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Abstract - Ribosome inactivating proteins (RIP), found in many plants, are able to alter 
28S rRNA, by depurinating a single adenine (N-β-glycosidase activity) and making ribo-
somes unable to operate protein synthesis. They include type 1 RIP, consisting of a single 
chain, and type 2, consisting of an A chain with N-glycosidase activity bound to a lectin 
B chain able to bind glycidic chains with galactosyl residues. B chain binds receptors on 
cell surface, allowing A chain to enter cytoplasm and exert its enzymatic activity. For this 
reason, many type 2 RIP are powerful toxins (e.g.: ricin), whereas type 1 RIP are less 
toxic because of their difficulty to enter the cell. Due to their properties, RIPs can be used 
for different biotechnological applications such as: i) possible antiviral agents in both 
plants and animals; ii) conjugated to carrier molecules in biomedical applications.  
 
Riassunto – Le proteine inattivanti i ribosomi (ribosome inactivating proteins, RIP), iso-
late da numerose piante, alterano l’rRNA 28S, depurinando una specifica adenina (attività 
N-β-glicosidasica), rendendo i ribosomi incapaci di operare la sintesi proteica. Le RIP 
possono essere di tipo 1, costituite da una sola catena, o di tipo 2, costituite da una catena 
A con attività N-β-glicosidasica unita ad una catena B lectinica capace di legare catene 
glucidiche con residui di galattosio. La catena B si lega a recettori sulla superficie cellu-
lare, permettendo l’entrata nel citoplasma della catena A, dove esercita la sua attività en-
zimatica. Per questo motivo, molte RIP di tipo 2 sono potenti tossine (es., la ricina); men-
tre le RIP di tipo 1 penetrano con difficoltà nelle cellule e di conseguenza sono relativa-
mente poco tossiche. Per le loro proprietà, le RIP possono essere utilizzate per possibili 
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applicazioni biotecnologiche come: i) possibili agenti antivirali sia in piante che animali; 
ii) coniugati a molecole vettrici in applicazioni biomediche. 
 
 
1 - INTRODUZIONE 
 

Le tossine di origine vegetale sono molecole prodotte e secrete dalle piante 
superiori per difendersi dai predatori. Esse includono molecole che hanno un ef-
fetto tossico sugli organismi bersaglio, siano essi microbi, insetti, animali o piante 
parassite. Le tossine vegetali possono essere sia piccole molecole organiche (me-
taboliti secondari) che macromolecole complesse, come proteine/enzimi che ri-
conoscono peculiari bersagli in grado di arrestare la crescita dei parassiti o pro-
vocarne la morte. Tra queste, le RIP ‘ribosome inactivating proteins’ sono le tos-
sine più studiate date le loro peculiarità strutturali ed enzimatiche alla base di 
interessanti applicazioni, sia nel settore farmaceutico che in campo agricolo. Lo 
studio delle RIP prosegue da decenni, poiché è importante comprenderne il ruolo 
biologico nelle piante e i meccanismi struttura/funzione alla base della loro cito-
tossicità. D’altro canto la loro tossicità è nota da oltre un secolo, quando fu isolata 
la prima RIP dai semi di ricino, una proteina tossica, poi chiamata ricina. 
 
2 - ATTIVITA’ ENZIMATICA, STRUTTURA E DISTRIBUZIONE 
 

Le proteine inattivanti i ribosomi conosciute con l’acronimo di RIP, appar-
tengono a una classe di enzimi (EC 3.2.2.22) ampiamente distribuita in piante, 
funghi (Girbes et al. 2004) e ritrovata fino ad ora in un’unica alga (Liu et al. 
2002). Le RIP presentano un’attività rRNA N-β-glicosidasica, che porta alla scis-
sione di un singolo residuo di adenina in un sito conservato dell’rRNA 28S de-
nominato Loop α-Sarcina Ricina (SRL) (Endo e Tsurugi 1987). In particolare, 
l’adenina scissa nell’rRNA 28S di ratto è la numero 4324 (Fig. 1).  

La scissione del singolo legame N-β-glicosidico è irreversibile e l’assenza 
della singola adenina, impedisce l’associazione dei fattori di allungamento con il 
ribosoma (EF-G e EF-2 in procarioti ed eucarioti, rispettivamente) portando al 
blocco della sintesi proteica, provocando la morte cellulare per apoptosi 
(Montanaro et al. 1975). Oltre agli effetti citotossici alcune RIP hanno effetti bio-
logici specifici su differenti linee cellulari e/o su organismi in toto. Tuttavia, que-
ste attività aggiuntive possono in alcuni casi non dipendere direttamente dall’at-
tività N-β-glicosidasica. Inoltre, in letteratura è riportato che alcune RIP sono at-
tive su substrati differenti dall’rRNA (Barbieri et al. 1994). In alcuni casi si è 
riscontrata la capacità di alcune RIP di agire su DNA, lipidi, chitina e ione supe-
rossido, esibendo quindi attività DNasica, fosfatasica, chitinasica e superossido 
dismutasica (Stirpe 2013). 
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Fig. 1 – Struttura secondaria dell’rRNA 28S di ratto nel quale il residuo di adenina (evi-
denziato in grassetto) viene eliminato dall’azione delle RIP. 
 

