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Abbreviazioni
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Sommario

L'influenza é un’infezione respiratoria, di origin@ale, caratterizzata da elevata morbidita
e mortalitd soprattutto nella popolazione ad aischio (bambini, anziani, pazienti con
malattie croniche/debilitanti, ecc.). Ogni anno20% della popolazione e affetto da
un’epidemia causata dalla variabilita antigenica digersi ceppi di influenza, questo
comporta che il vaccino anti-influenza debba essévemulato di anno in anno con un
considerevole impatto economico. Inoltre il virugllthfluenza e responsabile di
pandemie occasionali che colpiscono milioni di peesin tutto il mondo e che si
verificano ogni 10-30 anni con incidenza di mortl'drdine del milione. Gli uccelli
selvatici (uccelli acquatici, anatre selvatiches.)esono il serbatoio naturale del virus
aviario, e i recenti casi di influenza aviaria dienno colpito 'uomo indicano che una
nuova epidemia influenzale potrebbe essere in gnadosolo di saltare le barriere tra le
specie ma anche di trasmettersi da uomo a uomamdosmilioni di morti. Per questi
motivi esiste la necessita di trovare un nuovo faonche abbia come bersaglio un
elemento virale conservato.

Attualmente esistono in commercio pochi farmacii-aniluenza, che hanno come
bersaglio alcune proteine virali di superficie: reuinidasi (NA) e una proteina che
costituisce un canale ionico (M2). Oseltamivir (Téum e zanamivir sono inibitori di NA

e prevengono il rilascio delle particelle viralilldacellule infettate (per flu A e flu B).
Amantadina e rimantadina invece hanno come becséglproteina M2, e agiscono sulla
scapsidazione del virus. Questi farmaci presenp@n® numerosi svantaggi: possono avere
effetti collaterali causando tossicita a livello undogico, non possono essere
somministrati al di sotto dei 12 anni di eta, iefiper essere efficaci devono essere assunti
entro le 48 ore dall'insorgenza dei sintomi; in@ltiper tali farmaci si e registrata la
comparsa di molti ceppi virali resistenti. Il vawgi anti-influenza che viene messo a
disposizione per la popolazione ha lo svantaggidosier essere riformulato ogni anno a
causa dell'elevata variabilita antigenica dei dévexeppi. Di fatto, non esiste una terapia
efficace e persiste quindi una necessita realevitlippare nuovi farmaci anti-influenza
soprattutto dotati di un meccanismo d’azione diveta quello dei farmaci attualmente a
disposizione. Un possibile bersaglio per lo sviligh nuovi farmaci antivirali € 'RNA
polimerasi codificata dal virus dell'influenza, quanto € un elemento conservato fra i
diversi ceppi virali e non €& soggetto a riassortitnegenico. Le tre subunita proteiche che
costituiscono la RNA polimerasi virale (un etenatero costituito da PB1, PB2 e PA in
rapporto stechiometrico 1:1:1) interagiscono fisieate tra loro e, in particolare, la
subunita PB1 interagisce sia con PB2 che con PAjanac’e interazione tra PB2 e PA. E’
stato dimostrato che l'interazione PA/PB1 €& essd@zper la replicazione del virus
dell'influenza: infatti I'inibizione di questa intazione causa anche inibizione della
replicazione virale. L'utilizzo della polimerasi e target farmacologico permetterebbe
quindi di inibire la replicazione virale ovviandbmoblema della variabilita antigenica e si
otterrebbe un farmaco attivo contro moltissiminea tutti, i ceppi del virus dell'influenza.

Il fatto che il sito di legame PA-PB1 sia molto servato e che linterazione sia cruciale
per molte funzioni virali fa si che esso rappreisentpotenziale bersaglio per lo sviluppo
di nuovi composti antivirali.

Scopo di questo progetto € stato quello di idevatiB small moleculesin grado di
dissociare l'interazione fisica tra le subunita PBPA della RNA polimerasi del virus
dell'influenza e quindi la replicazione virale. Eftato condotto unscreeningin silico di
molecole, a partire da circa 3 milioni di compostrtuali, utilizzando la struttura



cristallografica del complesso PA/PB1 e ne sondesidentificate 32 potenzialmente
capaci di inibire questa interazione. Questi 32 posti sono stati inizialmente saggiati
mediante ELISA, per verificare la loro effettivgpe&ita di dissociarm vitro I'interazione
PA/PB1. Da questa prima analisi sono stati ideraifi3 composti in grado di dissociare
I'interazione con un valore di Kgcomparabile al peptide corrispondente ai 15 aaBdi, P
che rappresenta la regione di interazione con Bleet stato dimostrato essere sufficiente
per inibire l'interazione PA/PB1. Successivamentstata valutata la citotossicita delle
molecole e sono stati disegnati dei composti ammalagquelli maggiormente attivi per
cercare di aumentarne l'attivita antivirale e/o ohuirne la citotossicita. L'attivita dei
composti e stata confermata mediamiaireplicon assayun saggio cellulare che permette
di determinare I'effetto delle molecole sull'att&ipolimerasica sia del virus dell'influenza
A che B. Sono stati identificati alcuni compostigrado di inibire I'attivita polimerasica
virale con un valore di l1§gcomparabile a quello del peptide di controllo. &ta valutata,

a questo punto, la capacita dei composti di inilsireeplicazione virale mediante saggio di
riduzione delle placche. Quello che € emerso e3chemposti inibiscono la replicazione
del virus A/PR/8/34 con valori di Eg comparabili a quelli della ribavirina (RBV),
utilizzata come controllo, e a quelli dei farmatiualmente utilizzati in terapia. Inoltre, €
stata valutata la capacita di questi compostnitiiie anche la replicazione di un virus
dell'influenza B (B/Malaysia/2506/4) e altri cepmli influenza A (A/WSN/67/05,
A/Solomon Island/3/06 e A/IPARMA/24/09 Tamiflu-retgiste). E’ stato osservato che i
composti 1 e 34 sono attivi contro questi ceppiirdiuenza in maniera analoga al
composto di riferimento RBV (B 18-22,5 uM compostt; EGy 17-25 pM composto
34; EGo7-18 uM RBYV). Per il composto 34 e stata anchetasdul’attivita antivirale nel
tempo; quello che é emerso € che una elevatatatvimantenuta fino a 12 h post-
infezione (1-2 uM). L’attivita antivirale dei comgid 1 e 34 e stata valutata anche
caratterizzando il loro effetto sull’espressiondled@roteine virali. Entrambi i composti
hanno mostrato attivita antivirale. Inoltre é stdwterminata I'attivita del composto 34
sulla traslocazione intranucleare del complesso/PBLlil composto 34 ha mostrato
attivita antivirale anche in questo saggio. Stuali garatterizzarne ulteriormente l'attivita e
per identificarne dei nuovi analoghi possibilmepite attivi sono in corso.

In parallelo sono stati saggiati alcuni StealthNs#Rdisegnati contro il trascritto d#B1 per
valutare la loro capacita di inibire I'attivita polerasica. Dati precedenti hanno dimostrato
attivita antivirale per uno di questi siRNA in ed# infettate; la capacita di inibire anche
I'attivita polimerasica € stata confermata medianieireplicon assayinibizione dell’80%

a concentrazione 30 nM).

Possiamo quindi concludere di aver identificato doenposti, composto 1 e 34, e un
SiRNA che possono essere considerati dei buoniidatmger lo sviluppo di un farmaco
anti-influenza. Ci proponiamo di caratterizzareeutirmente [I'attivita antivirale dei
composti identificati, e, per quanto riguarda i pasti selezionati mediante sareening in
silico, di identificare dei composti analoghi in modo damentare la loro attivita
antivirale.
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Abstract

Influenza (flu) is an airborne highly-infectioussdase, characterized by high morbidity
and significant mortality, especially in at-riskgudation (young children, elderly people,
patients with cronical disease). Annually, 20% a&neral population is affected by
seasonal epidemics sustained by genetic variantready circulating influenza virus
strains. For this reason the vaccine has to begdthevery year with a considerable
economic impact. Furthermore, the influenza vigigesponsible for occasional pandemics
affecting million of people worldwide. The migrayowater bird are the natural reservoir
for the avian flu. The recent avian flu virus tladtected humans suggests that a new flu
epidemic could be able to overcome the speciesebamd spread from human to human.
For these reasons there is an urgent need to geweloew drug able to target a
conservative flu motif.

