Anticorpi
intracellulari

di Silvia Biocca e Antonino Cattaneo

a crescita esponenziale delle in-
formazioni sulle sequenze di
nuovi geni acquisite nei labo-

ratori di tutto il mondo nell’ambito
del Progetto Genoma sta rendendo
sempre pil rilevante il problema di
comprendere la funzione di ciascu-
na delle proteine codificate dai singo-
li geni. Seguendo I'esempio classico
fornito dallo studio delle mutazioni
genetiche, possiamo oggi cercare di
comprendere la funzione di una pro-
teina inibendo in maniera controllata
la sua azione, una metodica chiamarta
in gergo tecnico knock-out nei con-
fronti di rale proteina. Si puo interfe-
rire in modo efficace e mirato con
Pattivira biologica delle proteine che
si vogliono studiare sia a livello geno-
tipico (del DNA) sia a livello fenotipi-
co (dellmRNA o della proteina), e
cio pud servire non solo a studiarne le
funzioni, ma anche a conferire alla
cellula una proprieta fenotipica d’in-
teresse applicativo come, per esempio,
la resistenza a un virus patogeno. Si
parla in questo caso di immunizzazio-
ne intracellulare.

Anticorpi ricombinanti
all'interno della cellula

Gia negli anni sessanta Rita Levi-
-Montalcini aveva inietrato in ratt
neonati anticorpi in grado di compe-
tere con [attivita biologica del fattore
di crescita delle cellule nervose (nerve
growth factor, o NGF), ottenendo co-
si la distruzione del sistema nervoso
simpatico e dimostrando formalmen-
te che le cellule del sistema nervoso
simpatico dipendono dall’NGF per la
loro sopravvivenza. L'importanza di
questi esperimenti consiste anche nel-
I'aver fornito una dimostrazione del-
I'utilita degli anticorpi come strumen-
ti per interferire con l'attivita biologi-
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ca di proteine bersaglio presenti nel-
Pambiente extracellulare del sistema
NErvoso.

Questo approccio € stato anche uti-
lizzato con successo per bloccare 'at-
tivita di proteine intracellulari, me-
diante la microiniezione di anticorpi
nel citoplasma di cellule di varia origi-

L'espressione  dell’an-
ticorpo  ricombinante
diretto  contro I'NGF
nelle cellule del siste-
ma nervoso di un topo
transgenico permette di
studiare gli effert della
neutralizzazione  del-
I'NGF. Le fotografie
qui a fianco mostrano
due successivi ingrandi-
menti di una sezione di
ippocampo ottenuta da
un topo transgenico di
2 mesi, colorata in mo-
do da evidenziare 'e-
spressione di anticorpi
ricombinanti anti-NGF
nei neuroni. In basso
sono ripresi due topi
della stessa nidiata: co-
me si pud notare, solo
il pit1 piccolo, che espri-
me "anticorpo ricombi-
nante anti-NGF, ha svi-
luppato una complessa
sindrome neuromusco-
lare dovuta alla neutra-
lizzazione dell’artivita
di NGF.

ne. L'iniezione di anticorpi in animali
o in colture di cellule ha tuttavia ov-
vie limitazioni: si possono studiare so-
lo effetti a breve termine e si possono
bloccare soltanto gli antigeni presenti
in quei compartimenti accessibili al-
I'anticorpo che viene iniettato.

In particolar modo, dopo la scoper-
ta del metodo degli anticorpi mono-
clonali da parte di Kochler e Milstein
nel 1976 (si veda larticolo Gli anti-
corpi monoclonali di Cesar Milstein
in «Le Scienze» n. 148, dicembre
1980), il repertorio virtualmente illi-
mitato di molecole anticorpali ¢ stato
sfruttato come sorgente di reagenti
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Una nuova tecnologia
di knock-out fenotipico

e Immunizzazione

intracellulare non solo
consentira di studiare
le funzioni delle proteine,

ma potra rendere
le cellule resistenti

agli organismi patogeni

specifici pit controllati e riproduci-
bili. La natura modulare degli an-
ticorpi, unitamente alle loro proprie-
ta di universalita e di specificita nel ri-
conoscimento chimico, rende queste
molecole uno strumento ideale per
molte applicazioni scientifiche e te-
rapeutiche. Lo sfruttamento applica-
tivo degli anticorpi ha fatto nasce-
re |attivissimo campo delle immuno-
tecnologie.