La maggior parte delle RIP può essere classificata in due gruppi, che si di-
stinguono in base all’assenza (RIP di tipo 1) o alla presenza (RIP di tipo 2) di una 
catena lectinica (la catena B) legata ad una catena “tossica” (catena A) tramite 
interazioni idrofobiche e un ponte disolfurico intracatena (Fig. 2) (Barbieri et al. 
1993). La catena enzimatica A promuove il rilascio del residuo di adenina e 
quindi possiede l’attività rRNA N-β-glicosidasica tossica. La catena lectinica B, 
dove presente, si lega in modo specifico a recettori galattosil terminali presenti 
sulla superfice cellulare dei mammiferi, promuovendo l’ingresso della catena A 
nelle cellule (IC50

3 sulla linea cellulare Hela 0,0003-1,7 nM) (Stirpe e Gilabert-
Oriol 2017). L’assenza della catena lectinica B limita in modo significativo l’ac-
cesso delle RIP di tipo 1 nelle cellule, determinando una loro minore citotossicità 
(IC50 sulla linea cellulare Hela 170-3300 nM) (Stirpe e Gilabert-Oriol 2017). Ol-
tre ai due principali gruppi, alcune RIP come la b-32 isolata dal mais presentano 
una struttura risultante dall’unione di due polipeptidi (di circa 15 e 9 kDa) dotati 
di attività N-β-glicosidasica. Queste RIP costituiscono secondo alcuni autori il 
gruppo delle RIP di tipo 3, mentre per altri rappresentano soltanto un singolare 
sottogruppo di RIP di tipo 1 (Hey et al. 1995; Chaudhry et al. 1994). 

Le RIP di tipo 1 sono proteine a catena singola di circa 30 kDa con un punto 
isoelettrico basico e un IC50 in vitro minore di 0,01 - 4,0 nM (Stirpe e Gilabert-
Oriol 2017). Tra le più note vi sono la PAP (da Phytolacca americana L.), la 

 
3 Concentrazione di inibitore (farmaco, enzima, tossina o veleno) necessaria ad inibire il 
50% del bersaglio in esame (enzima, cellula, recettore o microrganismo). 
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tricosantina (da Trichosanthes kirilowii L.), la gelonina (da Gelonium multiflo-
rum L.), le PD-S/PD-Ls (da Phytolacca dioica L.), e le saporine (da Saponaria 
officnalis L.). 

La maggior parte delle RIP di tipo 2 provenienti da piante superiori ha una 
struttura dimerica (circa 60 kDa), un punto isoelettrico compreso tra 6 e 8 e valori 
di IC50 in vitro compresi tra 43 e 88 nM (Stirpe e Gilabert-Oriol 2017). Tra le più 
note vi sono la ricina (da Ricinus communis L.), l’abrina (da Abrus precatorius 
L.) e l’ebulina (da Sambucus ebulus L.). 

Alcune RIP di tipo 2 sono costituite da una singola catena A con attività N-
β-glicosidasica che interagisce con più catene B capaci di legare differenti recet-
tori glicosil terminali sulla superficie cellulare. Esempi di tali proteine, dotate di 
struttura quaternaria complessa includono, RIP tetrameriche e ottameriche isolate 
dal genere Sambucus (Girbes et al. 1993). 
 

 
Fig. 2 – Rappresentazione delle RIP di tipo 1 e di tipo 2 (con catena enzimatica A e 
lectinica B). Per la catena B lectinica è messa in evidenza l’organizzazione in domini e 
motivi alla base del riconoscimento degli zuccheri. 
 

Le strutture tridimensionali delle RIP di tipo 1 sono accumunate da uno stesso 
ripiegamento, noto come ‘RIP fold’. In particolare, il ‘RIP fold’ è costituito da 
un dominio N-terminale risultante dall’unione di α-eliche e β-foglietti e un domi-
nio C terminale dove sono presenti prevalentemente α-eliche (Monzingo et al. 
1993). Un residuo di glutammato, di arginina e di triptofano sono strutturalmente 
conservati nel sito catalitico e la specificità enzimatica delle diverse RIP è deter-
minata da piccole variazioni conformazionali della struttura delle singole catene 
polipeptidiche, in particolare in regioni circostanti il sito catalitico, che influen-
zano il legame enzima-substrato (Di Maro et al. 2014). Ciò è confermato da studi 
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strutturali effettuati utilizzando analoghi dei substrati. Tali studi indicano che la 
specificità enzimatica di ogni singola RIP dipende dalla stabilità degli stati di 
transizione durante il processo di legame substrato-enzima e durante la catalisi 
(Ghosh e Batra 2006; Guo et al. 2003). Questi studi indicano che differenti valori 
di pH ottimali per l’attività enzimatica e diverse modalità di legame degli analo-
ghi dei substrati originano da differenze strutturali che riguardano il sito attivo 
(Gu e Xia 2000; Watanabe et al. 1994). 