To date, there are a few commercially availablegdrthat target some envelope viral
proteins: neuraminidase (NA) and the M2 ion chanr@seltamivir (Tamiflu) and
zanamivir are NA inhibitors, which prevent the ede of the viral particle from infected
cells and are active against flu A and flu B. Anaaime and rimantadine inhibit the protein
M2 and viral uncoating. These drugs have importimivbacks including neurological
toxicity, they can’'t be administrated to subjectsuyger than 12 year-old, finally, they
have to be taken at the time of onset of symptdughermore, they can very frequentely
cause the induction of drug-resistant strains.

Moreover, although an anti-flu vaccine is availablehas to be changed every year
because the virus is prone to antigenic modificatid-or all of the above, there is still an
urgent need for effective anti-flu compounds wittlifferent mechanism of action from the
current anti-flu drugs.

A possible novel anti-influenza strategy is rapntse by the RNA polymerase encoded by
flu virus; in fact, the influenza virus polymerasea conserved element among different
viral strains, as it is not subjected to geneticalality.

The influenza virus RNA polymerase is a heteroc@xpihich consists of three proteins
(PB1, PB2, and PA) that interact each other, itipdar PB1 interacts with PB2 and PA,
while PA and PB2 do not interact. It has been destrated that the PA/PBL1 interaction is
crucial for flu virus replication: in fact, the iihtion of this interaction cause the inhibition
of flu replication. Thus, the inhibition of suchi@nactions may represent a feasible strategy
for the development of anti-flu compounds able tock the replication of the virus
independently from the viral strain.

The main aim of this project is to identify smalblacules able to block the interaction
between the PA and PB1 subunits of the viral RNAmperase and consequently to inhibit
virus replication. To this aim, an silico screening has been conducted on approximately
3 millions of virtual compounds taking advantagetloé crystallographic structure of a
truncated form of PA bound a PB1l-derived peptiagethis screening we identified 32
compounds potentially able to inhibit the PA/PBXermaction. We then tested these
compounds using an ELISA to verify their capability disrupt the physical interaction
between PA and PBih vitro. From this analysis, we identified 3 compound®ablblock
the PA/PBL1 interaction with an §gcomparable to that of a peptide corresponding tb-aa
15 of PB1, that rapresent the PA-binding domairaddition, the cytotoxicity of the active
compounds has been evaluated in a panel of cel.liAnalogs of the most promising
compounds have been synthesized to increase ahtagtivity and decrease the toxicity.
The compound activity has been further charactérizg the “minireplicon assay”, a
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cellular assay that evaluates the compounds eftecti A and flu B polymerase activity.
We identified some compounds able to inhibit thé/perase activity with an 1§ value
comparable to that of the PBpeptide.

We also analised the ability of the compounds tobin the viral replication by a plague
reduction assay. We found that 3 compounds infiibia/PR/8/34 replication with E&
valuescomparable to that of the reference compound nibva(iRBV).

Furthermore, we evaluated the activity of these paunds on the replication of a flu B
strain (B/Malaysia/2506/4) and of some flu A stmitA/WSN/67/05, A/Solomon
Island/3/06, and Tamiflu-resistant A/IPARMA/24/09).

Compounds 1 and 34 showed an antiviral activityresjahese flu strains comparable with
that of RBV (EGp18-22,5 uM for compound 1; EE17-25 uM for compound 34; E67-

18 uM for RBV).

The antiviral activity of the compound 34 has bed¢so characterised at different time
post-infection. We found that this molecule hashkigantiviral activity until 12 hours
post-infection (1-2 uM). Finally, its activity waevaluated also on the intranuclear
traslocation of the PA/PB1 complex and on viraltpmo expression. Compound 34 showed
antiviral activity also in these assays. Studiesharacterise further its activity and to
identify more potent analogues are in progress.

Finally, another line of research characterizedhat same time, some Stealth siRNAs
directed against PB1 mRNA and evaluated their adpato inhibit the flu polymerase
activity. Previously data reported an antiviraliaty for one of these siRNAs in infected
cells; we have confirmed its antiviral activity byinireplicon assays (80% of inhibition at
30 nM).

We can conclude that we identified two compoundsjmound 1 and 34, and a siRNA that
are a good candidate for development of a newflanttempound. In the future, we are
going to characterize the antiviral activity of teelected compounds and identify new
analogues compounds to increase their antiviraligct

12



1. Introduzione

1.1 Orthomyxoviridae: caratteristiche generali

La famiglia Orthomyxoviridaecomprende cinque virus patogeni sia per 'uomo phe
molti animali. Il termineOrthomyxoviridaederiva dal grecmrthos che significa dritto e
myxache significa muco. Gli orthomyxovirus sono vidatati dienvelopes di un genoma
segmentato ad RNA a singolo filamento (ssRNA) afkal negativa (Palese, 2007).
Appartengono alla famigli@rthomyxoviridaga seguenti virus:

« Virus dell'influenza A
« Virus dell'influenza B
« Virus dell'influenza C
« Thogotovirus

« Isavirus

| primi tre generi rappresentano i virus che prarxl'influenza nei vertebrati (uomo ed
altri mammiferi). Gli isovirus infettano i salmoaii thogotovirus infettano i vertebrati ed
alcuni invertebrati come le zanzare e i Copepoeli.qlianto riguarda i virus dell’influenza
esistono tre generi di virus influenzali: Influemizas A, Influenzavirus B, Influenzavirus
C. Ogni genere include solo una specie: virus idélienza A, virus dell'influenza B e
virus dell'influenza C Tabella 1). Essi vengono classificati in specie sulla basked
differenze antigeniche nella nucleoproteina (NRje#ta proteina di matrice (M1) che si
trovano in ciascun virione.

| virus dellinfluenza A sono ulteriormente class#ti in sottotipi sulla base
dell’'antigenicita delle proteine superficiali emgaginina (HA) e neuraminidasi (NA):
sono stati identificati 16 diverse HA e 9 NA (Foiestet al.,2005) che possono presentarsi
in diverse combinazioniT@bella 1). | virus A e C infettano diverse specie (tra aaimo,
suino e uccelli), mentre il virus B infetta quasickisivamente l'uomoTébella 1). |
serbatoi naturali dei diversi sottotipi di influenA sono gli uccelli acquatici migratori dai
quali poi l'infezione puo essere trasmessa ad lia@mnestici o ad altri animali fino ad
arrivare all'uomo. Negli uccelli acquatici sonotsidentificati tutti i sottotipi possibili di
influenza, nell'uomo, invece, solo alcuni di qugbtilN1, H2N2, H3N2).

Tabella 1.Classificazione dei virus influenzali.

Genere Specie Sottotipo Ospite
H1-16; N 1-9 Uomo, suino
Influenzavirus A Influenza A virus (HIN1, HIN2, o ’
etc.) volatili, cavallo
Influenzavirus B Influenza B virus Uomo, foche
Influenzavirus C Influenza C virus Uomo, suino
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1.1.a Virus dell'influenza A

| virus dell'influenza A causano epidemie annualipandemie occasionali che si
diffondono a livello mondiale causando gravi daper la salute delluomo. Il virus
dell'influenza A verra trattato nei paragrafi sussi®i.

1.1.b Virus dell'influenza B

Il virus Influenza B e quasi esclusivamente un gatm umano ed € meno comune
dell'Influenza A. L'unico animale conosciuto, oltralluomo, ad essere colpito
dall'influenza B sono le foche. Questo tipo diuleihza muta ad un tasso da 2 a 3 volte
inferiore rispetto al tipo A e questo causa unaiia genetica inferiore, infatti esiste un
solo sottotipo di influenza B. Come risultato diegta scarsa diversita antigenica ogni
individuo normalmente acquisisce un certo gradongiunita contro l'influenza B, anche
se il virus muta in modo tale da impedire un'imni@mmiermanente. Questo ridotto tasso di
cambiamento negli antigeni virali, combinato corsé@rsa gamma di ospiti, previene la
comparsa di pandemie di influenza B (Osterretiad., 2000).

1.1.c Virus dell'influenza C

L'influenza C infetta sia 'uomo che i suini (Gebal, 1983). Studi epidemiologici hanno
dimostrato come il virus dell'influenza C sia distiito in maniera globale sebbene sia
principalmente benigno nell’'uomo (Taylor, 1949).