La tecnologia degli ibridomi ha
avuto un enorme successo non solo
perché ha permesso di isolare una va-
sta gamma di reagenti anticorpali sot-
to forma di molecole proteiche pure,
ma anche perché, grazie agli sviluppi
della tecnologia del DNA ricombi-
nante, ha permesso di clonare ¢ mani-
polare i geni che codificano per gli an-
ticorpi corrispondenti.

['organizzazione strutturale degli
anticorpi in domini funzionali separa-
ti ¢ indipendenti tra di loro li rende
particolarmente accessibili alle modi-
ficazioni realizzabili mediante inge-
gneria proteica. In particolare, i do-
mini funzionali che legano 'antigene
{le regioni variabili dell’anticorpo)
possono essere separati dai domini
che mediano le funzioni effettrici (le
regioni costanti dell’anticorpo) ed es-
sere combinati artificialmente tra di
loro o uniti a domini proteici di varia
natura, per formare nuove molecole
anticorpali con proprieta di riconosci-
mento specifico accoppiate a funzioni
effettrici nuove, in forme limitate solo
dalla fantasia.

L’idea di far esprimere gli anticorpi
in siti diversi dal consueto (espressio-
ne ectopica) si basa proprio sulla pos-
sibilita di manipolare i geni per gl an-
ticorpi in modo da ottenere nuove
molecole pit efficaci e permertere la
loro espressione in una grande varie-
ta di cellule non linfoidi. Questo tipo
di espressione anticorpale pud essere
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ottenuto in differenti tessu-

ti 0 organismi e in diffe-
renti compartimenti intra-
cellulari per interagire con
I"antigene di interesse, Ii do-
ve € espresso. Si tratta di una
forma di immunizzazione passiva
con anticorpi ricombinanti. Se 'anti-
COrpo € espresso come proteina secre-
ta potra bloccare la funzione di un
antigene secreto, come per esempio
un fatrore di crescita, un neurotra-
smettitore o, pit in generale, un pro-
dotto genico extracellulare. Se invece
viene espresso all’interno della cellula
e indirizzato verso differenti compar-
timenti subcellulari, potra legare e ini-
bire 'atrivita di prodotti genici intra-
cellulari.

Da quanto esposto risulta chiaro
che la fattibilita della strategia degli
anticorpi intracellulari dipende stret-
tamente dalla possibilita di dimo-
strare innanzitutto che si possono op-
portunamente modificare cellule non
linfoidi in modo da far loro esprimere
anticorpi; in secondo luogo che gli
anticorpi possono essere indirizzati in
differenti compartimenti intracellula-
ri, e infine che I'interazione in vivo tra
antigene e anticorpo in questi nuovi
contesti intracellulari inibisce specifi-
che funzioni cellulari.

Una serie di esperimenti eseguiti
per la prima volra nel nostro labora-
torio e successivamente in molti altri
nel mondo ha trasformato 'idea ini-
ziale in una realtd scientifica schiu-
dendo nuove prospettive nei campi
della genomica funzionale e della te-
rapia genica.

L’espressione intracellulare di anticorpi
diretti contro diverse proteine del

virus HIV inibisce in vitro

la replicazione e I'infetti-

vita del virus.

Da un disegno di Tomo Narashima, medificato
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Anticorpi secreti
da cellule nervose

Normalmente gli anticorpi sono
proteine secrete dalle cellule linfoidi.
Per ottenere |'espressione di anticorpi
in cellule di altro tipo occorre modifi-
care il gene in modo che le sequenze
geniche regolatrici non codificanti sia-
no sostituite da analoghe sequenze per-
missive per la cellula su cui si intende
agire. Il gene chimerico cosi modificato
deve quindi essere trasferito per venire
espresso nel nuovo contesto cellulare.
Le cellule del sistema nervoso si sono
dimostrate particolarmente efficienti
nella secrezione di anticorpi funziona-
li ed & stato cosi possibile creare mo-
delli animali in cui i geni che codifica-
no per anticorpi specifici sono stati e-
spressi nel sistema nervoso di topi
transgenici, dove interagiscono con la
proteina corrispondente inibendone la
funzione. (Gli anticorpi cosi ottenuti
prendono il nome di neuroanticorpi,
mentre il risultato inibitorio & detto
knock-out tenotipico.)