Per quanto riguarda le caratteristiche strutturali delle RIP di tipo 2, la catena 
A è strutturalmente simile alla struttura delle RIP di tipo 1, mentre la catena B è 
una proteina globulare con due domini (domino 1 e 2) omologhi presenti all’N- 
e al C terminale, ciascuno costruito da tre motivi omologhi, chiamati α, β e γ, che 
probabilmente derivano da eventi di duplicazione genica da un motivo ancestrale 
di riconoscimento dei carboidrati (Rutenber et al. 1987). Ciascun dominio è co-
stituito da circa 40 residui amminoacidici. Sebbene i sottodomini α, β e γ abbiano 
la stessa conformazione di base, solo i motivi 1α e 2γ, alle estremità della catena 
B, hanno la capacità di legare monosaccaridi facenti parte di catene glicidiche 
complesse legate a proteine di membrana (Fig. 3). La catena B, che non influenza 
in alcun modo l’attività N-β-glicosidasica delle RIP di tipo 2, riveste un ruolo 
rilevante nella capacità di rendere le RIP di tipo II altamente tossiche nei confronti 
di determinate linee cellulari dato che i motivi 1α e 2γ possono riconoscere recet-
tori contenuti nelle strutture glicidiche contenenti galattosio, mannosio o acido 
sialico con differente capacità di legame. Inoltre, sostituzioni amminoacidiche nei 
motivi 1α e 2γ, che ne compromettono la struttura, rendono alcune RIP di tipo 2 
poco tossiche perdendo la capacità di interagire con le catene glicidiche com-
plesse (Iglesias et al. 2018). 

Il maggior numero di RIP è stato isolato dalle Angiosperme, in particolare in 
alcune famiglie (Caryophyllaceae, Sambucaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, 
Phytolaccaceae e Poaceae) mentre non sono state isolate RIP dalle Gimnosperme 
(Di Maro et al. 2014). Molti di questi enzimi sono generalmente espressi in dif-
ferenti tessuti della pianta (ad esempio le saporine sono presenti in foglie, semi e 
radici di Saponaria officinalis L.) (Ferreras et al. 1993) sebbene siano noti esempi 
di piante che ne mostrano la presenza solo in tessuti specifici (ad es. la ricina nei 
semi di Ricinus comunis L.). La loro espressione è strettamente correlata 
all’omeostasi, essendo la risposta a condizioni di stress abiotico e biotico come 
calore, stress osmotico, freddo, salinità, o in seguito all’attacco di virus, micror-
ganismi, insetti e funghi patogeni (Stirpe et al. 1996). 

La maggior parte delle RIP è risultata citotossica nei confronti di differenti 
linee cellulari tumorali in vitro ed in vivo (Gilabert-Oriol et al. 2014). Da quanto 
riportato in letteratura, sembra che la citotossicità sia dovuta alla loro attività en-
zimatica di danneggiare i ribosomi nel citoplasma, ma è anche fortemente corre-
lata al percorso di internalizzazione cellulare. Infatti, la loro entrata nel citopla-
sma promuove l’inattivazione dei ribosomi con conseguente morte cellulare per 
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apoptosi (Lord e Spooner 2011). Ciò è confermato dall'esistenza di RIP di tipo 2 
non tossiche, identificate in alcune piante (ad es. Sambucus), che pur possedendo 
attività rRNA N-β-glicosidasica, non sono tossiche perché sono degradate a se-
guito di un’internalizzazione con percorsi intracellulari non ancora del tutto 
chiari, differenti dalle RIP di tipo 2 tossiche (Girbes et al. 1993; Tejero et al. 
2015). 

Tuttavia, la possibilità di dirigere selettivamente le RIP verso specifici bersa-
gli cellulari da eliminare, come indicato dai diversi percorsi di internalizzazione, 
mette in risalto le grosse potenzialità di questi enzimi per possibili applicazioni 
in campo biomedico, come dimostrato da numerosi studi preclinici e clinici 
(Gilabert-Oriol et al. 2014). Sulla base di tali osservazioni e tenendo conto delle 
tecniche biotecnologiche ad oggi disponibili, che permettono di scegliere seletti-
vamente le popolazioni cellulari da eliminare con specifici vettori, le RIP sono 
sempre più utilizzate (Polito et al. 2016). In parallelo, l’ingegneria proteica sta 
migliorando nel contempo il meccanismo di ingresso cellulare di questi preparati 
tossici, la loro specificità, così come la loro emivita nel plasma e la loro resistenza 
alle proteasi nei liquidi extracellulari o nel citoplasma, riducendone la loro anti-
genicità. 
 
3 - POTENZIALITA’ APPLICATIVE DELLE RIP 
 

La citotossicità delle RIP è stata studiata in vivo e in vitro su un ampio numero 
di linee cellulari cancerose e non, mostrando che ogni RIP è in grado di danneg-
giare (azione citostatica) o uccidere (azione citotossica) differenti linee cellulari. 
Queste azioni richiedono l’entrata delle RIP di tipo 1 o della catena A delle RIP 
di tipo 2 nel citoplasma delle cellule bersaglio per esplicare l’attività rRNA N-β-
glicosidasica sui ribosomi. Il passaggio dall’esterno all’interno della cellula è uno 
dei punti nevralgici alla base della differente citotossicità delle RIP di tipo 1 e di 
tipo 2, ed è strettamente correlata con il percorso intracellulare, una volta attra-
versata la membrana plasmatica. Tale percorso può variare sia in base alle carat-
teristiche strutturali delle RIP, sia in base all’ultrastruttura delle cellule in esame, 
e dipende: i) dai ligandi sulla superficie cellulare; ii) dall’indirizzamento dei com-
plessi RIP-recettore nella cellula bersaglio; e iii) dal numero di catene integre 
(RIP di tipo 1 o catena A delle RIP di tipo 2) capaci di esplicare la loro azione 
enzimatica nel citoplasma (de Virgilio et al. 2010). 