1.1.d Nomenclatura

| ceppi influenzali che vengono isolati sono idBcditi tramite una nomenclatura standard
attraverso la quale viene indicato il tipo di virda locazione geografica dove e stato
isolato per la prima volta, il numero sequenzialésdlamento, I'anno di isolamento e i

sottotipi HA e NA per il virus dell'influenza digb A.

Alcuni esempi di questa homenclatura sono:

AIPR/8/34/ (H1N1)

A/Wisconsin/67/05 (H3N2)

B/Lee/40
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1.2 Virus dell'influenza A

1.2.a Struttura del virione

La seguente struttura é relativa ai virus delltiefiza A, anche se le altre specie di virus
dell'influenza hanno strutture molto simili.

Il virione del virus dell'influenza A e costituitda un envelope lipidico che viene acquisito
dal virus dalla membrana plasmatica della cellsiaite durante il processo di gemmazione
virale. | virioni rilasciati dalle cellule infettatsono generalmente particelle sferiche di
diametro 80-120 nmHKgura 1), ma possono essere anche allungate o filamewtmse
diametro di 20 nm e da 200 a 300 nm di lunghezza.

Figura 1. Virioni purificati del virus dell'influenza visueazati con microscopio elettronico.

Il virus dell'influenza é caratterizzato da un ddpselicoidale rivestito da uenvelopen
cui si trovano le glicoproteine HA e NA e la proi@iM2 Figura 2). Le due glicoproteine
HA e NA costituiscono delle protuberanze che spoogtalla membrana virale; la proteina
M2, una proteina periferica di membrana che cadstiuun canale ionico, € una delle
proteine virali piu abbondanti nel virione. All'etno del capside elicoidale si trova il
genoma del virus.

PB1, PB2, PA © NS1A and PB1-F2
(polymerase) {infected cells only)

Figura 2. Rappresentazione schematica della struttura ded dell'influenza A.
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1.2.b Organizazzione del genoma

Il genoma del virus dell'influenza A e B é costituda 8 segmenti di ssSRNA a polarita
negativa di diverse dimensioni (13,5 migliaia dsiben totale), mentre quello del virus
dell'influenza C e costituito da 7 segmenti di sgRN

Gli 8 segmenti di RNA del genoma del virus dellfiidnza A variano tra le 890 e le 2341
paia di basi (bp).

Ogni segmento di RNA virale (VRNA) e associato mptessi ribonucleoproteici (RNP). |
complessi RNP sono costituiti da RNA virale asdocialle NP e al complesso
eterotrimerico dellRNA polimerasi RNA-dipendentkecsi lega alle estremita conservate
3’ e 5’ di ogni VRNA. Un RNP e costituito da un edegmento di VRNA, un complesso
polimerasico e una NP ogni 20-24 nt del’RNA virdleRNA polimerasi virale e costituita
dalla proteina basica 1 (PB1), dalla proteina lza2iPB2) e dalla proteina acida (PA).
L’RNA polimerasi del virus dell'influenza e respaisle sia della replicazione che della
trascrizione virale e utilizza ogni VRNP come teatplindipendente. Gli RNP, quindi, non
I’'RNA genomico da solo, sono trascrizionalmentevatt

Tutti gli 8 segmenti di RNA virale presentano un@amizzazione comune: una lunga
regione codificante centrale in antisenso fiancreggla corte sequenze alle estremita 3’ e
5’ non codificanti conservate che sono parzialmeramplementari le une con le altre
(Robertson, 1979): i 12 nt al 3’ presentano sola base diversa in meta degli 8 segmenti e
i 13 nt al 5’ sono completamente conservati. Leeesta complementari hanno un ruolo
essenziale nella regolazione della sintesi del vRNg#oret al.,1995): esse si appaiano in
una struttura dettpanhandleche permette I'esposizione delle basi del’lRNAd&mdole
accessibili alla polimerasi (Cheomy al., 1996, Neumanret al., 2004). La polimerasi si
associa alle estremita 3’ e 5’ del VRNA e catalilzaeazione (Klumpgt al., 1997). Ad
ogni segmento di VRNA si associano separatamentiecole di NP formando una
struttura a bastoné-igura 3). Ogni molecola si associa a 20-24 nt di VRNA (@amnset
al.,1972) attraverso il suo scheletro fosfato-zucchai cristallografici hanno dimostrato
che il sito di legame delle NP al’lRNA e costitudla molti residui basici ed e localizzato
nella parte esterna degli oligomeri di NP (&teal, 2006). La NP ha due siti di interazione
NP-NP e possiede un’abilita intrinseca di formaaestruttura caratteristica degli RNP
anche in assenza del VRNA (Ruigrok & Baudin, 1996ygerendo che la NP sia Il
determinante maggiore per la formazione della tstraitdegli RNP e che I'VRNA si
associa a unscaffolddi NP. Inoltre, da immagini di microscopia elettita di RNP isolati

e stato dimostrato come una singola molecola di Rp#imerasi sia localizzata
all'estremita di ogni RNP (Murtét al, 1988;Figura 3), dove si associa con le estremita
complementari del VRNA.
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Figura 3. a) Rappresentazione schematica di un RNP. Le trenstabdella RNA polimerasi virale sono
rappresentate in giallo rosso e verteModello tri-dimensionale del complesso della peliasi virale in
RNP: NP in marrone; PA in viola; PB1 in verde e RBPosso (da Colomet al, 2009).

Gli otto segmenti che costituiscono il genoma wraell'influenza A codificano 12
proteine (HA, NA, NP, M1, M2, NS1, NEP, PA, PB1, BRB2, PB2, N40). Di questi otto
segmenti, cinque codificano un solo polipeptideseiymento 2 codifica tre polipeptidi e i
segmenti 7 e 8 codificano entrambi due polipeptidisegmento 2 codifica: PB1, la
proteina chiamata PB1-F2 (Chenh al., 2001) e N40 (Wiset al., 2009). Il segmento 7
codifica le proteine di matrice M1 e M2, mentresdgmento 8 codifica la proteina non-
strutturale 1 (NS1) e la proteina di esportazioneeare (NEP).

| tre segmenti piu grandi (1, 2, 3) codificano Ie tsubunita della polimerasi
(rispettivamente PB2, PB1 e PA), responsabile dediscrizione e replicazione dellRNA
virale (vediParagrafo 1.3. Il segmento 1 codifica la proteina PB2 che e caqabinding
protein con attivita endonucleasica. |l segmento 2 ceodife proteine PB1 (basic protein
1), PB1-F2 e PB1 N40. La proteina PBL1 e il cuod&ad®NA polimerasi RNA-dipendente.
Molti ceppi di influenza A, inoltre, esprimono uncgolo polipeptide, di circa 90 aa,
denominato PB1-F2 (Chest al.,2001) generato da una sovrapposizionepsin reading
frame(ORF) al 5'di PB1 (Cheet al.,2001).

PB1-F2 ¢ localizzata nei mitocondri e induce apsipito alcuni tipi cellulari (Chert al.,
2001; Gibbset al., 2003). L'effetto pro-apoptotico della sovraesprass di PB1-F2
suggerisce che esso sia un fattore di virulenzatre) molti studi correlano la perdita di
espressione di questa proteina con l'alteraziofia gatogenicita virale (McAulegt al.,
2007; Zamarin et al., 2006). Non & ancora stato dimostrato comunque |'elevata
patogenicita di alcuni ceppi virali osservatavivo sia causata dall'induzione di apoptosi di
PB1-F2. Probabilmente PB1-F2 influenza I'attivitdaelocalizzzazione intracellulare di
PB1 stessa (Mazwt al.,2008). L'espressione di PB1-F2 avviene attraversoscansione
ribosomale che salta i tre codoni AUG che si travarmonte del segnale di inizio di PB1-
F2 (Figura 4; Chenet al.,2001). Sebbene questo non sia stato dimostragiausibile che
avvenga dato che née il codone AUG di PB1 né qdelle due ORF piu corte intermedie
sono delle sequenze consenso di Kozak forti, méatee quella di PB1-F2Fgura 4).
Inoltre, & stato proposto che polipeptidi PB1-F@ porti siano sintetizzati da uno o piu
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codoni AUG posti a valle rispetto al codone di ioidi PB1-F2 (Zamariret al.,2006), ma
perché questo si verifichi i ribosomi dovrebbesdtaze dei codoni d’inizio prima di
iniziare a tradurre ’'mRNA, cosa improbabile in gt@aessi dovrebbero saltare un minimo
di tre codoni AUG piu forti Figura 4). Rimangono quindi irrisolte diverse questioni che
riguardano la regolazione dell'espressione genstaegmento 2.