Questo approccio, ispirato agli studi
originali di Rita Levi-Montalcini, non
& ovviamente limitato al sistema nervo-
0, ma puo essere esteso in particolar
modo a tutti quegli organismi o tessuti
nei quali il metodo genetico non é uti-
lizzabile. Nel nostro laboratorio sono
state prodotte linee di topi transgenici
che esprimono nel sistema nervoso an-
ticorpi diretti contro il neuropeptide
sostanza P e contro 'NGF, ottenendo

Indirizzamento degli anticorpi verso differenti com-
partimenti intracellulari. Alcuni segnali di lo-
calizzazione noti - qui evidenziati in gial-

lo - possono essere sfruttati per mo-
dificare il traffico intracellula-
re degli anticorpi nelle cel-
lule eucariotiche. Le si-
gle poste accanto
agli anticorpi indi-

cano i rispettivi
compartimenti cel-
lulari  di  desti-

nazione; N, nu-
cleo; C, citopla-
sma; ER, retico-
lo endoplasmati-
co; ER,, ed ER,,
rispettivamen-
te reticolo endo-
plasmatico della
membrana e solu-
bile; M, mitocon-
drio; PM, mem-
brana plasmatica;
S, vescicola di se-
crezione.
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ANTICORPI SECRETI

cosi modelli sperimentali per lo studio
del fenotipo derivante dal blocco del-
I"azione biologica di tali molecole.

Verso gli organelli
cellulari

Le conoscenze acquisite nel campo
del traffico intracellulare si sono dimo-
strate utili per trattenere gli anticorpi
dentro la cellula e indirizzarli in com-
partimenti subcellulari differenti. (Lo
scienziato Giinter Blobel ¢ stato il pio-
niere proprio di questi studi sul traffico
intracellulare per i quali € stato insigni-
to quest’anno del Nobel per la medici-
na.) Molte proteine raggiungono la lo-
ro destinazione cellulare appropriata
mediante specifiche sequenze peptidi-
che di indirizzamento, che ne determi-
nano la precisa localizzazione cellulare
¢, di conseguenza, il ripicgamento, la
maturazione ¢ la degradazione. Molti
di questi segnali sono autonomi e do-
minanti, cioé possono essere artificial-
mente inseriti in una proteina estranea
conferendole le proprieta di localizza-
zione della proteina di origine.

Il traffico intracellulare di una pro-
teina va incontro a una serie di scelte
gerarchiche successive. In prima istan-
za, la presenza della cosiddetta sequen-
za segnale di secrezione nella porzione
N-terminale di una proteina ne deter-
mina la traslocazione all'interno del re-
ticolo endoplasmatico. Questo consen-
te a una proteina secretoria di risolvere
il problema dell’attraversamento della
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membrana plasmatica per passare nel
mezzo extracellulare. La presenza di
ulteriori segnali, oltre alla sequenza se-
gnale per la secrezione, determina la
successiva localizzazione in differenti
tratti della via cellulare secretoria (nel
reticolo endoplasmatico, nei comparti-
menti del Golgi, in vescicole di varia
natura, nei lisosomi e cosi via) o la
comparsa sulla membrana plasmatica.

In assenza della sequenza segnale
per la secrezione, la proteina viene sin-
tetizzata nel citoplasma, da dove puo
raggiungere, grazie a specifici segnali,
altri compartimenti subcellulari e altri
organelli (nucleo, mitocondri, porzio-
ne citoplasmatica della membrana pla-
smatica eccetera). Le proprieta di que-
sti segnali sono state sfruttate per de-
viare o, come si usa dire, reindirizzare
anticorpi ¢ frammenti anticorpali ver-
so diversi compartimenti intracellulari.

Negli esperimenti iniziali, condotti
alla fine degli anni ottanta, si sono uti-
lizzati segnali di localizzazione citopla-
smatica e nucleare per reindirizzare
immunoglobuline complete, cioé mole-
cole anticorpali costituite da due cate-
ne pesanti ¢ due leggere. Questi esperi-
menti hanno dimostrato che é possibi-
le reindirizzare anticorpi funzional-
mente associati verso compartimenti
cellulari differenti da quello secretorio.

