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SOMMARIO

1. SOMMARIO

| virus dell'influenza costituiscono un rilevanteoplema di sanita pubblica a
livello mondiale, in quanto sono gli agenti eziatwgdi patologie respiratorie
acute che si possono presentare sotto forma dempédannuali, oppure come
pandemie occasionali. Questi virus evolvono costaehte mediante 'accumulo
di mutazioni puntiformi a carico degli antigenigliperficie emoagglutinina (HA)
e neuraminidasi (NA) antigenic drif), oppure in seguito a fenomeni di
riassortimento genicoafitigenic shift derivanti dalla coinfezione di virus aviari
ed umani in un ospite intermedio. L'alto tasso ditazioni, la possibilita di
riassortimento dei segmenti genici e I'ampia varieti virus dell'influenza
spiegano la capacita di questi virus di superarealeiere anticorpali indotte da
immunita pregresse (Wongt al, 2005). Inoltre, I'alta variabilita del virus
dell'influenza limita anche l'efficacia della terapantivirale a disposizione a
causa dei frequenti fenomeni di farmaco-resistebaazaccinazione rappresenta,
quindi, la miglior strategia per prevenire e rigdute possibilita di infezione da
parte del virus dell'influenza e le conseguenti pboazioni. Tuttavia, le strategie
per lo sviluppo di vaccini efficaci, capaci di sttare immunita di lunga durata,
sono risultate vane ad oggi, determinando quindideessita di cambiare ogni
anno la formulazione del vaccino influenzale (Watgal, 2005). Per questo
motivo, sono allo studio nuovi approcci vaccinddeaonsentano di ottenere, una
volta inoculati nelluomo, una protezione proluregad diretta contro diversi
sottotipi influenzali (vaccini universali). Inoltrei cerca di migliorare I'efficacia e
la rapidita delle procedure produttive dei vacaitdssici, in maniera da poter
affrontare, se necessario, emergenze quali l'iresag di ceppi influenzali
pandemici (Kanget al, 2011). Una tecnica molto promettente, da entrarpbnti

di vista, risulta essere quella basata sulla priodezdi particelle simil-virali o
Virus-like particles(VLP). Le VLP mimano strutturalmente la particellmale,
ma mancano della capacita replicativa, poiche pdielegenoma virale (Zeltins,
2013). Le particelle simil-virali possono esserteimite mediante I'espressione
delle proteine strutturali virali (es.: Gag deirogirus, L1 di HPV), le quali hanno
la capacita intrinseca di autoassemblarsi e gemdwlte cellule (Haynes, 2009).
Inoltre, le VLP posso essere utlizzate anche copattaforme per la
presentazione di epitopi, anche eterologhi, immonadanti. La proteina di
matrice M1 rappresenta ldriving force della fase di gemmazione del virus
dellinfluenza (Gomez-Puertast al, 2000). La sua espressione nelle cellule,
tuttavia, non é sufficiente a determinare la praohe di VLP. Questo dipende da
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diverse ragioni, tra le quali l'incapacita di M1 abntattare da sola la membrana
plasmatica, a causa della mancanza di un segnelgfisp di indirizzamento
(Wang et al, 2010a). A questo proposito, € stato dimostraimec un’altra
proteina strutturale virale, M2, svolga un ruolopontante nelle ultime fasi del
processo di gemmazione virale, mediando propriotdiazione tra M1 e la
membrana plasmatica (Chem al, 2008). Inoltre, &€ stato recentemente chiarito
che la capacita del virus dellinfluenza di gemmalale cellule infettate in
assenza dgdathwaydi biogenesi deMultivescicular BodiegMVB), funzionale,
utilizzato invece dalla maggior parte dei virusRNA dotati dienvelopesia da
ascrivere proprio a funzioni intrinseche di M2 plarticolare, M2 sarebbe in grado
di funzionare come sostituto delle proteine appemné al complesso ESCRT
(endosomal sorting complex required for transpdlit fondamentale nell’ambito
della formazione dei MVB e nella gemmazione di inaghus a RNA (Rossmaat
al., 2010).

Scopo del presente lavoro di tesi € stato quelloadiferire ad M1 le minime
caratteristiche necessarie per gemmare da cellglgrietiche anche in assenza di
altri componenti virali. A tale scopo, M1 é stag@portunamente ingegnerizzata
attraverso la fusione di domini, porzioni o intgm@teine eterologhe, al fine di
conferirle la capacita di contattare autonomaméatenembrana cellulare e di
sfruttare ESCRT-IIl. Il presente lavoro di dottaratsi propone quindi
I'ottimizzazione della produzione di VLP del virudellinfluenza come
piattaforma per lo sviluppo di un vaccino univeesah particolare, I'attenzione e
stata focalizzata sulla proteina di matrice M1 daspossibilita di renderla
indipendente dalla proteina M2 durante la faseemigazione. E stato possibile
quindi dimostrare: i) che il segnale di miristilaze della proteina Gag del virus
dell'immunodeficienza umana (HIV-1), fuso nella i@mge amminoterminale di
M1 (Myr-M1), le conferisce la capacita di conta¢tda membrana plasmatica, ii)
che I'aggiunta di un piccolo dominio ricco in pradi (PTAP), noto in letteratura
come in grado di mediare linterazione tra protettigerse e ilpathway di
biogenesi dei MVB, consente ad Myr-M1 di gemmaresogratante cellulare; iii)
che la fusione tra M1 e la proteina cellulare CHBP4dppartenente al complesso
ESCRT-IIl consente ad M1 di fuoriuscire dalle clundipendentemente dalla
presenza del segnale di miristilazione. Inoltrdyiaimo dimostrato che la proteina
di fusione M2-M1 e in grado di gemmare autonomameiaile cellule, cosi come
la sola M2. Infine, le VLP basate su M2, M2-M1 e My1-CHMP4B sono state
utilizzate in un esperimento pilota, eseguito rgbot al fine di analizzarne
immunogenicita in viva Nonostante siano stati rilevati anticorpi specie
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diretti contro la proteina M1 in un numero statiathente non significativo di topi
saggiati, i dati ottenuti in questo esperimentotpilrisultano essere incoraggianti.
Infatti, sono stati raggiunti utilizzando VLP prdtiin condizioni di purificazione
ancora da ottimizzare.

Partendo da questi dati, abbiamo anche generatsarieadi costrutti codificanti
diversi mutanti della proteina di superficie delug influenzale HA, accomunati
dall’'assenza di uno dei suoi domini, ovvero dabatg globulare (HAeadlesk

E’ stato, infatti, dimostrato che HAeadlessa differenza della formavild-type
della proteina, € caratterizzata dall’esposiziohsisiema immunitario di epitopi
altamente conservati e, quindi, rappresenta uniattbase per lo sviluppo di un
vaccino universale, in grado di stimolare la rigposimunitaria verso ceppi virali
diversi. Abbiamo analizzato e dimostrato la podisdbidi incorporare HA-
headlessin particelle simil-virali basate sull'espressiodella proteina Gag del
virus dell'immunodeficienza felina (FIV). Intendianora valutare la possibilita di
incorporare HAkReadlessanche nelle VLP basate su M1 ingegnerizzata ep dop
opportuna purificazione, testare queste ultimeéLUP basate su FIV nel modello
murino. In ultimo, al fine di approfondire il ruokvolto da M2 come sostituta di
ESCRT-III nellambito della gemmazione del viruslldefluenza, sono stati
generati costrutti specifici basati sulla protesteutturale Gag di FIV, mutata a
livello delle sequenze che il nostro gruppo di ntee ha dimostrato essere
essenziali per il reclutamento dpathway di biogenesi degli MVB e per la
gemmazione di FIV (Calistet al, 2009a). | risultati ottenuti suggeriscono che la
regione della coda citoplasmatica di M2 e in grdddpristinare la gemmazione
dei mutanti virali.

In conclusione, i dati ottenuti in questa tesi dittdrato non solo forniscono
importanti informazioni biologiche, relative allerfzioni di due proteine del virus
dell'influenza (M1 e M2) e del coinvolgimento diqgteine cellulari in fasi
essenziali del ciclo replicativo virale, ma pongameressanti basi per lo sviluppo
di nuove strategie vaccinali dirette contro il @rdell'influenza basate su VLP.
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2. ABSTRACT

Influenza viruses represent a significant publialtheproblem, since they are the
etiological agents of acute respiratory illnesg t@n occur in annual epidemics or
in occasionally pandemic events. Influenza virusesstantly evolve by the
accumulation of point mutations at the level ofithantigenic determinants
hemagglutinin and neuraminidasantigenic drif), or as a result of a genetic
reassortmentaftigenic shiff, usually happening when avian and human viruses
co-infect an intermediate host. The high rate oftations, the possibility of
reassortment of gene segments and the wide varietfluenza viruses explain
their ability to overcome the host immunity, acedirby previously vaccination
(Wong et al, 2005). Moreover, the difficulty of developingognes capable of
inducing a long-lasting immune response leads t ribed of up-dating the
vaccine formulation every year (Woeg al, 2005). On the other hand, molecular
evolution processes determine an increasing emeggehdrug-resistant viruses
that restrict the efficacy of the antiviral drudsdeed, vaccination remains the
most effective preventative strategy to reduce t¢hance of infection from
influenza virus and its complications. In this o1t vaccines based on virus-like
particles (VLPs) are extremely promising. In fadtRs, while being antigenically
identical to the infectious virus, lack pathogetyiciVLPs are obtained by
expressing specific viral structural proteins, tdegplay the ability to bud from
cells, in the absence of any other viral compor{sath as retroviral Gag and
papillomavirus L1) (Zeltins, 2013). VLPs can bediper se or as “platforms” for
the presentation of immunodominant epitopes. Ircdee of influenza viruses, the
matrix protein M1 represents the major driving #oraf viral budding process
(Gomez-Puertagt al, 2000). However, the expression of M1 alone doets
allow the production of VLPs. Among other reasdhgs feature is due to the lack
in M1 of a membrane targeting signal (Waet@l, 2010a). In this context, during
the viral infection, it is the second matrix proteM2, which is charachterized by
a targeting signal and can physically interact with, that brings the latest in
contact with the plasma membrane (Ckeéal, 2008). Moreover, M2 is also able
to facilitate the curvature of the membrane andsttission of the envelope of the
budding viral particle from the cell surface (Rossrat al, 2010), a function that
is linked to the cellular complex ESCRT (endososmating complex required for
transport)-lll, in the case of most enveloped \@ugCalistriet al., 2009b).

The overall aim of our work was to optimize the gwotion of influenza VLPs
based on M1, by identifying the minimal sequeneggiested to render M1 able to
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bud independently from M2 co-expression. To thisl,ewe created different
recombinant M1 proteins characterized by the gbtlit interact with different
ESCRT components and to directly contact the plasmabrane, in the absence
of M2. Specifically, we generated constructs exgrgs M1 fused to the
myristilation signal of HIV-1 Gag and containingoshproline rich domains (L-
domains) capable of interacting with either Tsg{BTAP), AIP1/Alix (YPDL),
both cellular proteins able to interact with ESCRTand involved in the budding
of several RNA enveloped viruses (Calistet al., 2009b), or to a motif
(PTAPPEY) known to be extremely efficient in medtigtthe production of VLPs
(Stracket al, 2000). Moreover, we directly fused at the C-tetusi of M1 specific
ESCRT-III proteins, namely CHMP3 and CHMP4B. Instinay, we were able to
demonstrated that: i) the HIV-1 Gag myristilatiognal, added to the N-terminus
of M1 (Myr-M1), confers it the ability to contaché plasma membrane; ii) the
insertion of the small proline rich domain PTAPoals Myr-M1 to form VLPs
and iii) the fusion between M1 and the cellulartpio CHMP4B allows M1 to
bud from the cells, independently from the presewnicéhe myristilation signal.
Furthermore, we were able to demonstrated that lek2eaand the M2-M1 fusion
protein can self-assemble and bud into virus-liketiples. In this context, by
engineering specific mutants of the Gag proteintheffeline immunodeficiency
virus (FIV), previously described in our laboratg¢Galistriet al.,2009a), we were
able to demonstrated that indeed M2, and in pdatigts cytoplasmic region, can
act as a substitute of ESCRT-IIl components for tneding of the influenza
virus. Finally, VLPs based on M2, M2-M1 and M1-M@HMP4B, were used in a
pilot experiment performed in mice, in order to lgpa their immunogenicity.
Interestingly, we were able to detected specifitbadies directed against the
protein M1, even though in a small number of test@imals. However, the
obtained data are encouraging, since the purifinaif the employed VLPs, which
are still under characterization in terms of densihd morphology, was not
optimal, thus affecting the obtained results. Hinalve also generated different
hemagglutinin (HA) mutants characterized by theeabs of the globular head
(headless-HA). Indeed, it is well known that thenserved stalk domain of
influenza HA is highly immunogenic and confers adatly immune response
(Steelet al, 2010). We demonstrated that headless HA camdmporated into
engineered VLPs, based on FIV Gag protein. Cuyentke are analyzing the
possibility of incorporating headless-HA proteirs@lin M1-based VLPs. Next,
after setting up the appropriate purification pooio we would test these M1-
based VLPs, together with the FIV-based one, imibase model.
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In conclusion, overall our data provide on one henplortant biological insights
into the function/characteristics of the influenvaaus M1 and M2 proteins and, on
the other hand useful information for the developtmand improvement of
influenza-based VLPs to be employed in vaccinastoategies.
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3. INTRODUZIONE

3.1 Il virus dell'influenza

| virus dell'influenza sono agenti eziologici dindromi respiratorie acute
altamente contagiose, che costituiscono un probtiireanita pubblica rilevante, a
causa dell’elevata morbidita e mortalita nell’'uomdivello globale (Goodmaast
al., 2011). | dati riportati dal’Organizzazione Maakk della Sanita World
Health OrganizationWHO) stimano tra 250000 e 500000 i casi di mbaeno
legati a complicanze associate allinfluenza in taut il mondo
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs21ifetex.html). I virus
dell'influenza sono responsabili di epidemie annwdile si verificano nel periodo
invernale, e, occasionalmente, di eventi pandemiiti.particolare, i virus
influenzali pandemici hanno la capacita intrinseda diffondere molto
rapidamente tra gli individui, causando patologi€idersa entita. Ad esempio, il
virus dell'influenza responsabile della pandemiai#48 ha causato la morte di
oltre 50 milioni di persone nell’arco di due anmentre il sottotipo virale HIN1
del 2009 é riuscito a diffondere molto rapidamengela popolazione, infettando
circa 22 milioni di persone, determinando, perogdsami piu lievi (Rossmaand
Lamb, 2011).

| virus dell'influenza appartengono alla famigliagli Orthomyxoviridag un
gruppo di virus dotati dienvelopee con genoma segmentato, costituito da
molecole di RNA monocatenario a polarita negativairus influenzali sono
classificati nei tre diversi tipi (A, B, C) in basdle caratteristiche della matrice
(M), della nucleoproteina (NP) e al diverso spettiospite (Ariaset al., 2009).
Inoltre, i virus dell’influenza di tipo A vengondtariormente suddivisi in sottotipi
(profilo antigenico HXNy) in relazione alle caratteristiche degli antigeti
superficie emoagglutinina (HA) e neuraminidasi (NA) cui fino ad oggi sono
state identificate rispettivamente sedici e noveawdi (Ariaset al.,2009). Tutti
questi sottotipi virali sono stati isolati in udcelcquatici selvatici, in particolare
nelle specie migratorie, che fungono, quindi, db@®io naturaleréservoin del
virus (Fig. 3.1). Ogni isolato virale viene iderd#to secondo una nomenclatura
standard in cui la prima lettera indica il tipo (B, C), a seguire la specie
d’origine (nel caso di isolati virali non umani),liogo d’isolamento, il numero
dell'isolato, I'anno dell'isolamento e, nel caso deus dell'influenza A, anche
I'eventuale sottotipadi HA e NA [per esempio: A/Chicken/Hong Kong/220/97
(H5N1)].
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Figura 3.1 Rappresentazione schematica dei diversi sottaitigli e degli ospiti coinvolti
(Suzuki, 2005).

Dal punto di vista epidemiologico, i virus dell'lnénza A sono i principali
responsabili degli eventi epidemici annuali e delbeasionali pandemie. Insieme
ai virus di tipo B, possono, inoltre, causare caogzioni gravi, quali polmoniti
ed encefaliti (Baigenand McCauley, 2003). Inoltre, i virus influenzali dpb A
sono caratterizzati da un ampio spettro d’osphe, @tre alluomo comprende tra
gli altri suini, cavalli e furetti. | ceppi appantenti al virus dell'influenza del tipo
B infettano quasi esclusivamente 'uomo e le fodaisando sindromi piu lievi.
Infine, i virus dell'influenza di tipo C risultanessere agenti causali di infezioni
molto rare e di modesta entita del tratto respifateuperiore delluomo e dei
suini. Gli Influenzavirusdi tipo A e B presentano un genoma costituito da 8
molecole di RNA a singola elica, mentre quelli ghot C hanno un genoma
costituito da sette segmenti di RNA. Infatti, qudtmi possiedono un’unica
glicoproteina, denominata HEFH€&moagglutinin-Esterase-Fusipnla quale
svolge le stesse funzioni dell’emoagglutinina (HAHdella neuraminidasi (NA),
caratteristiche dei virus di tipo A e B (Baigemd McCauley, 2003).

3.2 Evoluzione dei virus influenzali

Come accennato inizialmente, i virus dell'influenkaevolvono costantemente
utilizzando due diversi meccanismiantigenic drifte I'antigenic shift.L’alto
tasso di mutazioni a cui sono soggetti porta atenmgarsa di nuove varianti
antigeniche, che incidono sulla capacita di sugelambarriere anticorpali create
da infezioni o vaccinazioni pregresse (Watgal, 2005). Le proteine che sono
maggiormente interessate da questi cambiamenti l&moagglutinina (HA) e la
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neuraminidasi (NA), esposte alla pressione setetti®l sistema immunitario. In
particolare, la specificita del legame tra il réoet dell’acido sialico e la proteina
emoagglutinina € un determinante fondamentale rdgismo d’ospite. L’acido
sialico & composto da un monosaccaride di noveiatarbonio che solitamente si
trova all’'estremita di diversi glicoconiugati, pesesi sulla superficie di diversi tipi
cellulari e in diverse specie animali. Nello spedf I'atomo di carbonio in
posizione 2 puo legare il carbonio in posizione @ @el galattosio, portando alla
formazione rispettivamente di legami-2,3 e o-2,6. La specificita di
riconoscimento e il legame dei residui di aciddicien-2,3 00-2,6 € determinata
dalla diversa affinita del’emoagglutinina presemsidla superficie del virione.
Infatti, i virus umani si legano preferenzialmemteresidui di acido sialico che
presentano un legam®,6 con la molecola oligosaccaridica; mentre | viawviari
richiedono la presenza di un legame di 293 (Neumanrand Kawaoka, 2006)
La conformaziones-2,3 prevale nelle mucose respiratorie ed enteriltiverse
specie di anseriformi. Invece, nell’epitelio traaleedelluomo sono predominanti
I residui con legame-2,6. Tuttavia, nell'epitelio delle basse vie aergmane
(bronchioli, alveoli e pneumociti di tipo II) sorstati individuati anche residui di
acido sialico con legame di tipa@2,3, seppure meno abbondanti. Per questo
motivo, 'uomo puod essere infettato, anche se imiera meno efficiente, da un
virus influenzale di derivazione aviaria sviluppangravi complicanze (Bouvier
and Palese2008).

Le epidemie stagionali influenzali sono associateeccanismo dantigenic drift
che consiste nell'insorgenza di mutazioni puntiforrai segmenti genici di HA e
NA. A causa di questo fenomeno che avviene in mman@ontinuativa, e
necessario variare la formulazione vaccinale ognogAriaset al.,2009).

Un altro meccanismo coinvolto nell'evoluzione deirug dell'influenza é
I'antigenic shift ovvero riassortimento genico, che é stato laaaeie pandemie
avvenute fino ad oggi. Questo processo é agevdkdla caratteristica del genoma
virale di essere segmentato ed ha origine quandovidus di diversa derivazione
(aviaria e umana) coinfettano uno stesso organig@oesempio il suino (Wong
et al, 2005). Infatti, nell'epitelio tracheale del saisono presenti residui di acido
sialico legati al galattosio con legawm®,6 (recettori per HA dei virus umani) e
legamia2,3 (recettori per HA dei virus aviari). Questo amgmo viene definito
mixing vesselovvero funge da “contenitore di riassortimentdéterminando la
comparsa di nuovi sottotipi virali (Wonet al, 2005). Le nuove varianti cosi
ottenute possiedono un elevato potenziale pandenmcguanto la popolazione
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umana risulta completamente o significativamentespsta di immunita nei loro
confronti.

3.3 Il virus dell'influenza A: morfologia e fattori di patogenicita

Le particelle del virus dell'influenza A sono cdesizzate da una forma sferica o
filamentosa con un diametro che varia dagli 8024 im, per questo sono detti
pleomorfici (Rossmarand Lamb, 2011) (Fig.3.2). Esternamente, le particelle
virali possiedono un doppio strato lipidico, denoatd envelope in cui sono
inserite le due glicoproteine di membrana emoaggha (HA) e neuraminidasi
(NA) e la proteina di matrice M2 (Bouvieand Palese 2008). | lipidi che
compongono questa struttura derivano dalla membpéasmatica della cellula
ospite e sono arricchiti in colesterolo e glicog@hpidi.

(’/\\% VI 7? 9;\ : “”’

ssRNA

HA

Figura 3.2 Rappresentazione schematica della particellaevital virus dell'influenza A
(Horimotoand Kawaoka, 2005).

bY

L’emoagglutinina e la glicoproteina integrale di miwana piu abbondante
dell’envelopeed il determinante antigenico responsabile dgbisrano d’ospite
(Bouvier and Palese2008). HA, che assume una forma di omotrimero derdn
processo di maturazione, € caratterizzata da wsta tgobulare, posta su uno
stelo, dove é presente il sito di legame con ikettece (Rossmamnd Lamb,
2011). La testa e costituita esclusivamente daibasita HA1, mentre lo stelo
formato principalmente dalla subunita HA2. Le dubunita presenti nella forma
matura funzionale derivano da un precursore imathAO (Ariaset al, 2009). La
neuraminidasi € il secondo piu importante antigireuperficie del virione ed € la
glicoproteina di membrana deputata a facilitareildscio e la diffusione dei
virioni nell'ospite, attraverso il taglio dei legamlicosidici tra i residui di acido
sialico della cellula ospite e la superficie dgléticelle virali (Ariaset al,, 2009).

NA assume la forma di omotetramero, composto datesta e da un peduncolo
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nella regione amminoterminale, che funge da segmhleancoraggio alla
membrana. La testa & costituita da quattro subudéatiche che contengono i
quattro siti catalitici, fondamentali per il rilasadelle particelle virali neoformate
(Enamiand Enami, 1996).

Nell’envelopee presente anche la proteina di matrice 2 (M2)yamzzata in
omotetrameri, che funge da canale ionico cruciae lp dissociazione pH-
dipendente della proteina matrice (M1) dalla nugteteina (NP), permettendo
cosi il rilascio del genoma virale nella cellulpibs (Nayaket al, 2004). Inoltre,
M2 influenza anche le variazioni del pH della reli® trans-Golgi durante la
maturazione delle nuove particelle virali (Woagal, 2005). Lo strato interno
all’envelopee costitutito dal nucleocapside, caratterizzatonddrice ecore, che
include i complessi delle ribonucleoproteine vi@RNPs) (Nayalet al, 2004).
La proteina di matrice M1 funge da ponte &mavelopevirale ecore ed e la
proteina piu abbondante nel virione. M1 svolge wolag fondamentale nella fase
di assemblaggio e di gemmazione della progenid¢evifriaset al.,2009). licore
virale consiste di 8 complessi ribonucleoprotei&IP), costituiti dai segmenti di
RNA genomico monocatenario a polarita negativa (MRNlegati alla
nucleoproteina (NP) e al complesso del’lRNA poliasrvirale (Nayaket al,
2004). Nelcore e presente in piccole quantita la proteina nomtsirale 2 (NS2),
coinvolta nel trasporto dei complessi VRNP dal eacl citoplasma e per questo
viene anche denominatuclear Export Proteim NEP (Nagat&t al, 2008).

Gli otto segmenti di RNA virale del virus dell'infénza A codificano undici
proteine virali e sono numerati in ordine decreseém base alla loro lunghezza. |
primi sei segmenti codificano ognuno una proteinaoao rispettivamente: la
polimerasi basica 2 (PB2); la polimerasi basicRRBR1(); la polimerasi acida (PA);
'emoagglutinina (HA) e la neuroaminidasi (NA). lalcuni sottotipi virali
dell'influenza A altamente patogeni € stato idécdiio un peptide PB1-F2,
codificato da un secondopen reading frame(ORF) nel segmento della
polimerasi basica 1, che induce apoptosi cellulBauvier and Palese2008). II
gene PB1 del virus dell'influenza A (H1IN1) 2009 dmeé una proteina PB1-F2
tronca, molto probabilmente non funzionale, di ddliamminoacidi (Ariagt al.,
2009). Gli ultimi due segmenti 7 e 8 codificanopattivamente le proteine di
matrice (M1, M2) e le proteine non-strutturali (N®S2). Le proteine di matrice
2 (M2) e non strutturale 2 (NS2) derivano da unnéveli splicing dei trascritti
primari codificanti la proteina di matrice 1 (M1)l& proteina non-strutturale 1
(NS1) (Bouvierand Palesg 2008). Le estremita terminali di ogni segmento di
RNA virale formano una struttura a forcina elicdgache viene legata dal
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complesso eterotrimerico del’lRNA polimerasi (PEAB2 e PA). Il resto del
segmento genico viene ricoperto dalla nucleopratéhiP), che essendo ricca di
arginine e carica positivamente e quindi interagisen il gruppo fosfato presente
nell’RNA virale (Fig. 3.3) (Bouvieand Palese2008).

Viral
polymerase
| RS

Nucleoprotein: NP

Figura3.3: Rappresentazione dei complessi ribonucleoprofBidiP) del virus dell'influenza A
(Nagateet al, 2008).

All’estremita 3’ e 5’ di ogni segmento virale, @&ist identificata una regione non
codificante diversa in dimensione, ma altamentesenvata tra tutti i VRNA del
virus dell'influenza. In questa regione non codifite, sono localizzati anche il
segnale di poliadenilazione del’lRNA messaggerartepdel segnale giackaging
utile per 'assemblaggio virale (Bouviand Palese2008).

L'interesse verso i fattori coinvolti nella patogeta dei virus influenzali é
cresciuto nel corso degli ultimi anni a causa d#kpziale pandemico di alcuni
ceppi aviari, come H5N1, e a seguito della pandedah 2009. Le proteine
coinvolte nella patogenesi ricoprono un ruolo sfpexinel tropismo virale, nella
capacita di regolare la risposta immunitaria deffite e nella trasmissione in
nuove specie (BouviemdPalese, 2008).

L’emoagglutinina dei virus dell'influenza A vieneomsiderata il principale
determinante di patogenicita virale. Oltre a mealiriconoscere riconoscimento
di specifici tipi di legame dell’acido sialico agteine di membrana, essenziale per
la specie-specificita, questa proteina presenta raggone determinante nel
tropismo cellulare. Infatti, la presenza di singolimultipli residui basici nel
precursore HAO influisce sull'efficienza del proses di clivaggio e sul
riconoscimento da parte di proteasi cellulari (Ared al, 2009). Questo incide
sulla capacita del virus di determinare un’infeeidocalizzata o sistemica. | virus
influenzali umani sono pneumotropici e presentama singola carica positiva nel
sito di taglio del’HA che viene clivata da proteapecifiche (triptasi di Clara),
limitando la replicazione all’apparato respiratorfblayak et al, 2004). Al
contrario, i virus aviari considerati ad elevatdoganicita sono pantropici e le
loro emoagglutinine contengono residui basici mpliltiche vengono clivate da
proteasi ubiquitarie con la disseminazione dels/iauivello sistemico (Naya&t
al., 2004).
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La polimerasi basica 2 € coinvolta nella replicaeivirale ed é stato dimostrato
come specifiche mutazioni in questo segmento seémsociate allaumento nella
virulenza, ma anche al tropismo e alla trasmissialf®spite. Alcuni studi
eseguiti su isolati virali del sottotipo HSN1 hamgimmostrato come la sostituzione
dell'acido glutammico in posizione 627 (presentewvieis aviari) con una lisina
(presente in sottotipi umani), oltre a determiribgeado di patogenicita del virus,
possono incidere sull’efficienza di replicazionellmealte e nelle basse vie
respiratorie (Aria%t al.,2009).

PB1-F2 e una piccola proteina (87-89 aminoacidgifezata da un secondapen
reading frame (ORF) nel segmento 2 ed €& presente solo in gSuttetrali
altamente patogeni. E stata dimostrata la suaaizitere con due proteine della
membrana mitocondriale, che aumentano la perm&abliéilla membrana stessa,
favorendo il rilascio del citocromo C e l'attivam® della cascata apoptotica.
Alcuni studi indicano come un singolo cambiamentoranoacidico in posizione
66 (asparagina-serina) della proteina assuma pkmntéc importanza nella
virulenza dei ceppi aviari HSN1 (Ariag al.,2009).

La patogenicita virale si esplica nella capacith dWeus di eludere le difese
immunitarie dell’'ospite. La proteina non strutteral (NS1) svolge un ruolo
chiave in questo processo, bloccando la sintesejo@ cellulare ed fungendo da
antagonista della risposta antivirale interferorediata (IFNa/p) (Arias et al.,
2009). NS1 e una proteina multifunzione, che motluldarulenza e influisce sulla
replicazione, ed é suddivisa in due domini. Il griglominio N-terminale (1-73
amminoacidi) & responsabile del legame con I'RNAdappio filamento, il
secondo C-terminale (74-231 amminoacidi), detto idmmeffettore e utilizzato
per bloccare la maturazione e I'esportazione dedfiNA cellulari (Haleet al,
2008). Le molteplici funzioni di NS1 comprendone: legolazione temporale
della sintesi degli RNA virali; il controllo dellgplicing degli mRNA virali e
'aumento della loro traduzione; la regolazionelan@ehorfogenesi delle particelle
virali; la soppressione della risposta apoptotinadunitaria dell’'ospite;
I'attivazione della fosfoinositide 3-chinasi (PI3Kg il coinvolgimento nella
patogenesi ceppo-dipendente (Hetlal, 2008).

Altre due proteine sono associate alla patogendgtavirus influenzali in quanto
coinvolte con l'insorgenza di resistenze ai farmadiivirali fino ad oggi in uso.
Questi due fattori sono la proteina di matrice MRI&. La neuraminidasi € un
importante fattore di patogenesi in quanto coiravalbn il rilascio della progenie
virale dalla cellula infettata. L'efficienza nelascio delle particelle neoformate
risulta essere correlata alla lunghezza e allaesergudella regione che separa il
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core enzimatico di NA dai domini transmembranario e ogihsmatico.
L’accorciamento di questa regione diminuisce I@énza nel rilascio del virus,
limitando I'accesso al substrato da parte del aitvo della proteina (Newmann
and Kawaoka, 2006). Inoltre, & stato dimostrato ch#iVita della neuraminidasi
puo variare tra virus appartenenti allo stessoospti e mostrare maggiore o
minore resistenza al pH acido dell’'apparato digerea seconda che i virus siano
di derivazione aviaria, suina 0 umana. Per questtivin virus riassortanti
possono mostrare un maggior grado di patogenidigw(mannand Kawaoka,
2006). La proteina di matrice M2 funge da canal@ico responsabile
dell’acidificazione dekore virale e svolge un ruolo importante nell’'assemgiag
e nella gemmazione virale, come precedentementerities Recentemente, é
stato dimostrato come la parte N-terminale di M@ é@nminoacidi) blocchi la
maturazione degli autofagosomi, ostacolando la fasione con i lisosomi. Cio
comporta I'inibizione del processo cellulare dellmacroautofagia, che
compromette la sopravvivenza delle cellule infettatal virus ma non la
replicazione dello stesso. L'induzione dell’apoptosilulare non é correlata con
'aumento di titolo virale, bensi sembrerebbe essminvolta nell’evasione dal
sistema immunitario (Gannageal, 2009).