In generale, i macrofagi e i trofoblasti sono risultati le cellule con maggiore 
sensibilità alle RIP, probabilmente a causa della loro capacità di interagire con un 
vasto numero di molecole esterne, data la presenza di un elevato e diversificato 
numero di recettori o strutture recettoriali sulla loro superficie (Barbieri et al. 
1993). In genere, le RIP entrano nella cellula legandosi prima a recettori o strut-
ture della superficie cellulare, dopodiché attraversano la membrana plasmatica 



67

mediante endocitosi ed infine, vengono traslocate nel citoplasma, fluendo attra-
verso un determinato compartimento intracellulare (che di preferenza è il Golgi) 
(de Virgilio et al. 2010). Le RIP di tipo 2 (ad es. la ricina) interagiscono con la 
membrana plasmatica, dopo essersi legate a strutture contenenti galattosio, rico-
nosciute dalla catena lectinica B, attraversano la membrana plasmatica per endo-
citosi e arrivano alle vescicole dell’apparato del Golgi. Il contenuto delle vesci-
cole viene quindi rilasciato e trasportato mediante un successivo trasporto vesci-
colare retrogrado fino al reticolo endoplasmatico (RE). Una volta nel lume del 
RE, le catene A e B delle RIP di tipo 2 subiscono un processo di dissociazione, 
ed infine, una minima quantità di catena A trasloca nel citoplasma dove, espli-
cando la sua attività rRNA N-β-glicosidasica, danneggia i ribosomi (Sowa-
Rogozinska et al. 2019). 

Al contrario, data la loro struttura monomerica, le RIP di tipo 1 mancano della 
catena lectinica B, mostrando una maggiore difficoltà ad entrare nelle cellule 
(motivo per cui sono meno tossiche). Tuttavia, la maggior parte degli studiosi 
concorda sul fatto che le RIP di tipo 1 necessitano di specifici meccanismi di 
accesso, ancora poco noti o sconosciuti. Una volta internalizzate, le RIP di tipo 1 
vengono rilasciate nel citoplasma attraverso un percorso diverso da quello utiliz-
zato dalla catena A della ricina, indipendente dalla via del Golgi, che ne limita la 
tossicità, portando ad un inefficiente rilascio nel citoplasma (Polito et al. 2013). 
 
4 - UTILIZZO DELLE RIP IN CAMPO BIOMEDICO (IMMUNOTOSSINE E CO-

NIUGATI) 
 

Un approccio ipotizzato da Paul Ehrlich all’inizio del 1900 per lo sviluppo di 
farmaci mirati (‘magic bullet’ in inglese) volto a migliorare l'efficacia terapeutica 
di nuovi farmaci, utili a bloccare o eliminare cellule dannose dell’organismo (ad 
esempio le cellule cancerose), è la combinazione di molecole capaci di ricono-
scere uno specifico bersaglio cellulare con un’altra/altre capace/i di attività cito-
tossica nei confronti delle cellule che presentano tale bersaglio (Strebhardt e 
Ullrich 2008). Un esempio è rappresentato dalle immunotossine, macromolecole 
chimeriche ottenute combinando un anticorpo (vettore) con una tossina. Queste 
macromolecole chimeriche si basano sulla capacità della tossina legata all’anti-
corpo di entrare nelle cellule bersaglio e di esplicare, dopo internalizzazione, 
l’azione citotossica sulle cellule bersaglio. La specificità del bersaglio è data 
dall’affinità dell’anticorpo selezionato nei confronti di uno specifico bersaglio 
(recettore, proteina di membrana o specifici polisaccaridi o lipidi complessi). 
Queste molecole bifunzionali hanno una potente azione citotossica in vitro, ma il 
loro uso in vivo è spesso limitato o presenta problemi, data la capacità di indurre 
la risposta immunitaria, tossica per il fegato, così come la capacità di danneggiare 
i vasi sanguigni e bassa attività sui tumori solidi dati i problemi di diffusione nei 
tessuti. 
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Negli ultimi anni, i progressi dell’ingegneria proteica, per la produzione di 
anticorpi ricombinanti e delle tecniche biochimiche, per ottenere proteine di fu-
sione, hanno portato ad un rapido aumento di biomolecole capaci di riconoscere 
specifici bersagli, avendo maggior affinità per il bersaglio e di cui è più facile 
studiare la farmacocinetica. In particolare, si sono ottenuti progressi nel diminuire 
sia la grandezza delle molecole chimeriche, sia la loro antigenicità. Oggi le im-
munotossine sono considerate potenti ‘immunofarmaci’ specifici contro cellule 
cancerose e utili per il trattamento di malattie virali o parassitarie. 