Nel sistema immunitario i domini
costanti di un anticorpo hanno funzio-
ni effettrici che non sono perd sfrutta-
bili nel contesto intracellulare. Per que-
sto motivo, si preferisce utilizzare por-
zioni di anticorpi che preservino il do-

MITOCONDRIO

D i
ENDOPLASMATICO
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Gli anticorpi ricombinanti

dominio di riconoscimento
dell'antigene

ectodominio di
un recettore
" di membrana

Ga

scFv dimerico
bispecifico

scFv dimerico

monospe cifico immunoadesina immunotossina

n anticorpo & composto da due catene pesanti (H) e due catene leggere

(L), con le due regioni di riconoscimento dell'antigene formate dalle re-
gioni variabili della catena pesante (VH) e della catena leggera (VL). Il fram-
mento anticorpale (Fab) & formato dall'unione VH-CH1/VL-CL e in questo ca-
so & monovalente nella sua capacita di legare I'antigene. Unita di riconosci-
mento monovalenti possono essere create dall'unione delle regioni variabili,
associate sia in modo non covalente (Fv) sia tramite un peptide di collega-
mento (scFv o frammento Fv a singola catena). | frammenti scFv rappresenta-
no l'unita base piu utilizzata per la costruzione di anticorpi monospecifici mo-
novalenti, anticorpi bispecifici, immunotossine e immunoconiugati di varia
natura. Frammenti Fc possono essere uniti a domini di riconoscimento non
anticorpali, provenienti per esempio da ectodomini di recettori di membrana
(immunoadesine).

minio di riconoscimento dell’antigene,
come 1 frammenti a singola catena
(scFv). Essi si sono dimostrati pit ver-
satili degli anticorpi completi e attual-
mente sono i pitt utilizzat per I'espres-
sione all’interno della cellula. La distri-
buzione intracellulare di frammenti
scFv indirizzati verso I'apparato secre-
torio, rilevata con immunofluorescen-
za indiretta e microscopia confocale, &
mostrata nel riquadro A della figura di
questa pagina in basso, In C si vede co-
me la rimozione della sequenza di se-
crezione impedisca la traslocazione del
frammento scFv nel reticolo e ne deter-
mini I'espressione nel citoplasma. Se si
aggiungono 1 segnali di localizzazione
nucleare e mitocondriale, si otrengono
frammenti scFv che si distribuiscono
nei nuclei (D) e nei mitocondri (B).

Costruire cellule
resistenti alle malattie

La prima dimostrazione dell’effica-
cia degli anticorpi intracellulari é stata
ottenuta nel nostro laboratorio utiliz-
zando un anticorpo diretto contro la
proteina p21Ras, un proto-oncogéne
localizzaro sulla faccia citoplasmatica
della membrana plasmatica e coinvol-
to in modo essenziale nella trasduzione
di segnali che regolano la crescita e la
proliterazione cellulare. Forme onco-
geniche di questa proteina sono pre-
senti in un'alta percentuale di tumori
¢ portano a una crescita cellulare in-
controllata. L’espressione intracellula-
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Con  I'immunofluore-
scenza indiretta e la
microscopia confocale si
pud  osservare  verso
quali compartimenti in-
tracellulari si sono indi-
rizzati gli anticorpi. In A
si sono diretti verso la
via secretoria, in B verso
i mitocondri, in C verso
il citoplasma e in D ver-
so il nucleo.

89



re negli oociti di Xenopus laevis di un
anticorpo ricombinante diretto contro
la proteina p21Ras si & dimostrata in
grado di inibire la maturazione meioti-
ca indotta dall’insulina, un complicato
processo biologico che dipende in mo-
do essenziale dalla funzionalita della
proteina p21Ras. Cosi pure, I'espres-
sione nel citoplasma di cellule di mam-
mifero di anticorpi intracellulari diretti
contro p21Ras blocea la loro prolifera-
zione in risposta a fattori di crescita (s
veda la figura a pagina 93).