3.3.1 Il ciclo replicativodel virus dell’influenza

Il ciclo replicativo del virus influenzale iniziaoa il riconoscimento del recettore
di acido N-acetilneuroaminico (sialico) presentkasmembrana cellulare da parte
della glicoproteina di superficie HA, permettendadésione del virus sulla
superficie della cellula bersaglio (Fig. 3.4). Duea la replicazione virale,
I'emoagglutinina sotto forma di precursore inatt(\®A0) viene clivata nelle due
subunita funzionali HA1 e HA2, tramite l'azione dilcune serin-proteasi
dell’ospite (Baigentand McCauley, 2003). A seguito del legame al recettiae
parte del dominio HAL, la particella virale vienatdrnalizzata mediante
endocitosi in vescicole rivestite di clatrina. Laceessiva acidificazione del lume
del’endosoma determina il cambiamento conformad®mdell’emoagglutinina
con l'esposizione del peptide di fusione presemtedominio HA2 (Bouvierand
Palese 2008). Questo peptide si inserisce nella membrasléa drescicola,
provocandone la fusione coretivelopevirale. A seguire, I'attivazione del canale
ionico costituito dalla proteina M2 permette I'inssione di protoni all'interno
del virione, acidificando quindi il lume della vésmla e provocando la
dissociazione tra la proteina di matrice 1 (M1) e complessi delle
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ribonucleoproteine virali (VRNPs). Tale processasamte il rilascio dei VRNPs
nel citoplasma della cellula ospite. I complessionucleoproteici vengono
indirizzati all’interno del nucleo attraverso i sywori, utilizzando i segnali di
localizzazione nucleare (NLS) della nucleoprote{hi®) (Bouvierand Palese
2008). La trascrizione e la replicazione del genatnale avvengono nel nucleo
tramite I'azione del complesso polimerasico RNAeatigente (PB1, PB2 e PA).
L'RNA polimerasi virale RNA-dipendente utilizza egmenti di RNA virale a
polarita negativa come stampo per la sindésiue tipi di RNA a polarita positiva:
gli RNA messaggeri (MRNA) per la sintesi delle pmé virali e gli RNA
complementari fomplementaryRNA, cRNA) intermedi per la trascrizione di
nuove molecole di RNA virale genomico (Nagataal., 2008). In particolare, la
subunita PB1 lega sia gli RNA virali, che i lorongplementari cRNA. Inoltre,
PB1 funge anche da subunita catalitica in quanidi@ee dei domini conservati
che sono responsabili della fase di elongazionle datene nascenti di mRNA. La
polimerasi basica 2 (PB2) €& responsabile del riscimeento e legame degli
oligonucleotidi contenuti nella struttura 5’-cap4itea dei pre-mRNA cellulari,
che sono utilizzati come innesco per la sintesilidBfNA messaggeri virali
(mRNA). La funzione della polimerasi acida non e@a ben nota, ma si suppone
sia coinvolta tanto nella fase di trascrizione qaarella replicazione del genoma
virale, in quanto implicata nellassemblaggio dgltdimerasi virale (Nagatet al.,
2008). L'elongazione delle catene nascenti di mRMNAtermine quando 'RNA
polimerasi virale sintetizza una coda di poli Adisale di poliadenilazione), che
deriva dalla trascrizione di 5-7 residui di uracjleé) presenti nel segmento di
RNA virale a polarita negativa (Nagattal.,2008). Dopo essere stati addizionati
della struttura 5-cap ed essere stati poliadenilgi mMRNA virali vengono
trasportati al di fuori del nucleo e tradotti coraecade agli mRNA cellulari
(Bouvierand Palesg2008).

La replicazione del genoma virale € un processingrindipendente”, in quanto
non necessita del riconoscimento di sequenze cigaho da innesco, a differenza
della trascrizione. Infatti, a seguito della produne delle prime proteine virali
avviene una transizione dell’attivita delle polimgrdalla sintesi degli mRNA alla
replicazione del genoma virale (Nagatal, 2008).

Durante la replicazione, vengono prima sintetiziéimenti a polarita positiva
complementari (CRNA) al’RNA virale; poi 'RNA painerasi genera il nuovo
corredo genomico virale con la sintesi di filameditiRNA a polaritd negativa,
partendo dall'estremita 3'dei cRNA (Bouviand Palese2008).
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| segmenti di RNA virale neosintetizzati nel nuclgengono trasportati nel
citoplasma grazie all’azione della proteina di ncatrM1 e della proteina non-
strutturale NS2 (o NEP). M1 permette linterazioea gli RNP e la
nucleoproteina (NP) per la formazione dei nuovonibxcleocomplessi (VRNP). i
legame tra M1, VRNP, NEP e la cromatina (Crm1) are@omplesso denominato
daisy-chain che media l'uscita dal nucleo del genoma viraesando attraverso
le nucleoporine (Nayaét al, 2009).

Attraverso le interazioni tra componenti citoschatbe della cellula ospite con la
proteina di matrice M1 e la nucleoproteina, i coesgl M1-RNP-NS2 vengono
indirizzati verso il sito di assemblaggio delle megarticelle virali (Nayalet al,
2004).

La proteina di matrice M1 é la piu abbondante ngditicella virale e viene anche
considerata lalriving force nel processo di gemmazione della nuova progenie
virale (Gomez-Puertast al, 2000). Infatti, M1 e responsabile del reclutatoen
dei componenti virali nel sito di assemblaggio gus® della sua interazione con
le code citoplasmatiche di HA, NA e M2. Quindi, domver contribuito
all'assemblaggio di tutte le componenti virali, erdgisce con il doppio strato
lipidico creando un’alterazione nella curvaturalaemembrana. Inoltre, M1
determina la morfologia delle particelle virali fi@mnate (Nayalet al, 2004). La
gemmazione dei virus dell'influenza &€ un procestiva che avviene a livello
della membrana plasmatica apicale di cellule eplie(es: cellule epiteliali
bronchiali). E stato dimostrato che le glicoproeeHA, NA e M2 sono importanti
per la determinazione del sito di assemblaggio mngazione del virus e li
vengono trasportate sfruttando pathwayesocitico. Queste proteine posseggono
alcuni determinanti nel dominio transmembranaridie csono coinvolti
nell'indirizzamento verso la membrana apicale €assdociazione conlipid-rafts
(HA e NA) e con il colesterolo (M2) (Nayadt al, 2009). In particolare, sembra
essere fondamentale nella fase iniziale dellastsggm il legame
dell’emoagglutinina conlipid-rafts, domini in prossimita della membrana apicale
arricchiti in colesterolo e sfingolipidi, che rappentano la piattaforma su cui poi
convogliano tutte le proteine virali per la gemnoa® (Rossmanmand Lamb,
2011). Avvenuta la gemmazione, la neuraminidasili@spla sua attivita
sialidasica, tagliando i residui terminali di acidoalico da gangliosidi e
glicoproteine posti sulla superficie cellulare.dnesto modo le particelle virali
neoformate vengono rilasciate dalla cellula ospit&.rimuove anche i residui di
acido sialico presenti sui virioni neoformati, cosi prevenire I'aggregazione tra
le particelle virali e il riattacco a cellule giféttate (Bouvieand Palese, 2008).
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Figura 3.4: Rappresentazione del ciclo replicativo del vied'influenza A (Ariaset al., 2009).

3.4 Ruolo delle proteine di matrice M1 e M2 nella gmmazione virale del
virus dell'influenza

E’ stato ampiamente dimostrato come molti virusRIMA dotati di envelope
sfruttino il pathwaydi biogenesi deMultivescicular BodiegMVB) al fine di
completare il loro ciclo replicativo. Multivescicular Bodiesrappresentano il
sistema che le cellule eucariotiche utilizzano pensentire la degradazione di
proteine di membrana attraverso i lisosomi. Datdoib ruolo fondamentale,
risultano altamente conservati nelle cellule ewtatie (Calistriet al, 2009b)
(Fig. 3.5).

Lysosomal Non-ubiquitylated Biavans
membrane protein receptar Ubiquitylated
receptor

Figura 3.5: Rappresentazione schematicamithwaydei Multivescicular BodiegRaiborgand
Stenmark, 2009).

19



INTRODUZIONE

Questo processo inizia a livello della membranamktica, dove le proteine
destinate alla degradazione vengono ubiquitinatsrginua sino agli endosomi
tardivi, dove le proteine bersaglio ubiquitinatengeno endocitate in vescicole
intraluminali (ILV) (Raiborgand Stenmark, 2009). La gemmazione delle ILV nel
lumen dell’endosoma origina gli MVB stessi. Quinessi si fondono con i
lisosomi dove la membrana delle ILV viene degradiatdipasi e idrolasi, e il loro
contenuto viene processato da proteasi lisosor(@iistri et al., 2009b). Il
processo di formazione delle ILV, fase fondamentaépathwaydi biogenesi
degli MVB, é topologicamente equivalente alla gernimae dei virus dalla cellula
ospite. Cio avviene grazie al sequenziale reclutdmedi diverse proteine
citoplasmatiche, denominate proteine Vp&dquolar sorting proteinjs che sono
organizzate in quattro complessi eteromerici distidenominati ESCRT
(endosomal sorting complex required for transp®it)ESCRT-I, ESCRT-II,
ESCRT-III (Calistriet al, 2009b). Le proteine bersaglio ubiquitinate passa
maniera sequenziale attraverso i complessi ESQRBite il legame iniziale con
ESCRT-0, poi con la proteina TsglOTufmor Susceptibility GenedOl),
appartenente ad ESCRT-I, e in ultimo con la praet&ps36/ESCRT-II. Infine, le
proteine ubiquitinate vengono indirizzate all’imter delle ILV in via di
formazione, sfruttando tutti i componenti del’lESCRI e i fattori ad esso
associati. Una volta formate le ILV, il complessBERT-IIl viene disassemblato
dalla membrana grazie all’azione di un'importanfePasi di classe | AAAAAA-
ATPase, ATPase associated with various cellulaivaiets), nota come Vps4. La
proteina Vps4 quindi dissocia e rende nuovamerdpodibili tutti i componenti
degli ESCRT, permettendo cosi l'inizio di un nuaiclo (Calistriet al.,2009b).
L’attivita di questa proteina risulta fondamentaler la formazione degli MVB.
Infatti, I'espressione di una sua variante domieanegativa, caratterizzata
dall'inattivazione del sito catalico, induce un d&&po particolare in cui le
vescicole degli MVB risultano incomplete o aberrantsi accumulano a livello
della membrana endosomiale (Clzamd Lamb, 2008).

Come accennato, studi condotti negli ultimi vemtiarhanno ampiamente
dimostrato come diversi virus ad RNA dotatiativelopeutilizzino i complessi
ESCRT per fuoriuscire dalla cellule ospite. Nelpeaifico, all'interno di diverse
proteine strutturali virali sono stati identificatorti motivi amminoacidici ricchi
in prolina, denominati domini tardiviLéte domain, L-domailo domini L). Tali
domini sono stati individuati per la prima volta @lcuni studi riguardanti la
proteina Gag di HIV-1. Come e ampiamente riporiatietteratura, € noto che tale
proteina € in grado di autoassemblarsi e gemmala dellula in assenza di
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qualsiasi altro determinante virale. Delezioni otaaioni a carico dei domini
tardivi contenuti nella proteina Gag stessa indocan blocco dell’assemblaggio
nelle fasi finali del ciclo virale (Goéttlingest al., 1991). Sino ad oggi sono state
descritte tre classi di-domain

e dominio P(T/S)AP: identificato per la prima volt@lia regione p6 del
precursore di HIV-1 (Géttlingeret al, 1991). E il primoL-domain
caratterizzato.

e dominio YP(X)nL: caratterizzato per la prima vohal dominio p9 del
precursore Gag del virus dellanemia infettiva dmlvallo Equine
infectious anemia virug EIAV) (Pufferet al, 1997). Inoltre, la sequenza
correlata ad esso (YPLTSL) é stata individuata deminio p6 del
precursore della proteina Gag di HIV-1 (Stratlal, 2003).

* dominio PPXY: e stato inizialmente identificato laeproteina Gag del
Virus del Sarcoma di Rous (RSV) e poi anche iregttioteine strutturali
virali, spesso in combinazione con il motivo P(AB) come nel caso del
virus Ebola (Parenét al, 1995). Rappresenta anche il dominio tardivo
caratteristico degli oncoretrovirus ed e stato fifieato in rhabdovirus,
filovirus e arenavirus (Moritand Sundquist, 2004).

Ulteriori evidenze sperimentali hanno permesso afintte altre caratteristiche
peculiari degliL-domain ovvero: i) la loro funzionalita &€ posizione indiplente
all'interno della proteina strutturale; ii) sononfzionalmente interscambiabili tra
virus eterologhi, che presentano domini differeiit); la presenza in proteine
strutturali di virus dotati denvelopead RNA sia a polarita positiva, che a polarita
negativa (Moritaand Sundquist, 2004). Inoltre, corti domini amminoacid
analoghi a quelli virali e in grado di sostituinenzionalmente L-domainsono
stati identificati a livello di diverse proteine@trsmembrana cellulari (Straekal.,
2000). Tutte queste caratteristiche ed evidenzendhgrermesso di dimostrare
come i domini tardivi virali/cellulari fungano datisdi legame per specifiche
proteine cellulari, appartenenti @hthwaydi biogenesi degli MVB (Calistet al,
2009b). Nello specifico, il primba-domain caratterizzato P(T/S)AP e coinvolto
nell'interazione con Tsgl0l, mediante il legame dbndominio UEV di
quest’ultima (Garrust al, 2001, Luttgeet al, 2008; Martin-Serranet al, 2001).
Infatti, la proteina Hrs Hepatocyte growth factor Receptor tyrosine kinase
Substrate),facente parte del complesso ESCRT-0, recluta Tsgi@hverso
I'utilizzo del dominio PSAP, per cui HIV-1 e virumrrelati utilizzano il motivo
P(T/S)AP mimando Hrs. Inoltre, quest'ultima fusaGdg di HIV privo di un
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dominio tardivo funzionale, € in grado di sostitmimediando la gemmazione
virale (Garruset al, 2001). Il secondo motivo amminoacidico YP(X)nL e
implicato nella gemmazione virale tramite il legamwen la proteina cellulare
AIP1/Alix [ Apoptosis-linked gene (ALG-2)-interacting proteinX], che collega i
complessi ESCRT-1 e ESCRT-III (Straek al, 2003). Infine, la sequenza PPXY
identificata in diverse proteine cellulari, ha tatione di sequenza consenso per
I'interazione con i domini WW, presenti negli enzii®3 ubiquitin-ligasi e nei
membri della famiglia di ubiquitino-ligasi Nedd-ANéuronal precursor cell-
expressed developmentally down-regulatgd(Martin Serranoet al, 2005).
Questi enzimi possono promuovere il rilascio deketicelle virali dalpathway
degli MVB, esplicando la loro attivita ubiquitinglasica. Il preciso meccanismo e
ancora sconosciuto (Martin Serragtoal, 2004) (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Rappresentazione schematica delle interazionigracipali late domain e specifici
fattori cellulari coinvolti nel pathway dei MVB (@stri et al,2009b).

L’interazione tra le proteine virali strutturalile diverse proteine appartenenti al
pathway di biogenesi degli MVB ha come scopo ultimo il lcekamento del
complesso ESCRT-III al sito di gemmazione viralal{(§ri et al, 2009b). Infatti,
anche in tale contesto questo complesso € esseipaiabdeterminare la curvatura
della membrana cellulare e portare alla fissiore ltenvelopevirale e la
membrana stessa. Tuttavia, non sempre la preseénma dominio tardivo o
I'interazione tra la proteina strutturale e i fattappartenenti agli ESCRT sono
sufficienti per la gemmazione virale. Esistono itifeeccezioni riportate in
letteratura che indicano come la fase di fuoriasdalla cellula ospite di alcuni
virus sia piu complessa. In questi casi, il fattm@tante e rappresentato, infatti,
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dal reclutamento delle proteine strutturali virallivello del sito di gemmazione,
funzione esplicata dalle proteine detivelope Esempi di questi tipi di virus sono
rappresentati dal PFVP(ototype Foamy Viryse dal PIV-5 Paramyxovirus
Parainfluenzas) (Chenand Lamb, 2008). | Foamy virus rappresentano, in gffet
un’eccezione tra i retrovirus. Infatti, la sola esgsione della proteina Gag non
determina la formazione di VLP, ma & necessar@iaspressione della proteina
Env, glicoproteina delénvelope(Shawet al., 2003). Questo nonostante il Gag
presenti un motivo PSAP identico a quello presemie proteine Gag di altri
retrovirus. Nonostante cio, la gemmazione virale RV risulta comunque
sensibile all’espressione di versioni dominanti ateg di Tsgl01l, CHMP3 e
Vps4 (Pattoret al.,2005). Quindi, anche se Gag da solo non € in gilattobmare
VLP in quanto non riesce a contattare la membraressenza di Env, gathway
degli MVB e comunque fondamentale per la gemmaziémenodo analogo al
Gag di PFV, la proteina M di PIV-5 non € in gradgdrtare alla formazione di
VLP se non gquando espressa insieme al nucleocagsidée glicoproteine
dell’envelopee nonostante la presenza di un putativdomain (Schmittet al,
2002). Quindi, e possibile concludere che una pratestrutturale virale per
formare VLP non solo deve essere in grado di re@uESCRT-IIl a livello del
sito di gemmazione, ma deve essere essa stessado di raggiungere questo
sito. Nel caso di molti retrovirus, come HIV-1, gtialtima funzione é svolta dal
segnale di miristilazione presente nella regionenamaterminale di Gag, in altri
casi questa funzione e fornita dall'interazione @dtne proteine virali. Il virus
dell'influenza, e in particolare la sua proteinautitirale M1, rappresenta
un’eccezione ancor piu estrema, perché non solmafilé in grado di contattare
da sola la membrana plasmatica, sito di gemmazaroake, ma non € nemmeno
capace di reclutare ESCRT-III. In questo contdsidofunzioni sono svolte da una
seconda proteina virale, M2. Il virus dell'influenguindi € uno dei pochi virus
dotati dienvelopecon genoma ad RNA in grado di gemmare indipendesrée
da ESCRT-IIl (Rossmanet al, 2010, YondolandCarter, 2011

Fin dai primi studi effettuati, & stato notato colagroteina di matrice M1 risulta
essere lariving forcedella fase della gemmazione virale (Gomez-Puatad,
2000). M1 e una proteina costituita da 252 ammiibagrganizzati in tre diversi
domini collegati daur-eliche, separate a loro volta da brevi motiviejldme. La
porzione centrale della proteina media I'oligomesizione e l'interazione con i
complessi ribonucleoproteici (vVRNP). Inoltre, unodso di qualche anno fa aveva
identificato nel motivo YRKL, presente a livelloldesequenza amminoacidica di
M1, il putativo dominio tardivo del virus dell'infenza (Huiet al, 2003). Inoltre,
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era stato individuato il supartner cellulare d’interazione nella proteina Vps28,
appartenente al complesso ESCRT-I (Eliual, 2006a). Tuttavia, questi studi non
hanno trovato conferme e sono stati in parte tatiaHui et al., 2006b). Inoltre,
I'ipotetica interazione osservata vitro tra la proteina M1 e la proteina ESCRT-
I/Vps28 non e stata rilevata nel contesto dell’zidee virale (Brucest al, 2009).
Ulteriori studi hanno evidenziato come la gemmagidel virus dell'influenza e
la produzione delle VLP non risulti essere altematbloccata in presenza della
forma dominante negativa di Vps4 (Watanapel Lamb, 2010). Al contrario, e
stato recentemente dimostrato che un’altra ATHd$tp-ATPasi, diversa da Vps4
e non facente parte dedathway degli MVB, risulta essere coinvolta nella
formazione/gemmazione del virus dell'influenza edteragisce a livello
mitocondriale con la proteina NS2 (Gostial, 2012). A supporto di tutti questi
dati, nostre evidenze sperimentali indicano chmativo YRKL non svolge il
ruolo di L-domain funzionale, in quanto non € in grado di ripristsmda
gemmazione di mutanti delle proteine Gag di FRel{ne Immunodeficiency
Virus) e HIV-1 difettivi del dominio tardivo P(T/S)AP &i non pubblicati).
Inoltre, & stato ampiamente dimostrato che I'egioes della proteina M1 nelle
cellule non e sufficiente a determinare la formaeiali particelle simil-virali
(Chenet al., 2007). Tale effetto e imputabile, tra altre podsitagioni, alla
mancanza nella proteina M1 di un segnale di inziimzento alla membrana, che
in assenza di altri determinanti virali, rimanedlizzata nel nucleo e nella regione
perinucleare (Wangt al, 2010a). Infine, la gemmazione del virus dell'ighza
sembra essere indipendente dathway di biogenesi degli MVB e dal
macchinario dei componenti ESCRT (Watanabe Lamb, 2010, Yondoland
Carter, 2011). Uno studio recente ha chiarito quésiomeno, identificando nella
proteina di matrice M2 il fattore in grado di ststie funzionalmente i
componenti degli ESCRT durante la gemmazione delisvidell'influenza
(Rossmanret al, 2010). La proteina M2 € costituita da 97 resaiminoacidici,
che si assemblano a formare un omotetramero owmmDpizin: un dominio
amminoterminale  extracellulare di 24 amminoacidi; nau regione
transmembranaria di 19 amminoacidi, che costituilscanale ionico e una coda
citoplasmatica composta dagli ultimi 54 residui amwacidici. La porzione C-
terminale della proteina M2 é coinvolta nell’assémglgio del genoma virale nelle
particelle infettive (McCowrand Pekosz, 2005). Questa regione contiene diversi
domini che legano la proteina M1 e che determirlancorporazione di M2 nei
virioni (McCown and Pekosz, 2006; Cheet al, 2008). Inoltre, I'interazione di
M2 con M1 fa si che quest’'ultima venga indirizzalla membrana plasmatica con
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la conseguente produzione di VLP (Waetgal, 2010a). E stato dimostrato che i
primi 17 amminoacidi della porzione citoplasmatitdvi2 formano una struttura
ad elica, anfipatica e parallela alla membrana, rifilta molto conservata tra
proteine M2 di diversi sottotipi virali. M2 contiennoltre due sequenze consenso
per il riconoscimento del colesterolo (CRA€Eholesterol recognition/interaction
amino acid consensus mgtiparzialmente sovrapposte, che le permettono di
legare quest’ultimo. Nel contesto dell'infezioneale, il legame con il colesterolo
induce un cambiamento a livello dell’elica anfipatdi M2, che di conseguenza si
inserisce nella membrana plasmatica inducendocarizatura (Rossmanet al.,
2010). Tuttavia, quando espressa in assenza di aimponenti virali, M2
localizza in una regione lipidica non ricca in cdolo (nonfafts) della
membrana plasmatica differente dal sito di gemnmezidel virus l{pid rafts). Si
suppone che il reclutamento di M2 a livello di taiéo sia associato alla sua
interazione con la proteina M1 (Rossamand Lamb, 2011). Quindi, M2 svolge
un ruolo fondamentale nella curvatura della mendoramellulare e nella
deformazione del collo della particella virale rexge con la sua successiva
scissione (Fig. 3.7). Queste funzioni sono analaglgeelle svolte dalle proteine
facenti parte il complesso degli ESCRT-IlIl (Rossmanal, 2010).

M2 Mediates Membrane Scission
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Figura 3.7: Rappresentazione schematica della funzione di &2 fasi terminali della

gemmazione del virus dell'influenza (Gottlinger 120.

Inoltre, & stato evidenziato come la depleziondadetoteina cellulare GTPasi
Rabll Ras-related proteins in brain }lalteri la gemmazione del virus
dell'influenza (Bruceet al, 2010), suggerendo che questa proteina svolgaalo
essenziale nel trasporto di M2 alla membrana api@bssmart al, 2010). Un
ulteriore studio identifica nella regione N termimadi M1 un breve motivo
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coinvolto nell’interazione con la proteina cellddRACK1 Receptor of activated
C kinase ), conservato in diversi isolati virali. RACK1 e aproteina che
contiene ripetizioni triptofano-aspartato (WD), dggsce come piattaforma per la
trasduzione del segnale in un ampia serie di psboedlulari, in particolare nella
corretta segregazione dei cromosomi durnate lacliiesi delle cellule
eucariotiche. Inoltre, specifiche mutazioni a ligeti M1 o la deplezione di
RACK1 impediscono l'interazione M1 e RACK1, blocdancosi la gemmazione
delle particelle virali. Cio suggerisce ch@dthwaymediato da RACK1 svolge un
ruolo fondamentale in specifiche fasi della fuocites dei virioni neoformati dalla
cellula (Demirovet al, 2012). Inoltre, RACK1 media il riciclo endosoneiai
Rabll durante la mitosi e deplezioni di entrambestpi proteine arrestano il
rilascio delle particelle virali dell'influenza. loonclusione, tanto l'interazione di
M1 con M2, quanto le loro interazioni con speciégbroteine cellulari, risultano
essere importanti nelle ultime fasi del ciclo realivo e in particolare nella
scissione delle particelle virali dalla membranutare (Rossmaret al, 201Q
Demirovet al, 2012).

3.5 Terapia e prevenzione dell'infezione da virusal’influenza

Attualmente, i farmaci utilizzati nella terapia el infezioni da virus
dell'influenza vengono classificati in due categorigli inibitori della
neuraminidasi (oseltamivir e zanamivir) e gl indsi del canale ionico M2
(amantadina e rimantadina). Queste due classirdiai@ agiscono direttamente
contro la neuraminidasi (NA) e la proteina di n@riM2. La loro efficacia
tuttavia e limitata dai frequenti fenomeni di facoaesistenza, che sono
incentivati dall’alto tasso di mutazioni a cui rus influenzali sono soggetti.

Gli inibitori di M2 sono dotati di struttura tridica e sono efficaci nei confronti di
tutti i sottotipi di influenza A, ma non nei confid dei virus di tipo B e C. Gli
adamantani agiscono sia bloccando il passaggioratomi attraverso il canale
ionico M2, sia alterando la maturazione dell’emdatgina neosintetizzata
durante il suo passaggio dal reticolo endoplasmadla membrana. Mutazioni
puntiformi in M2 (aa. 26, 27, 30, 31 e 34) sondest@ssociate all'insorgenza di
farmaco-resistenze (Aria al.,2009).

Gli inibitori della neuraminidasi possiedono unauttira analoga ai residui di
acido sialico, ostacolando lattivita di NA, il agcio della progenie virale e la
diffusione dell'infezione. Questi farmaci sono watsia verso virus dell'influenza
di tipo A, che verso quelli di tipo B. Alcuni studanno identificato I'insorgenza
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di mutazioni conferenti resistenza in NA dopo algoassaggi del virug vitro,
come anche in isolati ottenuti da campioni clifiduanet al, 2010). Inoltre, circa

il 95% dei ceppi influenzali circolanti negli Statiniti durante la stagione
invernale 2008-2009 risultavano resistenti al faxonaseltamivir (Ariaset al.,
2009). Nonostante cio, il trattamento antiviralefécace nella riduzione della
durata e della severita dei sintomi associati rd#zione, solo se la
somministrazione avviene entro quarantotto oreadatbmparsa dei sintomi.
Inoltre, il trattamento riduce la diffusione delrus dell'influenza, ma non e
ancora stata stabilita una correlazione tra laazayne dellosheddingvirale e i
sintomi clinici (http:www.cdc.gov/flu/professionaltivirals/antiviral-use-
influenza.htm). La miglior strategia per prevengeridurre la possibilita di
infezione da parte dei virus dell'influenza e lenseguenti complicazioni ad essa
associate rimane, pertanto, la vaccinazione. thprvaccino commerciale contro
I'influenza risale al 1945, era composto da virogelo inattivato ed era stato
approvato negli Stati Uniti per la campagna vadeindell'esercito durante la
seconda guerra mondiale, viste le ingenti perdityutt alla pandemia
dell'influenza spagnola nel 1918-1919 (Kaetcal, 2011).

La risposta anticorpale indotta dall'infezione mate e dopo la vaccinazione
tradizionale e rivolta principalmente contro epitopn conservati localizzati sulla
testa globulare del’emoagglutinina. La pressiogletiva a cui essi Sono esposti
insieme all'alto tasso di mutazioni, alla possthildi riassortimento dei segmenti
genici e all’'ampia varieta di virus dell'influenzpiega la difficolta di sviluppare
vaccini efficaci con immunita di lunga durata e racessita di cambiarne la
formulazione ogni anno (Worgg al, 2005).

Il piano di profilassi annuale italiano prevedetilimzo di un vaccino trivalente,
composto da due sottotipi virali dell'influenza AXN1 e H3N2) e da un'unica
variante del virus di tipo B. La scelta dei softotvirali da includere nella
formulazione del vaccino viene effettuata mediantanalisi dei dati
epidemiologici e virologici registrati durante leepedente stagione epidemica dal
programma mondiale di sorveglianza dell'influenkarfget al, 2011). | vaccini
in commercio derivano principalmente da preparaaimali in uova embrionale
di pollo, che ne limitano il numero di dosi prodhitivista la ridotta quantita di
uova a disposizione. Inoltre, I'utilizzo di questibstrati non puo essere applicato
alla crescita di virus influenzali aviari ad altatpgenicita, vista la suscettibilita
degli embrioni verso questo tipo di virus (Kamg al, 2009a). A seguito
dell'ultima pandemia, & stata autorizzato I'impiedo linee cellulari per la
produzione dei vaccini. Inoltre, l'attenzione dek@munita scientifica si e
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focalizzata sullo sviluppo di nuovi approcci va@inche includono I'utilizzo di
proteine ricombinanti, peptidi, vaccini coniugatiaccini a DNA, vettori di
espressione, metodologie basate seNerse genetics la produzione di particelle
simil-virali.

3.5.1 Particelle simil-virali o Virus-like particles (VLP) come piattaforma
vaccinale contro il virus dell'influenza A

Una tecnica molto promettente per lo sviluppo dicuai efficaci verso diverse
infezioni virali € quella basata sulla produziorigpdrticelle simil-virali ovirus-
like particles (VLP), strutture che mimano il virione e sono imadp di
autoassemblarsi e gemmare, ma mancano della caghaieplicativa, essendo
prive del genoma virale. Linteresse verso quegto ti strategia vaccinale e
notevolmente aumentato dopo il successo ottenutdecoommercializzazione dei
vaccini contro il virus dell’epatite B e quello dom il papilloma virus. Le VLP
sono ottenute mediante I'espressione di speciffpto¢eine strutturali virali, le
quali dimostrano cosi di avere la capacita inticasdi gemmare dalle cellule in
assenza di qualsiasi altro componente virale (pemeio la proteina Gag di HIV-
1 e la proteina L1 di HPV) (Haynes, 2009). Uno fagiori che risulta cruciale
nell’ottenimento di nuove VLP é la scelta del siséed’espressione. Infatti, la
generazione delle particelle simil-virali puo essaronseguita in sistemi di
derivazione batterica, o di lievito, oppure che iegano cellule d’insetto o di
mammifero, e in ultimo che sfruttano I'inoculo imapte (Zeltins, 2013). Ognuno
di questi sistemi presenta caratteristiche spdwfie particolari limitazioni, per
cui la scelta viene effettuata anche in base a guaprieta si vogliano fornire alle
VLP prodotte. Ad esempio, I'espressione in celdilenammifero puo introdurre
particolari modifiche post-traduzionali, quali lalicgsilazione, e agevolare
I'ottenimento di VLP strutturalmente complesse f{ibsl 2013). Al fine di
assicurare che le VLP prodotte e sintetizzate rgaan intatte per le successive
applicazioni, la selezione del protocollo di puwdzione pud risultare molto
critica. Percio, la scelta delle condizioni inizid utilizzare nella purificazione di
VLP, ancora non caratterizzate e di nuova sinf@sg avvalersi dei protocolli
applicati al virus da cui derivano.

| risultati di studi indipendenti dimostrano cheplarticelle simil-virali risultano i)
essere altamente immunogeniche, ii) attivare leuleeB e iii) produrre elevati
titoli anticorpali indotti dagli antigeni espostil&a loro superficie (Zeltins, 2013).
Inoltre, la vaccinazione basata su VLP puo attivalule presentanti I'antigene,
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come le cellule dendritiche, che dopo aver degmadtatparticella simil-virale,
espongono i peptidi da essa derivati con la coresgguattivazione sia dei linfociti
T che dei linfociti B. Le VLP possono essere utidite come piattaforma anche
per la presentazione di epitopi immunodominanticddghi. Inoltre, l'incapacita
delle VLP di replicare e la mancanza in esse dienae genomico virale le
rendono candidate ideali per protocolli di vaccioae da utilizzare anche in
soggetti considerati ad alto rischio (Kaegtgal, 2009a).