Il terzo polipeptide derivante dal segmento 2 € R0, una variante tronca all’N-termine
di PB1 generata da una traduzione a partire dalGAJdel codone 40 nellmRNA di PB1.
L’espressione di questa proteina é stata ident#igadiversi ceppi di influenza A, inclusi
quelli umani, equini e aviari, con un livello dipgessione pari a circa il 5-10% di PB1 in
cellule infettate con il virus A/PR/8/34 wt 8 oregtinfezione (Wiseet al., 2009).
L’espressione di N40 non e essenziale per la ipboe virale, ma I'espressione di PB1,
PB1-F2 e N40 ¢ interdipendente; I'assenza di N4presenza di PB1-F2 diminuisce la
cinetica di replicazione virale (Wis al.,2009).

PE1 40
Fr1 ||:F [;.’ il PRI
g Fro O 7IBl9 | PBi-F2 }3'
Fra m
FB1-F2 F2 C-tarm?

Figura 4. Rappresentazione schematica della regione 5’ndRINA del segmento 2. Le ORF nei tre codici
di lettura sono indicate da rettangoli. | codoni®@ldono colorati in base alla forza della sequenrsenso
di Kozak (verde: forte; giallo: intermedio; rosstebole). Sono indicati i codoni AUG che identifican
I'inizio di ogni polipeptide.

Il segmento 3 codifica la proteina PA, una dellet@pine che costituiscono I'eterotrimero
della RNA polimerasi virale (veditaragrafo 1.3

| segmenti 4 e 6 codificano le glicoproteine di edigie emoagglutinina (HA) e
neuraminidasi (NA), coinvolte nel riconoscimento fi@sione tra envelope virale e
membrana cellulare e nel rilascio delle particellmli di nuova sintesi. HA e una
glicoproteina di membrana di tipo | costituita ddamcora trasmembrana idrofobica e da
una coda citoplasmatica (Russgtlal., 2008). HA e la glicoproteina piu espressa, infatti
costituisce I'80% delle proteine delhivelopee trimerizza assumendo forma di spicola
(diversa nei 16 tipi di HA). Questa proteina viemedificata post-trascrizionalmente:
viene aggiunta una catena acilica nelle tre cistdeila coda citoplasmatica e N-glicosilata
nelle sette asparagine del dominio extracellulat&. € costituita da due subunita: una
porzione globulare HA1 (328 aa) e una transmembirbkia (221 aa) legate da un legame
disolfuro Figura 5; Skehel & Wiley, 2000). Le due subunita giocanolirdiversi nel
processo di entrata del virus nella cellula: HAdilit il legame al recettore sulla cellula
ospite, mentre HA2 guida la fusione tra membrarazi® al riconoscimento da parte della
porzione HALl dell'acido sialico, il virus entra feelcellula ospite passando per
'endosoma. Il pH acido dell’endosoma induce un lo@mento conformazionale in HA2
che permette al peptide fusogeno idrofobico cheosia all’N-termine di inserirsi nella
membrana cellulare (Skehetl al., 1982). Successivamente la porzione C-terminal®Adi
forma una struttura in cui il peptide e I'ancoramembrana di HA si trovano vicine.
Questo cambiamento conformazionale permette laorfesitra envelopee membrana
cellulare (Skehel & Wiley, 2000).
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Figura 5. Rappresentazione schematica di HA: dal precurdaxdéoama matura.

La proteina HA viene inizialmente sintetizzata gdtirma di precursore HAO (Skehel &
Wiley, 2000) incapace di mediare la fusione tra foeme. Per poter svolgere il suo ruolo,
HAO deve essere tagliata in HA1 e HA2 dalle prateabBulari del reticolo endoplasmatico
(RE; Steinhauer, 1999). Il taglio avviene nellawsawa che collega la subunita HAL a
HA2, che é parzialmente esposta, in due passaggiimo luogo un’endoproteasi taglia
HA al C-termine di un’arginina localizzata tra H&LIHA2 e genera I'N-termine di HA2
maturo (Klenk & Garten, 1994). Successivamenteaambossipeptidasi rimuove I'arginina
e genera il C-termine di HA1 maturo (Garten & Kle@R83). Questo taglio & associato ad
un cambiamento conformazionale di HA che permdtfeptide fusogeno, in seguito alla
stimolazione da pH acido, di inserirsi in una cavibnservata formata da residui di HA1 e
HA2 (Chenet al.,1998). Il taglio di HAO € un importante fattorediulenza per il virus.
L’efficienza di tale taglio dipende dalla preserdiauno o piu residui basici nel sito di
taglio tra HA1 e HA2.

La neuramidasi (NA) €& una glicoproteina di supéfiche tetramerizza. NA e in grado di
tagliare I'acido sialico delle glicoproteine virai dei recettori cellulari. L’eliminazione
dell'acido sialico dalle proteine virioniche ne wene l'agglutinazione e facilita la
liberazione del virus dalle cellule infettate. lme| la proteina NA lega il plasminogeno
che, quando viene convertito in plasmina attivamette il taglio di HA (Goto &
Kawaoka, 1998). | siti di taglio di HA costituitiadun solo residuo carico positivamente
posSsono essere tagliati da uno specifico enzimsepte nei polmoni, mentre siti di taglio
di HA costituiti da piu residui carichi positivantennel sito di taglio possono essere
tagliati in maniera ubiquitaria da proteasi.

Il segmento 5 codifica una proteina basica chiamatdeoproteina (NP), costituita da 498
aa nei ceppi di influenza A e da 560 aa nei ceppnftlenza B (Londoet al., 1983).
Nonostante questa differenza di residui amminoeicldi proteina & altamente conservata
tra influenza A e B. Le NP sono coinvolte in divdeggami sia con proteine cellulari che
virali e per questo motivo assumono diversi ruellanreplicazione virale.

Le NP legano, attraverso la porzione N-termindRNA con alta affinita, ma non in
maniera sequenza-specifica (Scholtisscke & BecBf1;l Digard et al., 1999). In
particolare una NP lega 20-24 nt del’RNA viraleo(@panset al., 1972) proteggendolo e
mantenendone I'organizzazione delle particellenilmbeoproteiche (Biswast al., 1998).
Inoltre NP € in grado di legare se stessa; quedtxazione €& importante, in quanto
mantiene la conformazione degli RNP. Il legame d¢enproteine PB1 e PB2 della
polimerasi virale (Biswaset al., 1998) conferisce alle NP la funzione di fattore di
processivita per la polimerasi stessa importarfiachie avvenga la sintesi completa del
genoma virale (Hondat al., 1988). E’ stata attribuita alle NP la capacitaléierminare il
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passaggio tra trascrizione e replicazione virakeatBn & Krug, 1986) e puo essere mono-
ubiquitinata, regolando il processo di replicaziqheo et al., 2010). Le NP, inoltre,
interagiscono con la proteina M1 (Zvonarjev & Ghamd1980) durante il processo di
esportazione nucleare dei VRNP. Per quanto riguiakdsce I'interazione con le proteine
cellulari, NP lega lI'importinax (O’Neill & Palese, 1995), in quanto contiene ugrsde di
localizzazione nucleare (NLS; Neumasenh al., 1997); I'actina F (Digarcet al., 1999);
CRML1 (Eltonet al., 2001), per I'esportazione dal nucleo dei vVRNP wdova sintesi, e
UAPS56, un fattore di splicing coinvolto nella formane dello spliceosoma e nell’esporto
nucleare del’lmRNA (Momoset al.,2001).

