I risultati ottenuti con questo mutante sono in contrasto con il comportamento
osservato in precedenza in altre RIP. Da precedenti studi di mutagenesi riguardanti
ricina (Ready et al. 1991), PAPII (Poyet et al., 1998) e tricosantina (Wong et al.,
1994) ¢ stata messa in evidenza |’'importanza della presenza di un gruppo
carbossile nel sito attivo. Il glutammato con la sua carica negativa stabilizza lo
stato di transizione oxocarbenium-like e risulta quindi assolutamente necessario
per 1’attivita enzimatica della RIP.

Ready et al. (1991) hanno mostrato che il cambiamento di glutammato 177 (nella
ricina) in glutamina riduce 1’attivita enzimatica di 180 volte mentre la mutazione
di questo stesso residuo ad alanina riduce l’attivita di solo 20 volte. Questa
sorprendente minore perdita di attivita puo essere spiegata dalla presenza nella
ricina di un glutammato 208 che in assenza del glutammato 177 ricopre il ruolo di
stabilizzatore dello stato di transizione e, ruotando nello spazio prima occupato dal
glutammato 177, ne rimpiazzi la funzione.

Nel caso della diantina non risulta essere presente un secondo glutammato che
rimpiazzi la funzione di quello in posizione 177. Al contrario, in corrispondenza
del glutammato 208 della ricina ¢ invece presente una glutamina (posizione 206
nella diantina). A questo proposito ulteriori approfondimenti strutturali saranno

necessari per valutare la possibile presenza di altri aminoacidi carichi
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negativamente nel sito attivo, che sostituendo il glutammato 177 stabilizzino lo
stato di transizione e che possano spiegare meglio i risultati ottenuti.

Infine nel caso del doppio mutante DIA E/A R/A gli effetti delle due mutazioni si
sommano inficiando quasi completamente I’attivita RIP e la capacita di indurre
apoptosi.

E’ interessante il fatto che la capacita del doppio mutante di inibire la sintesi
proteica su lisato di reticolociti sia notevolmente ridotta (ICso di 7340 ng/ml), ma
non assente. Confermando, forse, 1’ipotesi di alcuni autori che sostengono che
I’Arg 180 e il Glu 177 non siano gli unici residui necessari per 1’attivita RIP ma

che anche altri residui possano essere coinvolti nella catalisi (Poyet et al., 1998).
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