In letteratura, sono riportati diversi esempi ditpine di matrice o simil-strutturali
di virus dotati dienvelopela cui espressione nelle cellule e sufficienteenerare
particelle simil-virali (per esempio la poliprotairGag di HIV-1, la proteina di
matrice di VSV, la proteina VP40 del virus Ebolbjagnes, 2009). Nel caso del
virus dell'influenza, la produzione di VLP é stat#tenuta utilizzando diversi
sistemi d’espressione, quali: i virus del vaccimmmbinanti; la trasfezione di
DNA plamidico congiunta all’espressione della T7 RpNolimerasi del virus del
vaccino e i baculovirus ricombinanti (Kang et a@009a). Tuttavia, non e ancora
stato dimostrato quali siano le componenti strattwirali necessarie e sufficienti
alla formazione delle VLP di influenza, in quante évidenze riportate in
letteratura risultano contrastanti. Nel contesttyidiezione virale, I'interazione
tra M1 e le code citoplasmatiche di HA, NA e M2 §eamo essere fondamentali
per le fasi di assemblaggio e gemmazione. VLP rimoanti di influenza possono
essere ottenute tramite I'infezione di cellule g&tto con baculovirus esprimenti:
le quattro proteine virali HA, NA, M1 e M2; o leetrproteine HA, NA e M1
oppure ancora mediante I'espressione delle soleeHM1 (Weiet al, 2011).
Inoltre, in questo stesso sistema € possibile etéeeWLP d’influenza tramite la
sola espressione della proteina di matrice M1 @athnd Galarza, 2001). Tale
evidenza non e confermata dall’espressione di Meilule di mammifero e cio e
imputabile alla mancanza all'interno della proteirdi un segnale di
indirizzamento alla membrana (Wawg al, 2010a). E quindi possibile che il
sistema d’espressione del baculovirus forniscactpeafattore sconosciuto a M1,
capace di farla autoassemblare e gemmare dallalacéiaynes, 2009). D’altra
parte, € stato dimostrato che VLP di influenza poes essere generate
efficientemente nelle cellule mediante la coespoessdi M1 insieme ad M2
(Wang et al, 2010a). Infatti, e stato osservato come M2 pdss@ere da
piattaforma per il reclutamento di M1 alla membrgiasmatica, favorendo la
stessa incorporazione di M2 nelle VLP (Cle¢ral, 2008).

Infine, diversi studi dimostrano che limpiego diLR influenzali, ottenute
mediante I'espressione di diverse combinazioniedgltoteine virali, possono
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indurre una risposta immunitaria importante e agbianspettro. Per esempio, la
vaccinazione con VLP costituite dalle proteine HAVA del sottotipo virale
H3N2 inducono nel modello murino una produzioneaniicorpi diretti contro
I'emoagglutinina pari a quella sviluppata dopo deenministrazioni di una dose
subletale del virus vivo (Galarzet al., 2005). Ulteriori evidenze sperimentali
dimostrano che VLP formate sempre da HA e M1 debusvidellinfluenza
A/PR/8/34(H1N1) forniscono egual protezione contngrus omologhi
[A/PR/8/34(H1N1)] ed eterologhi [A/WSN/33(H1N1)] (@n et al, 2007).
Inoltre, I'immunizzazione per via intramuscolare\iP basate su HA e NA del
sottotipo H3N2 sviluppa una risposta immunitari@ssrreattiva nei topi, con
I'ottenimento di un alto livello di anticorpi neleso (Brightet al, 2007). In un
recente studio, la vaccinazione con VLP basatéespllessione di HA, NA, M1
del virus aviario A/Vietnam/1203/04(H5N1) determinal modello murino un
immunita protettiva di lunga durata, efficace conffinfezione e la morte
associata all’esposizione ad una dose letale diius H5N1 isolato dall’'uomo
(Kanget al., 2009b).

3.5.2 Sviluppo di un vaccino universale contro iliwus dell'influenza A

Una limitazione dei vaccini in commercio € legaliéekevata variabilita a cui
sottoposta la regione antigenica dellHA dei virgell'influenza A. Di
conseguenza, i vaccini attuali potrebbero risulta@eguati nel prevenire la
diffusione di un nuovo virus dellinfluenza pandemi che presenti un HA
antigenicamente diversa da quelle presenti nes\gitcolanti (Kanget al, 2011).
Con il fine di superare questo limite, gli sforalld comunita scientifica si stanno
concentrando sullo sviluppo di un vaccino “univé&al quale possa indurre una
risposta immunitaria duratura e ad ampio spettraroal virus dell’influenza A
basato sull'utilizzo di due proteine virali: M2 eAH

Il dominio extracellulare di M2 (M2e) € risulta athente conservato tra diversi
sottotipi del virus dell'influenza A e cio lo renden candidato ideale per lo
sviluppo di una piattaforma vaccinale universalear{f et al, 2011). La
somministrazione passiva di anticorpi monoclonatettt contro M2 riduce |l
titolo virale nei polmoni di topi infettati con Ylirus dell'influenza A. L'azione di
guesti anticorpi blocca la replicazione nelle udtifiasi del ciclo virale (Wangt
al., 2008). In uno studio recente, la proteina M2tatas presentata in VLP
ricombinati di influenza, prodotte mediante la demone di cellule d’insetto con
baculovirus contenti M2 e M1. | topi immunizzatincqueste VLP sono risultati
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protetti da una successiva infezione letale corrdiwirus dell'influenza A (Song
et al, 2011). Tale risultato € stato ottenuto ancheod@pvaccinazione con il
peptide M2e in presenza dell’adiuvante di Freunds @V al, 2007). Tuttavia,
questo peptide € molto piccolo e da solo induce hassa immunogenicita, per
questo diversi studi si sono concentrati sull'ingegzzazione di VLP basate sulla
proteina del capside L1 di HPV e sul virus dell'#jeaB, per I'inserimento del
peptide M2e. E’ stato dimostrato che I'immunizzamocon queste VLP
ricombinanti induce la produzione di elevate quantii anticorpi diretti contro
M2e (Kanget al, 2011). Tuttavia, va sottolineato come I'immunitaotta dal
peptide M2e diminuisce, ma non elimina completamersintomi della malattia.
Ulteriori evidenze sperimentali hanno dimostratmmed'aggiunta del peptide M2e
ad una formulazione vaccinale basata sull'utilidzan virus vivo attenuato possa
sviluppare una risposta immunitaria cross-protetéid ampio spettro (Karej al.,
2011).

L’altra proteina candidata per lo sviluppo del vaocuniversale contro il virus
dell'influenza € I'emoagglutinina. Come precedergate descritto (paragrafo
3.3), HA ¢ costituita da una testa globulare |l@zalia nella subunita HAL1 e da un
dominio denominato “stelo”, composto da parte dslidunita HA1l e parte di
HA2. La subunita HA2 é& caratterizzata da propristéutturali altamente
conservate ed e coinvolta nell'ancoraggio dell'eggbatinina allenvelopevirale.
Recentemente, nel dominio dello “stelo” e statonidieato un potenziale
bersaglio per lo sviluppo di una risposta immumgtaiross-reattiva e ad ampio
spettro. Infatti, questa regione rappresenta laipoe maggiormente conservata
tra le emoagglutinine di differenti sottotipi virgChunet al, 2008). Diversi studi
indipendenti hanno dimostrato il successo ottenctém strategie vaccinali
disegnate sulla subunitd HA2. Durante l'infeziomele, la risposta immunitaria
diretta contro questa regione risulta molto debelenon sempre rilevata,
probabilmente a causa dellingombrante testa gibkubi HA1 (Kanget al,
2011). Probabilmente nella forma nativa del’HAddminio della testa globulare
di HA1 inibisce il riconoscimento da parte del smt immunitario della regione
dello stelo (Steeét al, 2010). Recentemente, e stato quindi sviluppatouovo
vaccino contro il virus dell'influenza basato sufieoteina HA priva della testa
globulare (HAheadless(Steelet al, 2010). La protezione indotta da tale vaccino
e risultata cross-reattiva e ad ampio spettro,nesdiretta contro diversi sottotipi
virali dell'influenza A. Inoltre, questo protocolleaccinale fornisce protezione
agli animali anche quando quest’'ultimi vengono efipad una dose letale del
virus influenzale. Gli autori di questo lavoro nrasto che questa particolare
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conformazione dellemoagglutinina, ovvero HA privdella testa, rende la
porzione piu conservata esposta e accessibile aaldecellule B, risultando
altamente immunogenica. Infine, & stato dimostte un vaccino basato sul
peptide sintetico di HA2 puo fornire protezione togi contro sottotipi divergenti
del virus dell'influenza A (Wanegt al, 2010b).
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La continua evoluzione dei virus influenzali deteranla comparsa di nuove
varianti antigeniche, che sono responsabili di emig annuali e occasionalmente
di eventi pandemici. Le attuali strategie vaccir@ntro questi virus si basano
sullinduzione di anticorpi neutralizzanti direttiin particolare, contro la
glicoproteina di superficie HA. Tuttavia, la contmpressione selettiva a cui sono
esposti questi epitopi spiega la difficolta di apare vaccini efficaci con
immunita di lunga durata e la necessita di cambidanformulazione ogni anno.
Lo studio di nuove piattaforme vaccinali si stadimzando sull’impiego delle
particelle simil-virali oVirus-like particlesVLP), le quali possono essere ottenute
mediante I'espressione di proteine strutturalilvies.: Gag di HIV-1, L1 di HPV)
con la capacita intrinseca di autoassemblarsi engendalle cellule. Le VLP non
risultano essere infettive, in quanto sono privé dgenoma virale, e tale
caratteristica le rende candidate ideali per lacv@zione anche delle categorie
considerate ad alto rischio. Inoltre, le VLP posssere utilizzate anche come
piattaforme per la presentazione di epitopi, aneteeologhi, immunodominanti.
Questa tesi di dottorato si € proposta di contréoailla caratterizzazione e allo
sviluppo di nuove strategie di vaccinazione coiitrarus dell'influenza A basati
sull’ottimizzazione di VLP per la presentazionaldferenti antigeni virali.

In particolare, sulla base dei dati presenti itetattura la prima parte della tesi ha
avuto lo scopo di analizzare i requisiti minimi danferire ad M1 al fine di
produrre VLP in cellule eucariotiche. A tale scopmno state utilizzate diverse
strategie che hanno permesso di ottenere impontantiati anche dal punto di
vista piu strettamente biologico. Parallelamente,secondo scopo della tesi e
stato quello di sviluppare un costrutto in grado ediprimere un antigene
immunodominante e altamente conservato tra divergppi del virus
dell'influenza da poter utilizzare, in associazioten le VLP sviluppate nella
prima parte del lavoro o basate su proteine stalitdi altri virus per ottenere un
vaccino potenzialmente universale. Anche in queasbp i risultati ottenuti sono
interessanti e pongono le basi per lo sviluppo da wstrategia vaccinale
potenzialmente efficace. Infine, il terzo e ultimmopo della tesi, € stato quello di
testare le VLP generate nella prima parte del awtirtesi in un esperimento
pilota sul topo, al fine di valutarne I'immunogeitéc Nonostante alcuni problemi
sperimentali, in fase peraltro di risoluzione, fiddtenuti, in particolare in termini
di produzione anticorpale sono stati estremament®raggianti e verranno
rivalutati in esperimenti piu raffinati.
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5.MATERIALI E METODI
Materiali
5.1 Linee cellulari

In questo lavoro sperimentale sono state utilizieaseguenti linee cellulari:

293T: cellule embrionali renali umane, con morfologiellsta e crescita adesa al
substrato. Queste cellule esprimono costitutivamerantigene T del virus
vacuolante della scimmia (SV40), garantendo unciefite replicazione dei
plasmidi contenenti I'origine di replicazione didgavirus. Questa linea cellulare e
stata gentilmente fornita dal Dott. Baltimore (Ristler University, New York,
USA) (ATCC°CRL-11268).

COS-7: cellule fibroblastoidi derivanti dal rene della reonia verde africana
(African green monkey). Questa linea cellulare eatast ottenuta
dallimmortalizzazione delle cellule CV-1 ed espono costitutivamente
I'antigene T del virus Vacuolante della Scimmia @®8Y. ottenute dalRmerican
Type Culture CollectiofATCC®CRL-1651).

Le linee cellulari di 293T e COS-7 sono state maue in terreno di crescita
DMEM (Dulbecco’sModified Eagle’s Mediun&ibco), addizionato al 10% (v/v)
di siero fetale bovino (FBS;etal Bovine Seruntsibco) inattivato a 56°C per 30
minuti. Le cellule sono state mantenute in incubatderaeus BDD 6220) alla
temperatura costante di 37°C in ambiente umidiicat 5% (v/v) di CQe
sottoposte a periodici controlli per escludere aombazioni.

5.2 Plasmidi

pcDNA3.1™(+):plasmide che permette I'espressione di sequenmictge in

cellule eucariotiche grazie alla presenza del ptomeo precocissimo del
Citomegalovirus umano (HCMV) a monte del sito diiggonaggio. Inoltre, la

presenza del promotore e dell’'origine di SV40cotesda replicazione in linee
cellulari esprimenti lantigene T del medesimo wirull segnale di

poliadenilazione dellormone della crescita bovi(BGH) e la sequenza di
terminazione della trascrizione sono state ins@gteaumentare la stabilita degli
RNA messaggeri prodotti. Sono presenti anche i gmri la resistenza alla
neomicina e all’ampicillina per la selezione rigp@mente in cellule eucariotiche
e procariotiche. A monte e a valle del sito di @golaggio sono inserite
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rispettivamente le sequenze per il riconoscimerigpdmer T7 e BGH utili per il
sequenziamento (Invitrogen).

pSP7%: il plasmide presenta I'origine batterica ColE1 eribmotore delle RNA
polimerasi del fago SP6 e del fago T7, rispettivai@én posizione 5’ e 3’ rispetto
al sito di policlonaggio (Promefa

pcDNA3.1(+)M1-Flag plasmide che contiene l'intera sequenza codifeda
proteina M1 del virus dell'influenza A/WSN/33 (H1N&oniugata a livello della
regione carbossiterminale con I'epitopo immunodante Flag (DYKDDDDK).
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawtirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.1).

pcDNA3.1(+)PTAPM1-Flag plasmide che esprime la proteina M1 con
I'inserimento al livello della regione amminoterrala del motivo amminoacidico
di riconoscimento per la proteina cellulare Tsg®TIAP). L’epitopo Flag € stato
aggiunto a livello della regione carbossitermindiléi1. Questo costrutto & stato
ottenuto in questo lavoro di tesi, come specificatimcessivamente (paragrafo
5.10.2).

pcDNA3.1(+)MyrM1PTAP-Flag: plasmide contenente la proteina M1 fusa a
livello della regione amminoterminale al segnalendristilazione (Myr) della
proteina strutturale Gag di HIV-1 (MGARASYV). Allagione carbossiterminale
della proteina € fuso il motivo amminoacidico PTAR’epitopo Flag. Questo
costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)MyrPTAPM1-Flag: plasmide esprimente la proteina M1 fusa nella
regione amminoterminale al Myr del Gag di HIV-1gs#o dal motivo PTAP.
L’epitopo Flag é stato aggiunto nella regione casiterminale di M1. Questo
costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)Flag-MyrM1PTAP: plasmide che contiene la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale all’'epitopo Flag,wstmdal Myr del Gag di HIV-

1 e coniugata a livello della regione carbossitaat@ al motivo PTAP. Questo
costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)MyrM1YPDL-Flag: plasmide che esprime la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale al Myr del Gag di HIVe nella regione
carbossiterminale al motivo di legame alla protaedulare AlIP1/Alix (YPDL)
coniugato all’epitopo Flag. Questo costrutto eécstattenuto in questo lavoro di
tesi, come specificato successivamente (paragratZ).
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pcDNA3.1(+)MyrYPDLM1-Flag: plasmide che contiene la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale al Myr del Gag di HI\e seguito dal motivo
(YPDL). L'epitopo Flag e stato aggiunto nella raggocarbossiterminale di M1.
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawdirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)Flag-MyrM1YPDL : plasmide che esprime la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale all’'epitopo Flag,wsemdal Myr del Gag di HIV-

1 e coniugata a livello della regione carbossiteat@ al motivo YPDL. Questo
costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)PTAPPEYM1-Flag plasmide che contiene la sequenza codificante
la proteina M1 con l'inserimento al livello dell@gione amminoterminale del
motivo amminoacidico di riconoscimento per le uliigo-ligasi della famiglia
Nedd4like (PTAPPEY). L'epitopo Flag e stato aggiunto a liwediella regione
carbossiterminale di M1. Questo costrutto € sté&nato in questo lavoro di tesi,
come specificato successivamente (paragrafo 5.10.2)
pcDNA3.1(+)MyrPTAPPEYM1-Flag: plasmide esprimente la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale al Myr del Gag di HIVseguito dal motivo
PTAPPEY. L'epitopo Flag € stato aggiunto nella oegi carbossiterminale di M1.
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawdirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pBJ5: plasmide che permette l'espressione di sequenzeéchgerin cellule
eucariotiche. Il promotore ibrido (SR € composto dal promotore precoce del
virus Vacuolante della Scimmia (SV40) fusa al segmeR e a parte della
sequenza U5 (R-U5) della sequelaag-terminal repea{LTR) del virus HTLV-

1 (T-cell leukemia virus type) {Takebeet al, 1988).

pBJ5M2-Flag: plasmide che deriva dal vettore pBJ5 e contieméela sequenza
codificante la proteina M2 del virus dell'influen2dWSN/33 (H1N1). L'epitopo
Flag e stato aggiunto nella regione carbossitedmidaM1. Questo costrutto e
stato ottenuto in questo lavoro di tesi, come dpatd successivamente
(paragrafo 5.10.1).

pPpcDNA3.1(+)M2-M1-Flag: plasmide esprimente la proteina M1 fusa nella
regione amminoterminale alla proteina M2. L’epitdflag e stato aggiunto nella
regione carbossiterminale di M1. Questo costrutitato ottenuto in questo lavoro
di tesi, come specificato successivamente (paraéraD.3).
pcDNA3.1(+)M1-M2-Flag. plasmide che codifica la proteina M1 fusa nella
regione carbossiterminale alla proteina M2, cortagal’epitopo Flag. Questo
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costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.3).

pcDNA3.1(+)M1-E.A.M2-Flag: plasmide che esprime la proteina M1 fusa nella
sua regione amminoterminale all’elica anfipatica A di M2, coniugata
all'epitopo Flag. Questo costrutto € stato otternintguesto lavoro di tesi, come
specificato successivamente (paragrafo 5.10.3).
pcDNA3.1(+)MyrM1-E.A.M2-Flag: plasmide contenente la proteina M1 fusa a
livello della regione amminoterminale al Myr del g>di HIV-1. Alla regione
carbossiterminale della proteina e fusa I'elicapatica (E.A.) di M2, coniugata
all'epitopo Flag. Questo costrutto & stato otterintguesto lavoro di tesi, come
specificato successivamente (paragrafo 5.10.3).

pBJ5-CHMP4B-Flag: plasmide che codifica la proteina cellulare CHNP4
(clone EST BCO011429) del complesso ESCRT-Ill, cgaia a livello della
regione carbossiterminale con I'epitopo Flag. Queadttore & stato fornito dal
Dott. H. Géttlinger (University of Massachusetts ditmal Center, Worcester,
USA).

pBJ5-CHMP3-Flag: plasmide che esprime la proteina cellulare CHME&Bne
EST BC004419) del complesso ESCRT-Ill, coniugatéivello della regione
carbossiterminale con l'epitopo Flag. Questo vettrstato fornito dal Dott. H.
Gottlinger (University of Massachusetts Medical @enWorcester, USA).
pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP3-Flag: plasmide che contiene la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale al Myr del Gag di HIVe nella regione
carbossiterminale alla proteina CHMP3, coniugatbemtopo Flag. Questo
costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP4B-Flag: plasmide che esprime la proteina M1 fusa
nella regione amminoterminale al Myr del Gag di HIVe nella regione
carbossiterminale alla proteina CHMP4B, coniugatepmtopo Flag. Questo
costrutto e stato ottenuto in questo lavoro di ,tesome specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)M1CHMP4B-Flag: plasmide che codifica la proteina M1 fusa nella
regione carbossiterminale alla proteina CHMPA4B,iwgata all'epitopo Flag.
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawtirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pcDNA3.1(+)MutMyrM1CHMP4B-Flag : derivato dal plasmide
pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP4B-Flag, presenta la mutaziomella glicina in
posizione 1 del segnale di miristilazione (sequearaaninoacidica: MAARASYV).
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Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawtirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.2).

pAenvl il plasmide contiene i gegiag, pol, vif orf-A, rev e la sequenza RRE di
FIV, derivanti dal clone molecolare p34TF10. Laioeg Long Terminal Repeat
(LTR) all'estremita 5’ e sostituita dal promotorel dCitomegalovirus (CMV) e
quella all’estremita 3'e modificata con il segnéiegoli-adenilazione dell’ormone
della crescita bovino (BGH). Il costrutto reca kelexione di 1 kb nel genenv
(Aenv) ed e privo del segnale di incapsidament)( pAenvl é clonato nel sito
di policlonaggio del plasmide pUC119. Il costruétatato gentilmente fornito dal
Prof. M. Pistello (Universita di Pisa, Italia) (Rilo et al, 2007).

pAenvlMutO2 derivato dal plasmideAgnvl in cui il dominio tardivo di FIV e
stato distrutto sostituendo i due residui di pralin posizione 438 e 441 con due
alanine (mutazioni P438A, P441A) (seq. aa 438-4A88AAPMEEKLLDL).
Questo costrutto e stato precedentemente dedeidcstri et al., 2009a).
pAenvlMut06: derivato dal plasmide Aenvl, presenta un codone di stop in
posizione 10 della proteasi virale. Questo cosirt stato precedentemente
descritto (Calistri et al., 2009a).

pAenvliMutAp2: derivato dal plasmide Aenvl, presenta la delezione della
regione p2 di Gag ottenuta sostituendo il codon@& &0438) con TAA (codone
di stop).

pAenvliMut21-ASAA: derivato dal plasmide Aenv1MutO2 in cui sono state
introdotte le mutazioni L447A, L448A, D449A e L450Asequenza
amminoacidica del dominio p2, posizioni 438-450 AP MEEKAAAA).
pcDNA3.1(+)Gag FIV wild typederivato dal plasmideAenvl, codifica I'intera
sequenza codificante la proteina Gag del clone cotdee p34TF10 di FIV.
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawdirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.4).

pcDNA3.1(+)GagFIVAp2-M2-Flag: derivato dal plasmide AgnviMuiAp2,
codifica la proteina Gag di FIV deleta della regig2 (Ap2) fusa nella regione
carbossiterminale alla proteina M2 del virus defluienza A/WSN/33 (H1N1),
coniugata all’epitopo Flag. Questo costrutto éostatenuto in questo lavoro di
tesi, come specificato successivamente (paragrah4.
pPcDNA3.1(+)GagFIVAp2-CTM2-Flag: derivato dal plasmide Aenv1iMuiAp2,
contiene la proteina Gag di FIV deleta della regip2 Ap2) fusa nella regione
carbossiterminale alla coda citoplasmatica di MZ (@2), coniugata all’epitopo
Flag. Questo costrutto e stato ottenuto in questorb di tesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.4).
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pcDNA3.1(+)GagFIVAp2-E.A.M2-Flag:derivato dal plasmide Aenv1iMuiAp2,
codifica la proteina Gag di FIV deleta della regagm2 Ap2) fusa nella regione
carbossiterminale all’elica anfipatica di M2 (E.A2M coniugata all’epitopo Flag.
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawdirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.4).

pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-M2-Flag: derivato dal plasmide AznviMut02,
contiene la proteina Gag di FIV in cui il dominardivo e stato distrutto (ASAA)
fusa nella regione carbossiterminale alla protdfza coniugata all’epitopo Flag.
Questo costrutto e stato ottenuto in questo lawtirdesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.4).

pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-CTM2-Flag: derivato dal plasmideAenv1Mut02,
codifica la proteina Gag di FIV in cui il dominiartlivo e stato distrutto (ASAA)
fusa nella regione carbossiterminale alla codapl@asmatica di M2 (CT M2),
coniugata all’epitopo Flag. Questo costrutto éostatenuto in questo lavoro di
tesi, come specificato successivamente (paragrat4.
pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-E.A.M2-Flag: derivato dal plasmide
pAenv1lMut02, contiene la proteina Gag di FIV in dudlominio tardivo e stato
distrutto (ASAA) fusa nella regione carbossiterngnall’elica anfipatica di M2
(E.A.M2), coniugata all'epitopo Flag. Questo co#trie stato ottenuto in questo
lavoro di tesi, come specificato successivamerdgeafpafo 5.10.4).
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21-CTM2-Flag: derivato dal plasmideAgenv1Mut21,
codifica la proteina Gag di FIV in cui il dominiartivo PSAP e il motivo LLDL
sono stati distrutti (ASAA e AAAA, rispettivamentefusa nella regione
carbossiterminale alla coda citoplasmatica di MZ (@2), coniugata all’epitopo
Flag. Questo costrutto e stato ottenuto in questorb di tesi, come specificato
successivamente (paragrafo 5.10.4).
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21-E.A.M2-Flag: derivato dal plasmide
pAenvliMut21, contiene la proteina Gag di FIV in dwaminio tardivo PSAP e il
motivo LLDL sono stati distrutti (ASAA e AAAA, risgttivamente) fusa nella
regione carbossiterminale all’elica anfipatica di2 ME.A.M2), coniugata
all'epitopo Flag. Questo costrutto & stato otternintguesto lavoro di tesi, come
specificato successivamente (paragrafo 5.10.4).

pcDNA3.1(+)HA1-HA2-Flag: plasmide contenente la fusione tra i primi 52
amminoacidi del doministalk del’emoagglutinina (HA) del virus dell'influenza
A/WSN/1933 e la rimanente parte della registadk della proteina HA del virus
A/Brisbane/59/2007, coniugata all’epitopo Flag avelio della regione
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carbossiterminale. Questo costrutto e stato otteimutjuesto lavoro di tesi, come
specificato successivamente (paragrafo 5.10.5).

pcDNA3.1(+)HA1-RRRR-HA2: plasmide che esprime la fusione tra i primi 52
amminoacidi del dominigtalk del’emoagglutinina (HA) del virus dell'influenza
A/WSN/1933 e la rimanente partedella regiat@k della proteina HA del virus
A/Brisbane/59/2007, coniugata all’epitopo Flag avelio della regione
carbossiterminale. La testa globulare é statatagaticon un peptide di legame,
costituito da quattro arginine (RRRR). Questo adBiré stato ottenuto in questo
lavoro di tesi, come specificato successivamerdeafpafo 5.10.5).
PcDNA3.1(+)HA1-GGGG-HA2:plasmide che esprime la fusione tra i primi 52
amminoacidi del dominigtalk del’emoagglutinina (HA) del virus dell'influenza
A/WSN/1933 con il resto della regionstalk della proteina HA del virus
A/Brisbane/59/2007, coniugata all’'epitopo Flag aalegione carbossiterminale.
La testa globulare e stata sostituita con un pemtidegame, costituito da quattro
glicine (GGGG). Questo costrutto e stato ottenatguesto lavoro di tesi, come
specificato successivamente (paragrafo 5.10.5).

Al fine di amplificare i plasmidi precedentemengsdritti in cellule procariotiche
e stato impiegato il ceppo batterico DHBF-/endA1hsdR17(rk-, mk+yIinV44thi-

1 recAl gyrA (Nal) relA1A(lacZYA-argF)U169dedR(p80dlacr(lacZ)M15)] o
TOP10  [FmcrAA(mrr-hsdRMS-mcBC)  ¢80lacZAM15AlacX74  recAl
araD13%A(ara-leu)769MalUgalKrpsL (Str) endA1 nupG](Invitrogen).

Le colture batteriche sono state fatte crescereefireno liquido Luria Bertani
(NaCl 1% (p/v) (Becton-Dickinson), Bacto-Tryptone%?1 (p/v) (Becton-
Dickinson), Bacto-Yeastextract 0,5% (p/v), Bectoickinson) a 30°C o 37°C in
agitazione a seconda del plasmide da amplificarsedonda della necessita, il
terreno € stato solidificato mediante I'aggiuntaBdcto-agar 1,5% (p/v) (Becton-
Dickinson) e reso selettivo mediante I'aggiuntal’dgportuno antibiotico al
terreno di coltura (ampicillina 100 pg/ml).

5.3 Oligonucleotidi
Nelle reazioni a catena della polimerasi (PCRndtagenesi e di sequenziamento
sono stati utilizzati gli oligonucleotidi innescprimer) opportunamente disegnati

e riportati in Tabella 5.1. Nello specifico, gligibnucleotidi descritti dalla sigla
1GAMyrM1CHMP4BFw e 1GAMyrM1CHMP4BRev sono stati imegati nel
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protocollo di mutagenesi; mentre gli oligonucleofid@, BGH, SP6 e FIV2 sono
stati utilizzati nelle reazioni di sequenziamento.

Primer Sequenza nucleotidica (5'-3") Tm
5-M1 ATCGTAGGATCCATGAGTCTTCTAACC’ 58°C
3'-FlagM1 ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCIGAATCGTTG 69°C
5'-M2 ACGCATCTCGAGGCCACCATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAA 7C
3-FlagM2 ATCGTAGAATTCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCTCCAGCTCTAGT 71°C
g TGACAAAATGG
ACGCATGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTACTGTACCCAGATCTGAGT
5-MyrYPDLM1 74°C
TTCTAACC
ACGCATGAATTCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGGTGCGAGAGCG
5'-Flag MyrM1 74°C
TCAGTAAGTCTTCTAACC
3-YPDLM1 ATCGTACTCGAGCTACAGATCTGGGTACAGCTTGAATCGTG 68°C
5-MyrM1 ACGCATGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTAAGTCTTCTACC 70°C
ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCAGATCTGGGTA
3'-FlagYPDLM1 73°C
AGCTTGAATCGTTG
ACGCATGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTACCAACAGCCCCAAGTCTT
5-MyrPTAPM1 75°C
CTAACC
5-PTAP-M1 ACGCATGAATTCATGCCAACAGCCCCAAGTCTTCTAACC 68°C
3-PTAPM1 ATCGTACTCGAGCTATGGGGCTGTTGGCTTGAATCGTTG 98C
ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCTGGGGCTGTTGGT
3'-FlagPTAPM1 74°C
TGAATCGTTG
5-PTAPPEYM1 ATCGTAGGATCCATGCCAACTGCACCTCCAGAGTACABCTTCTAACC 71°C
ACGCATGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTACCAACTGCACCTCCAGAG
5-MyrPTAPPEYM1 76°C
TACAGTCTTCTAACC
5-EcoRVM1 CTGGAGGATATCAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACTICTC 70°C
3'-EcoRIFlagM1 ATCGTAGAATTCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTATCCTTGAATCGTTG 68°C
3-EcoRVM1 AAGACTGATATCCTTGAATCGTTGCATCTGCACCCCCATCGTTTCTG 70°C
5'-EcoRV18M2 TTCAAGGATATCCGTCTTTTTTTCAAATGCATTTATCGCGCTTT 64°C
3'-XholFlag18M2 ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGYATCCCCTCTTTTCAA 69°C
5'-KpniMyrM1 ATCGTAGGTACCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTAAGTCTCTAACC 71°C
3-SmalM1 ATCGTACCCGGGCTTGAATCGTTGCATCTGCACCCCCATITTCTG 73°C
5'-SmalCHMP3 TTCAAGCCCGGGGGGCTGTTTGGAAAGACCCAGGAGAELCGCCC 76°C
3-FlagCHMP3 ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAAOGCTGCGGAGTGT 72°C
5'-SmalCHMP4B TTCAAGCCCGGGTCGGTGTTCGGGAAGCTGTTCGGGBEGAGGGGGT 78°C
3'-FlagCHMP4B ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTARCCATGGATCCGGC 72°C
5'-M1CHMP4B ATCGTAGAATTCATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGACGTT 67°C
1GAMyrM1CHMP4B
F CAGTGTGGTGGAATTCATGGCTGCGAGAGCGTCAGTAAGTC 71°C
W
1GAMyrM1CHMP4B
R GACTTACTGACGCTCTCGCAGCCATGAATTCCACCACACTG 71°C
ev
5-GAGFIV ATCGTAGGATCCATGGGGAATGGACAGGGGCGAGATTGGAA 70°C
3'-ECORVGAG\P2 AAGACTGATATCCATTACTGCTTGCTGCATTTGATTCACTGGGGC 68
5'-EcoRVM2 ATCGTAGATATCAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGCCTAC 67°C
ATCGTAAGCGGCCGCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCTCCAGCTC
3'-NotIFlagM2 73°C
AT
3'-ECORVMUtASAA AAGACTGATATCTAAATCCAATAGTTTCTCCTCCATTGGAGG 65°C
3'-ECORVASAAAAAA AAGACTGATATCTGCAGCCGCTGCTTTCTCCTCBTTGGAGC 70°C
5-ECORVM2CT ATCGTAGATATCGATCGTCTTTTTTTCAAATGCATT 9°C
ATCGTAAGCGGCCGCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCCCTCTTTIA
3'-NotlFLag18M2 72°C

A
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5'-HA1 ATCGTAGATATCATGAAGGCAAAACTACTGGTCCTG 63°C
3'-HA1-HA2 GGGTGTTTGACACTTCGTGTTACAACATAGTTTCCCGTTEBGTCTGTC 70°C
3'-HA1-RRRR-HA2 TTGACACTTCGTGTTACACCGCCGCCGCCGACATNTTCCCGTTGTG 74°C
3-HAL-GGGG-HA2 GGGTGTTTGACACTTCGTGTTACAGCCGCCGCCGCCACATAGTTTCCCGEBT 7790
TGTCTGTC
5'-HA2 TGTAACACGAAGTGTCAAACACCCCAGGGATCTATAAAC 66°C
3'-Flag-HA2 ATCGTACTCGAGCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATGATGCATATTCT 69°C
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 48°C
BGH TAGAAGGCACAGTCGAGGC 50°C
SP6 CTGGTTCTATAGTGTCACCTAAAT 69°C
FIV2 GCATGGTATCTCGAGGCATT 50°C

Tabella 5.10ligonucleotidi innesco e loro principali caratitiche.