Il segmento 7 codifica le proteine di matrice MM&. La proteina M1 e la proteina piu
abbondante nella particella virale, € una proteiterna al virione che ricopre la superficie
interna dellenvelopeed € implicata nellassemblaggio dei virioni diowa sintesi. M1
forma dimeri e multimeri (Zhaet al., 1998); l'interazione M1-M1 e importante nel
buddingvirale. M1 media il legame con VRNP durante ilsparto di questi all'interno
della cellula. La proteina M2 € una proteina traestrana di tipo Il che tetramerizza. |l
dominio transmembrana di M2 forma un canale checagcome canale ionico selettivo
(Pinto et al., 1992). L’apertura del canale ionico M2 permettepedtoni di entrare
acidificando il core virale. Questa funzione di M2 importante nelle prime fasi
dell'infezione in quanto provoca I'abbassamentopéi che permette il cambiamento
conformazionale di HA promuovendone il processéudione; inoltre M2 & implicata nel
rilascio dei nuovi virioni.

Il segmento 8 codifica due proteine: la proteinalSa proteina NEP (Landt al.,1980).

La proteina NS1 e l'unica proteina a non essererparata nel virione ed e responsabile
dello splicing del’'mRNA virale. Questa proteina, inoltre, inibés la risposta cellulare
antivirale dell'interferonex e 3 (INFo/3) bloccando il processamento post-trascrizionale
dei pre-mRNA cellulari antivirali. NS1 é in gradapltre, di bloccare la risposta cellulare
antivirale mediata da protein chinasi R (PKR; Beagmet al.,2000) attraverso il legame a
questa proteina.

NS2 € meno caratterizzata rispetto a NS1. Essa @uateina di esporto nucleare e funge
da adattatore tra la regione cromosomica di mamiemio 1 (Crml) e gli RNP virali
(O'Neill et al.,1998). NS2 interagisce anche con la proteina Mds(idaet al., 1993), la
quale a sua volta interagisce con gli RNP viralotdw et al., 2007). E’ stato dimostrato,
infatti, che la porzione C-terminale di M1 intersgg con le NP, la porzione N-terminale
delle NP interagisce con la porzione C-terminal®lBP/NS2 e infine che la porzione N-
terminale di NEP/NS2 interagisce con Crm1l; tuttesg@ interazioni permettono I'esporto
nucleare degli RNP virali (Boulet al.,2007).

1.2.c Ciclo replicativo

L’entrata del virus nella cellula ospite avvienaniite legame della glicoproteina virale di
superficie HA con l'acido sialico che si trova suBuperficie della membrana cellulare
(Figura 7; Skehelet al., 2000). L'acido sialico pud essere legato al ga&it in
conformazioneo (2-3) 0 a (2-6). Questi legami sono estremamente importaeti
determinare la specie-specificita di legame di artigolare ceppo di influenza. | virus che
infettano 'uomo riconoscono, infatti, 'acido @ con legame: (2-6), mentre quelli che
infettano gli uccelli riconoscono l'acido sialicmrt legamen. (2-3). | virus in grado di
infettare 1 maiali riconoscono entrambi i tipi dcido sialico (Skehekt al., 2000). In
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seguito al legame HA-acido sialico, il virus entmalla cellula ospite per endocitosi
mediata da recettore e viene internalizzato in igeke endosomiali. Il pH acido
del’endosoma (pH 5/6) permette la fusione tra mema virale ed endosoma, in quanto
induce il cambiamento conformazionale di HAO, chantrene il dominio di legame al
recettore HA1 ma espone il peptide di fusione di2H®uesto peptide si inserisce nella
membrana endosomiale facendo in modo che membrasia e endosomiale siano in
contatto tra di loro. L’ambiente acido dell’endosgnmoltre, fa si che si aprano i canali
lonici M2. L’apertura del canale ionico M2 permetteprotoni di entrare acidificando il
core virale. Il pH acido fa si che la proteina Miimbi conformazione, causando la rottura
dell'interazione tra M1-vRNP e quindi il rilasci@idvRNP da M1. | vVRNP sono cosi liberi
di entrare nel citoplasma cellulare (Sidorenko &dRe 2003).

Replicazione e trascrizione virale avvengono nelewdella cellula ospite (Jacksenal.,
1982). | vVRNP devono esser quindi trasportati netlep attraverso i pori nucleari. Le
proteine virali necessarie affinche avvengano ceglone e trascrizione (NP, PA, PB1 e
PB2) contengono delle sequenze di localizzaziordeate (NLS) in grado di legare il
macchinario cellulare di importo al nucleo e peteret'entrata delle vVRNP. L'importo al
nucleo avviene grazie alla via cellulare protein@eddente della regione cromosomica di
mantenimento 1 (Crm1l) attraverso legame con le it@oa e 3 coinvolte nell'importo
nucleare. In particolare, le proteine PA e PBlragescono formando un complesso nel
citoplasma e successivamente traslocano nel ndce® si associano a PB2 (Nietbal.,
1994).

Nel nucleo cellulare sono sintetizzati tre divensi di RNA: 'RNA messaggero (mRNA)

a polarita positiva, 'RNA complementare (cCRNA) algrita positiva e 'RNA virale
(VRNA) a polarita negativa.

La sintesi del’mRNA e diretta dalla polimerasialeg e ha luogo durante le fasi iniziali
dell'infezione. La trascrizione grimer-dipendente. L'innesco per la sintesi del’'mRNA e
costituito dal cap 5’ 7-metil-guanosina (@) del pre-mRNA cellulare. Gli mRNA cellulari
infatti sono dotati di cap metilato al 5’ e codapaily (A) al 3', mentre il genoma virale
privo del cap al 5’ (Plotctet al., 1976). Il riconoscimento e il legame di questaittira
cellulare avviene ad opera della subunita PB2 prmeraga esportata nel citoplasma. Il
taglio del cap dal pre-mRNA cellulare viene effattu dell’'endonuclasi PA che genera
frammenti di 10-15 ribonucleotidi. Questi oligomerengono quindi utilizzati come
inneschi per la trascrizione degli mRNA virali (et al., 1979). Tale meccanismo é
chiamatocap-snatchinged e caratteristico dei virus a polarita negatippartenenti alle
famiglie OrthomyxoviridagBunyaviridaee Arenaviridae Anche se non €& noto il momento
esatto in cui avviene questo meccanismo quellosclsa € che la polimerasi predilige il
legame con I'RNA polimerasi cellulare 1l (Pol llpdforilata in posizione 5. Questa
fosforilazione avviene durante I'inizio della tragone nel momento in cui si attiva la
sintesi del complesso del cap cellulare (Engelheatrdt., 2005).

Anche la terminazione della trascrizione avvien@peéra della polimerasi virale, la quale
rimane legata al 5’ del templato a causa della &aione della strutturpanhandleassunta
dal VRNA stesso (Fodast al., 1994) e aggiunge un segnale di poli-adenilazigpoy{A)

al 3’ grazie ad un segnale oligo-U (da 5 a 7 U) shova 17 nucleotidi a valle del 5’
terminale (Robertsoet al., 1981). Il meccanismo di trascrizione del virusl'addluenza
differisce da quello dei virus a RNA a polarita attga non segmentati nel processo che
riguarda il cap al 5’ e il poly-A al 3'.

Il virus dell'influenza sfrutta il macchinario dplicing dell’ospite per generare le proteine
M2 e NS2, che vengono prodotte in quantita mingspetto alle proteine che non
necessitano dsplicing M1 e NS1 (Amorim & Digard, 2006). Per poter uilae il
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macchinario displicing della cellula ospite, il virus & in grado di imidilo $plicing
del’mRNA cellulare (Engelhardt & Fodor, 2006): feioteina NS1 lega U6, un piccolo
RNA nucleare (snRNA; Lt al., 1994), e altri componenti del macchinariosgiicing
causandone la rilocalizzazione nel nucleo delltuleeinfettata (Forte®t al., 1995). La
proteina NP, invece, interagisce con UAP56, unofattdi splicing coinvolto nella
formazione dello spliceosoma e nell’'esporto nudedel’mRNA (Momoseet al., 2001).
L’mRNA viene successivamente esportato dal nuclent@plasma passando attraverso i
pori nucleari.