La strategia della immunizzazione
intracellulare ha trovato molti campi di
applicazione che vanno dalla tera-
pia genica somatica di patologie vira-
li e tumorali, alle biotecnologie vegerali
e alla ricerca di base. L'uso degli anti-
corpl intracellulari in terapia genica
rappresenta una forma di «immunizza-
zione passiva» in cui i geni che codifi-
cano per gli anticorpi sono forniti dal-
Iesterno. Cosi come fanno i pit recenti
vaccini genetici (si veda il numero di
ottobre di «Le Scienze»), i geni per gli
anticorpi intracellulari possono essere
introdotti nelle cellule dell'organismo
anche mediante iniezioni di DNA o
RNA. In alternativa si possono utiliz-
zare vettori di tipo virale o retrovirale.

L’applicazione con potenzialita tera-
peutica di maggiore successo & stata fi-
nora la creazione di cellule umane resi-
stenti all'infezione e alla replicazione
del virus HIV. Questo risultaro ¢ stato
ottenuto mediante espressione di fram-
menti anticorpali diretti contro protei
ne virali nella via secretoria (gp120) o
nel citoplasma e nel nucleo (trascrittasi
inversa, rev, tat, integrasi). Alcuni anti-
corpi bloccano la replicazione, 'inte-
grazione e/o |'assemblaggio del virus,
mentre altri (come per esempio gli an-
ticorpi anti-gp120) danno luogo alla
formazione di particelle virali non in-
fettive. In ogni caso, 'espressione di ta-
li anticorpi impartisce un’efficace pro-
tezione delle cellule, messe a contatto
con il virus HIV in coltura.

E prevedibile che I'espressione con-
temporanea di pit anticorpi intracellu-
lari, diretti contro proteine differenti e
reindirizzati verso i compartimenti op-
portuni, possa aumentarne 'etficacia
terapeutica (approccio combinato). La
valutazione clinica di questa metodo-
logia & tuttora in corso e prevede 'in-
troduzione ex vivo dei geni per anti-
corpi intracellulari in cellule staminali
del sistema emartopoietico, o in linfoci-
ti periferici, e la reintroduzione delle
cellule modificate nei pazienti (si veda
lo Speciale AIDS in «Le Scienze» n.
361, sertembre 1998).

Le patologie tumorali rappresenta-
no un narurale campo di applicazione
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degli anticorpi intracellulari, per la lo-
ro capacita di inibire la proliferazione
cellulare, come dimostra 'inibizione
della proteina p21Ras. Studi successivi
hanno dimostrato che & possibile bloc-
care I'esposizione sulla superficie cellu-
lare di recettori di membrana coinvolti
nello sviluppo e nel mantenimento del
fenotipo tumorale, quali il recetrore
erb-B 2, il recettore per il fartore di cre-
scita dell’epidermide (EGFR) o il recet-
tore per 'interleuchina 2.

In questo caso, anticorpi intracellu-
lari diretti contro tali recettori - e trat-
tenuti nel reticolo endoplasmatico da
segnali di ritenzione costituiti dai quat-
tro amminoacidi carbossiterminali: li-
sina, acido aspartico, acido glutammi-
co e leucina (in sigla KDEL) - impedi-
scono il normale traffico dei recettori
stessi verso la superficie esterna della
cellula (si veda la figura a pagina 88).

La tecnologia degli anticorpi intra-
cellulari ha trovato nelle biotecnolo-
gie vegetali un'applicazione particolar-
mente promettente. Infatti le piante si
sono dimostrate un sistema particolar-
mente versatile per 'espressione di an-
ticorpi ricombinanti anche intracellu-

lari. Quest’ultima tecnica é stata usata
con successo nelle piante transgeniche
per conferire loro la resistenza a un vi-
rus patogeno.