Metodi

5.4 Competenza e trasformazione batterica

| plasmidi e i prodotti delle reazioni di ligazismno stati utilizzati per la
trasformazione di cellule batteriche di. coli, di DH5 o TOP10, rese
artificialmente competenti mediante la tecnica delcio cloruro. Le colonie
batteriche sono state fatte crescere a 37°C indBtefreno liquido LB contenente
MgCl, 15mM, in assenza di antibiotico per circa 12 @lefine di ottenere la
competenza batterica. Successivamente, I'inocstate trasferito in 500 ml dello
stesso terreno liquido. Quando si é raggiunta @emaith ottica compresa tra 0,4 e
0,6 alla lunghezza d’onda di 600 nm, la colturadreta € stata fatta raffreddare
rapidamente in ghiaccio per bloccare la crescitéebea e quindi i batteri sono
stati sedimentati per centrifugazione a 3500 rpfiGper 15 minuti e risospesi in
una soluzione fredda costituita da Mp@H,O 10 mM, CaCGl 50 mM, MESP-
(N-morpholino)ethanesulfonic a¢gid0 mM pH 6.3. Infine, i batteri sono stati
nuovamente centrifugati e delicatamente risospesld,5 ml nella precedente
soluzione fredda addizionata di glicerolo al 15%v)ve quindi aliquotati e
conservati a -80°C.

La trasformazione batterica e stata eseguita aggndo il DNA plasmidico (100-
300 ng) o lintero volume delle reazioni di ligaaea 50ul di cellule batteriche
competenti. Dopo un incubazione di 30 minuti inagisio, la miscela e stata
sottoposta a shock termico mediante esposizioné°@ Per 2 minuti. | batteri
sono stati raffreddati immediatamente in ghiaccoumdi incubati per 45 minuti
a 37°C in 200 ml di LB, consentendo I'espressiona sintesi della proteina che
conferisce la resistenza all’antibiotico di sele&o
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A seguire, la sospensione batterica e stata sesmim@iastre Petri contententi LB-
Agar addizionato con ampicillina 100 pg/ml e inciabd6 ore a 30°Co per 12 ore
a 37°C al fine di selezionare i batteri trasformati

5.5 Preparazione di DNA plasmidico

I DNA plasmidico e stato estratto dai ceppi DH®» TOP10 diE. coli applicando

il metodo della lisi alcalina per preparazioni socpla scalariniprep ottenute
da piccoli volumi di coltura batterica (2-3 ml). €10 metodo prevede una lisi
preventiva delle cellule batteriche e una succasgrecipitazione delle molecole
di DNA ad alto peso molecolare con potassio acetdtelevata molarita (5 M). |l
DNA plasmidico ottenuto mediante precipitazione calgol etilico € stato
risospeso in TE (Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM @) contenente RNASiI
pancreatica (20 pg/ml, Roche/Boehringer). Al fineottenere preparazioni di
DNA su ampia scala e con un elevato grado di par¢maxiprep da impiegare
nella trasfezione in cellule eucariotiche, il DNAagmidico é stato purificato
mediante QIAGEN Plasmid MAXI Kit con I'impiego di colonne a scambio
anionico. Nello specifico, tale metodo si basaleghme alla resina della colonna
del DNA con l'eliminazione di RNA, impurita e prate ad alto peso molecolare
utilizzando tamponi a bassa concentrazione salideluizione del DNA
plasmidico avviene mediante l'aggiunta di tamponietkvata concentrazione
salina in colonna. Quindi, il plasmide e stato @miato e pulito dai sali,
precipitandolo con isopropanolo e lavaggio con @taral 70% (v/v).ll pellet
risultante e stato risospeso in TE (Tris-HCI 10 pM 8; EDTA 1 mM pH 8)

I DNA plasmidico cosi ottenuto € stato sottoposiocontrollo mediante
restrizione enzimatica (paragrafo 5.11) e conseguaigrazione elettroforetica in
gel d’agarosio. Inoltre, la quantificazione delléd@ nucleico e la presenza di
eventuali contaminazioni € stata valutata con fettallo spettrofotometro
NanoDrop1000 (paragrafo 5.6).

5.6 Quantificazione degli acidi nucleici
Con il fine di determinare la quantita di DNA pladmo dei prodotti di PCR
ottenuti, & stata effettuata la lettura allo spétometro UV-Visibile (NanoDrop

1000 Spectophotometer, ThermoScientificdella densitd ottica (D.O.) alla
lunghezza d’onda di 260 nm, corrispondente al pr@assimo di assorbimento

44



MATERIALI E METODI

delle basi azotate. La concentrazione degli aaidieici € stata estrapolata dalla
legge di Lambert-Beer:

A=gxIxC
dove A e l'assorbanza del campioag, il coefficiente di estinzione molare (pari a
6600 M'cm* per DNA a doppio filamento), | & la lunghezza danmino ottico
(pari a 0.1 cm) e C e la concentrazione in solwidra presenza di eventuali
contaminazioni proteiche e stata rilevata tramitdettura dell’assorbanza alla
lunghezza d’onda di 280 nm, corrispondente al pr@assimo di assorbimento
del legame peptidico. Le preparazioni sono statesiderate “pure” quando Il
rapporto tra la D.Qe¢/D.O g0 €ra compresa tra 1.8 e 2.0.

5.7 Estrazione dell'RNA virale e RT-PCR

In questo lavoro, le sequenze codificanti le pregadi matrice M1 e M2 sono state
ottenute mediante estrazione del’lRNA e successdieotrascrizione a partire
dalla sospensione virale ottenuta dai sovranatintellule infettati con il virus
dell'influenza A/WSN/33 H1N1, precedentemente ptéaloel nostro laboratorio.
Per l'estrazione dellRNA virale dai surnatanti idfezione é stato utilizzato il
QlAamPMinElute®VirusSpin Kit (QIAGEN), che si basa sullimpiego di
colonnine ad affinita contenenti un apposita memdrache trattiene
selettivamente gli acidi nucleici. La procedurargpentale ha previsto una prima
fase di lisi in presenza di un tampone contenentanigina isotiocianato e
proteinasi K per linattivazione rispettivamentelldeRNAsi e delle proteasi.
Inoltre, in questo tampone era presente I'RNArrier, che lega dellRNA
favorendone l'associazione alla membrana. | campomsi trattati sono stati
incubati per 15 minuti a 56°C e successivamentéribggati a 13000 rpm per 15
secondi. Dopo I'aggiunta di etanolo 96% (v/v), flafto ottenuto e stato trasferito
in colonna dove é stato centrifugato a 8000 rpmumeminuto. L'eluato & stato
eliminato e la colonna e stata sottoposta a divavsiggi con opportuni tamponi
per rendere il legame del’lRNA piu restrittivo. ilmé, 'RNA & stato eluito per
aggiunta in colonna di 50 pl di buffer AVE.

L'RNA cosi estratto e purificato &€ stato quantifecanediante spettrofotometro
(paragrafo 5.6) e poi retro trascritto da una tiiasi inversa (RT) di MuLV
utilizzando dei oligonucleotidi d’innesco univelisatostituiti da esameri in
sequenza casuale. La reazione prevede l'utiliz2ZkR&A estratto (10ul), di un
tampone (500 mM KCI e 100 mM Tris-HCI pH 8.3), dgll, (5.5 mM), di una
miscela contenente i quattro dNTPs (0.5 mM), difgM di primer universali, 0,6
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U di un inibitore delle RNAsi (20 U/ul) e infine 8L,ul della retrotrascrittasi
MuLV (50 U/ul)(Roche/Boehringer). | reagenti sonorrfiti tutti da Applied
Biosystem, meno che I'enzima retrotrascrittasi regeLa retrotrascrizione e stata
effettuata in termociclatore (Verity 96 well Thern@ycler, Applied Biosystem)
impostato con il seguente profilo termico: 10 minat25°C (attivazione), 45
minuti a 42°C (allungamento), 3 minuti a 95°C (thaizione) e blocco della
reazione a 4°C. Il cDNA cosi ottenuto e stato gmsto alla reazione a catena
della polimerasi (PCR) (paragrafo 5.8) utilizzante opportune coppie di
oligonucleotidi innesco (Tabella 5.1) specifici jddrascritto ricercato.

5.8 Reazione a catena della polimerasi (PCR)

Per amplificare i frammenti di DNA d’interesse,tata impiegata la tecnica della
reazione a catena della polimerasi (PCR). Questtmduepermette inoltre di
incrementare considerevolmente la quantita di yrexiico segmento di DNA,
partendo da una piccola aliquota utilizzata comampb. Nello specifico, il
frammento di genoma virale e stato amplificato raeté# PCR, utilizzando come
stampo il cDNA ottenuto dalla retrotrascrizionel'tRNA virale.

In generale, sono state preparate delle miscelerenti 1@ di un tamponéx i-
Proof™High-Fidelity buffer (Bio-Rad) o pl di tampone 10x PfuUltra HF
reaction buffer (Stratagen® a seconda della polimerasi utilizzata, 2. 5li
ciascunoligonucleotide innesco (L), 5ul di dNTPs (100 mM) oppured di
dNTPs (2,5mM), 0.5-1ul di PfuUltra™High-Fidelity DNA polimerasi (2 Wdl)
(Stratagen® o i-Proof™High-Fidelity DNA Polimerasg€2,5 Ufl)(Biorad) a
seconda dell’esigenza, 30-200 ng di DNA ed acqiendezata fino ad un volume
di 50 pl.

La reazione di amplificazione € stata effettuataemmociclatore Verity 96 well
Thermal Cycler (Applied Biosystem) con la replica 3D-40 cicli successivi
costituiti da una fase di denaturazione a 98°C, fasa di appaiamento degli
oligonucleotidi alla temperatura opportuna e ursefdi elongazione a 72°C. A
fine di denaturare il DNA stampo a doppia elicai attivare la polimerasi, si €
proceduto a incubare le miscele per 1 minuto a 98fi@a dei cicli di PCR
precedentemente descritti.

| prodotti di PCR cosi ottenuti sono stati analizeaediante corsa elettroforetica
in gel d’agarosio paragonandoli agli opportuni n#wd di peso molecolare
(Roche/Boehringer) per verificare che le dimensaitenute fossero corrette.
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5.9 Mutagenesi sito-specifica

Al fine di introdurre la mutazione sito-specificalia sequenza d’interesse, €
statoutilizzato il kit ‘QuikChang® Il Site-DirectedMutagenesis Kit”
(Stratagen®. La procedura prevede all'inizio la sintesi diéhrhento mutante
mediante PCR utilizzando opportuni oligonucleotidinesco che appaiano
perfettamente con la sequenza originaria meno eheipo o piu nucleotidi. La
miscela di reazione era costituita da:ubdi tampone 10X specifico per la
polimerasi utilizzata (Stratagef)e 1,25 ul di oligonucleotidi innesco (1M)
(Tabella 5.1), bl di dNTPs (2,5 mM), 50 ng di DNA templato a doppio
filamento, ed acqua MilliQ (Millipore) fino a voluendi 50ul. Alla miscela é stato
aggiunto successivamenteal i polimerasiPfuUltra™ High-Fidelity DNA(2,5
U/ul) (Stratagene).

La reazione di amplificazione é stata effettuataermmociclatore Verity 96 well
Thermal Cycler (Applied Biosystem) tramite la rig&ine di 12 cicli successivi
comprensivi di una fase di denaturazione a 95°C3di secondi, una di
appaiamento degli oligonucleotidi a 55°C di un niinel una fase di elongazione a
68°C per 14 minuti. Questi cicli sono precedutuda fase di incubazione a 95°C
per un minuto.

Al termine della reazione di amplificazione, la o@ka e stata incubata in ghiaccio
per 2 minuti, al fine di raffreddarla e in segusice proceduto ad aggiungereul
dell’enzima Dpnl (10 U/ul) per un ora a 37°C. Qaeshdonucleasi riconosce e
digerisce specificamente il DNA metilato o eminedtl e quindi permette di
eliminare tutto il DNA parentale mantenendo quelliotagenizzato.

L’ultima fase del protocollo prevede la trasforntam di 5 pl del DNA digerito in
50 pl di cellule batteriche competenti del ceppoSRHE.coli) con conseguente
incubazione in ghiaccio per 30 minuti. La metoditarasformazione prosegue
con uno shock termico dei batteri a 37°C per 2 thinaffreddati poi in ghiaccio e
I'incubazione della miscela a 37°C per un’ora i® 20 di LB. Questo passaggio
permette I'espressione e la sintesi della protetha conferisce resistenza
all'antibiotico di selezione. Quindi, la sospensopatterica € stata seminata su
piastra Petri contenente LB agar addizionato copi@hma (100 pg/ml) e poi
incubata per 16 ore a 37°C, al fine di seleziomdnatteri trasformati. Le colonie
batteriche ottenute sono state inoculate in 3 médeno liquido LB addizionato
con ampicillina (100 pg/ml) e incubate in agitaaqrer 16 ore a 37°C. || DNA
plasmidico mutato €& stato purificato mediam@niprep (paragrafo 5.5) e
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sottoposto a sequenziamento per verificare linimohe della mutazione
desiderata.

5.10 Strategie di clonaggio

Nel presente lavoro di tesi sono state utilizzatedguenti strategie di clonaggio,

specificate in maggior dettaglio successivameraeagprafi 5.10.1, 5.10.2, 5.10.2,

5.10.3, 5.10.4, 5.10.5):
il frammento di DNA da clonare e stato ottenuto rartk amplificazione
con la tecnica della reazione a catena della posisngparagrafo 5.8). Gli
oligonucleotidi innesco sono stati opportunamenteseghati per
amplificare I'intera sequenza genica d'interessdizdnata all’estremita
50 3’ dell'epitopo Flag e dei siti di taglio spéci per gli enzimi di
restrizione prescelti inseriti sia all’estremitadsie 3. In alcuni clonaggi,
sono state inserite anche le sequenze codifichmpgortuni LateDomain
e il segnale di miristilazione del Gag di HIV-1. fdrmine della reazione
di PCR, gli amplificati ottenuti sono stati anaktiztramite elettroforesi in
gel di agarosio insieme ad un marker di peso mtdeegonoto per
controllare le corrette dimensioni. | frammentiggil contenenti le bande
corrette sono stati tagliati mediante I'utilizzo listuri e il DNA é stato
purificato con QIAGEN QIAquick gel extraction kitQuesto protocollo
prevede la solubilizzazione dell'agarosio e il cmgente legame
dell'acido nucleico con una membrana di silicedgetolonna a scambio
lonico in presenza di un tampone ad alta concdotrazsalina. Dopo
alcuni lavaggi della membrana dalle impurita, il ®H stato eluito con un
tampone ad alta forza ionica. Quindi, si e procedad effettuare la
restrizione enzimatica del frammento per permettdiimserimento nel
plasmide prescelto, anch’esso digerito con la atesyppia di nuove
endonucleasi. A tal fine, sono state sfruttatertgopeta enzimatiche della
DNA ligasi del batteriofago T4 (4xt0U/ml) (Biolabs), capace di
catalizzarein vitro la formazione di legami fosfodiesterici tra il idiso
fosfato in 5’ed il gruppo idrossilico in 3'delle tesmita adiacenti. Le
reazioni sono state effettuate in un volume firtal@0 pl, impiegando 0,5
unita di ligasi e incubate a 16°C per 16 ore. Au#tegdell'incubazione, i
prodotti di ligazione sono stati trasformati in lakd batteriche DH&
secondo il protocollo descritto nel paragrafo 9.4. colonie resistenti
all'ampicillina sono state inoculate in 3 ml diremo LB, in presenza di
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antibiotico e fatte crescere 16 ore a 37°C in agtee. Quindi, il DNA

plasmidico & stato estratto secondo il protocathiniprep (si veda

Paragrafo 5.5) e successivamente ne e stata waémifi@ correttezza
mediante restrizione enzimatica, elettroforesi iel gl'agarosio e
sequenziamento (si vedano Paragrafi 5.11, 5.12).

- Laltra strategia utilizzata si basava sullampl#zione del frammento da
clonare mediante PCR, successiva restrizione eidiga in un vettore di
subclonaggio. Effettuata I'analisi dellavvenutagdzione e della
correttezza del frammento inserito, il plasmideemiito € stato digerito
nuovamente con una coppia di enzimi di restriziadeguata e l'inserto e
stato inserito nel vettore d’espressione finale. duantita di vettore e
dellinserto da utilizzare nella reazione di ligazé sono state ottenute
calcolate utilizzando la formula:

X(ng)=[100 x Y (bp)]/ V (bp)
Dove:
X =ng di inserto
100= 100 ng di vettore
Y= paia di basi inserto
V= paia di basi di vettore
Prima della reazione di ligazione, i prodotti dijesono stati quantificati
con lo spettrofotometro Nanodrop 1000 (Nanodrop)mivigton, DE),
come descritto in paragrafo 5.6. Dopo l'incubazjargodotti di ligazione
sono stati utilizzati per la trasforamazione dekdlule batteriche DHG
come descritto nella prima strategia di clonaggio.

5.10.1 Ottenimento dei plasmidi esprimenti le prot@e di matrice M1 e M2
del virus dell'influenza A/IWSN/33 H1N1

L'RNA estratto dalle sospensioni virali e statoroétascritto (paragrafo 5.7) e
amplificato mediante reazione di PCR (paragrafg 6dh gli opportuniprimer

riportati in Tabella 5.1, per ottenere la proteMa e la proteina M2 del virus
dell'infuenza A/WSN/33 HIN1 con [lepitopo Flag inposizione

carbossiterminale. In seguito, i due prodotti diRPGono stati sottoposti a
restrizione enzimatica e successiva ligazione neitore d’espressione
pPcDNAS3.1(+) e pBJ5. | plasmidi ottenuti sono stnominati pcDNA3.1(+)M1-
Flag, codificante la proteina M1, e pBJ5M2-Flagdiioante la proteina di
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matrice M2. Il costrutto pcDNA3.1(+)M1-Flag e stagequenziato con gli
oligonucleotidi universali T7 e BGH (Tabella 5.hente il plasmide pBJ5M2-
Flag e stato sequenziato mediante ['utilizzo daiimer utilizzati per
I'amplificazione dell’inserto stesso.
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A

ESTRAZIONE RNA VIRALE

PCDNA3.1 (+)
5432 pb

RETROTRASCRIZIONE

l

AMPLIFICAZIONE CON PCR E
OPPORTUNI PRIMER

}

PCDNA3.1 (+)
M1 5432 pb

pCDNA3.1 (+)

M1-Flag
6200 pb
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B

ESTRAZIONE RNA VIRALE

|

RETROTRASCRIZIONE

l

AMPLIFICAZIONE MEDIANTE PCR

Sra
3300 pb

pBJ5M2-Flag
3600 pb

Figura 5.1: Rappresentazione schematica dell'ottenimento dsfratti: pcDNA3.1(+)M1-Flag,
mediante ligazione del vettore pcDNA3.1(+) condénto M1, estratto dalla sospensione virale del
virus dell'influenza A/WSN/33, restrotrascritto emplificato mediante reazione di PCR con
specifici oligonucleotidi A); e del costrutto pBJ5M2-Flag, mediante ligaziale vettore pBJ5
(sra) con il frammento della sequenza codificante latgina di matrice M2, estratto dalla
sospensione virale del virus dell'influenza A/WSBl/Jestrotrascritto e amplificato mediante
reazione di PCR con specifici oligonucleotiBi)( M1: porzione codificante proteina M1; pCMV:
promotore del Citomegalovirus (CMV); BGH-poly-A: gseale di poliadenilazione dell'ormone
della crescita bovino; ColE1: origine di replicamobatterica; F1 Ori: origine di replicazione
fagica; Amp: gene per la resistenza all'ampicillina; M2: pore codificante proteina M2; p&R
promotore ibrido (SR) composto dal promotore precodel virus SV40 fusa al segmento R e a
parte della sequenza U5 (R-U5) della LTR del viHI4 V-1.
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5.10.2 Ottenimento dei plasmidi codificanti proteie chimeriche M1 derivate

Con il fine di inserire sequenze codificanti cattimini ricchi in proline d_ate
Domain (PTAP, PTAPPEY;YPDL) in posizioni diverse dellaof@ina M1, la sua
sequenza codificante & stata amplificata mediaatéetnica della reazione a
catena della polimerasi (PCR; paragrafo 5.8) wdlimlo gli specifici

oligonucleotidi portati in Tabella 5.1 e come teaipl il costrutto
pcDNA3.1(+)M1-Flag. Inoltre, sono stati generatich@ costrutti in cui e stato
inserito il segnale di miristilazione della pro@inGag di HIV-1

allamminotermine di M1 in presenza/assenza degliomain precedentemente
descritti. Tutti i costrutti sono stati dotati depitopo Flag posto in posizione
opposta ai Late Domain (estremita 5’0 3’). Al temmidella reazione di PCR, gli
amplificati sono stati digeriti con 'opportuna goa di enzimi utilizzati anche per
la restrizione del vettore pcDNA3.1(+) e quindi sostati ligati insieme. |
plasmidi ottenuti sono stati denominati: pcDNA3)MyrM1YPDL-Flag;
pcDNA3.1(+)MyrYPDLM1-Flag; pcDNA3.1(+)FLAG-MyrM1YPD;
pcDNA3.1(+)MyrM1PTAP-Flag; pcDNA3.1(+)MyrPTAPM1-Hg
pcDNA3.1(+)FLAG-MyrM1PTAP; pcDNA3.1(+) PTAPM1-FlagpcDNA3.1(+)
PTAPPEYM1-Flag e pcDNA3.1(+) MyrPTAPPEYM1-Flag. dstrutti sono stati
sequenziati con gli oligonucleotidi universali TB&H riportati in tabella 5.1.
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pCDNA3.1 (+)

M1-Flag
6200 pb

AMPLIFICAZIONE MEDIANTE PCR

[ M1 }ruac
Mys{ M1 }FLAG
PTAPPEY{ M1 __ |FLAG
Myr-PTAPPEY{ M1 __ |FLAG
PTAP{ M1  }FLAG

Myr{ M1  |PTAP-FLAG
Myr-PTAP{ M1  |FLAG
FLAG-Myr-| M1 _ |PTAP

Myr-YPDL{ M1  |FLAG ColE1
AMPR ORI
Myr[ M1 }YPDLFLAG
pCDNA3.1 (+)
Mye[ MI_}vepL 2103

PCDNA3.1 (+)

m1*

Figura 5.2: Rappresentazione schematica dell’ottenimento al&rutti esprimenti la proteina M1
fusa ai Late Domain PTAP/PTAPPEY/YPDL all'estremia o 3’ con/senza il segnale di
miristilazione della poliproteina Gag di FIV (Mya) carbossitermine. Gli inserti sono stati ottenuti
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mediante amplificazione della sequenza nucleotidicé1 dal plasmide pcDNA3.1(+)M1-Flag
con [linserimento degli epitopi sopra indicati e lldépitopo Flag all'estremita 3.

Successivamernte, sono stati inseriti nel vetp@m@NA3.1(+). M1*: porzione di M1 addizionata
degli L-domaine/o del segnale di miristilazione (Myr). pCMV: pmotore del Citomegalovirus
(CMV); BGH-poly-A: segnale di poliadenilazione detimone della crescita bovino; ColE1:
origine di replicazione batterica; F1 Ori: origing replicazione fagica; Anip gene per la

resistenza all'ampicillina.

Inoltre, sono stati ottenuti dei costrutti esprirndsn proteina M1 fusa alla proteina
CHMP3 o CHMP4B del complesso ESCRT-Ill con/senzasédgnale di
miristilazione del Gag di HIV-1. A partire dal casto pcDNA3.1(+)M1-Flag, e
stata amplificata la sequenza codificante M1 ins#weal posto del codone di stop
(TAG) un sito di taglio riconosciuto da uno spemfienzima di restrizione. Un
altro sito di taglio e stato aggiunto all’estremita Al termine della reazione di
PCR, I' amplificato e stato digerito e quindi ligahsieme al vettore di clonaggio
intermedio pSP73. L'avvenuto inserimento e la dterza dell’inserto e stata
valutata mediante una nuova restrizione e suceessguenziamento comptimer
universali T7 e SP6, riportati in tabella 5.1. Irarglelo, le sequenze
rispettivamente di CHMP3 e di CHMP4B sono state ldiogte partendo dai
costrutti pBJ5SCHMP3-Flag e pBJ5CHMP4B-Flag, elimmida il codone d’inizio
(ATG) di entrambe e inserendoci lo stesso sito @strizione utilizzato
all'estremita 3' di M1. Questi frammenti di DNA sonstati dotati anche
dell'epitopo Flag all'estremita 3'. Al termine dellPCR, i frammenti CHMP3-
Flag e CHMP4B-Flag digeriti sono stati inseriti n&ttori pSP73MyrM1 e
pSP73M1 sottoposti alla medesima reazione di péste degli amplificati. Dopo
aver verificato la correttezza nella ligazione codescritto prima, gli inserti
ottenuti sono stati nuovamente digeriti e tragfexé vettore d’espressione finale
PCcDNA3.1(+). I plasmidi ottenuti sono stati denoatin
pcDNA3.1(+)M1CHMP4B-Flag; pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP4B-&d) e
pcDNAS3.1(+)MutMyrM1CHMP4B-Flag.| costrutti sono $sit@aequenziati con gli
oligonucleotidi universali T7 e BGH riportati inkella 5.1.

Inoltre, al fine di rendere non funzionale il selgndi miristilazione, mediante
mutagenesi sito-specifica € stata variata la @idm posizione 1 in alanina
all'interno del costrutto pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP4B-&3 (paragrafo 5.9).
L’avvenuta introduzione della mutazione desidegatstata valutata mediante il
sequenziamento corprimer T7 e BGH (Tabella 5.1).
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PCDNA3.1 (+)
M1-Flag
6200 pb

pBJ5 CHMP4B-Flag

pBJ5 CHMP3-Flag

3966 pb
3966 pb

AMPLIFICAZIONE

myr] M1 [JCHMP3I FLAG
ye {1 NCHNBEE rLAc
AMPR Colt
T
PCDNA3.1 (+)
woewye 3T NGHNBARE LA 2453

pCDNA3.1 (+)

M1# -Flag
6200 pb

Figura 5.3: Rappresentazione schematica dell'ottenimento deiwai intermedi pSP73MyrM1 e
pSP73M1 mediante amplificazione del segmento gedichl1l dal plasmide pcDNA3.1(+)M1-
Flag e ligazione nel vettore pSP73. | frammentiificghti le proteine codificanti CHMP3 e
CHMP4B sono stati ottenuti mediante amplificazioispettivamente dai plasmidi pBJ5CHMP3-
Flag e pBJ5CHMP4B-Flag e quindi ligati con i pladhpSP73MyrM1 e pSP73M1. Gli inserti
Myr-M1CHMP3-Flag, Myr-M1CHMP4B-Flag, M1CHMP4B-Flagono stati estratti dai costrutti
intermedi e inseriti nel vettore pcDNA3.1(+). Il stutto MutMyrM1CHMP4B-Flag € stato
mutagenizzato nella prima glicina del segnale diistiiazione. M1#: porzione codificante la
poteina M1 fusa alla sequenza codificante la pnateellulare CHMP3/CHMP4B con o senza il
segnale di miristilazione; pCMV: promotore del @itegalovirus (CMV); BGH-poly-A: segnale di

56



MATERIALI E METODI

poliadenilazione dell'ormone della crescita bovif@glEL: origine di replicazione batterica; F1
Ori: origine di replicazione fagica; Afipgene per la resistenza all’ampicillina.

5.10.3 Ottenimento dei plasmidi codificanti le fugini della proteina M1 con
la proteina M2 o parte di essa

Al fine di creare le proteine di fusione costitudalle sequenze M1 e M2, sono
stati utilizzati i plasmidi pcDNA3.1(+)M1-Flag e pBM2-Flag per amplificare i
due frammenti codificanti M1 e M2. Nello specifiquer ottenere la proteina di
fusione M2-M1 la sequenza nucleotidica M2 e stagldicata mediante PCR
con gli opportuni oligonucleotidi riportati in Talke 5.1. Oltre al sito di
restrizione posto all’estremita 5’ di M2, é stationénato il suo codone di stop M1
(TAG) ed inserendo al suo posto un sito di tagi@mosciuto da uno specifico
enzima di restrizione. Dopo la reazione di PCRmnjiificato é stato digerito e
inserito nel vettore pcDNA3.1(+), anch’esso sot&ipo a restrizione. Al
contempo, € stato amplificato linserto M1 a partirdal plasmide
pcDNA3.1(+)M1-Flag, a cui e stato eliminato il codo d’inizio (ATG) e
sostituito dallo stesso sito di restrizione ingedt 3’ dell'inserto M2. Inoltre, vi &
stato aggiunto I'epitopo Flag nella porzione casitesminale. Il frammento é
stato sottoposto alla digestione da parte dellgpieogi endonucleasi prescelta e
quindi ligato all'interno del costrutto pcDNA3.1(M2. L’avvenuto inserimento e
la correttezza dell'inserto e stata valutata mediamna nuova restrizione e
successivo sequenziamento coprimer universali T7 e BGH (Tabella 5.1). I
plasmide cosi ottenuto € stati denominato pcDNA3MR-M1-Flag. La stessa
procedura e stata effettuata per ottenere la fag@@®NA3.1(+)M1-M2, solo che
in questo caso il codone di stop a valle e stastitado al segmento genico di M1
e il codone d'inizio eliminato era quello della seqza nucleotidica di M2. Al
fine di inserire I'elica anfipatica della proteiv® (E.A.) al carbossitermine di M1
in presenza 0 meno del segnale di miristilazioaesdquenza codificante i 18
amminoacidi dell’elica anfipatica & stata amplifcanediante la tecnica della
PCR con gli opportuni oligonucleotidi (Tabella 54.)l plasmide pBJ5M2-Flag.
L'epitopo Flag € stato inserito all'estremita 3"amplificato ottenuto e stato
sottoposto a restrizione enzimatica con I'appraar@oppia di enzimi e inserito
nel vettore pcDNA3.1(+)M1 e pcDNA3.1(+)MyrM1. Ghserti codificanti M1 e
MyrM1, privi del codone di stop, sono stati ottarer restrizione enzimatica dai
plasmidi pSP73M1 e pSP73MyrM1(si veda paragrafd.2,1parte clonaggio
proteine CHMP) e quindi inseriti nel pcDNA3.1(+)cdstrutti ottenuti sono stati
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controllati mediante sequenziamengpoiier T7 e BGH) e sono stati denominati:
pcDNA3.1(+)M1-E.A.M2-Flag e pcDNA3.1(+)Myr-M1-E.A.RtFlag.

)

pBJ5M2-Flag

PCDNA3.1 (+)
M1-Flag
6200 pb

3600 pb

Myr{ M1 JEEriac
ColE1
T

PCDNA3.1 (+)

[ m1  [REFLAG 5432 pb

PCDNA3.1 (+)

*M1*-Flag

Figura 5.4: Rappresentazione schematica dell’'ottenimento destratti: pcDNA3.1(+)M1-

E.A.M2-Flag e pcDNA3.1(+)MyrM1-E.A.M2-Flag, mediantigazione del vettore pcDNA3.1 con
gli inserti M1 e MyrM1, estratti dai plasmidi pSPM3 e pSP73MyrM1, e l'inserimento del
frammento codificante I'elica anfipatica di M2 (EM2), amplificato a partire dal plasmide
pBJ5M2-Flag; pcDNA3.1(+)M2-M1-Flag , mediante ligaze del vettore pcDNA3.1(+) con la
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sequenza nucleotidica di M2 priva del codone dp IPAG) al 3'e la sequenza di M1 senza il
codone d'inizio (ATG) al 3’; pcDNA3.1(+)M1-M2-Flagmediante ligazione del vettore
pcDNA3.1(+) con la sequenza nucleotidica di M1 aridel codone di stop (TAG) al 3'e la
sequenza di M2 senza il codone d'inizio (ATG) alIig'l*: porzione contenente la sequenza
nucleotidica di M1 con gli inserimenti degli elertieall'estremita 5 e 3’ precedentemente
descritti;, pCMV: promotore del Citomegalovirus (CMV BGH-poly-A: segnale di
poliadenilazione dell'ormone della crescita bovif@glEL: origine di replicazione batterica; F1
Ori: origine di replicazione fagica; Afipgene per la resistenza all’'ampicillina.