Tale processo di evoluzione molecolare in vitro, ha portato le RIP di tipo 1 e 
le catene A delle RIP di tipo 2, ad essere attori di primo piano per un ampio spettro 
di applicazioni. Infatti, tra le prime immunotossine prodotte, ci sono molecole 
chimeriche basate sulle RIP generate accoppiando le RIP di tipo 1 o la catena A 
delle RIP di tipo 2, con un anticorpo nativo (inizialmente da topo) attraverso le-
ganti covalenti, generalmente ponti disolfurici, tra le due molecole (Fig. 3) 
(Vitetta et al. 1982).  

Inoltre, le iniziali immunotossine basate sulle RIP, prevedevano l’utilizzo di 
tossine deglicosilate, al fine di ridurre legami non specifici o reazioni aspecifiche 
o per diminuirne l’antigenicità che comprometterebbe l’azione di questi immu-
noconiugati. In particolare, tra le prime immunotossine ottenute vi è quella basata 
sulla catena A della ricina deglicosilata legata ad un anticorpo monoclonale anti-
CD22 murino (un recettore presente sulle cellule tumorali della maggior parte dei 
pazienti con leucemia linfoblastica acuta) (Ghetie et al. 1988). Successivamente, 
avendo a disposizione un numero sempre maggiore di RIP di tipo 1, che evitano 
procedure di separazione della catena A dalla catena lectinica B, sono state pro-
dotte nuove immunotossine. Inoltre, la loro purificazione da piante differenti (la 
saporina da S. officinalis, la PAP da P. americana e la tricosantina da T. kirilowii), 
permetteva in linea di principio di poter avviare cicli di cure in cui gli immuno-
coniugati erano realizzati con RIP di tipo 1 differenti e quindi in grado di sfuggire 
alla risposta anticorpale del paziente (Stirpe 2013). 

Nonostante i risultati incoraggianti ottenuti, questi primi approcci sperimen-
tali misero in evidenza svariati problemi per queste prime immunotossine, defi-
nite di prima generazione (Fig. 3). Tra i principali problemi riscontrati c’erano: i) 
scarsa stabilità dovuta al legame tra anticorpo e tossina; ii) composizione etero-
genea e ridotta affinità di legame, causata da una non specifica coniugazione chi-
mica; iii) scarsa penetrazione nella massa tumorale solida per le grosse dimen-
sioni delle macromolecole (circa 100 kDa); iv) immunogenicità; e v) difficoltà di 
produzione su larga scala. 
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Negli ultimi anni, i progressi dell’ingegneria proteica, per la produzione di 
anticorpi ricombinanti e delle tecniche biochimiche, per ottenere proteine di fu-
sione, hanno portato ad un rapido aumento di biomolecole capaci di riconoscere 
specifici bersagli, avendo maggior affinità per il bersaglio e di cui è più facile 
studiare la farmacocinetica. In particolare, si sono ottenuti progressi nel diminuire 
sia la grandezza delle molecole chimeriche, sia la loro antigenicità. Oggi le im-
munotossine sono considerate potenti ‘immunofarmaci’ specifici contro cellule 
cancerose e utili per il trattamento di malattie virali o parassitarie. 

Tale processo di evoluzione molecolare in vitro, ha portato le RIP di tipo 1 e 
le catene A delle RIP di tipo 2, ad essere attori di primo piano per un ampio spettro 
di applicazioni. Infatti, tra le prime immunotossine prodotte, ci sono molecole 
chimeriche basate sulle RIP generate accoppiando le RIP di tipo 1 o la catena A 
delle RIP di tipo 2, con un anticorpo nativo (inizialmente da topo) attraverso le-
ganti covalenti, generalmente ponti disolfurici, tra le due molecole (Fig. 3) 
(Vitetta et al. 1982).  

Inoltre, le iniziali immunotossine basate sulle RIP, prevedevano l’utilizzo di 
tossine deglicosilate, al fine di ridurre legami non specifici o reazioni aspecifiche 
o per diminuirne l’antigenicità che comprometterebbe l’azione di questi immu-
noconiugati. In particolare, tra le prime immunotossine ottenute vi è quella basata 
sulla catena A della ricina deglicosilata legata ad un anticorpo monoclonale anti-
CD22 murino (un recettore presente sulle cellule tumorali della maggior parte dei 
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procedure di separazione della catena A dalla catena lectinica B, sono state pro-
dotte nuove immunotossine. Inoltre, la loro purificazione da piante differenti (la 
saporina da S. officinalis, la PAP da P. americana e la tricosantina da T. kirilowii), 
permetteva in linea di principio di poter avviare cicli di cure in cui gli immuno-
coniugati erano realizzati con RIP di tipo 1 differenti e quindi in grado di sfuggire 
alla risposta anticorpale del paziente (Stirpe 2013). 

Nonostante i risultati incoraggianti ottenuti, questi primi approcci sperimen-
tali misero in evidenza svariati problemi per queste prime immunotossine, defi-
nite di prima generazione (Fig. 3). Tra i principali problemi riscontrati c’erano: i) 
scarsa stabilità dovuta al legame tra anticorpo e tossina; ii) composizione etero-
genea e ridotta affinità di legame, causata da una non specifica coniugazione chi-
mica; iii) scarsa penetrazione nella massa tumorale solida per le grosse dimen-
sioni delle macromolecole (circa 100 kDa); iv) immunogenicità; e v) difficoltà di 
produzione su larga scala. 
 