Lo switchtra trascrizione e replicazione e diretto dalle MRyjuanto esse sono in grado di
promuovere l'inizio della trascrizione e bloccaaesintesi del mMRNA virale (Newconet
al., 2008). La replicazione del genoma virale avvien&asi successive alla trascrizione ed
e primer-indipendente. Le estremita 5’ e 3’ del genoma sommplementari e invertite e
quindi in grado di interagire tra di loro formandoa struttura dettpanhandle(Luo et al.,
1991). La replicazione del genoma virale (CRNA eN¥R richiede la formazione del
complessopanhandle(Luo et el., 1991) e la presenza delle subunita PB1 e PA della
polimerasi che legano I'estremita 5’ del vVRNA o cRNPoonet al.,1998). La proteina PA
aumenta I'affinita di PB1 per il 5’ VRNA agendo thtore di elongazione (Fodet el.,
2003). La sinteside novodel vVRNA richiede che venga prima sintetizzato NA&R
complementare (cCRNA) che funge da tempfatblenght per la produzione della progenie
del vRNA (Leeet al, 2002). Di recente & stato dimostrato che laigapione del genoma
virale coinvolge piu di un complesso della polingra grado di agiren trans (Jorbaet
al., 2009). A differenza del vRNA, il cRNA non hgibly(A) al 3' né il cap al 5.

La sintesi delle proteine virali avviene nel ciagha cellulare grazie ai ribosomi
(polisomi). Il virus sfrutta il macchinario tradamale dell’ospite, infatti, la velocita di
produzione delle proteine cellulari diminuisce nebmento in cui ha inizio I'infezione
virale. La polimerasi, le proteine di matrice epi®teine non strutturali di nuova sintesi
sono trasportate al nucleo dove avvengono traeoezie replicazione ad opera della
polimerasi esplicing delle proteine M e NS. Le proteine detivelope(M2, HA e NA)
vengono sintetizzate nei ribosomi del RE, insengéla membrana del RE, glicosilate e
trasportate al Golgi. La proteina M2 forma un canglrotonico che previene
I'acidificazione del Golgi e di altre vescicole iegendo il cambiamento conformazionale
e l'inattivazione di HA. Successivamente vengorasportate alla membrane della cellula
ospite (Sidorenko & Reichi, 2003).

Le nuove patrticelle ribonucleoproteiche vengonadusintetizzate nel nucleo cellulare e
successivamente esportate nel citoplasma pass#raleeeso i pori nucleari grazie alla via
Crml-dipendente (Eltoet al, 2001), alle proteine virali M1 (Bt al, 1996; Buiet al,
2000), alla proteina di esporto nucleare (NEP/NS2eill et al, 1998) e alle NP. La
proteina M1 lega, infatti, i VRNP attraverso la zione C-terminale, formando il
complesso M1-vRNP (Baudiet al, 2001), e ne catalizza I'esporto dal nucleo al
citoplasma diretto dalla proteina NS2 e dalle NRteonenti un segnale NES. La porzione
N-terminale di M1 contiene un NLS. Per I'esporta@alal nucleo, M1 lega la proteina di
esporto nucleare (NEP/NS2) attraverso I'N-termiresoherando I'NLS, e NEP media il
legame Ran GTP-dipendente con la proteina cellllR&1 permettendo I'esporto dei
VRNP (Bouloet al., 2007).

E’ stato proposto che ci siano due diverse clasgRiP: una coinvolta attivamente nella
trascrizione e replicazione, che non viene esportdl nucleo, e una che rimane
trascrizionalmente inattiva e che viene esportathndicleo per essere incorporata nei
nuovi virioni. Probabilmente ¢ il legame di M1 covRNP che li rende trascrizionalmente
inattivi (Hankinset al, 1990).
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La proteina M1, inoltre, inibisce il reimporto alcieo dei VRNP. Il complesso VRNP-M1
viene trasportato al sito di gemmazione intraceflulente grazie all'interazione con le
componenti citoscheletriche, in particolare i midamenti, mentre le proteine
transmembrana HA, NA e M2 vengono trasportate sumiémbrana plasmatica apicale
mediante la via standard di esocitosi cellulare rfiMager-Nes®t al, 1990). La posizione
di M1 nella struttura virale implica che M1 formnponte traenvelopee VRNP e che
interagisca con le proteine virali M2, HA, NA postilla membrana plasmatica
permettendo I'impacchettamento delle particellealviiMcCown & Pekosz, 2005). Le
glicoproteine virali quindi determinano il sito @ssemblaggio e diuddingdel virus dato
che esse contengono segnali apicali o basolaersdno dirette verso uno specifico sito
dove il virus si assembla e gemma in cellule epligbolarizzate. La gemmazione richiede
la presenza di proteine cellulari che sono richtenta M1. L'elica 6 (H6) di M1, infatti,
possiede un dominio L implicato nel richiamo di sgeproteine, anche se non & ancora
noto quali proteine interagiscano con il domini@Hui et al, 2006).

La segmentazione del genoma del virus aumenta haplessita del processo di
assemblaggio del virione. Il modo in cui avvierimmpacchettamento del genoma virale e
ancora motivo di discussione. Esistono due modeHggiormente accreditati chiamati
random modek specific packaging modell. random modeprevede un meccanismo che
distingue genoma virale da RNA cellulare e RNA kgnaon-genomico in modo che solo il
genoma virale venga incorporato nei virioni. Queptocesso perd0 non permette di
distinguere i diversi segmenti virali, per cui @oterificarsi che in uno stesso virione siano
presenti due segmenti uguali (Compaets al., 1970). Il secondo modellospecific
packaging modeinvece, € un meccanismo che assicura che sia peesea sola copia di
ciascun segmento per virione in quanto duranteséiamlaggio ogni segmento viene
selezionato in maniera specifica (Kingsbury, 1970. sequenze UTR conservate di
ciascun segmento contengono un segnaf@dkaginggenerale bipartito; questo segnale
potrebbe essere importante per entrambi i modeli:primo in quanto permetterebbe di
distinguere 'RNA genomico virale dal non-genomada quello cellulare; nel secondo di
distinguere i diversi segmenti di RNA virale. Anatmme avvenga l'interazione degli RNP
e oggetto di speculazione. | diversi RNP potrebbieteragire tra di loro attraverso
interazione diretta RNA-RNAHigura 6a; Fujii et al, 2003) o attraverso proteine non
identificate che fungono da ponte tra i d&ey(ira 6b; Broderseret al, 2002). Inoltre gli

8 RNP interagiscono tra di loro utilizzando il minaumero di interazioni possibili prima
di essere impacchettati nel virione; questa intersz potrebbe avvenire in due modi
diversi. Il primo modo, chiamatdaisy chain prevede l'interazione di un RNP con due
diversi RNP Figura 6¢); il secondo, dettonaster segmeninvece, prevede che un RNP
interagisca con tutti gli altrifigura 6d); i segmenti piu accreditati per costituirenbster
segmensono i segmenti 1 e 7.
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‘Daisy chain’ ‘Master segment’

Figura 6. Modello delle possibili interazioni tra RNP nel pesso di impacchettamento delle particelle
virali: a) interazione diretta RNA-RNA tra sequenze di impettamentob) interazione mediata da proteine
non identificateg, d) possibile organizzazione del complesso genomiadiatchinsoret al, 2010).

Una volta che tutte le componenti virali sono addate in virioni, essi possono gemmare
dalla membrana plasmatidaigura 7). Questo processo determina la grandezza e laform
della particella virale. Anche se non € stato amdmen chiarito come questo avvenga,
sembra che fattori virali e cellulari ne siano caiti. Il rilascio delle particelle virali
richiede la presenza di NA (Palese & Compans, 1€he) rimuove l'acido sialico da
glicolipidi e glicoproteine delle particelle virake delle cellule infettate prevenendo
I'aggregazione tra particelle virali e il loro iatco a cellule gia infettate.
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Figura 7. Rappresentazione schematica del ciclo di repliceziirale.
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1.3 Il complesso della RNA polimerasi virale

L’RNA polimerasi RNA-dipendente del virus dell'iniénza ha un ruolo cruciale nel ciclo
di replicazione virale.

Il complesso della polimerasi (250 kDa) € un etararo costituito da tre diverse subunita
(PA, PB2, PB1) in rapporto stechiometrico 1:1:1 oiteragiscono tra di lord~{gura 8).

In particolare la subunita PB1 interagisce sia B&2 che con PA, mentre PB2 e PA non
interagiscono tra di loro.

Queste tre proteine insieme alle NP sono essergfiatiché avvengano replicazione ed
espressione virale (Huareg al., 1990).