5.10.4 Ottenimento dei costrutti codificanti la praeina M2 o parti di essa fuse
a mutanti della proteina Gag di FIV

| frammenti codificanti la proteina Gag di FiMId type o deleta della regione p2
(Ap2), o difettiva del Late Domain funzionale (Mut@G&SAA-LLDL) oppure con

i due L-domain inattivati (Mut21ASAA, ASAA-AAAA) sono stati otteuti
mediante restrizione enzimatica dai costruttdepvl, PAenviMuiAp2,
pAenvlMut02 e penvlMut21-ASAA, precedentemente ottenuti nel nostro
laboratorio. Gli inserti sono stati trasferiti aiferno del vettore pcDNA3.1(+).

Il plasmide pBJ5M2-Flag é stato utilizzato come péato nella reazione di PCR
(paragrafo 5.10.1) per l'amplificazione della pmge M2, la sua coda
citoplasmatica (CT M2) e I'elica anfipatica (E.A:MA tutti i frammenti di DNA
e stato inserito I'epitopo Flag nella porzione cediterminale. Gli amplificati di
PCR sono stati digeriti con un opportuna coppiardiimi di restrizione e inseriti
nei plasmidi pPcDNA3.1(+)GagFMp2, pcDNA3.1(+)GagFIVMut02,
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA. Il corretto inseriment@ stato valutato
mediante sequenziamento con gli oligonucleotidivewrsali T7, BGH e FIV2
(Tabella 5.1). | costrutti generati sono stati demati: pcDNA3.1(+)GagFIV
WT; pcDNA3.1(+)GagFMp2-M2-Flag; pcDNA3.1(+)GagFIXp2-CTM2-Flag;
pcDNA3.1(+)GagFMNp2-E.A.M2-Flag; pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-M2-Flag;
pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-CTM2-Flag; pcDNA3.1(+)GagPut02-E.A.M2-
Flag; pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA-CTM2-Flag;
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA-E.A.M2-Flag.
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pAenviMuti#

pBJ5M2-Flag

11867 bp 3600 pb

l AMPLIFICAZIONE

p2 region

|

437 450
] L

T 1
Wildtype PSAPPMEEKLLDL

!
5
1)

FLAG

FLAG

"Mut 02 ASAAPMEEKLLDL'

ﬂ -FLAG
—]]]]]]]_FLAG
'Mut 21 ASAAPMEEKAAAA' m
I || G .
pCDNA3.1 (+)
[ ool e 5432 pb

PCDNA3.1 (+)
GagFIV+M2*

Figura 5.5: Rappresentazione schematica dell’'ottenimento @einpidi codificanti la proteina Gag
di FIV (wild type, w} e suoi mutantiAp2, Mut02 e Mut21-ASAA) fusa alla proteina M2 e tpdi
essa (coda citoplasmatica CT, elica anfipatica)E@Ii inserti codificanti la proteina Gag di FIV
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deleta della regione p2Ap2), o difettiva del Late Domain funzionale (MutQ®SAA-LLDL)
oppure con i dué-domaininattivati (Mut21ASAA, ASAA-AAAA) sono stati otteuti mediante
restrizione dai plasmidi AenviMuAp2, pAenviMut02 e penviMut21-ASAA e inseriti nel
vettore pcDNA3.1(+). La sequenza nucleotidica di, M&lla porzione citoplasmatica e dell’elica
anfipatica sono state ottenute mediante ampliftcazia partire dal plasmide pBJ5M2-Flag e
quindi ligate con i vettori pcDNA3.1(+)GagFNg2, pcDNA3.1(+)GagFIVMut02,
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA. Gag FIV*: porzione dallORF del gengag di FIV deleto
della regione p2 o mutato, come descritto precesestte; pCMV: promotore del
Citomegalovirus (CMV); BGH-poly-A: segnale di palenilazione dell’lormone della crescita
bovino; ColE1: origine di replicazione battericat Pri: origine di replicazione fagica; Afip
gene per la resistenza all’'ampicillina.

5.10.5 Ottenimento dei costrutti codificanti le emagglutinine senza |l
dominio globulare (HA headles}

Gli RNA estratti dalle sospensioni virali dei virdsll'influenza A/WSN/33 H1N1
e A/Brisbane/59/2007 H1N1 sono stati retrotrasdipiaragrafo 5.7) e amplificati
mediante reazione di PCR (figura 5.6) con gli oppar primer riportati in
Tabella 5.1. Con due diversi protocolli di PCR (RGRPCR2) sono stati ottenuti
I frammenti di DNA codificanti rispettivamente: rijii 58 amminoacidi coniugati
agli ultimi 70 amminoacidi della subunita H1 e téna subunita HA2, addizionata
dell’'epitopo Flag all’estremita 3'. Gli amplificasono stati generati per essere
parzialmente e quindi la loro fusione e stata wffad mediante un secondo
protocollo di PCR, o PCR di fusione (PCR3), in sono stati utilizzati come
templati. Inoltre, sono stati ottenute altre dusidai in cui e stato inserito un
peptide di legame tra i due frammenti di PCR, toi$ti da 4 glicine o 4 arginine.
Dopo questa reazione di PCR (PCR3), gli amplificaino stati sottoposti ad
opportuna restrizione e inseriti nel vettore pcDNK3). Utilizzando gli
oligonucleotidi T7 e BGH (Tabella 5.1), i plasmultenuti sono stati analizzati
mediante sequenziamento e quindi denominati pcDNABAAL1-HA2-Flag (I,
Figura 5.6), pcDNA3.1(+)HA1-GGGG-HA2-Flag e pcDNABt)HA1l-RRRR-
HA2-Flag (ll, Figura 5.6).
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A *_\ﬁ,
Ll HA1 I HA2
Peptidl Segnale ‘;\— D>

*

PCR1
PCR2
A

i *

Virus Influenza AWSN/1933(HINT)

- | |rLac

* Virus Influenza A/Brishane/59/2007(HINL) ’ D ,

PCR3

I | |rLac

O s S Jrac

Figura 5.6: Rappresentazione schematica del protocollo wlzzoer la reazione di PCR di
fusione per ottenere i costrutti codificanti le exgglutinine senza testa (HA hedless) (modificata
da Hobert, 2002). Sono stati amplificati i due fraemti dagli RNA estratti e retrotrascritti delle
sospensioni virali dell'influenza A/WSN/33 H1N1 e/Bkxisbane/59/2007 H1N1 mediante due
reazioni di PCR indipendenti utilizzando i primere/* (PCR1) e C* e D (PCR2). In particolare,
gli oligonucleotidi B* e C* sono stati disegnati rpemplificare due estremita che poi siano

sovrapponibili. L'asteristico*( rappresenta il sito in cui sono state aggiunté tgicine/arginine
del peptide di legame, che nei costrutti pcDNA3)HAL-GGGG-HA2-Flag e cDNA3.1(+)HAL-
RRRR-HA2-Flag (1) sostituiscono la testa globulare dell’emoagglotin Dopo I'ottenimento dei
due frammenti singoli, questi sono stati utilizzetime templati nella PCR di fusione con gli
oligonucleotidi A e D. La sovrapponibilita tra iafnmenti permette la loro fusione in un unico
frammento codificante I'emoagglutinina priva deliesta globularelj. Gli amplificati HA1-
HA2(1), HA1-GGGG-HA2 e HA1-RRRR-HAZ2I() sono stati ligati nel vettore pcDNA3.1(+).

5.11 Restrizione enzimatica

Le reazioni di restrizione del DNA plasmidico o tegmplificati ottenuti
mediante PCR sono state effettuate utilizzandomgortuni enzimi di restrizione
(Biolabs) nei rispettivi tamponi di reazione. Letré&zioni sono state condotte alla
temperatura ottimale dell’enzima (generalmente 3&@er il tempo richiesto, in
base alla tipologia dell’endonucleasi impiegatd guantitativo di acido nucleico
da digerire. In seguito, i campioni sono stati mmalti mediante corsa
elettroforetica in gel dagarosio alll1% (p/v) (%ea) addizionato
dell'intercalanteGel-Red(0.5 pg/ml), che permette di visualizzare il DNAagdo
irradiato con luce UV. Inoltre, per ottenere unalior visualizzazione del fronte
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di migrazione della corsa elettroforetica e peiliface I'entrata del campione di
DNA nel pozzetto, i campioni sono stati diluiti cdrcoloranteLoading Dye 6x
(Blu di bromofenolo 0,15 % (p/v), Xilene cianold®@% (p/v), Glicerolo 5% (p/v)
ed EDTA 0,002 M).La corsa elettroforetica € stdfateiata utilizzando anche un
opportuno tampone salino TBE 1X (Tris-borato 0,009EDTA 1 mM pH 8). i
DNA contenuto nei diversi campioni viene fatto naigg insieme ad un opportune
marcatore molecolare, che varia a seconda dellghkrza dei frammenti attesi.
Per verificare la corretta dimensione dei frammenho stati utilizzati opportuni
marker di peso molecolare noto, tra cui il Markdlr 0,25 pg/ml) e il Marker
VIl (0,25 pg/ml) (Roche/Boehringer).

5.12 Reazione di sequenziamento

| costrutti ottenuti in questo lavoro di tesi sostati controllati mediante
restrizione enzimatica, come descritto nel paragrafll, e successivamente
tramite sequenziamento. Per il protocollo di sengignento, & stato utilizzato il
Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready ReadiiofAppliedBiosystem)
basato sul metodo di Sanger modificato (Saeget, 1977) e che sfrutta la DNA
polimerasiAmpliTad’Gold per sintetizzare copie di DNA a singolo filamento.

La miscela di reazione &€ comprende quattro deodsiotidi trifosfato (ANTPS),
altrettanti dideossinucleosidi trifosfato (ddNTERshiugati specificamente con un
cromoforo, la polimerasidmpliTad’Gold e il suo tampone di reazione. In
particolare, i dideossinucleosidi trifosfato marcaino terminatori di catena, in
guanto non possedendo il gruppo ossidrile termjnaen permettono al
successivo deossinucleotide di legarsi (dNTP). tlepli cromofori ad essi
associati quando eccitati sono in grado di emetiduenghezze d’'onda comprese
tra 500 e 700 nm. Si ottengono cosi frammenti dADddmMplementari al stampoe
caratterizzati da lunghezze diverse, che vengonalizaati mediante gel
elettroforesi capillare.

La miscela di reazione é stata allestita in un madinale di 10ul in presenza di:
250 ng di DNA plasmidico; 1ul della miscela del; Kitul del primer di innesco
alla concentrazione 1uM (Tabella 5.1); 1 pbdifer 5x(Tris-HCI 200 mM, pH 9,
MgCl, 5mM), e acqua MilliQ (Millipore) per arrivare achwolume. Sono stati
effettuati 35 cicli amplificazione in un termocitdae (Verity 96 well Thermal
Cycler, AppliedBiosystem), dove ogni ciclo comprendna fase di denaturazione
a 95°C per 10 secondi; una fase di appaiamento diégipnucleotidi a 50°C per
10 secondi e una fase di elongazione a 62°C periniitinLa reazione di
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amplificazione e stata preceduta da un incubazdwie miscele di reazione a
95°C per 10 minuti.

| prodotti ottenuti sono stati precipitati in praga di 1/10 del volume di sodio
acetato 3M pH 4.6 e 2 volumi di etanolo e quindbspesi in acqua per essere
caricati nel sequenziatore automatico ABI PRISM BlGenetic Analyzer
(AppliedBiosystem). Questo strumento permette f[sasgzione dei frammenti di
DNA mediante elettroforesi su gel capillare e suitato viene visualizzato come
profilo sensitometrico di picchi fluorescenti cgpondenti alle basi nucleotidiche.

5.13 Trasfezione di cellule 293T e COS-7

In questo lavoro sperimentale, il trasferimentoigemi DNA esogeno in cellule
293T e COS-7 € stato effettuato sfruttando la dépadi alcune molecole
denominate liposomi di formare complessi lipidiarichi positivamente che si
complessano con il DNA d’interesse (Lipofectami@@@™, Invitrogen).

Il giorno precedente la trasfezione, 1,2%X@llule 293T o COS-7 sono state
seminate in una fiasca con superficie di 25° ffi25) (Falcon) in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediynsibco), addizionato al 10% (v/v) di siero
fetale bovino (FBSFetal Bovine SerumGibco) in assenza di antibiotici in un
volume finale di 5ml. A distanza di 24 ore,raggauniha confluenza del 70-80%,
si e proceduto con la trasfezione delle cellule cqhasmidi precedentemente
ottenuti secondo le istruzioni riportate dal pradrg. Nello specifico, sono state
preparate due diverse miscele: la prima costitga8ug di DNA plasmidico in
500 pul di terreno di coltura privo di siero e lraltcontenente 20 ul di una
soluzione di Lipofectamine 2000 (1 mg/ml, Invitroyen 500 ul di DMEM senza
siero. In particolare, per gli esperimenti di cetezione del costrutto
pcDNA3.1(+)M1-Flag con il costrutto pBJ5M2-Flag, teiscele di DNA sono
state allestite nel seguente modo:

pcDNA3.1(+)M1-Flag| 7ug U9 1lpg
pBJ5M2-Flag 1lug / /

pcDNA3.1(+) / 1lpg 719
DMEM senza siero 500| 500 500
pl ul pl

Tabella 5.2Schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il
plasmide esprimenti la proteina M1 con il plasmiddificante la proteina M2.
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Negli esperimenti di incorporazione delle emoadgiod senza testa (HA
headless) nelle particelle simil-virali ottenute ll@aproteina Gag di FIV
(pAenvliMut06), le miscele di DNA sono state preparsgeondo le seguenti
modalita:

pAenv1Mut06 1lug / / / 1lpg 1lug 1lpg
pcDNA3.1(+)HA1-HA2-Flag / 7ug / / 7ug / /
pcDNA3.1(+)HA1-GGGG-HA2-Flag / / 719 / / 7ug /
pcDNA3.1(+)HA1-RRRR-HA2-Flag / / / 719 / / 7ug
pcDNA3.1(+) 7ug lug 1lug 1lug / / /
DMEM senza siero 500 | 500 500 500 500 500 500

pl pl pl pl pl pl pl

Tabella 5.3Schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il
plasmide pcDNA3.1(+)HA1-HA2-Flag, pcDNA3.1(+)HALl-@&&-HA2-Flag, pcDNA3.1(+)HAL-
RRRR-HA2-Flag con il plasmide esprimente la praaegBag di FIV, difettiva della proteasi virale.

Le due miscele (DNA e lipofectamine) sono stateiteie lasciate ad incubare per
30 minuti a temperatura ambiente. In seguito, lascela unica DNA-
Lipofectamine e stata aggiunta al terreno di caltdelle cellule 293T o COS-7.
Dopo 6 ore, il terreno contenente la miscela difézione e stato eliminato e nelle
fiasche € stato aggiunto del DMEM fresco addizionalt 10% di siero fetale
bovino. La raccolta delle cellule trasfettate esienatanti € stata effettuata 48 ore
dopo la trasfezione.

Per le preparazioni di VLP utilizzate negli espexiin vivo, le cellule 293T
sono state seminate ad una densita di 4%5jtGiasche con superficie pari a 75
cn(T75) in 10 ml di DMEM addizionato al 10% di siepoivo di antibiotici.
Trascorse 24 ore, si e proceduto come descrippecedenza con la preparazione
di due miscele:la prima costituita da 24 g di DNAsmidico in 1,5 ml di terreno
di coltura privo di siero e laltra contenente 40 ¢ una soluzione di
Lipofectamine 2000 (1 mg/ml, Invitrogen) in 1,5 dil DMEM senza siero. Per
ogni preparazione di particelle simil-virali, sostate trasfettate 10 fiasche T75.
La raccolta dei surnatanti per la purificazionda®LP (paragrafi 5.14 e 5.15) e
stata effettuata a 72 ore di distanza dalla trasfiez
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5.14 Purificazione diVirus Like Particles(VLP) su cuscino di saccarosio

In questo lavoro di tesi, € stata effettuata I'enalella produzione di particelle
simil-virali o VLP mediante trasfezione di celll3T o COS-7 con i costrutti
precedentemente descritti (si veda paragrafo 5.13).

La raccolta del mezzo di coltura, in cui sono stdl@sciate le VLP, e stata
effettuata 48 ore dopo la trasfezione. Il terrencst&to raccolto in tubi da
centrifuga (Falcon) da 15 ml e sottoposto a cergafzione a 1100 rpm per 10
minuti a 4°C, al fine di sedimentare i detriti cddiri in esso presenti. Il surnatante
e stato successivamente filtrato (0.45 pum, Millg)or

Per la produzione su ampia scala delle VLP dazamdlie negli esperimeniti vivo,

I surnatanti contententi le VLP sono stati raccdttpo 72 ore dalla trasfezione. In
questo caso specifico, al fine di ottenere una maggoncentrazione delle VLP
prodotte, i mezzi di coltura derivanti dalla medesitrasfezione effettuata in
doppio sono stati riuniti in un unico tubo da cdaga (Falcon) da 50 ml. Quindi,
I surnatanti sono stati centrifugati, filtrati e ns@rvati come precedentemente
descritto.Le VLP prodotte, sono state purificate medianteautntrifugazione su
cuscino di saccarosio. Questo metodo prevede d#ifstazione dei surnatanti di
trasfezione debitamente centrifugati e filtrati $uml di una soluzione di
saccarosio al 20% (p/v) in tubi da centrifugalfallomer Centrifuge Tubek3 x
51 mm, Beckman). Quindi, i campioni cosi prepasino stati sottoposti a
successiva centrifugazione a 27000 rpm per 2 e¥&Ca Al termine della quale,
sono stati aspirati delicatamente ed eliminati dzao di coltura e lo strato di
saccarosio e il sedimento virale e stato risospe@bul di RIPA 1X [NaCl 150
mM, IGEPAL CA-630 1% (v/v) (Sigma), acido deossicol0.5% (p/v), SDS 1%
(p/v) (Bio-Rad), Tris-HCI 50 mM pH 8.0] e sottopost SDS-PAGE (Paragrafo
5.17) e successivo Western Blotting (Paragrafo)5.18

Invece, per la preparazione delle VLP da utilizzagkprotocollo di vaccinazione,
un volume di terreno pari a 10.5 ml e stato sicatid su 6 ml di saccarosio al
20% (p/v) in tubi da centrifugaP6lyallomer Centrifuge Tubeg5 x 89 mm,
Beckman), sottoposti, poi, a centrifugazione a 27(@n per 2 ore a 4°C. Dopo
eliminazione del terreno e del saccarosio, il seditm virale & stato risospeso in
60 pl di tampone fosfato sterile PBS (NaCl 137 nd@| 2.7 mM, NaHPO, 10
mM, KH,PO, 1.8 mM, pH 7.4) e quindi quantificato allo spefttometro
Nanodrop 1000 (come descritto nel paragrafo 5.6).
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5.15 Preparazione dei lisati cellulari

Dopo 48 ore dalla trasfezione, le cellule 293T 0S=Dsono state staccate dalla
superficie interna della fiasca e sono state lapatdre volte con tampone fosfato
(PBS) e successiva centrifugazione a 1100 rpm Pemihuti a 4°C. | pellet
cellulari sono stati quindi lisati mediante risospene in 250 pl (fiasca T25) o in
350 pl (fiasca T75) di soluzione RIPA 1X addiziandi una miscela di inibitori
della proteasiComplete 1X (Roche/Boehringe). Per favorirne la lisi, questi
campioni cosi trattati sono stati incubati in ghkiac per 30 minuti e
successivamente sottoposti a centrifugazione ae413B000 rpm per eliminare i
detriti cellulari in sospensione. | lisati cellul&osi ottenuti sono stati analizzati
mediante corsa elettroforetica in gel di poliacniaide e successivo protocollo di
Western Blotting (paragrafi 5.16 e 5.17).

5.16 Elettroforesi di proteine (SDS-PAGE)

Il contenuto proteico presente nei lisati cellu{aragrafo 5.15) e nei campioni di
VLP ottenuti dopo purificazione (paragrafo 5.14nhacstati analizzati mediante
migrazione elettroforetica in gel di poliacrilamrmaidh condizioni denaturanti e
successivo Western Blotting (paragrafo 5.17).

| campioni sono stati addizionati del tampd@a@mmli2X (Tris-HCI 100 mM pH
6.8 SDS 4% (p/v), glicerolo 20% (p/v), blu di broi@eolo 0.2% (p/v), DTT 200
mM, B-mercaptoetanolo 5%) e incubati a 100°C prima geescaricarti in gel di
poliacrilammide. In parallelo, & stato utilizzado onarcatore di peso molecolare
Page Ruler Prestained Protein Ladd@fermentas). Per l'analisi elettroforetica
della proteine, sono stati preparati gel di acritade Proteandello spessore di 1
mm oppure minigel dello spessore di 1.5 mm, prépapane da ricetta:

- Gel di concentrazione al 4.5% (p/v) di acrilammidestituito da: 4 ml di
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8; 2.4 ml della soluzione d&&mmide/bis 37.5:1 al
30% (p/v); 160ul di SDS 10% (p/v) (Bio-Rad); 2@l di N,N,N,N’,N’-
tetrametiletilenediammina; TEMED (Bio-Rad); 8Ql di ammonio
persolfato (APS) 10% (p/v) (Bio-Rad) e portato alwne finale di 16 ml
con acqua deionizzata.

- Gel di separazione al 10% (o al 12%) (p/v) di aonide, costituito da:
125 ml di Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8; 16.6 ml della lspione
acrilammide/bis 37.5:1 al 30% (p/v) (Bio-Rad); 5d0di SDS 10% (p/v)
(Bio-Rad); 40ul di TEMED (Bio-Rad); 200ul di ammonio persolfato
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(APS) 10% (p/v) (Bio-Rad) e portato al volume fmali 50 ml con acqua
deionizzata.
La migrazione elettroforetica e stata effettuatan ao’intensita di corrente
costante (80V per circa 12 ore, nel caso dei géd danensioni di 200 x 200 mm,;
100V per 2 ore, nel caso di minigel) nel tamponeadsa: Tris 0.25 M (Bio-Rad),
glicina 1.9 M (Bio-Rad), SDS 0.1% (p/v) (Bio-Radji 9.2.

5.17 Western Blotting

Dopo la separazione in gel di poliacrilammide, fetpine separate sono state
trasferite elettricamente su una membrana di reth@osa Hybond-C Amersham
LIFE SCIENCE), precedentemente idratata in acquandezata ed equilibrata
insieme al gel per 30 minuti nell'appropriato tamg@ali trasferimento [Tris 0,25
M (Bio-Rad), glicina 1.9 M (Bio-Rad), metanolo 208¢/V)]. Il trasferimento é
stato effettuato a 50 V per 2 ore a temperaturaiemtda Successivamente, allo
scopo di saturare i siti di legame aspecifici, lanmbrana € stata incubata in
agitazione a temperatura ambiente per 45 minuti woa soluzione bloccante
costituita da latte scremato in polvere al 5% (Bip-Rad), 0.1% (v/v) Tween 20
(Sigma) e PBS 1X. A seguire, la membrana é stataeirsa in una soluzione
contenente I'anticorpo primario specifico per letpine oggetto di analisi ed
incubata in agitazione a 4°C tutta la notte. Ineli@ 5.4, sono riportati gli
anticorpi impiegati e le modalita di utilizzo coni sono stati utilizzati.

Diluizione

Anticorpo primario . Soluzione di saturazione
di utilizzo
Monoclonale di topo anti-p24Gag
1:1000 latte scremato 1 % (p/v
(FIV) (AbD Serotec)
Monoclonale di topo anti-Flag
1:1000 latte scremato 5 % (p/v

(Sigma)
Tabella 5.4: Anticorpi primari utilizzati e loro principali catteristiche.

Dopo trattamento con l'anticorpo primario, la mearia e stata sottoposta a 3
lavaggi in PBS-T (PBS 1X e 0.1% (v/v) di Tween 2Quccessivamente incubata
per 1 ora con l'anticorpo secondario anti-lgG @mkit, coniugato all’enzima
perossidasi di rafano HRPhdrseradish peroxidaje(Amersham Pharmacia
iotech). Per entrambi gli anticorpi primari anti4ézag di FIV e anti-Flag, é stata
utilizzata una stessa diluizione di anticorpo seéemio (1:1000) con una diversa
concentrazione in soluzione del latte scrematodlvgre al 1% (p/v) o al 5%
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(p/v), rispettivamente. Dopo 3 ulteriori lavaggincBBS-T, la membrana e stata
lavata per un'ultima volta solamente in PBS 1X éndjusi € proceduto ad
un'incubazione per 2 minuti con una soluzione duppo contenente il substrato
per la reazione di chemioluminescenECL Plus Western Blotting Detection
system Amersham Bioscience). Le lastre fotograficBe(nax light film Kodak)
sono state impressionate mediante loro sovrapposzialla membrana. Le
esposizioni sono state effettuate con un temp@bieitra 30 secondi e 10 minuti
e successivamente sviluppate.

5.18 Modello murino e protocollo di vaccinazione

Per gli esperimenti in vivo, sono stati utilizzatipi maschiinbred BALB/c
(Harlan) di eta variabile tra le 6-8 settimane. &timali sono stati allevati in
apposite gabbie di plastica in condizioni di tenap@ra e umidita controllate e
suddivisi in 5 topi per ogni gabbia. Il cibo e kp@ sono stati fornitad libitum
Gli esperimenti sono stati condotti seguendo iquolli approvati dal Comitato
Etico di Ateneo per la Sperimentazione Animale (G&A dell’'Universita di
Padova e in accordo con le linee guida europeapaanipolazione degli animali
da esperimento. Le VLP di influenza sono state figate mediante
ultracentrifugazione su cuscino di saccarosio exdjuguantificate mediante la
stima dell’assorbimento proteico a 280 nm (A28@)zzando lo spettrofotometro
ND-1000 NanoDrop (Nanodrop, Wilmington, DE). Quindgni preparazione é
stata diluita alla concentrazione finale di 1ugquiPBS, pH 7.4. Ad ogni topo
sono stati somministrati per via intranasale 10pefjadcorrispondente VLP
addizionata della medesima quantita di subuniteelBadossina colerica (Sigma
Aldrich) in PBS sterile al giorno 0. A distanza 2l giorni, i topi sono stati
somministrati con la stessa dose per rafforzaresjpesta immunitaria. Inoltre, un
gruppo di topi BALB/c ha ricevuto un egual volumePBS al posto delle VLP. |
topi sono stati divisi in quattro gruppi differentome descritto a seguire:
e Gruppol (n=4): somministrato PBS;
e Gruppo2 (n=6): topi immunizzati con VLP costituialla proteina M2
(10pg/dose);
e Gruppo3 (n=6): topi immunizzati con VLP costituii@lla proteina M2-
M1 (10upg/dose);
e Gruppo4 (n=6): topi immunizzati con VLP costitudalla proteina Myr-
M1-CHMP4B (10ug/dose).
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Gli animali sono stati sacrificati a 21, 25 e 26orgi dalla seconda
immunizzazione, ne sono state isolate le milze sth# raccolto il sangue per le
successive analisi.

5.19 Purificazione della proteina M1 mediante immuoprecipitazione

Per purificare la proteina M1, e stato applicato protocollo che prevede
'impiego di una resina legata covalentemente @tita@rpo monoclonale murino
Flag (IgG1), che permette di isolare proteine coetdi I'epitopo Flag da lisati
cellulari. Il giorno precedente la trasfezione,ludel 293T sono state seminate in
due fiasche di superficie di 75 éf75) ad una densita di 4,5X1€ellule per ogni
fiasca. Passate 24 ore, ogni fiasca é stata ti@sfeton 24 ug del costrutto
pcDNA3.1(+)M1-Flag utilizzando complessi liposomaationici (Lipofectamine
2000™, Invitrogen). Dopo 48 ore, le cellule somtestraccolte e lisate con buffer
specifico (50 mM Tris HCI, pH 7.4, with 150 mM Nadl mM EDTA, and 1%
TRITON®X-100). La proteina M1 & stata isolata dal lisaslutare mediante
legame con la resirnti-FLAG M2 affinity ge(Sigma Aldrich), precedentemente
attivata con I'utilizzo di una soluzione 0.1 M gha-HCI, pH 3.5. Dopo alcuni
lavaggi con PBS e TBS (50 mM Tris-HCI, with 150 mN&CI, pH 7.4), la
proteina M1 é stata eluita per competizione compeptide sintetico (N-Asp-Tyr-
Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C, Sigma Aldrich) costitoitdall’epitopo Flag. La
concentrazione della proteina M1 purificata e statantificata mediante calcolo
del rapporto tra I'assorbanza rilevata a 280 nrtizatindo lo spettrofotometro
UV-Visibile Cary 50 Scan (Varianinc.) contro il dbeiente di assorbanza
specifico della stessa Mg (ng/ml).

5.20 Valutazione della risposta immunitaria umorale

Per rilevare la presenza di anticorpi specificetlircontro le VLP utilizzate nel
protocollo di vaccinazione, & stato realizzato w@ggso immuno-enzimatico
specifico, denominato ELISAefizyme-linked immuno sorbent agssyi sieri dei
campioni di sangue raccolti. | pozzetti di micregtra da 96 Corning® 96 Well
EIA/RIA Microplates Corning Life Science) sono stati incubati con saluzione
20ug/ml  della proteina M1 purificata in buffer canato (100mM
Carbonato/Bicarbonato, pH 9.6) per 16 ore a 4°Cgidlrno successivo, per
saturare i siti aspecifici, i pozzetti sono statiubati con una soluzione costituita
da albumina di siero bovino (BSA) 2% (p/v) (Sigmil#ich) e Tween 20 0,05%
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(Sigma Aldrich) in PBS. Quindi, sono stati incubatn diluizioni dei sieri
raccolti (diluizione 1:100). Successivamente, laspe sono state sottoposte ad
alcuni lavaggi con PBS-T (PBS 1X e Tween 20 0,08%)uovamente incubate
con l'anticorpo anti-IgG di topo, coniugato connzma perossidasi di rafano
(Amersham Pharmacia Biotech), diluito 1:5000 in B3% e Tween 20 0,05%.
Infine, le piastre sono state nuovamente lavate P&S-T per rimuovere
I'anticorpo non legato e poi immerse in una soloeiatilizzata per la reazione
colorimetrica utilizzando il substrato TMB B Substrate Kit For Peroxidase,
Vector Laboratories La reazione é stata fermata mediante 'aggidng@Oul di
acido cloridrico (HCI) al 5% ed e stata rilevatadknsita ottica a 450 nm tramite
I'impiego di un lettore specifico per piastiel(SA plate readgr

5.21 Analisi della proliferazione dei linfociti T

Le milze isolate dagli animali sacrificati sono tetaomogeneizzate tramite
frizionamento del tessuto sulla trama metallicaudi colino (80um). Dalla
sospensione ottenuta, sono state purificate lauleebinononucleate mediante
centrifugazione su gradiente Ficoll. Le cellule s@tate risospese in PBS sterile
caldo e incubate per 10 minuti al buoi con la sofidarescente CFSE [5,6-
carboxylfluoresceindiacetatesuccinilester] (CeltE® CFSE cell Proliferation
Kit, Invitrogen), addizionata alla concentrazioneafe di 1M. Le cellule
marcate sono state lavate due volte con il terckramltura RPMI addizionato al
10% di siero fetale bovino (FBS). Successivamdateellule sono state seminate
ad una densita di f€ellule/ml in una piastra da 24 pozzetti (MULTIWEM24
well, Falcon) e sono stati aggiunti 3ug/ml delleesfiche VLP utilizzati nel
protocollo di immunizzazione. In parallelo, & statdutata la proliferazione delle
cellule isolate mediante stimolazione mitogena €aggiunta di 5ug/well di
PHA. Inoltre, al fine di ottimizzare il protocolloon I'aggiunta di un controllo
interno per la sonda CFSE, €& stata addizionata ifacatasina B alla
concentrazione finale di 10pug/ml nel terreno ditwal di una serie di campioni.
Infine, le cellule incubate solamente in RPMI co@%l di FBS sono state
utilizzate come controlli negativi di tutta la pestra. Dopo 4 giorni di
incubazione, le cellule sono state raccolte, lacate 0,2% BSA in PBS freddo e
marcate con un anticorpo coniugato al fluorofordTiRe diretto contro i linfociti
T-CD3 (anti-CD3- TRITC, ImmunoTool) diluito 1:100Quindi, le cellule sono
state analizzate mediante la citofluometria a Buskuttando l'attivazione del
fluoroforo (FACSCalibur, BD Bioscences). Per ogampione sono stati registrati
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dieci mila eventi e i risultati ottenuti sono stasiaminati utilizzando il programma
WinMDI 2.9 (Windows Multiple Document Interafacerpstofluorimetria).
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6. RISULTATI

Premessa

Il virus dell’influenza rappresenta a tutt'oggi uitevante problema di sanita
pubblica a livello mondiale, in quanto responsalilie epidemie annuali e
occasionalmente pandemie. L'elevata variabilita ua i€ virus € soggetto e
associata a fenomeni @intigenic drift e antigenic shift, che determinano la
costante comparsa di nuove varianti antigenidte frequente insorgenza di
farmaco-resistenze e i problemi nell'ottenimentdledgoreparazioni vaccinali
incentivano lo studio e lo sviluppo di nuovi appioda utilizzare nella terapia e
nella profilassi.