Come agiscono gli
anticorpi intracellulari

In linea di principio, gli anticorpi in-
tracellulari possono modulare la fisio-
logia e il metabolismo della cellula me-
diante diversi meccanismi d’azione.
Per esempio, il legame di un anticorpo
puo essere usato per nentralizzare di-
rettamente un sito attivo della proteina
bersaglio. In questo caso, essi sono
competitori, o inibitori dominanti ne-
gativi dell’antigene. In un altro mecca-
nismo d’azione, essi possono agire in
modo piu indiretto, fuorviando il nor-
male traffico dell’antigene intracellula-
re. Questo & il caso dei recettori di
membrana, la cui esposizione sulla su-
perficie cellulare puo essere bloccata
dall’interazione con un anticorpo in-
tracellulare trattenuto, con un segnale
di ritenzione opportuno, nel reticolo
endoplasmatico. In questo caso gli an-

Struttura di un frammento anticorpale a catena singola legato all’antigene (NIP, 4-
idrossi-3-iodo-3-nitrofenilacetato, freccia bianca). Le regioni variabili sono mostrate in
rosso e in viola. Le frecce indicano 1 foglietti beta e 1 cilindri le regioni ad alfa elica. Gli
atomi di zolfo, che formano i due ponti disolfuro che connettono i residui di cisteina in
ciascun dominio anticorpale, sono mostrati in giallo, mentre gli atomi in rosso rappre-
sentano 'ossigeno, quelli in azzurro il carbonio, in verde lo iodio e in blu I'azoto.
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ticorpi agiscono come ancore intracel-
lulari. In prospettiva, si pud ipotizzare
di dotare gli anticorpi di funzioni effet-
trici particolari, adattate alle condizio-
ni intracellulari. Per esempio, I'intro-
duzione di sequenze segnale per la de-
gradazione proteolitica potrebbe tra-
sformarli in anticorpi suicidi, indiriz-
zando il complesso antigene-anticorpo
verso compartimenti di degradazione
intracellulare.

Gli anticorpi, come entita leganti,
agiscono stechiometricamente. L'impie-
go intracellulare di anticorpi con atti-
vita catalitica (si veda Darticolo Anti-
corpi catalitici in «Le Scienze» n. 237,
maggio 1988), intrinseca o introdotta
mediante fusione dei domini anticorpa-
li con enzimi, rappresenta una prospet-
tiva di notevole interesse, soprattutto se
accoppiata con metodi di selezione me-
tabolica, sulla base dell’attivita cataliti-
ca degli anticorpi intracellulari.

Il problema
del ripiegamento
1l successo della tecnologia degli an-

ticorpi intracellulari dipende in modo

at .
.
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cruciale dalla capacita dei domini anti-
corpali di ripiegarsi correttamente nei
differenti compartimenti cellulari dove
vengono indirizzati. In generale, il ri-
piegamento delle proteine & un proces-
so che coinvolge condizioni fisico-chi-
miche e proteine di supporto (ciapero-
nine) proprie del compartimento cellu-
lare dove ciascuna proteina viene sin-
tetizzata e indirizzata.

Non in tutti i compartimenti intra-
cellulari vi sono le condizioni otti-
mali per il ripiegamento degli anti-
corpi. Normalmente, la biosintesi de-
gli anticorpi avviene nel reticolo en-
doplasmatico, ed & un processo che
viene regolato da enzimi e proteine
specifiche e favorito dall’ambiente
chimico.

Nel citoplasma Passenza di ciape-
ronine specifiche e 'ambiente ridu-
cente inibiscono la formazione dei
ponti disolfuro tra residui di cistei-
na, che rappresentano un aspetto
strurturale di notevole importanza
per il ripiegamento e la stabilita dei
frammenti anticorpali (si veda I’illu-
strazione in alto a pagina 90, nella
quale sono evidenziati i residui di ci-
steina), e rendono talora poco effi-

I ~

Tespressione di frammenti anticorpali sulla superficie di un virus che in-
fetta un batterio (il fago filamentoso Ff) permette l'isolamento di un
singolo frammento anticorpale, con una specificita di legame prefis-

sata, da una libreria complessa contenente un vasto eccesso di B, 7%
frammenti non leganti. | fagi filamentosi hanno un genoma di
DNA a singola elica, e infettano Escherichia coli attraverso il pi-
lo F. Il riconoscimento del pilo F da parte della proteina fagi-

ca p3 determina l'ingresso del DNA virale nella cellula di E.
coli, dove viene replicato, passando per una fase a doppia
elica. A differenza di altri fagi che si propagano per lisi
della cellula batterica ospite, il fago filamentoso viene
esportato dalla cellula mediante un processo di secre-
zione attiva. | frammenti anticorpali sono fusi all'estre-
mita N-terminale della proteina p3. Nella fusione risul-
tante, il dominio anticorpale & esposto all'esterno del
fago, senza peraltro inibirne la capacita di infettare la

cellula batterica bersaglio.