 

 
Fig. 3 – Evoluzione schematica delle immunotossine basate sulle RIP. 
 

Per migliorare la farmacocinetica e ridurre gli effetti collaterali di queste im-
munotossine, sono stati fatti grandi sforzi per produrre una nuova generazione di 
immunotossine basate sulle RIP, mediante l’utilizzo di tecniche del DNA ricom-
binante e ottimizzazione dei sistemi di espressione che utilizzano lievito, batteri, 
cellule di ovaio di criceto o cellule di insetto. Lo sviluppo di queste nuove immu-
notossine basate sulle RIP comporta due passaggi critici: i) progettazione e co-
struzione di frammenti di anticorpi come i frammenti Fab’ (seconda generazione 
di immunotossine) e poi i mini anticorpi (svFc; terza generazione) ottenuti con 
metodi ricombinanti, con peso molecole ridotto; ii) sviluppo di metodologie per 
la produrre anticorpi umanizzati; e iii) miglioramento dell’espressione e delle me-
todologie di purificazione di questi costrutti chimerici in sistemi eterologhi di 
espressione. In tale contesto, le RIP si sono rivelate uno strumento adatto a vali-
dare le ipotesi alla base di queste nuove idee e per mettere a punto gli iniziali 
protocolli per lo sviluppo di nuove generazioni di immunotossine (Antignani e 
Fitzgerald 2013). 

Come esempio, ricordiamo lo sviluppo di immunoconiugati costruiti utiliz-
zando la saporina S6, RIP di tipo 1, utilizzata in molecole chimeriche differenti, 
in cui veniva cambiato l’anticorpo selettivo (anticorpo o parte di esso) rendendola 
capace di divenire tossica per differenti tipi di cellule maligne o tumori solidi. La 
scelta della saporina S6, è dovuta alle sue intrinseche caratteristiche strutturali e 
funzionali, come un’alta resistenza alla denaturazione e alla proteolisi, nonché 
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alla sua forte efficacia catalitica accoppiata a una citotossicità meno accentuata 
su cellule non cancerose. Nel 1985, la saporina S6, fu coniugata per la prima volta 
all’anticorpo monoclonale murino anti-Thy 1.1 e al suo frammento Fab’ (Thorpe 
et al. 1985). Da allora, la saporina S6 è stata ampiamente utilizzata come parte 
tossica in una varietà di immunoconiugati che colpiscono le molecole della su-
perficie cellulare (marcatori CD, o marcatori dei gruppi di differenziazione) di 
diverse cellule ematiche maligne e tumori solidi. La maggior parte dei marcatori 
CD riconosciuti da immunotossine saporina S6/anticorpo sono recettori o mole-
cole di adesione cellulare o specifici ligandi. Successivamente, al fine di elimi-
nare la risposta anticorpale umana nei confronti degli anticorpi murini (mAB), 
sono stati sviluppati nel tempo nuovi immunoconiugati chimerici, sostituendo do-
mini costanti degli anticorpi murini con domini costanti umanizzati. Negli ultimi 
anni, infine, sono stati utilizzati parti variabili di anticorpi ricombinanti, in cui 
solo la parte ipervariabile era murina (anticorpi umanizzati) diminuendo ancora 
di più la grandezza molecolare e l’antigenicità di tali immunotossine. 

Per evitare l’eterogeneità, migliorare la penetrazione nel tumore e aumentare 
la complessità della produzione, le tecniche del DNA ricombinante sono state 
applicate per produrre l’ultima generazione di immunotossine formate dalla sa-
porina S6 e frammenti variabili a catena singola (noti come mini anticorpi) (Fig. 
3). In questi costrutti il dominio di legame cellulare della tossina viene sostituito 
con la porzione Fv dell’anticorpo in cui si trovano i suoi frammenti variabili a 
catena leggera e pesante collegati con peptidi. I costrutti sono realizzati mediante 
sintesi proteica utilizzando un’unica molecola di RNA messaggero (Gilabert-
Oriol et al. 2014). 

Diverse RIP e la saporina S6 sopra descritta, sono state usate per costruire 
immunotossine contro diversi bersagli in molti studi preclinici, portando a risul-
tati promettenti nella maggior parte dei casi. La grande efficacia di questo ap-
proccio è stata riportata in particolare nella cura di diversi modelli tumorali ema-
tologici. Negli esperimenti condotti su topi, i trattamenti con le immunotossine 
basate sulle RIP, sono stati in grado di ridurre fortemente la dimensione dei tu-
mori trapiantati in tutti i casi e in diversi modelli sperimentali si è arrivati alla 
totale eliminazione delle masse tumorali. 