Il lavoro svolto in questa tesi di dottorato sineentrato sull’analisi dei fattori
virali coinvolti nella fuoriuscita del virus dallzellula infettata, allo scopo di porre
le basi per la messa a punto di una strategia nvaleciefficiente basata sulla
produzione di particelle simil-virali (VLPVirus Like Particles In questo
contesto, € noto come la proteina di matrice Mlpregenti il principale
determinante virale nellambito del processo di gemione. Recentemente, é
stato dimostrato che I'espressione di M1 in assenzdtri fattori virali non porta
al rilascio di particelle simil-virali nel mezzo doltura, per lo meno in cellule di
mammifero. Tale particolarita rende M1 differenigpetto ad altre proteine
strutturali, quali Gag dei retrovirus e L1 di HP¥he hanno la capacita di
gemmare dalle cellule in assenza di altre componreati. Una delle ragioni alla
base di questo caratteristica di M1 risiede nelancanza di un segnale di
indirizzamento alla membrana cellulare (Wagtgal, 2010a), paragonabile, ad
esempio, al segnale di miristilazione presentean@ibteina Gag dei retrovirus.
Inoltre, € stato recentemente dimostrato come MB&) aomponente essenziale
delle particelle influenzali infettive, svolga unoto importante nelle fasi finali
della gemmazione dei virus influenzali. In partar@, Rossmann e colleghi hanno
riportato diverse evidenze che avvalorano I'impwztadi M2 e della sua elica
anfipatica nella scissione ddfhivelopevirale dalla membrana plasmatica. M2
qguindi compie le stesse funzioni che svolgono tagine cellulari del complesso
degli ESCRT ¢ndosomal sorting complex required for transpditt nella
gemmazione di numerosi virus dotati dnvelope (Rossmannet al, 2010;
Watanabeand Lamb, 2010). In conclusione, M1 mancherebbe di flunioni
fondamentali: la capacita di contattare la membnalaamatica e la capacita di
interagire con le proteine ESCRT-III per poter gane da sola VLP.
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Alla luce di tutte queste evidenze, abbiamo ottenuta serie di chimere virali
ingegnerizzando la proteina M1 con il fine ultimaenhderla indipendente da M2
e capace di guidare il rilascio di particelle shvitlali dalle cellule.

6.1 Analisi degli effetti dell'inserimento di L-domain o di proteine facenti
parte del complesso ESCRT e della miristilazione tla proteina M1 nelle
Virus-Like Particles(VLP)

E’ noto come molti virus dotati dénvelopesfruttino I'interazione tra specifiche
proteine cellulari coinvolte nella biogenesi déultivescicular BodiegMVB) e
particolari motivi amminoacidici presenti a livelttelle loro proteine strutturali,
detti domini tardivi (oL-domain o Late Doma)n per eseguire efficientemente il
processo di gemmazione (Caliset al, 2009b). Nello specifico, sono stati
identificati tre diversiLate Domaine i loro partner di legame all'interno del
pathwaydi biogenesi dei MVB: i) il motivo PPxY che reclu&ubiquitino-ligasi
della famiglia Nedd4ike; ii) il motivo P(T/S)AP che interagisce con la f@ma
tumor suppressor gene 1(QTsgl01) ed iii) il motivo YPXL che contatta la
proteina AIP1/Alix (Calistriet al, 2009b). Inoltre, &€ stato dimostrato che tali
domini possono essere trasferiti in diverse posiziella medesima proteina o da
un virus ad un altro senza perdere la loro funzittnala sostituzione e/o
I'introduzione di specificL-domaindi un virus con quelli di un altro virus sono in
grado di influenzare l'efficienza di gemmazione d&ls ricevente, attribuendo
peculiari capacita di gemmazione. Partendo da guegtlenze, e considerando
guanto noto nel caso del virus dell'influenzan l'obiettivo di ottenere VLP
basate sull’espressione della sola proteina MZ llule di mammifero, sono stati
ottenuti diversi costruttiesprimenti la proteina M1 del virus dell'influenza
A/WSN/33 (H1N1) fusa rispettivamente a:li}domain presenti nel Gag di di
HIV-1 (PTAP) , del virus dellAnemia Infettiva Ecqua (YPDL), nella proteina di
matrice del virus di Ebola (PTAPPEY); ii) il segeali miristilazione del Gag di
HIV-1; iii) proteine appartenenti al complesso ESCIR (CHMP3, CHMP4B).
Queste fusioni sono state generate singolarmeimealiverse combinazioni, come
illustrato in Figura 6.1.
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Figura 6.1: Schema rappresentativo dei costrutti basati suIMbstrutti esprimono M1 (giallo)
fusa al segnale di miristilazione del Gag di HI{Mlyr) e/o i) con iL-domain PTAP (HIV),
YPDL (EIAV) o PTAPPEY (Ebola) o ii) con le protein€EHMP3 (verde)/CHMP4B (blu).
L’epitopo Flag € stato aggiunto alla regione amnaral carbossi-terminale di tutti i costrutti.

Con la finalitd di fornire ad M1 tutti gli elementiecessari per il rilascio di
particelle simil-virali, abbiamo dapprima concetdrda nostra attenzione sui
costrutti contententi i domini necessari al rectueato di Tsgl01l (PTAP) o
AIP1/ALIX (YPDL) e dotati, inoltre, del segnale diiristilazione (Myr) del Gag
di HIV-1 per lindirizzamento alla membrana. | DNAcombinanti relativi ai
costrutti  pcDNA3.1(+)M1-Flag (M1-Flag), pcDNA3.1MyrM1YPDL-Flag
(MyrM1YPDL-Flag), pcDNA3.1(+)MyrYPDLM1-Flag (MyrYPDRM1-Flag),
pcDNA3.1(+)FLAG-MyrM1YPDL (Flag-MyrM1YPDL),
pcDNA3.1(+)MyrM1PTAP-Flag (MyrM1PTAP-Flag),
pcDNA3.1(+)MyrPTAPM1-Flag (MyrPTAPM1-Flag) e pcDNAR+)FLAG-
MyrM1PTAP (Flag-MyrM1PTAP) sono stati trasfettati cellule embrionali di
rene umano 293T. Dopo 48 ore dalla trasfezioneellele sono state raccolte per
I'estrazione delle proteine. | surnatanti di tragfee sono stati purificati su di un
opportuno cuscino di saccarosio e, in seguitotilisaampioni cosi ottenuti, lisati
cellulari e surnatanti, sono stati analizzati metiacorsa elettroforetica su gel di
poliacrilammide e successivo Western Blotting Sjpeeiper I'epitopo Flag.
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Figura 6.2: Cellule 293T sono state trasfettate con pcDNA3M(+Flag (M1-Flag, corsia 2);
pcDNA3.1(+)MyrM1YPDL-Flag (MyrM1YPDL-Flag, corsia)3pcDNA3.1(+)MyrYPDLM1-Flag
(MyrYPDLM1-Flag, corsia 4); pcDNA3.1(+)FLAG-MyrM1YBL (Flag-MyrM1YPDL, corsia 5);
pcDNA3.1(+)MyrM1PTAP-Flag (MyrM1PTAP-Flag), cors& pcDNA3.1(+)MyrPTAPM1-Flag
(MyrPTAPM1-Flag, corsia 7), oppure con pcDNA3.1(ENG-MyrM1PTAP  (Flag-
MyrM1PTAP, corsia 8). Controllo negativo (-). Dog® ore dalla trasfezione, i lisati cellulari
(Lisati) e le particelle simil-virali (VLP) sonoae analizzate con Western Blotting utilizzando un
anticorpo  monoclonale diretto contro I'epitopo Flalylw: marker di peso molecolare
(PageRule™Prestained Protein Ladder, Fermentas) proteinelB00100/70/55/40/35/25/15/10
kDa.

Come e possibile osservare dalla figura 6.2, tuttiostrutti sono espressi
correttamente a livello intracellulare, ma solareektyrPTAPM1-Flag porta al
rilascio di VLP (Figura 2, corsia 7/VLP). E statengiamente riportato in
letteratura che iLate DomainPTAPPEY, identificato nella proteina di matricd de
virus Ebola, risulti essere il piu efficiente neledmare il rilascio di VLP.
Avvalendoci di queste evidenze, abbiamo generatadgdei costrutti esprimenti
la proteina M1 a cui e stato aggiunto il dominioAPPEY in presenza/assenza
del segnale di miristilazione del Gag di HIV-1. fihe di valutare se taleate
Domain risulti essere efficace nell'indurre un maggidascio di VLP, cellule
293T sono state trasfettate con i costrutti pcDNABM1-Flag (M1),
pcDNA3.1(+)PTAPM1-Flag (PTAP-M1), pcDNA3.1(+)PTAPFPHM1-Flag
(PTAPPEYML1), pcDNA3.1(+)MyrPTAPPEYM1-Flag (MyrPTAER'M1). Dopo
48 ore dalla trasfezione, i campioni proteici ottersono stati sottoposti a corsa
elettroforetica e ad analisi con Western Blottingdmnante I'utilizzo dell’anticorpo
diretto contro I'epitopo Flag per la visualizzaztomlelle proteine contenenti
guesta corta sequenza amminoacidica.
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Figura 6.3: A) Cellule 293T sono state trasfettate con pcDNA3Mt-Flag (M1, corsia 1);
pcDNA3.1(+)PTAPM1-Flag  (PTAPM1, corsia 2); pcDNABt]JPTAPPEYM1-Flag
(PTAPPEYML, corsia 3). Controllo negativo (B) Western Blotting dei lisati cellulari e dei
surnatanti  (VLP) derivati da cellule 293T trasfeita con il  plasmide
pcDNA3.1(+)MyrPTAPPEYM1-Flag (MyrPTAPPEYM1). Contle negativo (-). Dopo 48 ore
dalla trasfezione, i lisati cellulari (Lisati) e particelle simil-virali (VLP) sono state analizeaton
Western Blotting utilizzando un anticorpo monoclendiretto contro I'epitopo Flag. MW: marker
di peso molecolare (PageRUMPrestained Protein Ladder, Fermentas) proteine

170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa

Dalla figura 6.3, si pu0 evincere come nessunoddel costrutti caratterizzati
dall'inserimento delLate DomainPTAPPEY determini il rilascio di VLP in
presenza o assenza del segnale di miristilaziomgir@ 6.3, pannello A, corsia
3/VLP; pannello B corsia 1/VLP), sebbene i costrutultino espressi nelle
cellule (Figura 6.3, pannello A, corsia 3/Lisa@nmello B, corsia 1/lisati).

Un altro risultato interessante di questo esperimeh fornito dal costrutto
PTAPM1 che, pur espresso a livello intracelluldgra 6.3, pannello A, corsia
2/Lisati), non media il rilascio di particelle siarali, avvalorando I'importanza
del segnale di indirizzamento alla membrana perlMdura 6.2, corsia 7/VLP).
Nel complesso, i risultati ottenuti ci permettoniotrdrre le seguenti importanti
conclusioni: 1) il segnale di miristilazione e ngs&rio ma non sufficiente per la
gemmazione di M1 (si vedano i risultati ottenuthabcostrutto MyrYPDLM1) e
deve essere posizionato nella regione N-terminal&a ¢roteina, dove risulta
essere pienamente accessibile (si veda il risulttenuto con il costrutto
FlagMyrPTAPM1, dove il segnale di miristilazione tsova posizionato dopo
I'epitopo Flag); 2) il motivo PTAP e necessario man sufficiente per conferire
ad M1 la capacita di gemmare, mentre sia i motiRDY, sia il motivo
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PTAPPEY, non sembrano essere altrettanto effiuesto risultato non € del
tutto sorprendente, in quanto il costrutto MyrPTAPMaratterizzato dalla
presenza del dominio tardivo PTAP, come detto, meldireclutamento della
proteinaTumor suppressor gene 10Isgl01). Infatti, Tsgl01l € noto essere, tra
tutte le proteine appartenentiggdthwaydi biogenesi dei MVB, quella piu efficace
nel mediare l'interazione tra le proteine strutliuvaali e il complesso ESCRT-
lll, essenziale nella formazione e gemmazione dciwele. Questo e soprattutto
vero quando il PS/TAP e posizionato in proteinealvistrutturali eterologhe
(Strack et al, 2000). Nonostante il motivo PTAPPEY contenga aimihio di
legame per Tsgl01, dati di letteratura dimostram® rovare I'interazione tra la
proteina di matrice di Ebola e questa proteinauta# risulta molto complesso
(Liu and Harty, 2010). Quindi, i nostri risultati ci pern@to di concludere che
I'opportuno inserimento del motivo PTAP e del sdgrth mistilazione del Gag di
HIV-1 sono sufficienti a conferire alla proteinarale M1 la capacita di
gemmazione, proprio come avviene nel caso del GEg\1.

Come precedentemente anticipato, tra i quattro tEsep proteici ESCRT
coinvolti nella formazione dei MVB é il complessoSERT-Ill, quello
fondamentale per la fase di formazione e gemmazawie vescicole e, nel
contesto della fuoriuscita dei virus dalle cellinéettate, il suo reclutamento é la
fase essenziale del processo (Morita, 2012). OyMénterazione con Tsgl01,
AIP1/Alix o con le ubiquitino-ligasi della famigliéledd-4 serve unicamente a
contattare il complesso ESCRT-IIl, che deve es$anzionale per mediare la
gemmazione dei virus. Cio spiega il motivo per tutii i virus dipendenti dagli
ESCRT siano sensibili all'espressione della vemsiodominante negativa
dellATPasi Vps4 (Calistret al, 2009b).

A supporto delle nostre conclusioni e di quantocd#s in letteratura, abbiamo
quindi deciso di valutare I'effetto della fusionéagporzione carbossi-terminale di
M1 di proteine appartenenti al complesso ESCRTHil.particolare, abbiamo
selezionato CHMP3 e CHMP4B, essendo queste dueipediondamentali per la
funzione dell'intero complesso (Lait al, 2009). In questi costrutti abbiamo
inserito inoltre nella regione ammino-terminaleségnale di miristilazione del
Gag di HIV-1. | costrutti pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP4B-&f (MyrM1CHMP4B)

e pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP3-Flag (MyrM1CHMP3) sono stqtuindi trasfettati
in cellule 293T. Dopo 48 ore dalla trasfezionecdédlule sono state raccolte per
I'estrazione delle proteine. | surnatanti sonoi,statece, purificati su di un
opportuno cuscino di saccarosio e, in seguitotilisaampioni cosi ottenuti, lisati
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cellulari e surnatanti, sono stati analizzati metiacorsa elettroforetica su gel di
poliacrilammide e successivo Western Blotting aorgpecifico per I'epitopo
Flag.
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Figura 6.4: Cellule 293T sono state trasfettate con pcDNA3MEM1CHMP4B-Flag
(MyrM1CHMP4B, corsia 1); pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP3-FlagMyrM1CHMP3, corsia 3).
Controllo negativo (-). Dopo 48 ore dalla trasfemipi lisati cellulari (Lisati) e le particelle sim
virali (VLP) sono state analizzate con Western gt utilizzando un anticorpo monoclonale
diretto contro I'epitopo Flag. MW: marker di pesmlecolare (PageRulBfPrestained Protein
Ladder, Fermentas) proteine 170/130/100/70/55/425355/10 kDa.

Come si evince dalla figura 6.4, entrambi i cositsno in grado di portare alla
gemmazione di VLP nel surnatante. In particolaeeYLP ottenute dal costrutto
MyrM1CHMP4B sembrano essere prodotte con una maggfienza. Questi

risultati supportano lipotesi dellimportanza debmplesso ESCRT-IIl per la
gemmazione virale.

6.1.2 Mutagenesi del segnale di miristilazione debstrutto MyrM1CHMP4B

In letteratura € noto come diverse mutazioni acoadiel segnale di miristilazione
della proteina matrice (MA) di HIV-1 influiscano Isyprocessamento dei
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precursori della poliproteina Gag (PrE667°" and Pr55”¢) e sul rilascio delle
particelle virali (Freeet al, 1994; OnandFreed, 1999).

Al fine di valutare l'importanza del segnale di isilazione nel contesto della
produzione di VLP basate su M1 di influenza, ablmaconcentrato la nostra
attenzione sul costrutto piu efficiente, tra quedlinoi generati: MyrM1CHMP4B.
Abbiamo quindi mutagenizzato la glicina amino-terate del segnale di
miristilazione in alanina (Figura 6.5). Infatti, @gta stessa mutazione nel contesto
della matrice di HIV-1 e in grado di prevenire l&istilazione ed il trasporto della
poliproteina Gag, determinando quindi un assemidadiettivo delle particelle
(Freedet al, 1994).

HIV-1 Gag Myr signal/ M1 P CHMPAB FLAG

M G A R A SV

A

Figura 6.5: Schema della mutazione inserita a carico dellmgrglicina (G) del segnale di
miristilazione del costrutto MyrM1CHMP4B. Evideniain rosso il residuo amminoacidico

sostituita

Inoltre, abbiamo generato un costrutto privo degnsée di miristilazione
M1CHMPA4. I diversi costrutti pcDNA3.1(+)M1-Flag (M1
pcDNA3.1(+)MyrM1-Flag (MyrM1), pBJ5CHMP4B-Flag (CHRAB),
pcDNA3.1(+)M1CHMP4B-Flag (M1CHMP4B), pcDNA3.1(+)MyLCHMP4B-
Flag (MyrM1CHMP4B) e pcDNA3.1(+)MutMyrM1CHMP4B-Flag
(MutMyrM1CHMP4B) sono stati trasfettati in cellul@93T e in cellule
fibroblastoidi renali di scimmia COS-7, che sonoualghente ampiamente
utilizzate per lo studio e la produzione di VLProsirali. L'utilizzo di due linee
cellulari di origine diversa e stato deciso perutale eventuali fenomeni
cellulo/specie-specifici. Dopo 48 ore dalla tragfee, | campioni proteici
ottenuti, lisati e surnatanti, sono stati analizmadiante corsa elettroforetica su
gel di poliacrilammide e successivo Western Blgtspecifico per I'epitopo Flag.
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Figura 6.6: A) Cellule 293T sono state trasfettate con pBJ5CHMPRIE (CHMP4B, corsia 1);
corsia 3); pcDNA3.1jM1-Flag (M1, corsia 4),

pcDNA3.1(+)MyrM1-Flag (MyrM1,
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pcDNA3.1(+)M1-Flag (M1, corsia 4), pcDNA3.1(+)M1CHMB-Flag (M1CHMP4B, corsia 5),
pcDNA3.1(+)MutMyrM1CHMP4B-Flag (MutMyrM1CHMP4B, ceia 6),
pcDNA3.1(+)MyrM1CHMP4B-Flag (MyrM1CHMP4B, corsia .7)Controllo negativo (-).B)
Cellule COS-7 sono state trasfettate con pBJ5CHMPKWB (CHMP4B, corsia 1);
pcDNA3.1(+)MyrM1-Flag (MyrM1, corsia 3); pcDNA3.1jM1-Flag (M1, corsia 4),
pcDNA3.1(+)M1CHMP4B-Flag (M1CHMP4B, corsia 5), pcBB.1(+)MutMyrM1CHMP4B-
Flag (MutMyrM1CHMPA4B, corsia 6), pcDNA3.1(+)MyrM1QWP4B-Flag (MyrM1CHMP4B,
corsia 7). Controllo negativo (-). Dopo 48 ore daltasfezione, i lisati cellulari (Lisati) e le
particelle simil-virali (VLP) sono state analizzaten Western Blotting utilizzando un anticorpo
monoclonale diretto contro [I'epitopo Flag. MW: mark di peso molecolare
(PageRule?Prestained Protein Ladder, Fermentas) proteine1B00100/70/55/40/35/25/15/10
kDa.

Come e possibile osservare in figura 6.6, il cagiresprimente la mutazione
(MutMyrM1CHMPA4B) risulta funzionale, in quanto partl rilascio di VLP in
entrambe le linee cellulari (Figura 6.6, pannellp cdrsia 6/VLP; pannello B,
corsia 5/VLP). E possibile affermare quindi cheetahutazione a livello del
segnale di miristilazione non blocca la produzidnearticelle simil-virali basate
su MyrM1CHMP4B. Inoltre, mentre il costrutto MyrMhon e rilevabile
dall'analisi in Western Blotting (Figura 6.6, patineA, corsia 3/Lisati; pannello
B, corsia 3/Lisati), il resto dei costrutti risultaespressi sia nelle cellule 293T che
nelle cellule COS-7. | risultati in figura 6 avvedmo ulteriormente I'evidenza
sperimentale secondo cui la sola espressione piedtaina M1 non determina il
rilascio di VLP (Figura 6.6, pannello A, corsia 4/ pannello B, corsia 3/VLP).
D’altra parte € interessante notare come la fusaitenuta tra M1 e la proteina
CHMP4B, in assenza del segnale di miristilazior@tigcomunque al rilascio di
particelle simil-virali (Figura 6.6, pannello A, ista 5/VLP; pannello B, corsia
6/VLP). Cio non risulta sorprendente, considerarat® |'espressione della
proteina CHMP4B da sola permette la produzioneld? \{Figura 6.6, pannello A,
corsia 1/VLP; pannello B, corsia 1/VLP). Inoltree IVLP costituite da
MyrM1CHMP4B vengono rilasciate in maniera piu affitte (Figura 6.6, parte
bassa, corsia 7/VLP) rispetto a quelle prodottdi @dgi costrutti e tale evidenza e
supportata dalle percentuali di rilascio riportatefigura 6.6. Infine, i risultati
ottenuti sono confermati in entrambe le linee datly sebbene il livello di
espressione nelle cellule COS-7 risulti inferioigpetto a quello nelle cellule
293T.
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6.2 Ruolo di M2 nel contesto della produzione di VB basate sulla proteina
M1

Nel complesso, i dati ottenuti supportano quantmortato recentemente in
letteratura, ovvero che il ruolo di M2 sarebbe tudi sostituire il reclutamento
del complesso cellulare ESCRT-III nelle fasi findklla gemmazione del virus
dell'influenza (Rossmaret al., 2010). Al fine di chiarire ulteriormente questo
aspetto e nell’ottica di ottimizzare la produziaheVLP basate sull’espressione
della sola M1, abbiamo focalizzato la nostra aitame sulla proteina di matrice
M2. Diversi studi hanno dimostrato come la codaptdasmatica di M2 sia
necessaria per l'interazione con M1 e influenzad@amblaggio del virus nel sito in
cui avviene la gemmazione virale (Chetnal, 2008). L’analisi della sequenza di
questa regione di M2 ha evidenziato la presenzmdilica anfipatica, che molte
proteine, comprese quelle virali, sfruttano per rcate la curvatura della
membrana (Rossmanet al, 2010). Partendo dalle evidenze riportate in
letteratura, abbiamo deciso di investigare secketinfipatica di M2 sia sufficiente
a mediare la gemmazione di M1. Con questo scofma@io creato diversi tipi di
costrutti esprimenti la proteina M1 fusa nella oe@ carbossi-terminale all’'elica
anfipatica della proteina M2 del virus dell'influem A/WSN/33 (H1N1), in
presenza/assenza del segnale di miristilazioneGag) di HIV-1, inserito alla
regione ammino-terminale di M1 (MyrM1-E.A.M2, M1A:-M2). Inoltre, sono
state generate due fusioni tra le sequenze codlifida M1 e M2 (M1-M2, M2-
M1) (Figura 6.7).
Proteina di matrice M2
ECTO ™ CcT o7

N— | IC

DRLFFKCIYRRFKYGLKRGPSTEGVPESMREEYRKEQQNAVDVDDGHFVNI  ELE
Elica Anfipatica

I

i e
Myr[ W1 LA

Figura 6.7: Schema rappresentativo dei costrutti basati su NMI2eln alto, raffigurazione della
proteina M2 e della sua l'elica anfipatica (rossa)ettaglio (modificato da Rossmamt al,
2010). | costrutti esprimono M1 (giallo) fusa 4l anfipatica (E.A.) di M2 (rosso) in
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presenza/assenza del segnale di miristilazioneGae di HIV-1 (Myr). E stata clonata anche
l'intera sequenza codificante M2 (rosa). Sono deteerate due proteine di fusione tra la proteina
M1 e la proteina M2. L’epitopo Flag € stato aggiuat carbossi-termine di tutti i costrutti.

| costrutti generati [pcDNA3.1(+)M1-Flag (M1), pByYR-Flag (M2),
pcDNA3.1(+)M2-M1-Flag (M2-M1), pcDNA3.1(+)M1-M2-F@a (M1-M2),
pcDNA3.1(+)M1-E.A.M2-Flag (M1-E.A.M2) e pcDNA3.1(Myr-M1-E.A.M2-
Flag (Myr-M1-E:A.M2)] sono stati quindi trasfettati cellule 293T. Inoltre, M1 e
M2 sono state clonate in due diversi vettori d’espione, rispettivamente
pcDNA3.1(+) e pBJ5, ponendo le sequenze sotto nitrolo di due differenti
promotori. Quindi, i due costrutti pcDNA3.1(+)M1dg (M1) e pBJ5M2-Flag
(M2) sono stati co-trasfettati in cellule 293T. Astdnza di 48 ore dalla
trasfezione, le cellule sono state raccolte pestréeione delle proteine. |
surnatanti di trasfezione sono stati purificati diuun opportuno cuscino di
saccarosio e, in seguito, lisati. | campioni cagrauti, lisati cellulari e surnatanti,
sono stati analizzati mediante corsa elettrofomeia gel di poliacrilammide e
successivo Western Blotting specifico per I'epitépag.
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Figura 6.8: A) Cellule 293T sono state trasfettate con pcDNA3NMIt-Flag (M1, corsia 2);
pBJ5M2-Flag (M2, corsia 3), pcDNA3.1(+)M2-M1-Flaly12-M1, corsia 5) e co-trasfettate con
pcDNA3.1(+)M1-Flag (M1) e pBJ5M2-Flag (M2) (cors#g. Controllo negativo (-)B) Cellule
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293T sono state trasfettate con il plasmide pcDN&3M1-M2-Flag (M-M2, corsia 1). Controllo
negativo (-).C) Cellule 293T sono state trasfettate con pcDNA3ME-E.A.M2-Flag (M1-
E.A.M2, corsia 1), pcDNA3.1(+)MyrM1E.A.-Flag (MyrMELA.M2, corsia 3). Dopo 48 ore dalla
trasfezione, i lisati cellulari (Lisati) e le paile simil-virali (VLP) sono state analizzate con
Western Blotting utilizzando un anticorpo monoclendiretto contro I'epitopo Flag. MW: marker
di peso molecolare (PageRUféPrestained Protein Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Dalla figura 6.8, € possibile notare come i costrvt2, M2-M1 e M1-M2
risultino espressi nelle cellule 293T (Figura §&nnello A, corsie 3 e 5/Lisati,
pannello B, corsia 1/Lisati). Al contrario, i du@strutti esprimenti M1 fusa
all'elica anfipatica in presenza/assenza del segtamiristilazione non sono stati
rilevati a livello intracellulare con questo tipo ahalisi (Figura 6.8, pannello C).
Attualmente, stiamo verificando se la fusione d®ira regione della coda
citoplasmatica di M2 al carbossi-termine di M1 negenza/assenza del segnale di
miristilazione possa migliorare la stabilitd destatti ottenuti. Inoltre, abbiamo
dimostrato che la fusione M2M1 riesce a mediardolanazione di particelle
simil-virali (Figura 6.8, pannello A, corsia 5/VLRJiversamente da quanto accade
per la proteina di fusione M1M2 (Figura 6.8, patm@, corsia 1/VLP). Questo
indica che M2 deve trovarsi nella porzione ammimuteale della proteina di
fusione per poter svolgere la propria funzione.dssibile inoltre osservare che
I'espressione di M2 da sola porta alla gemmazione/ldP con una buona
efficienza (Figura 6.8, pannello A, corsie 3/VLIP)accordo con quanto riportato
da Rossmann e colleghi (Rossnetnal., 2010). E’ quindi possibile concludere
che M2 presenta entrambe le caratteristiche nategsar la gemmazione: la
capacita di contattare la membrana cellulare epaata di sostituire la funzione
del complesso ESCRT-III.

Abbiamo quindi analizzato se I'espressione di M&#oin grado di promuovere la
gemmazione di M1 quando espress&ans In nostri risultati, dimostrano che in
tale contesto, M1 non viene rilasciata nel soviama{ nonostante sia stato
dimostrato che le due proteine interagiscono fiemate (Wanget al, 2010a)
(Figura 6.8, pannello A, corsia 4/VLP). Quindi, rnrenla fusione M2M1 € in
grado di portare alla formazione di VLP, la co-esgione delle due proteine non
porta alla gemmazione di M1 nel sovranatante detléule trasfettate. Cio fa
supporre che siano necessarie specifiche condizfadi esempio rapporti
quantitativi ottimizzati tra le due proteine), nattenute nel nostro contesto
sperimentale, affinche queste possano interagifieiegitemente e M2 possa
conferire ad M1 le caratteristiche necessarie yenidscire dalle cellule.
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A ulteriore supporto di questa conclusione, quahdostrutto pBJ5M2-Flag (M2)
é stato co-trasfettato in cellule 293T con il plasepcDNA3.1(+)PTAPM1-Flag
(PTAPM1) o al plasmide pcDNA3.1(+)PTAPPEYM1-FlagTGPPEYM1), le
uniche VLP ottenute dai surnatanti di trasfeziooeosstate quelle basate su M2
(Figura 6.9, corsie 2, 3, 4, 5/VLP). Questo ridgoltandica che, molto
probabilmente, nelle condizioni testate, non awi€mterazione fisica tra M1 e
M2 che porta la prima a livello della membrana endy costrutti privi del
segnale di misirilazione non gemmano.

t M2+PTAPPEYM 1

& M2+PTAPM1

& M2+PTAPMI1
t M2+PTAPPEYM 1

= )

g

w M2+M1
w M2+M1
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= M2

Lisati VLP
Anti-FLAG

Figura 6.9: Cellule 293T sono state co-trasfettate con i ctistppBJ5M2-Flag (M2) e
pcDNA3.1(+)M1-Flag (M1) singolarmente (corsie 2)e06in combinazione (corsia 3). Inoltre, il
costrutto pBJ5M2-Flag (M2) é stato co-trasfettatm ¢ plasmide pcDNA3.1(+)PTAPM1-Flag
(PTAPM1) (corsia 4) oppure con pcDNA3.1(+)PTAPPEY-Mag (PTAPPEYM1) (corsia 5).
Controllo negativo (-). Dopo 48 ore dalla trasfewpi lisati cellulari (Lisati) e le particelle sim
virali (VLP) sono state analizzate con Western tigt utilizzando un anticorpo monoclonale
diretto contro I'epitopo Flag. MW: marker di pesmlecolare (PageRulBfPrestained Protein
Ladder, Fermentas) proteine 170/130/100/70/55/405355/10 kDa.