Il DNA codificante per milioni di domini anticorpali
differenti (libreria di domini anticorpali) viene inserito nel
genoma di un batteriofago filamentoso, come fusione
del gene 3. Una volta espressa, la proteina di fusione viene
incorporata nella particella fagica matura, che viene secre-
ta da ciascuna cellula ed esposta sulla sua superficie. Si ge-
nera cosi una libreria di fagi, in cui ciascuna particella fagica
espone un dominio anticorpale differente, con il corrisponden-
te genotipo all'interno della particella fagica stessa. Solo fagi che
espongano un dominio anticorpale che leghi I'antigene selettore

ANALISI

4

vengono trattenuti e utilizzati per un nuovo ciclo. In questo modo &
possibile selezionare domini anticorpali diretti contro antigeni di interesse,
da librerie contenenti fino a decine o centinaia di miliardi di varianti.
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CatenediDNA | J/ 'AJ'
che codificano | e’ L
per milioni di varianti
anticorpali

Frammenti

%:ntmrpah specifici

cienti le condizioni di ripiegamen-
to di alcuni anticorpi in questo com-
partimento.

Lo studio del contributo dei ponti
disolfuro alla stabilita e al ripiega-
mento delle regioni variabili ha dimo-
strato che esistono domini che, essen-
do intrinsecamente pin stabili di aleri,
tollerano I'assenza di questi legami.
La maggiore o minore stabilita intrin-
seca di un anticorpo, che lo rende pin
o meno adatto all’espressione intra-
cellulare, dipende dalla sua sequenza
amminoacidica primaria in modo non
ancora prevedibile a priori,

L’identificazione dei residui ammi-
noacidici che rendono un anticorpo
pit stabile e in grado di ripiegarsi cor-
rettamente anche in assenza di ponti
disolfuro rappresenta un traguardo
importante per le applicazioni future.
Il raggiungimento di questo obiettivo
sara grandemente facilitato dalla mes-
sa a punto di nuovi metodi di selezio-
ne di anticorpi ricombinanti basati o
sulla loro capacita di essere espressi in
modo funzionale nell’ambiente intra-
cellulare o sulla presenza di un carat-
teristico fenotipo indotto dalla loro
espressione.

(> L)
A A
(81 18] |6 Fagi che espongono
18l 19 | | alcunevarianti
i | ;, | ‘ anticorpali
1 I|
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l'antigene selettore
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Unaricca collezione
di anticorpi

Nella ingegneria anticorpale classi-
ca, il materiale di partenza per il clo-
naggio di anticorpi ¢ costituito da linee
di ibridomi a specificita antigenica no-
ta. Con I'avvento della tecnica basata
sulla reazione a catena della polimera-
si (si veda I'articolo La scoperta della
reazione a catena della polimerasi in
«Le Scienze» n, 262, giugno 1990) e la
produzione di oligonucleoridi sinteti-
ci universali, ¢ stato possibile amplifi-
care intere famiglie di geni per regio-
ni variabili, utilizzando come sorgenti
linfociti primari della milza, o sintetiz-
zare repertori sintetici di tali geni.

L’espressione di repertori di regioni
variabili sulla superficie di batteriofagi
filamentosi ha permesso di ottenere li-
brerie di anticorpi per i quali disponia-
mo di geni corrispondenti. In pratica &
COMme se avessimo un sistema immuni-
tario in provetra, dal quale selezionare
gli anticorpi che ci interessano. Questa
nuova sorgente di anticorpi presenta
numerosi vantaggi ai fini dell’espres-
sione dell'immunita intracellulare: in-
nanzitutto gli anticorpi derivati da li-
brerie fagiche sono per loro natura ri-
combinanti e quindi i geni non devono
essere clonari dagli ibridomi; in secon-
do luogo, le librerie fagiche sono spes-
s0 raccolte di catene variabili umane
da cui selezionare anticorpi umani, un
aspetto importante in una prospetti-
va di terapia genica; e infine gli anti-
corpi stessi possono essere migliorati
dal punto di vista dell’affinita, stabilita
e specificita con i metodi della tecnolo-
gia dei fagi.