Figura 8. Modello della struttura del complesso della RNAmperasi (da Heet al.,2008).

La subunita PA (78 kDa) e costituita da due domdentificati mediante digestione con
tripsina: un dominio N-terminale di 25 kDa e unadbminale di 55 kDa (Harat al.,
2006) separati da Umker peptidico di 20 aa che gioca un ruolo importantéarstabilita
dell'interazione con PB1 (Guet al., 2008; Figura 9). La presenza di utinker di
connessione tra il dominio N- e C-terminale deteanuna flessibilita conformazionale
della subunita PA, cosa che potrebbe avere un malla regolazione delle funzioni della
polimerasi (Kawaguchet al.,2005).
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Figura 9. Diagramma schematico della subunita PA.

Sono state cristallizzate di recente sia la poeiGrterminale che N-terminale di PA.

La porzione N-terminale di PA € stata risolta imgtlalo da due diversi gruppi di ricerca,
entrambi hanno identificato un’architetturd: 5 foglietti 3 e % eliche (Diaset al.,2009;
Yuanet al.2009). La porzione centrale di questo dominio pmlsiuna struttura simile a
quella di una endonucleasi di restrizione di tip@ Ipiu generalmente alla famiglia PD-
(D/E)XK delle nucleasi, sebbene ne differisca npbbazione periferica. Il gruppo di Yuan
et al. ha cristallizato il dominio in presenza di ioni #g identificato uno ione legato al
residuo acido conservato situato nella cavita aanegativamente. Sono stati identificati 6
aa responsabili della coordinazione dello ione?Mche sono conservati tra i virus
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dell'influenza A, B e C ad eccezione di uno sologdiesti. Attraverso analisi di tipo
funzionale, essi hanno dimostrato che mutazioniresidui che coordinano lo ione Kig
causano la perdita di attivita dap-snatchingpur mantenendo l'attivita replicativa del
virus (Yuanet al., 2009). Il gruppo di Diagt al, invece, ha cristallizzato il dominio in
presenza di ioni Mfi e localizzato due ioni Mt nella cavita acida (Diast al., 2009).
Uno di questi due ioni si trova nella posizionda@ne Md¢ " della struttura del gruppo di
Dias e laltro in un secondo sito localizzato a whistanza di 4 A, caratteristico di un
meccanismo catalitico a due metalli. Diess al. hanno dimostrato, inoltre, che questo
dominio possiede un’attivita endonucleasica neifrooiti sia del’lRNA che del DNA a
singolo filamento che dipende dalla presenza di Mn** ,C&®* o Mg?*. Sulla base di
queste osservazioni, entrambi i gruppi hanno lezato l'attivita endonucleasica dap-
snatchingnel dominio N-terminale di PA, contrariamente amfio riportato in precedenza
(Li et al.,2001).

La porzione N-terminale di PA contiene un NLS chegd il trasporto di PB1 dal
citoplasma al nucleo (Nietet al.1994). Inoltre e stato dimostrato che la sovraesgone

di PA induce degradazione di NP e PB2, suggereheoRA abbia funzione proteolitica
(Sanz-Ezquerret al.1996). Infatti Hareaet al. hanno definito PA come serin-proteasi con
il sito attivo localizzato in posizione 624 (Hagaal., 2001). Mutazioni puntiformi nella
regione N-terminale di PA interferiscono con il dage al promotore nel cRNA,
suggerendo che questa regione di PA possa avawmlmnella regolazione del legame al
promotore (Leeet al.,2002); inoltre questa subunita é in grado di auarentattivita della
polimerasi virale aumentandone il legame al promeo(Eashiwaget al.,2009). Infine PA
puo essere fosforilata (Sanz-Ezquest@l. 1998), ma non € stato dimostrato se queste sue
modifiche post-traduzionali giochino un ruolo naftivita proteasica o nella sintesi
del’RNA.

Il dominio C-terminale di PA, invece, é responsaldgiéll’interazione con la subunita PB1.
In particolare i 25 residui N-terminali di PB1a@nagiscono con la porzione C-terminale di
PA (Gonzalest al., 1996; Ohtswet al.,2001; Perez e Donist al., 1995; Toyodeet al.,
1996; Zurcheret al., 1996). Questo e stato dimostrato di recente udifido un peptide
corrispondente ai 25 aa N-terminali di PB1 in grailanibire I'attivita polimerasica e la
replicazione virale (Ghanemt al., 2007;Wunderlichet al., 2009). Sulla base di queste
informazioni, due gruppi di ricerca hanno deterrtonka struttura cristallografica della
porzione C-terminale di PA complessata con il fraanto N-terminale di PB1 (Obayashi
et al., 2008; Heet al., 2008). Dalla struttura cristallografica € emerbe d dominio C-
terminale di PA e costituito da b3eliche e 9 foglietti BRigura 10).
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Figura 10. Struttura cristallografica del dominio C-terminalé PA (in rosso) legato al frammento N—
terminale di PB1 (in blu; da Obayagtial, 2008).

Il frammento di PB1, che é completamente consertrato ceppi di influenza umana e
aviaria, si inserisce in una cavita idrofobica faten dalla porzione C-terminale di PA,
anch’essa conservata tra i diversi ceppi di infazerll frammento di PB1 interagisce con
PA attraverso legami idrogeno e idrofobici. Dalleutura cristallografica, inoltre, & stato
possibile identificare i residui di PB1 e PA imticnel legameRigura 11); in particolare
gli aa PTLLFL di PB1, corrispondenti ai residui 8;kono cruciali per I'interazione con
residui non sequenziali di PA.
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Figura 11. Rappresentazione schematica delle interazioni #a(iR blu) e PB1 (in rosso). Le linee
tratteggiate rappresentano i legami a idrogeno.

La subunita PB1 (83 kDa) e il cuore della RNA pdanasi virale, in quanto catalizza

I'aggiunta di nucleotidi durante I'elongazione dedscritto di RNA (Biswas & Nayak,
1994). Questa subunita contiene domini conservdd domuni a tutte le RNA polimerasi
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RNA-dipendenti e alle DNA polimerasi RNA-dipende(Riochet al, 1989). Ad oggi non
sono state risolte strutture cristallografiche tiARpolimerasi RNA-dipendenti con RNA a
polarita negativa, sebbene siano note strutturBMIA polimerasi RNA-dipendenti con
RNA a polarita positiva. Adiacenti a queste regiomiservate si trovano due siti di legame
per i nucleotidi coinvolte in un meccanismo di agga per i nucleotidi (Asano &
Ishihama, 1997).

| siti di legame al 5’ e 3’ del vVRNA e cRNA si trano sulla subunita PB1 (Foder al.,
1993; Gonzales & Ortin, 1999). La porzione C-terahéndi PB1 & coinvolta nel legame al
promotore del RNA virale, in quanto mutazioni incwai residui nella porzione C-
terminale di PB1 (aa 668-674) inibiscono il procedssintesi del’mRNA a causa di una
riduzione nel legame al promotore del VRNA e al defRNA (Kerry et al.,2008). Cio
suggerisce che questa regione sia coinvolta nedjalazione della trascrizione dellmRNA
virale.

La subunita PB1, inoltre, funge da congiunzione lgasubunitda PB2 e PA, infatti,
interagisce attraverso l'estremita N- e C-termin@pettivamente con PA e PB2. Analisi
mutazionali hanno dimostrato che la porzione C-teate di PB1 (residui 712-746)
interagisce con la porzione N-terminale di PB2 (&eset al., 1996; Pooleet al.,2007;
Toyodaet al., 1996, Peralest al., 1996). Entrambe le regioni di interazione di PBhas
state risolte a livello cristallografico: i residi#25 di PB1 complessati con la subunita C-
terminale di PA (Obayaslat al.,2008; Heet al.,2008; vedi sopr&igura 10) e i residui
678-757 di PB1 complessati con la regione N-terteirth PB2 (Sugiyamat al., 2009;
Figura 12).

B C-terminal

PB1-subunit

N-terminal

Figura 12. Struttura cristallografica del dominio C-terminale PB1 (in rosso) legato al frammento N—
terminale di PB2 (in blu; da Sugiyareaal, 2009).