6.2.1 Analisi del ruolo di M2 e di parti di essa necontesto di mutanti del
virus dellimmunodeficienza felina (FIV) privi del dominio tardivo funzionale

| risultati ottenuti con i costrutti M2 e M2M1 inthno chiaramente che M2
presenta entrambe le caratteristiche necessaril ggmmazione: la capacita di
contattare la membrana cellulare e la capacita ogdtitaire la funzione del
complesso ESCRT-III.
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Al fine di approfondire il ruolo di M2 come sostitudi ESCRT-III nellambito
della gemmazione virale abbiamo deciso di impiegguecifici costrutti basati
sulla proteina Gag del Virus delllmmunodeficienzé&elina (FIV),
precedentemente ottenuti dal nostro gruppo (Cialgttral, 2009a). FIV & un
lentivirus che infetta i non primati e causa umaledbme da immunodeficienza nel
gatto domestico, molto simile a quella causata & Hnell'uomo. Diversi studi
effettuati sulla fase di rilascio delle particelte FIV, hanno permesso di
identificare nel peptide carbossi-terminale (p2)ladgroteina Gag il motivo
aminoacidico PSAPI4te domaincon sequenza consenso P(T/S)AP) che risulta
critico per la gemmazione virale. Nello specifidopostro gruppo ha dimostrato
che la sostituzione di entrambe le proline coniakdel motivo PSAP (ASAA,
Mut02) inattiva la funzionalita del dominio steq&talistri et al, 2009a). E’ noto
in letteratura che la fusione di Gag difettivo\eelio deiL-domaincon proteine in
grado di interagire o appartenenti ai complessi EB@pristina la gemmazione
dei mutanti (Garrugt al., 2001). Abbiamo quindi voluto analizzare I'eventual
capacita di M2 di ripristinare la gemmazione debtogaiti mutanti di FIV,
esprimenti la poliproteina Gag deleta del domino(ppp2) oppure caratterizzati
dalla sostituzione del solo motivo PSAP in ASAA (fU2, ASAA-LLDL) o in
combinazione con la distruzione del dominio acaessbLDL (Calistri et al.,
2009a) in AAAA (Mut21ASAA, ASAA-AAAA). Inoltre, peridentificare la
regione specifica di M2 coinvolta nella putativanZione di sostituta delle
proteine ESCRT, sono stati ottenuti i seguentiratistesprimenti: i) M2 fusa alla
regione carbossi-terminale del Gag di FIV deletbadegione p2 Ap2, STOP);
i) M2 fusa al C-termine del Mut02 del Gag di FIM) la coda citoplasmatica di
M2 (CT M2) fusa al carbossi-termine del Gag di RAp2; iv) la porzione CT M2
inserita alla regione carbossi-terminale del Mutié? Gag di FIV; v) la regione
CT M2 legata al C-termine del Mut21ASAA del GadgHiV; vi) I'elica anfipatica
di M2 (E.A.) fusa alla porzione carbossi-termindé Gag di FIVAp2; vii) I'elica
anfipatica di M2 fusa al C-termine del Mut02 delgGdi FIV; viii) la sequenza
dell’elica anfipatica di M2 fusa alla regione casbpterminale del Mut21ASAA
del Gag di FIV ( Fig.6.10).
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Figura 6.10: Rappresentazione schematica dei costrutti basdié $usioni della proteina
dell'influenza M2 con il Gag di FIV. | costrutti psmono M2 o la sua coda citoplasmatica (CIT) o
la sua elica anfipatica (E.A.) fuse ai costruttitamii del Gag di FIV 4p2, Mut 02 o Mut 21-
ASAA). L’epitopo Flag & stato aggiunto al carbassimine di tutti i costrutti.

In virtu dei risultati ottenuti ed esposti al pam@g 6.2.1, abbiamo deciso di
generare sia i costrutti contenenti I'elica anfigatdi M2, coinvolta nel processo
di curvatura della membrana, sia i costrutti in éustata inserita la sua coda
citoplasmatica, che influenza il processo di gemarez del virale interagendo
con M1.

Per questo, cellule 293T sono state trasfettate cion plasmidi
pcDNA3.1(+)GagFIVwild type (Gag FIV WT), pcDNA3.1(+)GagFIXp2-M2-
Flag Ap2-M2), pcDNA3.1(+)GagFI¥p2-CTM2-Flag Ap2-CTM2),
pcDNA3.1(+)GagFM\p2-E.A.M2-Flag Ap2-E.A.M2),
pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-M2-Flag (Mut02-M2), pcDNA3A)GagFIVMut02-
CTM2-Flag (Mut02-CTM2), pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-A.E2-Flag (Mut02-
A.E.M2), pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA-CTM2-Flag (MUufASAA-CTM?2),
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA-A.E.M2-Flag (Mut21ASAA-A.M2). A
distanza di 48 ore dalla trasfezione, le cellulacsstate lisate per I'estrazione
delle proteine, mentre | surnatanti sono stati fpati mediante
ultracentrifugazione su cuscino di saccarosio eesgivamente anch’essi lisati. |
campioni proteici cosi ottenuti sono stati sepasatigel di poliacrilammide e
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analizzati mediante Western Blotting con l'utilizdoun anticorpo monoclonale
diretto contro la proteina p24 di FIV.
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Figura 6.11: Cellule 293T sono state trasfettate con i costpdDNA3.1(+)GagFIVwild type
(Gag FIV WT, corsial), pcDNA3.1(+)GagFN2-M2-Flag (Ap2-M2, corsia2),
pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-M2-Flag (Mut02-M2, corsia 3)cDNA3.1(+)GagF\Mp2-CTM2-
Flag Ap2-CTM2, corsia 5), pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-CTM2-glgMut02-CTM2, corsia 6)
pcDNA3.1(+)GagFIVMut21ASAA-CTM2-Flag (Mut21ASAA-CTHL corsia 7)
pcDNA3.1(+)GagFIMp2-E.A.M2-Flag (Ap2-E.A.M2, corsia 8), pcDNA3.1(+)GagFIVMut02-
A.E.M2-Flag (Mut02-A.E.M2, corsia 9), , pcDNA3.1@GagFIVMut21ASAA-A.E.M2-Flag
(Mut21ASAA-A.E.M2, corsia 10). Controllo negative).(Dopo 48 ore dalla trasfezione, i lisati
cellulari (Lisati) e le particelle simil-virali (VB) sono state analizzate con Western Blotting
utilizzando un anticorpo monoclonale diretto codrgroteina p24 del Gag di FIV. MW: marker
di peso molecolare (PageRUMPrestained Protein Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Come e possibile osservare in figura 6.11, il ectgiresprimente il Gag di FIV
wild type (pcDNA3.1(+)Gag WT) non é espresso in modo effitdgenelle cellule
293T (Figura 6.11, corsia 1/Lisati). Questo risiaitaon & sorprendente, in quanto
la sequenza utilizzata non e ottimizzata per essgpertata dal nucleo in assenza
della proteina virale Rev. Inoltre, il costruttaliazato manca del motivo RRE
(Rev Response Elemgrg quindi anche esprimendo Rev trans i livelli di
espressione non potrebbero essere migliorati. Digilma 6.11, si nota come la
proteina ottenuta dal costrutto Mut02-M2 (pcDNA3)agFIVMut02-M2-Flag)
sembra andare incontro a un processo di degradaziBigura 6.11, corsia
3/Lisati). Questo potrebbe essere dovuto al fatte & fusione dell'intera
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sequenza codificante M2 determina la produzionendi proteina instabile. Allo
stesso modo, i tre diversi mutanti del Gag di Fligifall’elica anfipatica di M2
(Ap2-E.A.M2, Mut02-E.A.M2, Mut21ASAA-E.A.M2) non songtati rilevati
dopo analisi in Western Blotting (Figura 6.11, o®r8, 9, 10/Lisati). Questo
risultato € analogo a quanto ottenuto fondendaclehntipatica ad M1 (paragrafo
6.2.1, Fig. 6.8) e ci0 sembrerebbe indicare chestquesgione di M2 fusa a
proteine eterologhe ha un qualche impatto negatila loro espressione/stabilita.
D’altra parte, i costruttiAp2-M2, Ap2-CTM2, Mut02-CTM2, Mut21ASAA-
CTM2 risultano ben espressi a livello intracellelase paragonati al costrutto
pcDNA3.1(+)Gag WT. Questi risultati sembrerebbendicare che la regione
carbossi-terminale della sequenza nucleotidica 8 M particolare la porzione
contenente la coda citoplasmatica, sia in qualclkdomin grado di sostituire
funzionalmente il motivo RRE e la sua interazioren (Rev, conferendo al
trascritto codificante il Gag di FIV la capacita ulicire dal nucleo e la stabilita
necessaria per essere tradotto correttamenterdnottime si evince in figura 6.11,
la coda citoplasmatica di M2 € in grado di ripniatie il rilascio di particelle simil-
virali almeno nel caso del mutante difettivo MutBMA (Figura 6.11, corsia
7/VLP). Nel complesso questi esperimenti hannoifordue importanti risultati
che necessiteranno di ulteriori approfondimenti: 14) funzione della coda
citoplasmatica di M2 a livello dell’espressione d@xg di FIV e 2) la capacita
della coda citoplasmatica di M2 di compensare laziene del dominio tardivo
PSAP essenziale per la gemmazione di FIV.

6.3 Valutazione dell’immunita indotta dalle VLP conposte dalla proteina di
matrice M1

Tutte le evidenze fin qui descritte ci hanno pesoedi selezionare due costrutti
MyrM1CHMP4B e M2M1, particolarmente efficienti nebrtare al rilascio di
VLP nel sovranatante cellulare. Attualmente, lasiténe la morfologia di queste
VLP sono in fase di valutazione, attraverso sagtjialltracentrifugazione su
gradiente e di microscopia elettronica. Tuttaviahiamo voluto utilizzare questi
costrutti per disegnare un esperimento pilata vivo al fine di valutare
'immunogenicita delle VLP prodotte e quindi la wbila dell’approccio di
vaccinazione sviluppato. A tal fine abbiamo prodggarticelle simil-virali basate
sull’espressione dei costrutti: i) MyrM1CHMP4B; iN12M1, e iii) M2, come
controllo (Fig. 6.12).
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Figura 6.12 Costrutti basati sulle proteine di matrice M1 & Milizzati negli esperimentn vivo.

Con lo scopo di ottenere un cospicuo quantitativild®, sono state allestite 10
fiasche di cellule 293T (4,5xi@ellule/fiasca) per ogni preparazione di particelle
simil-virali e ogni fiasca é stata trasfettata @h g di DNA plasmidico del
corrispondente costrutto descritto in figura 6.0®po 48 ore, le VLP sono state
isolate dai surnatanti di trasfezione tramite ckrdrifugazione su cuscino di
saccarosio e i pellet ottenuti da due fiasche sbawd riuniti e risospesi in 60 pl di
buffer salino fosfato (PBS). Avvalendoci dei dapiartati in letteratura (Peacey
al.,2007; Kalnciemeet al, 2012, Cadena-Navet al,2012), abbiamo deciso di
quantificare le VLP prodotte mediante la stima’deiorbanza a 280 nm rilevata
tramite [l'utilizzo dello spettrofotometro ND-1000 aNoDrop (Nanodrop,
Wilmington, DE). Quindi, topi BALB/c (6 animali pesgni gruppo) sono stati
Immunizzati per via intranasale con 10 pg/doseedéllP di Myr-M1CHMP4B,
M2-M1 o M2 addizionate della subunita B della tagscolerica in un volume di
finale di 10 pl. Un gruppo di animali € stato wtdiato come controllo ed ha
ricevuto la somministrazione del medesimo volum@&BE per ogni dose. A tre
settimane dal primo inoculo (settimana 0), € stataministrata una egual dose di
richiamo (settimana 4). A tutte le preparazionvVdP é stata aggiunta la subunita
B della tossina colerica con lo scopo di aumentdanemunogenicita delle
particelle simil-virali nelle formulazioni. A distaa di 3 settimane dal richiamo
(settimana 7), gli animali sono stati sacrificats@no stati prelevati campioni di
sangue e milze. | campioni di sangue diluiti di M@te sono stati utilizzati per
determinare il quantitativo totale di immunoglolmaéi G (IgG) presenti e
specifiche contro M1 mediante un saggio immuno+eaico denominato ELISA
(enzyme-linked immunosorbent agsayer effettuare tale rilevazione abbiamo
utilizzato come antigene la proteina M1, purificdtacellule 293T trasfettate con
il costrutto pcDNA3.1(+)M1Flag sfruttando delle ires che legano per affinita
I'epitopo Flag (anti-FLAG MZ2affinity gel). Dopo eluizione dalla colonna, il
quantitativo di M1 ottenuto €& stato quantificatomeop rapporto tra il valore
d’assorbanza a 280 nm misurato con lo spettrofai@meV-Visibile e lo
specifico coefficiente di assorbimento della progestessat(mg/ml).
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Figura 6.13 Risposta anticorpale dopo la vaccinazione con I® MQuattro gruppi di topi sono
stati immunizzati per due volte con 10 pg di oghiPVo di PBS (controlli negativi) alla settimana
0 e alla settimana 4. | campioni di sangue soni gtalevati dopo tre settimane dal richiamo. |
livelli di IgG dirette contro M1 sono stati quamtditi mediante ELISA, rilevando il valore di
densita ottica a 450 nm (sieri diluiti 100 volte).

Come si puo osservare in figura 6.13, sono statiati anticorpi specifici e diretti
contro M1 nel siero di due topi immunizzati con VdPMyrM1CHMP4B (0,397;
0,536) e di un solo animale del gruppo M2-M1 (0)63@oltre, il gruppo
immunizzato solamente con VLP di M2 funge da ubtericontrollo nel saggio in
quanto questi animali non mostrano una rispostaunitaria di tipo anticorpale
contro M1. Per quanto incoraggianti, il basso nuwmrtopi responsivi fa si che i
risultati ottenuti non siano statisticativamengndicativi.

| sieri risultati positivi allELISA sono stati ahiazati anche mediante corsa
elettroforetica su gel di poliacrilammide delle rigpettive proteine ottenute da
cellule trasfettate (MyrM1CHMP4B, M2-M1) e successWestern Blotting con
I'utilizzo di un anticorpo secondario diretto camte 1gG di topo.
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Figura 6.14: Cellule 293T sono state trasfettate con i costpedNA3.1(+)M1-Flag (M1, corsia
1), pcDNA3.1(+)M2-M1-Flag (M2-M1, corsia 2) e pcDRSA(+)MyrM1CHMPA4B-Flag
(MyrM1CHMP4B, corsie 3 e 4). Dopo 48 ore dalla teasone, i lisati cellulari (Lisati) sono stati
analizzati con Western Blotting utilizzando i siéei topi immunizzati con le VLP ottenute dai
rispettivi costrutti. Le 1gG totali sono state vilge mediante I'uso di un anticorpo secondario
diretto contro le immunoglobuline di topo. MW: mark di peso molecolare
(PageRulePrestained Protein Ladder, Fermentas) proteine1800100/70/55/40/35/25/15/10
kDa.

In figura 6.14, é possibile notare la presenzaadide specifiche nei sieri dei topi
vaccinati con M2-M1 e MyrM1CHMP4B (Figura 6.14, sigr 2, 3, 4) e questo
risultato conferma quanto ottenuto con I'ELISA. lin@, a dimostrazione della
specificita della risposta da noi ottenuta, tutsiieri dei controlli negativi degli
animali a cui e stato somministrato solo PBS, cenpmi0 osservare dal campione
rappresentativo riportato in figura (Figura 6.14ysta 1), presentano un‘unica
flebile banda non specifica.
Parallelamente all’analisi della risposta antictepabbiamo valutatn vitro la
possibilita di un coinvolgimento della rispostalgkl-mediata. La proliferazione
delle cellule T e stata determinata mediante i2#d di un metodo in cui viene
impiegata una sonda fluorescente (CFSE), che dapolazione dei linfociti T si
divide tra le cellule figlie. A tale scopo, abbiamapprima rimosso le milze dagli
animali sacrificati, ne abbiamo isolato gli splemioe li abbiamo incubati con
CFSE. Inoltre, per indurre la proliferazione abbdarstimolato gli splenociti
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aggiungendo al mezzo di coltura le VLP specifictibBzaate per immunizzare di
ogni topo. Dopo 4 giorni di incubazione, le cellgleno state raccolte e marcate
con lanticorpo anti-CD3, marcatore pantropico tefociti TCD4 e TCDS, e
quindi sottoposte all’analisi di citofluorimetri&i(y.6.15).
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Figura 6.15: Dot plot rappresentativo di citofluorimetria a flusso dedidlule T-CD3ottenute da
diversi gruppi di topi immunizzati. Gli splenoc#ono stati marcati con CFSE e incubati con/senza
le corrispondenti VLP per quattro giorni. | diversimboli rappresentano singolarmente ogni
animale.

Dalla figura 6.15 si evince come in nessuno deipmam isolati dagli animali
immunizzati € stata registrata una significativaolifgerazione a seguito
dell'esposizione alle specifiche VLP. Questi riatiltpotrebbero indicare una
risposta cellulo-mediata poco significativa, anctes dati i risultati ottenuti
precedentemente, ci si aspetterebbe di evidenz@r® meno una risposta di tipo
Th2 (risposta umorale). Ci proponiamo, pertanto,rigetere gli esperimenti
utlizzando saggi specifici e piu sensibili che disinino tra risposta di tipo Thl e
di tipo Th2.

D’altra parte, questi risultati uniti a quelli attgti con il saggio ELISA possono
essere spiegati dal fatto che, visto il protocaitdizzato per la preparazione e
purificazione delle VLP in questo esperimento @ijda qualita o la quantita di
particelle simil-virali utilizzate non siano sufienti ad ottenere un buon livello
d'immunizzazione. Questa ipotesi € confermata dantuottenuto caricando in
gel di poliacrilammide di una dose di VLP sommirasd ai topi seguita da analisi
al Western Blotting con un anticorpo diretto contepitopo Flag.
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Figura 6.16: Western Blotting rappresentativo della prima (ljledla seconda dose (II) di VLP
inoculate nei topiSono state caricate le dosi rimanenti delle VLRsiistrate a un animale per
ogni gruppo e sono state analizzate mediante WedBdotting utilizzando un anticorpo
monoclonale diretto contro I'epitopo Flag. MW: merk di peso molecolare
(PageRulePrestained Protein Ladder, Fermentas) proteine1800100/70/55/40/35/25/15/10

kDa.

Come e possibile osservare in figura 6.16, le Vid¢dendiverse corsie non
risultano paragonabili. In particolare, le quantith VLP dei campioni
MyrM1CHMP4B e M2-M1 risultano essere molto basspetito alle VLP di M2.
A maggior ragione e considerando che proprio i fopnhunizzati con VLP di
MyrM1CHMP4B e M2-M1 hanno prodotto anticorpi spemifcontro M1, i
risultati ottenuti, almeno in termini di rispostati@orpale, risultano estremamente
incoraggianti. Questo anche in considerazione ak&b fche precedenti protocolli
di immunizzazione con VLP basate sulla sola M1dptte in cellule di insetto,
non avevano portato allo sviluppo di anticorpivdbili verso la proteina virale
(Quanet al.,2007)
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6.4 Valutazione dell'incorporazione delle diverse mteine HA headlessin
particelle virali di FIV

Come descritto in precedenza, i vaccini antinfladingtagionali attualmente in
uso inducono una limitata risposta anticorpale redbgiu ceppo specifica, che
non protegge verso sottotipi antigenicamente distnnuovi virus pandemici
(Budimir et al, 2012). Le limitazioni sono imputabili alle coniie mutazioni a
cui le glicoproteine di superficie sono sottoposte particolare a carico delle
regioni antigeniche dell’emoagglutinina. Inoltreyaccino influenzale universale
dovrebbe indurre anticorpi neutralizzanti direttntro la porzione conservata
dell’emoagglutinina, prevenendo la fusione HA-mé&aia l'infezione del virus. E’
stato ampiamente dimostrato come la vaccinaziongat@asull'utilizzo di
particelle simil-virali contenenti molecole di engggutinina protegga verso virus
influenzali omologhi (Songt al, 2010). Una delle nuove strategie impiegate per
sviluppare vaccini ad ampio spettro protettivo éaf@zata sulla porzione
conservata del’lHA. L'emoagglutinina € un polipegti consistente in una testa
globulare della regione HA1 e nel dominio denonoratelo”(stalk composto da
parte di HA1l e parte di HA2 e coinvolto nell'ancggso dell’HA all’envelope
virale. Recenti studi hanno dimostrato che tale idanrisulta essere la regione
maggiormente conservata tra le proteine HA di diveirrus influenzali (Churet
al., 2008). Inoltre, Steel e i suoi collaboratori hanndagato e comprovato che la
cosidetta emoagglutinina senza testa, come dadEmominata, ovvero costituita
dal solo dominicstalk, risulta immunogenica e accessibile alle celluléSBeelet
al., 2010). Ad ulteriore conferma, l'utilizzo di urejtide sintetico basato su
questa regione di HA2 come vaccino ha fornito riotge contro diversi sottotipi
di virus dell'influenza A (Wanget al 2010b). A partire da queste evidenze
abbiamo generato una serie di emoagglutinine mandafia testa globulare,
ovvero emoagglutinine senza testa, con o senzsetimento di un corto peptide
di legame costituito da quattro glicine (4G) o qumarginine (4R) per mantenere
la stabilita strutturale della proteina nativa (Fey6.17).
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Emoagglutinina (HA)
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Influenza virus A/WSN/1933(H1N1) Influenza virus A/Brisbane/59/2007(H1N1)
Influenza virus A/WSN/1933(H1N1) Influenza virus A/Brishane/59/2007(H1N1)

C = Trmm—

KLCRRRR CNTK (HA headless-4R)
KLC GGGG CNTK (HA headless-4G)

Figura 6.17: Diagramma schematico della struttura lineare dgitsteina HA (grigio chiaro). Il
costrutto HAheadless composto dalla porzione conservata dello stetenuta dalla fusione dei
primi 52 amminoacidi del segmento dello stelo delsrdell'influenza A/WSN/1933 HA (blu) con
il resto del dominio della proteina HA del virusBXisbane/59/2007 (gialla). Nelle due proteine
HA headlessiR e and HAheadlessiG, la testa globlare € stata sostitutita conantocpeptide di
legame, rispettivamente di quattro arginine (4R)i quattro glicine (4G). L’epitopo Flag € stato
aggiunto al carbossi-termine di tutti i costruttiqdificata da Steadt al, 2010).

Precedentemente, Steel e i suoi collaboratori hdmostrato come I'inserimento
di quattro glicine (4G) al posto della testa glaval conferisca stabilita alla
proteina ottenuta, permettendone la corretta esipres (Steeét al, 2010). Oltre

a creare il costrutto con questo stesso tipo diiggepabbiamo deciso di generare
anche una HAeadlessontenente quattro arginine (4R). L’arginina @&k sé un
amminoacido carico positivamente, e piu complesstadglicina in quanto
presenta una lunga catena laterale. Quindi, quesstrutto HAheadlessiR
risulta essere un ottimo controllo dell’influenzal gheptide nella capacita delle
proteine generate di essere incorporate in VLRogltro obiettivo finale e, infatti,
qguello di incorporare HAreadless nelle VLP basate su MyrPTAPM1,
MyrM1CHMP4B e M2M1. Al fine di dimostrare che queshpproccio sia
perseguibile, e non avendo ancora messo a puptotdcollo per la purificazione
delle VLP basate sulle proteine M1 ingegnerizzai@amo partiti studiando
I'incorporazione delle emoagglutinine ottenute articelle simil-virali basate sul
virus dell'immunodeficienza felina (FIV), che pditee comunque rappresentare
una strategia vaccinale alternativa e comunquedaaldh questo scopo cellule
293T sono state co-trasfettate con i plasmidi pcBNA)HAL1-HA2-Flag (HA
headless) (HA headless), pcDNA3.1(+)HA1-GGGG-HA2¢gHHA headless-4G),
0 pcDNAS3.1(+)HA1-RRRR-HA2-Flag (HA headless-4R)presenza o meno di
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pAenvl Mut06 (FIVGagPR Quest’ultimo costrutto € stato da noi
precedentemente ingegnerizzato per altri scopi adanda rendere inattiva la
proteasi virale mediante l'inserimento di un codatiestop a valle del gene
codificante la poliproteina Gag di FIV (Calistet al, 2009a). Con la finalita di
verificare che le diverse emoagglutinine senzaatesin venissero rilasciate in
maniera costitutiva nel surnatante, cellule 293Tosstate trasfettate con il
plasmide pcDNAS3.1(+)HA1-HA2-Flag (HAheadlesy o pcDNA3.1(+)HAL-
GGGG-HA2-Flag (HA headlesstG), oppure pcDNA3.1(+)HA1-RRRR-HA2-
Flag (HA headlesstiR). Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate groteine
estratte, mentre i surnatanti sono stati purifiati cuscino di saccarosio. |
campioni proteici sono stati analizzati mediantesacelettroforetica e successiva
analisi in Western Blotting con un anticorpo dieitontro la proteina p24
dell'immunodeficienza felina e con un altro direttantro I'epitopo Flag.
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Figura 6.18: Cellule 293T sono state co-trasfettate con i attstpcDNA3.1(+)HA1-HA2-Flag
(HA headlesy pcDNA3.1(+)HA1-RRRR-HA2 (HA-4Rheadlesy pcDNA3.1(+)HA1-GGGG-
HA2 (HA-4G headlesy singolarmente (corsie 8, 7, 6) o in combinazioar il plasmide penvl
Mut06 (FIVGagPR corsie 2, 3, 4). Le cellule 293T sono state #ttafe anche con il costrutto
pAenvl Mut06 (FIVGagPRcorsia 5) Controllo negativo (-). Dopo 48 orelalatasfezione, i lisati
cellulari (Lisati) e le particelle simil-virali (VB) sono state analizzate con Western Blotting
utilizzando un anticorpo monoclonale diretto con&rgroteina p24 del Gag di FIV e un anticorpo
monoclonale diretto contro I'epitopo Flag. MW: merk di peso molecolare
(PageRulePrestained Protein Ladder, Fermentas) proteine1B800100/70/55/40/35/25/15/10
kDa.

98



RISULTATI

Dalla figura 6.18 si pud notare come i costrutti-HéadlessiG e HAheadless
4R siano espressi nelle cellule 293T (Figura 6¢cb8sie 6 e 7/Lisati), mentre la
proteina HAheadlessnon risulta visibile (Figura 6.19, corsia 8/Li3atTale
risultato e da imputare, probabilmente, a difetthformazionali della proteina
prodotta, che hanno un impatto negativo sulla salilga, confermando quanto
precedentemente riportato da Steel e colleghi (Seeal, 2010). Il dato piu
significativo €& rappresentato dall'incorporazione HA-headlesstG nelle
particelle simil-virali basate sul Gag di FIV (Frgu6.18, corsia 2/VLP). Infatti, la
proteina non é rilasciata costitutivamente (Fig6ta8, corsia 6/VLP), ma e
visibile nel sovranatante quando il Gag di FIV eespresso. L'incapacita del
costrutto HAheadlessiR di fornire lo stesso risultato, € probabilmenta
imputare a problemi a livello di conformazione didnterazioni con la proteina
Gag associati alla presenza delle 4R in luogo dél&e che ne limitano
I'incorporazione nelle VLP. Questo risultato comfer la specificita e le
conclusioni ottenute con HAeadlessiG.
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7. DISCUSSIONE

L'infezione causata dai virus influenzali & caratizata da un’elevata morbidita e
mortalita e rappresenta una delle maggiori minadieesalute dell’'uomo a livello
globale (Haynes, 2009). L'influenza e una sindraespiratoria acuta altamente
contagiosa, che contribuisce in maniera sostanalkegerdita di giorni lavorativi
e scolastici, aumentando anche le ospedalizzaei@mumportando ingenti danni
economici. | virus dell'influenza sono responsatilannuali eventi epidemici e di
occasionali pandemie (Kargf al, 2011). Questi virus sono soggetti a costanti
modifiche del loro patrimonio genetico, che possessere associate all’accumulo
di mutazioni puntiformi &ntigenic drif) a carico degli antigeni di superficie HA e
NA o a fenomeni di riassortimento geni@ntigenic shiff, i quali determinano la
comparsa di nuove varianti antigeniche. Questi m@ecanismi, uniti all’ampia
varieta dei virus influenzali, incidono sulla capacdelle nuove varianti di
evadere 'immunita ottenuta dalle pregresse inf@zéovaccinazioni. Tuttavia, la
terapia antivirale risulta limitata dalla continmsorgenza di farmaco-resistenze e
la sua efficacia e strettamente correlata alla estita della somministrazione.
Quindi, la miglior strategia rimane la vaccinazipmbe permette di prevenire
I'infezione e le complicazioni ad essa associatenrunita indotta dai vaccini
attualmente utilizzati nelle campagne di profilasstro il virus dell'influenza é
diretta verso le glicoproteine di superficie, inrtmalare I'emoagglutinina. La
continua evoluzione molecolare del virus influeezal soprattutto, la possibilita
di diffusione di ceppi pandemici, caratterizzati H& completamente distinte
rispetto a quelle dei virus circolanti, incentivaleostudio e lo sviluppo di nuovi
approcci vaccinali, che permettano anche I'ottenitmeli una risposta ad ampio
spettro (Kanget al, 2011). In particolare, I'interesse della comusitéentifica si e
focalizzato sulla produzione di particelle simitali o Virus-like particles(VLP),
anche a seguito del successo ottenuto con i vaoemiro il virus dell’epatite B e
quello contro il papilloma virus. Queste struttun@nano la particella virale, ma
sono prive del corredo genomico al loro internoq@emon risultano infettive e si
possono ottenere mediante I'espressione di speeifproteine strutturali virali,
che sono capaci di autoassemblarsi e gemmare dallala (es: Gag dei
retrovirus, quali il virus dell'immunodeficienza @ama, HIV). Anche nel caso del
virus dell'influenza e' possibile immaginare lolgppo di un approccio vaccinale
basato sulla produzione di VLP. Tuttavia uno deggiari limiti a questa strategia
e' rappresentato dal fatto, che a differenza dingualescritto nel caso dei
retrovirus, del virus dell'epatite B e del papillawirus, al fine di ottenere VLP di
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influenza in un sistema basato su cellule di mammjfé necessario esprimere
piu di una proteina virale (Weet al, 2011). Ovviamente, questo limita
notevolmente la possibilita di produrre tali VLP &mpia scala, in particolare se
queste sono intese come piattaforma per la presentga di epitopi
immunodominanti.

Partendo da queste considerazioni, il lavoro derda presentato in questo
elaborato di dottorato si € proposto di ricercareriimi fattori virali necessari per
la produzione di VLP basate sul virus dell'influenal fine di: - facilitarne la
produzione/purificazione su grande scala; -testBimenunogenicita; - utilizzarle
come piattaforma per la presentazione di epitopnimodominanti, appartenenti
ad altre proteine virali, ed in particolare alllgehe di superficie emoagglutinina.
E' noto come una delle proteine strutturali piupragentate nel virione sia la
proteina di matrice M1, che gioca un ruolo fondatalen nella morfogenesi,
costituendo lo strato proteico sottostargevelopevirale. Non sorprende, quindi,
che M1 risulti essere altamente conservata tregrsli sottotipi virali e rappresenti
il fattore chiave anche per la fuoriuscita del sirdalla cellula infettata, nel
processo noto come gemmazione. Tuttavia, come maatern precedenza, a
differenza di quanto descritto per altre proteitiutgurali, quali il Gag dei
retrovirus o L1 del papillomavirus, la sola espi@ss di M1 in cellule di
mammifero, in assenza di altre componenti viran womporta il rilascio di VLP.
Questa evidenza contrasta con quanto osservatdtrinsigtemi d’espressione,
quali il baculovirus, in cui € possibile ottenerd P/ basate su M1 grazie,
probabilmente, all’azione di qualche fattore ancoom caratterizzato, presente
nelle cellule di insetto o legato espressament@séma sperimentale utilizzato
(Haynes, 2009). Recentemente, l'assenza di un Isedhandirizzamento alla
membrana cellulare in M1, rappresentato inveceamegione amminoterminale
della proteina Gag dei retrovirus dal segnale distilazione, e' stata indicata
come una delle possibili ragioni di questo divecsmportamento (Wangt al,
2010a). Va anche sottolineato che la gemmaziorie dallule infettate del virus
dell'influenza rappresenta una delle poche eccenian virus ad RNA dotati di
envelope,in quanto avviene in modo indipendente dal conyuleESCRT
(endosomal sorting complex required for transpdittfunzionale (Watanaband
Lamb, 2010). ESCRT-III & l'ultimo dei quattro corepsi proteici che, insieme ad
altre proteine cellulari note come Vp¥escicular sorting proteins viene
reclutato dal citoplasma a livello delle membranegld endosomi tardivi,
determinando la formazione delultivescicular bodiegMVB). Questi organelli
cellulari sono fondamentali per la degradazionédgloteine transmembrana ed e
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stato ampiamente dimostrato in letteratura che nosngirus utilizzano proprio il
pathwaydi biogenesi degli MVB per fuoriuscire dalla cédlwospite (Calistriet
al., 2009b). In particolare, numerose evidenze sg@riali indicano come questo
processo avvenga grazie ad un’interazione fisiassprecifiche proteine cellulari
coinvolte nella biogenesi degli MVB e proteine #tieali virali, con il fine ultimo

di reclutare ESCRT-IIl al sito di gemmazione. ItfaESCRT-IIl media due
funzioni essenziali: i) la curvatura della membratasmatica o dell'organello
(sito di acquisizione dedlhvelopevirale); ii) la scissione della particella virale
neoformata dalla membrana cellulare (sito di gemom&g. L'interazione tra le
proteine virali e le proteine appartenentpathwaydi biogenesi degli MVB e da
ascriversi a particolari motivi amminoacidici, detiomini tardivi o L-domain
presenti a livello delle proteine strutturali virabinvolte nel processo (Caliset
al., 2009b). In particolare, sono stati identificae tipi diversi diL-domain
definiti canonici: P(T/S)AP, che recluta la progifiumor suppressor gene 101
(Tsgl01), YP(X)nL, che interagisce colpoptosis-linked gene ZALG-2)-
interacting proteinX (AIP1/Alix), e PPXY, che contatta le ubiquitinigasi della
famiglia Nedd4kke. E stato anche ampiamente osservato come I'insator lo
spostamento di questi domini in diverse posiziosliedproteine strutturali non
alteri la loro funzionalita (Calistet al, 2009b). E’ stato recentemente ipotizzato,
sulla base di solide osservazioni sperimentali,lefdie principali funzioni svolte
da ESCRT-IIl nel caso della maggior parte dei vismo compiute, nell’ambito
del ciclo replicativo del virus dell'influenza, dma seconda proteina strutturale,
M2. Nello specifico, € stato dimostrato che la emd M2, ed in particolare
un'elica anfipatica presente nella regione carb@ssiinale della proteina stessa,
essenziale per la scissione dailvelopevirale dalla membrana plasmatica,
analogamente a quanto effettuato dalle proteintilagl del complesso degli
ESCRT-Ill (Rossmanet al, 2010; Watanaband Lamb, 2010).