Oltre ad essere utilizzati per la produzione di immunotossine, alcune RIP 
sono state coniugate (sia chimicamente o mediante tecniche di ingegneria pro-
teica) con molecole diverse da un anticorpo, ottenendo specifici agenti bifunzio-
nali, citotossici e selettivi per una determinata popolazione cellulare, come ad 
esempio ligandi di recettori cellulari, inibitori di proteasi, ormoni, ecc. La prima 
RIP utilizzata a tale scopo è stata la saporina S6 fusa con l’urochinasi (uPA) una 
proteasi in grado di degradare sia la fibrina che il fibrinogeno esercitando così 
un’azione fibrinolitica. Il prodotto chimerico ottenuto si è dimostrato molto effi-
cace su cellule che esprimevano il recettore per uPA (noto come uPAR), mentre 
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alla sua forte efficacia catalitica accoppiata a una citotossicità meno accentuata 
su cellule non cancerose. Nel 1985, la saporina S6, fu coniugata per la prima volta 
all’anticorpo monoclonale murino anti-Thy 1.1 e al suo frammento Fab’ (Thorpe 
et al. 1985). Da allora, la saporina S6 è stata ampiamente utilizzata come parte 
tossica in una varietà di immunoconiugati che colpiscono le molecole della su-
perficie cellulare (marcatori CD, o marcatori dei gruppi di differenziazione) di 
diverse cellule ematiche maligne e tumori solidi. La maggior parte dei marcatori 
CD riconosciuti da immunotossine saporina S6/anticorpo sono recettori o mole-
cole di adesione cellulare o specifici ligandi. Successivamente, al fine di elimi-
nare la risposta anticorpale umana nei confronti degli anticorpi murini (mAB), 
sono stati sviluppati nel tempo nuovi immunoconiugati chimerici, sostituendo do-
mini costanti degli anticorpi murini con domini costanti umanizzati. Negli ultimi 
anni, infine, sono stati utilizzati parti variabili di anticorpi ricombinanti, in cui 
solo la parte ipervariabile era murina (anticorpi umanizzati) diminuendo ancora 
di più la grandezza molecolare e l’antigenicità di tali immunotossine. 

Per evitare l’eterogeneità, migliorare la penetrazione nel tumore e aumentare 
la complessità della produzione, le tecniche del DNA ricombinante sono state 
applicate per produrre l’ultima generazione di immunotossine formate dalla sa-
porina S6 e frammenti variabili a catena singola (noti come mini anticorpi) (Fig. 
3). In questi costrutti il dominio di legame cellulare della tossina viene sostituito 
con la porzione Fv dell’anticorpo in cui si trovano i suoi frammenti variabili a 
catena leggera e pesante collegati con peptidi. I costrutti sono realizzati mediante 
sintesi proteica utilizzando un’unica molecola di RNA messaggero (Gilabert-
Oriol et al. 2014). 

Diverse RIP e la saporina S6 sopra descritta, sono state usate per costruire 
immunotossine contro diversi bersagli in molti studi preclinici, portando a risul-
tati promettenti nella maggior parte dei casi. La grande efficacia di questo ap-
proccio è stata riportata in particolare nella cura di diversi modelli tumorali ema-
tologici. Negli esperimenti condotti su topi, i trattamenti con le immunotossine 
basate sulle RIP, sono stati in grado di ridurre fortemente la dimensione dei tu-
mori trapiantati in tutti i casi e in diversi modelli sperimentali si è arrivati alla 
totale eliminazione delle masse tumorali. 

Oltre ad essere utilizzati per la produzione di immunotossine, alcune RIP 
sono state coniugate (sia chimicamente o mediante tecniche di ingegneria pro-
teica) con molecole diverse da un anticorpo, ottenendo specifici agenti bifunzio-
nali, citotossici e selettivi per una determinata popolazione cellulare, come ad 
esempio ligandi di recettori cellulari, inibitori di proteasi, ormoni, ecc. La prima 
RIP utilizzata a tale scopo è stata la saporina S6 fusa con l’urochinasi (uPA) una 
proteasi in grado di degradare sia la fibrina che il fibrinogeno esercitando così 
un’azione fibrinolitica. Il prodotto chimerico ottenuto si è dimostrato molto effi-
cace su cellule che esprimevano il recettore per uPA (noto come uPAR), mentre 

le linee cellulari prive di uPAR non erano influenzate dal coniugato (Cavallaro et 
al. 1993). 

La transferrina è una proteina coinvolta nell’assorbimento del ferro da parte 
delle cellule, con la capacità, in seguito al legame con uno specifico recettore di 
membrana, di trasportare all’interno della cellula due ioni ferro nella forma fer-
rica (Fe3+). Il recettore della transferrina, ampiamente distribuito in diversi tipi 
cellulari, è di solito iperespresso in cellule maligne. Pertanto, la transferrina è 
stata utilizzata per costruire coniugati contenenti RIP, come la saporina S6 e la 
catena A della ricina (Polito et al. 2013). Gli studi condotti su entrambi i coniugati 
hanno dimostrato un’alta selettività di questi coniugati su varie linee cellulari tu-
morali che esprimevano il recettore della transferrina, con differenti meccanismi 
di indirizzamento intracellulare. 

Un approccio simile è stato usato con la curcina, una RIP di tipo 1 isolata dai 
semi di Jatropa curcas L., in grado di inibire la proliferazione delle cellule tumo-
rali, portando alla morte cellulare per apoptosi. Poiché la citotossicità della cur-
cina non è selettiva essa è stata fusa ad uno specifico peptide molto affine al re-
cettore per la transferrina (TfRBP) rendendo altamente selettiva la molecola chi-
merica nei confronti di popolazioni cellulari iperesprimenti il recettore della 
transferrina, ottenendo anche una notevole riduzione del peso molecolare del co-
strutto chimerico (Zheng et al. 2013). 