Ma il vantaggio maggiore offerto
dalla tecnologia delle librerie di anti-

Rappresentazione schematica di una pro-
cedura di selezione di anticorpi intracellu-
lari in grado di conferire resistenza a un
virus citotossico. La figura mostra come
si possa selezionare una popolazione po-
liclonale di anticorpi diretti contro la tra-
scrittasi inversa del virus HIV da una
libreria di anticorpi esposti sulla superfi-
cie di fagi. La popolazione policlonale di
frammenti scFv che legano la trascrittasi
inversa ¢ clonata in vettori per I'espressio-
ne in cellule di mammifero, ed espressa in
cellule mediante trasfezione del DNA. So-
lo le cellule che esprimono un frammento
anticorpale capace di inibire efficiente-
mente la trascrittasi inversa sopravvive-
ranno, in quanto il virus non potra repli-
carsi. Il corrispondente frammento scFv
potra poi essere recuperato e caratterizza-
to dal clone di cellule sopravvissute.
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Questo esperimento mostra come gli an-
ticorpi intracellulari anti-Ras possano
inibire la proliferazione cellulare nei fi-
broblasti di mammifero. Le fotografie
rappresentano fibroblasti che esprimo-
no anticorpi intracellulari (segnale ver-
de) anti-Ras (Y13-259) o anticorpi di 10
controllo (@D11) e incorporano brode-
sossiuridina (nuclei rossi, un indice di
proliferazione). 1l grafico a fianco evi-

denzia la percentuale di cellule in proli-

ferazione tra le cellule che esprimono gli

anticorpi.

20

laboratorio sfruttando la
resistenza contro un vi-
rus citotossico conferita
da anticorpi intracellula-
ri. La selezione fenotipi-
ca ¢ stata estesa al caso
in cui alcune cellule pos-
sono essere selezionare
sulla base della semplice
interazione intracellulare
tra I"anticorpo e 'antige-
ne, sfruttando il metodo
del doppio ibrido. In
questo caso I'interazione
antigene-anticorpo indu-
ce la trascrizione di un
gene reporter la cui atti-
vita conferisce un van-
taggio selettivo. In pro-
spettiva, 'uso sistemati-
co di queste procedure di
selezione permettera 'i-
solamento di anticorpi
in grado di interagire ef-
ficacemente con il cor-
rispondente antigene in-
tracellulare, aumentan-
done cosi le prospettive
terapeutiche.

¥13-259 w-D11

Anche dal punto di vi-
sta della genomica fun-
zionale, ossia dell’insie-

me di maradi sviliunnan
me di Metoarl svnuppan

per studiare e identificare

CONTROLLI

corpi sulla superficie di fagi  la possi-
bilita di manipolare miscele complesse
di anticorpi, insieme con 1 corrispon-
denti geni, fornendo I'equivalente ri-
combinante di un antisiero policlonale.
Tale possibilita permette di sviluppare
nuovi metodi per la selezione di anti-
corpi idonei all’espressione intracellu-
lare. Per esempio, un repertorio di geni
per anticorpi pud venire espresso al-
I'interno di una popolazione di cellule,

in modo che ogni cellula della popola-
zione esprima un singolo anticorpo tra
quelli presenti nel repertorio iniziale.
Tale popolazione di cellule & poi sotto-
posta a una pressione selettiva oppor-
tuna, in modo che le cellule in cui un
anticorpo intracellulare interagisce effi-
cacemente con l'antigene abbiano un
vantaggio selettivo e sopravvivano a
scapito delle altre.

Questa procedura di selezione ¢ sta-

la funzione delle proteine, gli anticorpi
intracellulari possono dare un contri-
buto importante, in quanto consento-
no di ottenere il knock-out fenotipico
della funzione di una proteina. Cio & di
grande attualitd perché si prevede che i
progetti internazionali sul sequenzia-
mento di interi genomi produrranno
un enorme numero di sequenze geni-
che codificanti per proteine dalla fun-
zione per ora del tutto ignota.
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