A partire da queste evidenze, abbiamo ipotizzatofohse possibile ottenere VLP
basate su M1 in cellule di mammifero, in modo irdigente dall'espressione di
M2, fornendo ad M1: i) la capacita di contattarenembrana plasmatica mediante
I'inserimento di un opportuno segnale di indirizzano e ii) la possibilita di
reclutare ESCRT-III al sito di gemmazione, tranliteserimento di specificiL-
domain (PTAP di HIV-1, YDPL del virus dell’anemia infetth equina, EIAV,
PTAPPEY del virus Ebola) o iii) mediante la suaidug diretta con proteine
appartenenti ad ESCRT-IIl (nello specifico CHMP3EIMP4B). Per valutare
questa ipotesi, abbiamo, innanzitutto, generatosan& di costrutti esprimenti la
proteina M1 del virus dell'influenza A/WSN/33 (H1Nin cui i domini tardivi
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precedentemente descritti sono stati inseriti ffenti posizioni singolarmente o
in combinazione al segnale di miristilazione (Mggl Gag di HIV-1, fuso alla
regione amminoterminale di M1. | diversi costrigtno stati testati in cellule
293T, una linea cellulare embrionale di rene umaitee consente un’elevata
espressione proteica. | risultati ottenuti ci petore di asserire che sia il segnale
di miristilazione che il dominio PTAP sono necegsamna non sufficienti a
determinare la gemmazione di M1, se presenti samgwnte nella proteina
chimerica. La loro azione congiunta, invece, petenatM1 di formare VLP e di
fuoriuscire dalla cellula, in particolare nella darione in cui questi siano
entrambi inseriti a livello della regione amminotémale della proteina
(MyrPTAPML1). Questo avvalora l'ipotesi che, nonasbassenza di un segnale di
indirizzamento alla membrana, ma anche l'incapatii@urvare la membrana e di
eseguire la scissione treetivelopevirale e quest’ultima, siano le funzioni che
mancano a M1 per poter gemmare in forma di VLP.alird interessante
osservazione che deriva da questa prima seriepdiriegenti € che il dominio
PTAP risulta piu efficiente rispetto agli altri dueotivi studiati nel mediare la
produzione di VLP. Questo risultato potrebbe esasseciato alla sua capacita di
interagire direttamente con la proteina TsglOlattnfquesta proteina cellulare
non solo € una componente essenziale del complESSERT-I, che interagisce
direttamente con le proteine, in cui € il motivo mimoacidico PT/SAP, ma
recluta efficientemente anche il complesso essknzialla gemmazione delle
vescicole, ovvero il complesso ESCRT-III (Carlsammd Hurley, 2012). E’ vero
che anche AIP1/Alix, reclutata dal motivo YPDL, deglirettamente uno dei
componenti del complesso ESCRT-Ill (CHMP4), maatcstlimostrato come la
delezione del motivo PT/SAP a livello del Gag divHl, determini un blocco
potente nella gemmazione del virus che pur manterapacita di interagire con
AIP1/Alix (Garruset al, 2001). Quindi, i nostri risultati e i dati in tetatura
sembrerebbero indicare che, in generale, il legdinetto con Tsgl101 € il sistema
piu efficiente per il reclutamento del complessoCIRI-Ill. Interessante notare
come l'inserimento in M1 del dominio PTAPPEY defus Ebola, riportato in
letteratura come il motivo caratterizzato dalla lioigefficienza nel rilascio di
VLP quando inserito in proteine virali eterologtstracket al, 2000, Liuand
Harty, 2010), non comporti la produzione di VLP meézzo di coltura, anche
congiuntamente al segnale di miristilazione (si arex i risultati ottenuti
esprimendo il costrutto MyrPTAPPEYM1). Questo riatd potrebbe essere
spiegato dal fatto che nel caso del motivo PTAPRI®YI € stata chiaramente
dimostrata un’interazione diretta con Tsgl0l (Umettal, 2007) e in effetti il
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ruolo di questa proteina cellulare nella gemmazidnEbola non sembra essere
essenziale (Silvestret al., 2007). In conclusione, i nostri dati permettono di
asserire che, per la gemmazione di M1, oltre ahalegdi indirizzamento alla
membrana, sia essenziale un’interazione diretta Tsgl0l. Per testare questa
ipotesi, stiamo attualmente eseguendo una segspdirimenti basati sulla tecnica
di co-immunoprecipitazione (Strackt al, 2003) e sull'utilizzo di specifici
mutanti del costrutto MyrPTAPM1 per saggiarne Birazione con TsglO1l. In
ogni caso, il dato ottenuto & estremamente intanésgperché dimostra che pochi
amminoacidi (7 nel caso del segnale di miristilagi@ 4 nel caso déldomair)
opportunamente fusi ad una proteina non dotatmssicamente della proprieta di
fuoriuscire dalla cellula, ne determinano il rilmsael sovranatante cellulare,
potenzialmente in forma di VLP. Stiamo ovviamentalezando se questo vale
solo nel caso specifico di M1 o se lo stesso asolsi ottiene fondendo Myr e
PTAP ad altre proteine virali e non. Le implicazioanche puramente
biotecnologiche sarebbero, infatti, estremamerggafstative.

Inoltre, per avvalorare I'importanza del reclutameedel complesso ESCRT-III
nella gemmazione di VLP basate su M1, la proteimales e stata fusa
direttamente con due proteine appartenenti a talgptesso cellulare, CHMP4 e
CHMP3. Come detto precedentemente, ESCRT-IIl éngssdle nella gemmazione
delle vescicole, durante la genesi degli MVB, dané@loriuscita del virus dalla
cellula infettata (Morita, 2012). Infatti, quandoflnzionalita di questo complesso
viene compromessa dall’'espressione di una formaliteamente inattiva di
un’ulteriore proteina appartenente @hthway degli MVB, I'ATPasi Vps4, la
gemmazione virale e la formazione degli MVB risuitabita (Calistri et al,
2009b). Come detto, nello specifico, abbiamo futmo regione carbossiterminale
di M1, caratterizzata dal segnale di miristilaziated Gag di HIV-1, la proteina
CHMP3 o la proteina CHMP4B, importanti fattori deimplesso ESCRT-III. In
particolare, la scelta di utilizzare la proteina P83 e rappresentata dal fatto che
essa negli MVB funge da piattaforma per l'interagocon le altre proteine
CHMP (CHMP2A; CHMP4/6 o CHMP1/5), che sono impotiger la fissione
della membrana. Inoltre, CHMP3 possiede altre damatteristiche importanti
ovwero la capacitd di interagire con la membranacan Vps4 per |l
disassemblaggio di tutto il complesso ESCRT-III @it et al, 2006; Calistriet
al., 2007). Per quanto riguarda la proteina CHMP4Bte dalla letteratura che se
overespressa in cellule di mammifero, polimerizzdilamenti circolari con la
formazione di tubuli protrudenti dalla cellula (H@met al, 2008). Nel contesto
di HIV-1, questo meccanismo e importante per l'égedi scissione della
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particella virale dalla membrana cellulare (Usaeti al, 2012). Infatti, la
deplezione della proteina CHMP4B puo inibire iasitio delle particelle virali di
HIV-1 (Morita et al, 2011).

Sebbene entrambi i costrutti determinano il rilasdi VLP nel mezzo di coltura,
le VLP ottenute dalla fusione con la proteina CHBPMyrM1CHMP4B)
sembrano essere prodotte con una maggiore effaiefale risultato potrebbe
essere spiegato da quanto dimostrato nel casogdgtianazione di HIV-1, in cui &
evidente come la polimerizzazione delle proteine MBPH4, a livello della
particella formata dal Gag di HIV-1, permetta leoszatura della vescicola e il
suo successivo rilascio (Weiaad Gottlinger, 2011). In modo analogo a quanto
accade per HIV-1, & possibile ipotizzare che nsbcdi MyrM1CHMP4B, M1
determini la struttura della particella neoformathil successivo rilascio sia da
imputare alla proprieta intrinseche di CHMP4B.

Dalle evidenze riportate in letteratura, € chiamme mutazioni in posizioni
differenti del segnale di miristilazione di HIV-blaiano un notevole impatto sul
rilascio delle particelle virali (Freeet al, 1994; Oncand Freed, 1999). Abbiamo
deciso, quindi, di utilizzare il costrutto caraiteato dalla maggior efficienza nel
rilascio delle proteine virali (MyrM1CHMP4B) per hiare I'importanza del
segnale di miristilazione nella produzione dellePvbasate su M1, in questo
contesto. A tale scopo, abbiamo sostituito con laniaa la prima glicina del
segnale di miristilazione del costrutto in esamatti, tale sostituzione nella
proteina Gag di HIV-1 previene la miristilazione iettasporto della poliproteina
alla membrana cellulare con un conseguente assggibladifettivo delle
particelle virali (Freedet al, 1994). In parallelo, abbiamo anche generato un
costrutto caratterizzato dalla fusione tra M1 priateina CHMP4B, in assenza del
segnale di miristilazione (M1CHMP4B). Tutti i cagti ottenuti sono stati testati
sia in cellule embrionali di rene umano, 293T,isi&ellule fibroblastoidi di rene
di scimmia, COS-7. L'utilizzo di due linee cellulah diversa derivazione ci ha
permesso di escludere che gli esperimenti fosseemtealmente viziati da
fenomeni cellulo/specie-specifici. | risultati ottgi ci hanno permesso di
concludere che quando M1 e fusa a CHMP4, la preseizun segnale di
miristilazione funzionale non & necessaria. Quastdtato & facilmente spiegabile
e correlabile con quanto descritto precedentemeviggro al fatto che esistono
evidenze sperimentali (Hanseh al, 2008), e i nostri stessi dati lo confermano,
secondo cui I'espressione di CHMP4B da sola inutzkucariotiche determina il
suo rilascio nel mezzo di coltura. Inoltre, i dattenuti sono confermati in
entrambe le linee cellulari 293T e COS-7. In cosidne, abbiamo generato due
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costrutti, MyrPTAPM1 e MyrM1CHMP4B (ma anche la sta@sione senza Myr)
che permettono di ottenere VLP in seguito alla l@spressione in cellule
eucariotiche. Va sottolineato che stiamo attualmesgeguendo esperimenti di
purificazione in gradiente e di microscopia elatica per valutare densita e
morfologia delle VLP ottenute, che verranno paragenagli stessi parametri
ottenuti nel caso delle VLP prodotte con i sisterfassici (basati sulla co-
espressione di M1, M2, emoagglutinina e neuroarasi)de ai virioni ottenuti
infettando le cellule con il virus influenzale.

In ogni caso, possiamo concludere che i nostrigigiportano quanto riportato in
letteratura, ovvero l'importanza del segnale dinzdamento alla membrana e la
possibilita di sfruttare direttamente il comple&®CRT-Ill per la gemmazione di
M1 (Wanget al, 2010a; Rossmaaet al., 2010, Yondolaand Carter, 2011). In
questo contesto, come precedentemente accennassmBio e colleghi hanno
dimostrato I'importanza di M2 e in particolare @ebBua elica anfipatica nelle
ultime fasi della gemmazione del virus dell'inflzan(Rossmanet al, 2010) nel
sostituire funzionalmente il complesso ESCRT-IHoltre, é stato chiaramente
evidenziato come la presenza di M1 a livello did di assemblaggio virale sia da
ascrivere alla sua interazione fisica con la parioitoplasmatica di M2 (Chet
al., 2008). Queste e altre evidenze sperimentalapora concludere che M2 sia la
proteina in grado di fornire ad M1, nel contestdi’idéezione virale, le funzioni
necessarie a mediare la sua gemmazione. Partendaoedé dati e dai risultati
precedentemente ottenuti, sempre con il fine dileez M1 in grado di gemmare
autonomamente dalle cellule eucariotiche, abbiamadizzato il ruolo dell’elica
anfipatica di M2, porzione minima necessaria peatuire la curvatura della
membrana cellulare (Rossmamt al, 2010). Abbiamo quindi valutato se la
fusione nella regione carbossiterminale di M1 eélta anfipatica di M2,
unitamente al segnale di miristilazione del Gag HIV-1 nella regione
amminoterminale, potessero portare alla produzdingna M1 ingegnerizzata in
grado produrre di VLP. Tuttavia, il costrutto geater non € risultato espresso.
Stiamo attualmente sviluppando altri costrutti ge&li I'elica anfipatica sara
posizionata in altre regioni della proteina M1.Itrey abbiamo ottenuto e stiamo
testando un costrutto in cui l'intera regione cadierminale di M2 é fusa ad M1,
in presenza del segnale di miristilazione di Gage$d costrutti dovrebbero
permetterci di chiarire il ruolo svolto dalle sdeshe regioni di M2 nella
gemmazione di M1. Infatti, un altro costrutto dai generato e basato sulla
fusione dell'intera regione codificante M2 ad M12N¥1, e risultato efficiente
nella produzione di VLP, a riprova del fatto che E&plica le minime funzioni
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necessarie alla gemmazione. Il fatto che tra questia la capacita di contattare la
membrana cellulare attraverso la regione amminadbai® € dimostrato dal fatto
che il costrutto M1-M2, dove M2 e fusa alla regiaagbossiterminale di M1, non
e in grado di gemmare nel sovranatante cellulafend, M2 da sola € in grado di
fuoriuscire dalle cellule eucariotiche. Di notache le VLP prodotte dalla fusione
M2-M1 e dalla sola M2 sono in fase di caratterizaaz in gradiente e in
microscopia elettronica. Va sottolineato, che negferimenti in cui M2 & stata
espressan trans non abbiamo ottenuto rilascio di M1 nel sovranetarellulare.
Questa discrepanza tra i nostri risultati e quphlecedentemente ottenuti in
letteratura (Wanget al, 2010a), € probabilmente da ascrivere alle coonizi
sperimentali utilizzate e alla necessita di ottmaiz, per esempio, il rapporto
molecolare tra le due proteine al fine di ottenendnterazione efficiente e in
grado di mediare la gemmazione di M1. Tuttaviagti dttenuti con le proteine di
fusione e con l'espressione della sola M2, ci p#éone chiaramente di
concludere che M2 fornisce ad M1 quanto necesgarduoriuscire dalla cellula,
ed in particolare, I'interazione con la membranbutage e la capacita di curvare
la stessa, sostituendosi, in questa funzione, &RASII.

Ad avvalorare quest’ultima conclusione, abbiamoa#itrato chiaramente che M2
e in grado di ripristinare la gemmazione di alcgostrutti, precedentemente
ottenuti e caratterizzati dal nostro gruppo, basatia proteina Gag del Virus
dell'lmmunodeficienza Felina (FIV) e difettivi nallcapacita di fuoriuscire dalla
cellula ospite. Studi condotti dal nostro gruppaiderca hanno infatti dimostrato
che la gemmazione di FIV é strettamente dipendeatelominio tardivo PSAP,
contenuto nella regione carbossiterminale p2 di (Bagresenza o meno di una
proteasi virale attiva. Attraversolibte domainPSAP, FIV é in grado di sfruttare
il pathwaydegli MVB per la sua fuoriuscita dalle cellule (3#i et al, 2009a). |
nostri dati indicano chiaramente che M2, ed in ipaldre la sua regione
carbossiterminale, sono in grado di ripristinaregéanmazione del Gag di FIV
privo di un dominio PSAP funzionale. E’ stato preetemente riportato che la
fusione del Gag di HIV-1, privo di un-domainfunzionale puo essere ripristinato
grazie all'azione di proteine in grado di interagoon o appartenenti ai complessi
ESCRT (Garruset al., 2001). Considerando che difficiimente M2 & in grati
interagire con proteine appartenentpathwaydi biogenesi degli MVB, cosa che
comunque stiamo vagliando con opportuni esperimermgossibile concludere che
M2 agisca come una proteina appartenente al coegpEESCRT-IIl, esattamente
come ipotizzato in letteratura (Rossmaatral, 2010). Inoltre, il nostro approccio
sperimentale basato sulla fusione a Gag di M2 padi di esse, ci ha permesso
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chiaramente di distinguere il suo ruolo nella gemiovee da quello esplicato da
M1 tramite linterazione con RACK1l e pathway legato a questa proteina
cellulare (Demirov et al, 2012). Questo ci permette di concludere che
effettivamente M2 é di per sé in grado di guidarggmmazione anche di proteine
eterologhe e che quindi, nel caso della gemmazawhevirus dell’influenza ha
certamente un ruolo centrale, senza che questaidasal coinvolgimento di
ulteriori pathwaycellulari. Inoltre, un altro aspetto interessamée nostri risultati

e che M2, e in particolare la sua coda citoplasraatsembra consentire un
efficiente trasporto del trascritto Gag fuori daicteo, azione che, nel contesto
delle cellule infettate da FIV, viene svolta daltérazione tra la proteina virale
Rev e il motivo RRERev Response Elemerjesente a livello del’RNA virale
(Tomonagaand Mikami, 1996; Phillipset al, 1992). Questo risultato &€ molto
interessante e merita certamente di essere ultegite approfondito.

Questa serie di esperimenti ci ha permesso dierenna serie di informazioni
molto interessanti, anche dal punto di vista puraméiologico e legato alla
replicazione virale. Inoltre, abbiamo sviluppatstemo caratterizzando 3 set di
VLP MyrPTAPM1, MyrM1CHMP4B, M2-M1 che posso cosiie un’ottima
piattaforma per lo sviluppo di vaccini efficaci neonfronti del virus
dell'influenza, in particolare per la presentaziaiantigeni immunodominanti.

Va anche detto che VLP basate su M1 potrebberemds stimolare una risposta
immunitaria in grado da sola, o in combinazione atin approcci, di proteggere
verso l'infezione da virus influenzale. E’ statofatti, riportato in letteratura che a
seguito dell'infezione naturale nelluomo, spegifiofociti T citotossici (CTL)
diretti contro M1 e la nucleoproteina (NP) sondistkevati negli organi linfoidi e
in circolazione. E noto come queste proteine fisolaltamente conservate tra i
diversi sottotipi virali e per tale motivo questaposta CTL mediata mostra un
elevata cross-reattivita tra i differenti virus ludnzali (Kreij et al, 2011).
Nonostante questo, i dati finora presenti in lefiena, relativi ad approcci
vaccinali basati sulla somministrazione nel moddiimale di VLP di M1
prodotte in cellule di insetto, non hanno fornmgultati incoraggianti (Quaat al.,
2007). Tuttavia, e possibile ipotizzare che il esisa di produzione delle VLP
stesso possa conferire a quest’ultime carattenstiche ne influenzano
immunogenicita (Zeltins, 2013). Inoltre, anchel maso di voler utilizzare le
VLP basate su M1 come piattaforma per la presamazidi epitopi
immunodominanti € comunque interessante valutargpasta immunitaria legata
ad un antigene altamente conservato, che potredpiadi, avere un effetto
positivo sulla capacita protettiva generale deflategia vaccinale messa a punto.
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Partendo da queste considerazioni, i costrutti My@AMP4B e M2-M1, ovvero

I due costrutti sviluppati caratterizzati dalla hoge efficienza in termini di
produzione di VLP, e il costrutto esprimente sol@ dome controllo), sono stati
impiegati in un protocollo pilota di vaccinazionel #&ne di valutare
'immunogenicita delle VLPin vivo. Il modello animale scelto e stato quello
murino e in particolare il ceppo di topi BALB/c,&le il maggiormente impiegato
nei protocolli vaccinali sviluppati nei confronteldvirus dell’influenza (Bretand
Johansson, 2009). Diversi studi hanno dimostragongh topi BALB/c la risposta
immunitaria indotta dell’infezione di diversi pa&g oppure stimolata in seguito
a vaccinazione € in predominanza di tipo Th2, owveraratterizzata
dall'attivazione di cellule TCD%e dalla produzione di IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, in
definitiva una risposta di tipo umorale (Bratid Johansson, 2009). Al contrario,
nel caso del virus dell'influenza, I'infezione pmma e la prima immunizzazione
con diversi tipi di vaccino, inducono nei topi BAIBuna risposta di tipo Thl.
Alla seconda immunizzazione, si ottiene, invecativazione dell'immunita Th2
mediata (Brettand Johansson, 2009). Nel nostro protocollo sperindenta
'immunizzazione dei topi BALB/c € stata effettugiar via intranasale, perché
oltre a rendere la somministrazione meno traumaieral’animale rispetto alla
somministrazione parenterale, questa via risulsgresquella utilizzata dal virus
stesso nel corso dell'infezione naturale. Inoltée,stato dimostrato come la
somministrazione intranasale di un vaccino costitulal virus influenzale
inattivato induca una risposta anticorpale altameontoss-protettiva con la
produzione di IgA secretorie dirette contro I'emglaginina e di IgG debolmente
reattive nel siero (Tamura, 2010). In contrastosdanministrazione dello stesso
vaccino per via subcutanea determina la sola prodezdi anticorpi (IgG) nel
siero, che non forniscono pero cross-protezionan(ifa, 2010). Inoltre, nel
nostro protocollo di vaccinazione, la subunita Bladéossina colerica é stata
addizionata alle dosi di VLP. Precedenti studi lmannfatti, evidenziato come
I'aggiunta della tossina colerica aumenti signticamente 'immunogenicita dei
vaccini basati su virus inattivati determinandolti una risposta immunitaria
eterosubtipica (Kangt al, 2009a). Infine, il protocollo sperimentale w#ato
prevedeva una prima somministrazione di VLP, uhiaimo in quarta settimana e
i prelievi per i diversi saggi tre settimane dofome precedentemente accennato,
le VLP basate sui costrutti da noi generati e 2#die nell’esperimento pilota di
immunizzazione (MyrM1CHMP4B, M2-M1, MZ2) sono ancoia fase di
caratterizzazione dal punto di vista della densitiella morfologia. Pertanto, non
abbiamo potuto procedere ad una purificazione adignte delle VLP prima di
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dell'inoculo nell’animale. Abbiamo quindi utilizzatuna preparazione su larga
scala con semplice purificazione su gradiente dca@sio. Ovviamente, questo
protocollo di purificazione ha lo svantaggio diemitre VLP che, per quanto
pulite, sono quasi certamente contaminate da petpresenti nel sovranatante
cellulare e in particolare dalla BSA del siero emito nel terreno di coltura.
Questo pud comportare errori anche di una ceritaerdlla quantificazione delle
VLP, anche se eseguita, come nel caso di questwoagi tesi, con sistemi
descritti in letteratura (Peacey al, 2007; Kalnciemaet al, 2012, Cadena-Nava
et al, 2012). Va sottolineato che I'eliminazione angberziale del siero dal
terreno ha un impatto estremamente negativo stoldugione di VLP (dati da noi
ottenuti ma non riportati nella tesi). Pur tenerdato di questi aspetti negativi, di
cui abbiamo avuto conferma caricando su gel diagalammide parte delle dosi
di VLP utilizzate nellesperimento pilota, abbiam@mmunque ottenuto dati
incoraggianti. Infatti, in un certo numero di anlmanche se non statisticamente
significativo, € stata rilevata sia in ELISA chewestern blota presenza, a livello
del siero, di anticorpi specifici verso M1. Datican piu incoraggianti se si
considera lo studio precedentemente accennataj imoo era stata dimostrata una
significativa risposta anticorpale in animali imnmeaati con VLP basate sulla sola
M1 (Quanet al, 2007). Al contrario, i nostri risultati non hanrevidenziato
alcuna proliferazione cellulare negli animali vaxati, questo nonostante il saggio
utilizzato avrebbe dovuto mettere in evidenza tam@ risposta di tipo Thl,
guanto di tipo Th2. Considerando i dati relatidagbroduzione anticorpale e a
quanto noto in letteratura, seppure utilizzandatsgie vaccinali diverse dalla
nostra, ci saremmo aspettati risultati positivilagroliferazione cellulare, legati
per lo meno ad una risposta di tipo Th2. Il riswltanegativo puo essere
ascrivibile, ancora una volta, ai problemi speritanlegati alla purificazione
delle VLP, o ad un livello molto basso o completateeassente di risposta tanto
Th1l, quanto Th2. Ci proponiamo, pertanto, dopo aueificato efficientemente le
VLP, di ripetere non solo gli esperimenti per ldutazione della produzione di
anticorpi specifici per M1, ma anche la valutaziatedle risposte Thl e Th2,
utilizzando eventualmente saggi piu mirati, comandlisi della produzione di
specifiche citochine a livello intracellulare.

Nel contempo, come accennato inizialmente, unondsiri obiettivi era anche
quello di utlizzare le eventuali VLP ottenute conmattaforma per la
presentazione di proteine/epitopi immunodominangreferibilmente altamente
conservati, tanto da poter risultare nello sviluppan vaccino universale. Infatti,
la risposta anticorpale indotta dai vaccini trivdieattualmente a disposizione é
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diretta prevalentemente verso gli antigeni di sfiggerHA e NA, sottoposti a forte
pressione selettiva, altamente variabili e che,ndjui non forniscono una
protezione di lunga durata e diretta contro sqiiatirali divergenti. La necessita
di variare la formulazione vaccinale ogni anno @dasibilita dell’insorgenza di
un eventuale ceppo pandemico, come si e verifioatd@009, hanno incentivato
gli sforzi verso lidentificazione e la caratterszzone di epitopi altamente
conservati tra i diversi virus influenzali. Tali tageni possono essere utilizzati
come base per lo sviluppo di un vaccino univeradl@mpio spettro e in grado di
indurre un’immunita di lunga durata. In questo esib, € stato recentemente
dimostrato che la cosiddetta HA senza testa, oveestituita dal solo dominio
dello stelo cstalk, risulta ricca di epitopi altamente immunogeniciomservati tra
ceppi influenzali diversi, che, a differenza di gt avviene a livello della
proteinawild-type a causa della presenza del dominio globularea(te$tead,
diventano accessibili alle cellule B (Steet al, 2010). Abbiamo, pertanto,
prodotto una serie di costrutti codificanti HA privdella testa globulare e
caratterizzate o0 meno dalla sua sostituzione corcarno peptide, al fine di
mantenere la stabilita strutturale della proteirativia (Steelet al, 2010).
Abbiamo quindi verificato il livello di espressiomedi stabilita di questi costrutti,
confermando i dati di Steel e collaboratori, cheaktrano come la mancanza del
peptide abbia un impatto negativo sull’espressiorseilla stabilita della proteina
HA-headlesgSteelet al, 2010). Inoltre, abbiamo evidenziato che soloHAyY
headlesglotata di un peptide costituito da quattro gliqjH&-headlessAG) viene
incorporata in VLP basate sul Gag FIV senza essesttutivamente rilasciata nel
surnatante di coltura. Le VLP sviluppate sono é&tteate in fase di
caratterizzazione.

Questi risultati rappresentano un punto di partengaortante per lo sviluppo di
un vaccino universale contro il virus dell'influenanfatti, non solo le VLP basate
sul Gag di FIV presentanti HAweadlessverranno saggiate in protocolli di
vaccinazione sul modello murino, ma lo stesso anggverra montato o fatto
incorporare dalle VLP basate su M1 ingegnerizzatecedentemente descritte, in
maniera da valutare la combinazione di questi entigell'indurre una risposta
protettiva verso diversi ceppi di virus influenzale
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Alix
ATCC
ATP
BGH
BSA
CFSE
CHMP
CRAC
cRNA
CT
CTL
DEPC
DMEM
DNA
dNTP
dTTP
duTP
D.O.
E.A.
ECL
ELISA
EIAV
ESCRT
FBS
FIV
HA
HCMV
HECT
HEF
HIV-1
HPV
HRP
HRS
IFN

ILV
kb
kDa
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alanina

ATPase associated with various cellular activities
ALG-2 interacting protein 1

ALG-2 interacting protein x

American Type Colture Collection

adenosina trifosfato

Bovine Growth Hormone

Albumina di Siero Bovino
5,6-carboxylfluorescein diacetate succinil ester
charged multivesicular body protein

Colesterol Recognition/interazction aminoacid emsus motif
RNA complementare

coda citoplasmatica

linfociti T citotossici

dietil-pirocarbonato

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium

acido desossiribonucleico
desossiribonucleotide trifosfato
desossitimidina trifosfato

desossiuridina trifosfato

densita ottica

Elica anfipatica

Enhanced Chemioluminescence
Enzyme-linked immuno sorbent assay

Virus dell’Anemia Infettiva Equina

Endosomal Sorting Complexes Required for Transport
siero fetale bovino
virus dell'immunodeficienza felina
emoagglutinina

Citomegalovirus Umano

Homologous to E6AP C-terminus
Hemoagglutinin-Esterase-Fusion

Virus dellImmunodeficienza Umana di tipo 1
Human Papillomavirus

horseradish peroxidase

Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kimasibstrate
interferone

immunoglobuline

intraluminal vesicles

chilo basi

chilo Dalton

leucina
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L late

LB Luria Bertani

LTR Long Terminal Repeat

Lys lisina

M metionina

M1 proteina di matrice 1

M2 prteina di matrice 2

MA proteina della matrice

MRNA RNA messaggero

MVB Multivesicular Body

Myr Segnale di miristilazione

NA neuraminidasi

NCBI National Center for Biotechnology information
Nedd4 Neuronal precursor cell-expressed developmentailyrdregulated-4
NC proteina nucleocapsidica

NP nucleoproteina

NS protein non-strutturali

NLS segnale localizzazione nucleare
ORF Open Reading Frame

P prolina

PA polimerasi acida

pb paia di basi

PB1 polimerasi basica 1

PB2 polimerasi basica 2

PBS tampone fosfato

PCR reazione a catena della polimerasi
PFV Prototype Foamy virus

PI3K fosfoinositide 3-chinasi

PIV-5 Paramyxovirus parainflueza-5
PPxY Pro-Pro-x-Tyr

PSAP Pro-Ser-Ala-Pro

PTAP Pro-Thr-Ala-Pro

P(T/S)AP Pro-(Thr/Ser)-Ala-Pro
PTAPPEY Pro-Thr-Ala-Pro-Pro-Glu-Tyr
PR proteasi

p/v peso su volume

R arginina

Rab11 Ras-related proteins in brain 11
RACK1 Receptor of activated ¢ kinase 1
rpm rivoluzioni per minuto

RNA acido ribonucleico

RNAsi ribonucleasi

RRE Rev Responsive Element

RSV Virus Sarcoma di Rous

RT retrotrascrittasi inversa
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SDS
SV40

TBE

TE
TEMED
TGN

Th

™

Tm
Tsgl01

u3
us
Ub
UTP
uv
VLP
VPS
VRNP

YPxL
YPDL
viv
WD
WHO

serina

sodio dodecil-solfato

Virus Vacuolante della Scimmia 40
treonina

Tris Borato EDTA

Tris-EDTA
N,N,N,N’,N’-tetrametiletilenediammina
TransGolgi Network

linfociti T helper

proteina transmembrana
temperatura di fusione

Tumor susceptibility gene 101
unitd enzimatica

sequenza unica in 3’
sequenza unica in 5’
ubiquitina

uridina trifosfato

luce ultravioletta

Virus Like Particles

Vacuolar Protein Sorting
ribonucleoproteine virali
tirosina

Tyr-Pro-x-Leu
Tyr-Pro-Asp-Leu

volume su volume

ripetizioni triptofano-aspartato
World Health Organization
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