Un approccio alternativo per la costruzione di coniugati basati sulle RIP pre-
vede il potenziamento della loro resistenza alla proteolisi. Infatti, è stato ampia-
mente dimostrato che la citotossicità delle RIP dipende non solo dal modo con 
cui entrano nelle cellule ed arrivano al citoplasma, ma anche dalla loro intrinseca 
resistenza agli agenti proteolitici durante il percorso cellulare (Santanche et al. 
1997). Infatti, vari coniugati basati sulle RIP di tipo 1 fusi con inibitori di proteasi, 
hanno mostrato un aumento della loro citotossicità in vitro rispetto alle RIP di 
tipo 1 non coniugate (Tamburino et al. 2012). 

Infine, negli ultimi anni, sono stati compiuti notevoli sforzi nello sviluppo di 
nanosistemi in grado di migliorare il riconoscimento e il rilascio di farmaci in 
specifiche cellule bersaglio, nella terapia antitumorale. Diversi nanomateriali sin-
tetici sono stati sintetizzati basandosi su liposomi, polimeri organici e nanoparti-
celle inorganiche (Minko et al. 2013; Uddin et al. 2016). Inoltre, vale la pena 
anche evidenziate che le diverse nanoparticelle sono in grado di attraversare la 
barriera emato-encefalica, aprendo nuove prospettive per il trasporto di farmaci 
al cervello. Le dimensioni nanometriche delle particelle consentono anche un ac-
cesso facilitato nella cellula e in vari compartimenti cellulari, incluso il nucleo. 
Una alternativa ai coniugati contenenti esclusivamente anticorpi è la costruzione 
di nanoconiugati delle RIP che contengono nanomateriali4 (Pizzo e Di Maro 

 
4 I nanomateriali sono sostanze chimiche o materiali composti da particelle con dimen-
sioni comprese tra 1 e 100 nanometri (nm). 
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2016). Ad esempio, la curcina, una RIP di tipo 1, è stata utilizzata con successo 
nella costruzione di nanoparticelle d’oro coniugate con l’acido folico e l’anti-
corpo antitransferrina, per ottenere una doppia e mirata nanoformulazione diretta 
verso i gliomi (Mohamed et al. 2014b). In questo costrutto, la proteina è stata 
coniugata in nanoparticelle tramite legami sensibili al pH per minimizzare la dif-
fusione sistemica non specifica della tossina durante la circolazione e massimiz-
zare l’efficienza del trasporto mirato dei farmaci alla zona invasa dal tumore. Un 
altro esempio sono i nanosistemi colloidali ibridi, costituiti da componenti poli-
merici lipidici altamente compatibili con le cellule endoteliali e neuronali umane. 
Quando queste nanoparticelle a base lipidica sono coniugate alla curcina, la na-
noformulazione ottenuta si è dimostrata settivamente attiva contro le cellule di 
gliomi (Mohamed et al. 2014a). 
 
5 - CONCLUSIONI 
 

Le proteine inattivanti i ribosomi rappresentano una classe di enzimi, ampia-
mente distribuita nelle piante ed in misura minore, in altri organismi. Finora, 
molte informazioni strutturali e funzionali su queste proteine sono state accumu-
late; tuttavia, come di regola nella ricerca scientifica, le nuove domande poste dai 
risultati, probabilmente superano le risposte ottenute finora. Probabilmente la do-
manda più importante riguarda la funzione delle RIP in natura. Sono state avan-
zate diverse ipotesi ma predomina l’ipotesi della loro presenza per la difesa contro 
predatori, parassiti e virus. È possibile che le RIP di tipo 2 possano dissuadere gli 
animali dal mangiare piante in cui sono presenti, ma ciò non è facilmente verifi-
cabile per le RIP di tipo 1. Queste ultime, verosimilmente possono prevenire le 
infezioni virali, ma questa regola non è valida per tutti gli organismi che produ-
cono RIP di tipo 1. Il fatto che l’espressione delle RIP aumenti in condizioni di 
stress, porta a supporre che siano d’aiuto per le piante in condizioni ambientali 
sfavorevoli. 

Comunque, dalla scoperta della ricina (Stillmark, 1888 e 1889), molto è stato 
compreso sulla struttura e sui meccanismi di questi enzimi. Inoltre, le loro attività 
antivirali e citotossiche sono da sempre al centro dell’interesse da parte della co-
munità scientifica, sia per applicazioni in campo biomedico, che in campo agri-
colo. Infatti, la moderna medicina non si focalizza solo sull’ottenimento di ‘pic-
coli farmaci’ ma anche su chemioterapici selettivi e senza effetti genotossici, 
come i differenti coniugati antitumorali delle RIP prodotti dallo sviluppo di me-
todi efficaci per ottenere specifici coniugati usando anticorpi, ormoni o nanostrut-
ture hanno messo in evidenza che le RIP possono essere utilizzate nella terapia 
antitumorale mirata. 
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