Sia il frammento C-terminale di PB1 che quello Nximale di PB2 sono costituiti da tee
eliche. | frammenti di PB2 e PB1 interagiscono drdoro attraverso legami idrogeno,
contatti apolari e ponti salini. Il legame PA/PB)rincipalmente di carattere idrofobico;
quello PB1/PB2, invece, € costituito da interazijooliari. La maggior parte dell’energia di
interazione tra PB1 e PB2 e data dall’elica 1 d2RBdai legami apolari tra le due
subunita. Dalla struttura cristallografica e stadssibile identificare i residui di PB1 e PB2
implicati nel legameKigura 13).
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lle 750

Figura 13. Rappresentazione schematica delle interazioniP2 (rappresentata linearmente) e PB1
(rappresentata a semicerchi). Le linee tratteggaipresentano i legami idrofobici.

Le interfacce di interazione della subunita songensziali per la funzione polimerasica e
mutazioni in questi residui causano inibizione aedplicazione e nella trascrizione virale
dimostrando un ruolo fondamentale per I'interaziBBd/PB2. La regione centrale di PB1,
invece, contiene i motivi conservati delle polim@rBNA-dipendenti (Poclet al., 1989).
Questa regione non é stata risolta cristallografarate.

La subunita PB2 (83 kDa) € implicata nella tragorig del’RNA virale. Questa proteina
coinvolta nel riconoscimento e legame del cap i(B*GTP) del pre-mRNA cellulare
attraverso la porzione N-terminale (Gastamitaal., 2003). Il cap cellulare viene
successivamente tagliato in un sito specifico dalilunita endonucleasica PA generando
10-13-meri utilizzati com@rimersper la trascrizione del mRNA virale. PB2 quindeme
definita cap-binding protein infatti la sua struttura cristallografica ha dstrato come
questa proteina assuma la stessa conformazioneotdiine che legano il cap come la
proteina cellulare elF4E (Marcotrigiamb al., 1997) e la proteina di vaccinia virus VP39
(Hodel et al.,1998).

La proteina PB2, inoltre, lega NP in due siti dist{Pooleet al.,2004).

Sono stati cristallizzati 4 diversi domini di PBRprimo comprende la porzione di PB2
responsabile dell’interazione con PB1 (vedi so@agiyamaet al., 2009). Il secondo
dominio comprende i residui 678-759 della porzi@xterminale di PB2, definita dominio
NLS in quanto contiene sequenze bipartite di lazalzione nucleare (736-RXRXRIR-
755): mutazioni in questo dominio bloccano il tragp al nucleo di PB2 (Tarendeatal.,
2007). La struttura di questo dominio complessaia Eimportina umanaa5 € stata
determinata mediante NMR (Tarendedual.,2007).

Il terzo dominio comprende i residui 320-483 edredominio in grado di assumere la
propria conformazione indipendentemente dal resttladproteina. Questo dominio
comprende il sito di legame per il cap in 5 delRMA ed e stato cristallizzato
complessato con il TP (Guilligay et al., 2008). Dalla struttura cristallografica sono
stati determinati i residui di PB2 conservati tradappi di influenza A in grado di
riconoscere la guanina metilata.

L’ultimo dominio comprende i residui 538-678, cmeludono il residuo 627 importante
nella specificita dell'ospite (Tarendea&t al., 2008). Questo residuo corrisponde ad una
lisina nelluomo (tranne nel ceppo pandemico H1K12009) e ad un acido glutammico
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negli uccelli. La mutazione E627K causa un aumeetbattivita polimerasica e quindi un
aumento della replicazione virale.

1.4 Evoluzione del virus dell'influenza

L’'RNA polimerasi virale trascrive e replica 'RNAegomico, ma non possiede attivita di
correttore di bozze. Questo comporta un’elevatac#gp di inserire mutazioni nel genoma
pari a circa un errore per ogni ciclo replicatiiorgke, 1993); conseguentemente quasi
ogni nuova patrticella virale contiene una mutazioeé suo genoma. Questo fenomeno
prende il nome diantigenic drift (Moya et al., 2004) e riguarda in particolare le
glicoproteine. Questa caratteristica e importamiarstrategia evolutiva del virus, infatti,
ad esempio, il continuo cambiamento nella sequdeiiddA permette al virus di evadere
la risposta anticorpale dell'ospite. Inoltre urr@lvantaggio evolutivo deriva dal fatto che
il genoma del virus & segmentato permettendo ikcolamento o il riassortimento dei geni
quando segmenti di diversi virus umani e animaé cbinfettano la stessa cellula ospite
sono impacchettati in una nuova particella viraktigenicamente diversa da quelle di
partenza e potenzialmente in grado di generaregoaied(Websteet al., 1992). Questo
processo di riassortimento dellRNA genomico viedeiamato antigenic shift La
generazione di virus riassortanti contenenti genovenienti da virus aviari € umani puo
avvenire nei suini in quanto essi possono essdettati da entrambi i virus, dato che
contengono acido sialico sia con legam@-3) cheo (2-6). In seguito a riassortimento, un
virus aviario puo evolvere in un patogeno uman@egtrso ricombinazione di HA in grado
di funzionare efficientemente in cellule umane (Mdoevenet al., 2009). Se il virus
risultante € immunologicamnte distinto da quellsssti pud essere un ceppo pandemico
contro cui la popolazione non € immunologicamnetégpta.

| virus di tipo A sono i piu virulenti tra i trefi di influenza e provocano le patologie piu
gravi. Il virus dell'influenza B non puo, invecendare incontro adntigenic shiftpoiché
esso e in grado di infettare solo gli uomini.

| sottotipi del virus dell'influenza A che sono stialentificati come altamente patogeni per
l'uomo sono riportati iMabella 2 e rappresentano i ceppi che hanno causato pandeinie
passato.

Tabella 2. Pandemie causate dal virus dell'influenza A.

Nome della Pandemia Data Decessi Sottotipo coinvolto
Influenza asiatica (russa) 1889-90 1 milione forse H2N2
Influenza spagnola 1918-20 40 milioni H1N1

Influenza asiatica 1957-58 1-1,5 milioni H2N2

Influenza di Hong Kong 1968-69 0,75-1 milioni H3N2
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1.5 Determinanti di patogenicita del virus dell'inluenza

| virus dell'influenza aviaria si classificano inrws ad alta patogenicita (HPAI: highly
pathogenic avian influenza) che causano mortakal00% dei casi e in virus a bassa
patogenicita (LPAI: low pathogenic avian influenzhg invece provocano sintomi minori.
| fattori che causano patogenicita sono molteglidguardano le proteine HA, PB2 e NS1.
La proteina HA, come detto in precedenza, é cdtidalle due subunita HA1 e HA2
legate da udinker che viene tagliato da proteasi cellulari per gareeHA matura. Nei
ceppi LPAI il linker contiene un solo residuo di arginina che puo essagliato da
determinate proteasi del tratto respiratorio e rgagestinale, nei ceppi HPAI invece il
linker e costituito da diverse arginine con sequenza RXR/che puo essere tagliato da
proteasi espresse ubiquitariamente (Bostchl., 1981; Webster, 1987). Non tutti i ceppi
pandemici del passato presentano comunque questteaatica degli HPAI (Reiét al.,
1999).

Alcuni residui della subunita PB2 della polimeragiale sono importanti fattori che
determinano la patogenicita del virus. Il residu®d7.6ad esempio, & particolarmente
importante. Questo residuo € un acido glutammidovines aviari e una lisina nei virus
che infettano i mammiferi. Mutazioni E627K aumemtdiattivita polimerasica del virus.
Inoltre e stato dimostrato che anche mutazioni AR2&dmentano l'attivita polimerasica: in
particolare questa mutazione non aumenta la patogewirale, ma il titolo del virus
(Busseyet al., 2010). Il ceppo pandemico del 2009 (H1IN1 suinogspnta questa
mutazione. Anche il residuo 701 di PB2 & un deteamie patogenetico virale; questo
residuo generalmente € un aspartato, ma mutazi@®1l® influenzano la dinamica
dell'import nucleare di PB2 modulandone l'interazione con partinaa (Gabrielet al.,
2008).

Inoltre generalmente i virus pandemici HPAI codifio la proteina pro-apoptotica PB1-
F2.

Il virus H5N1 ha tutte le caratteristiche sopraat@df che ne comportano l'elevata
patogenicita.

1.6 Epidemiologia e patogenesi delle infezioni darus dell'influenza

Il virus dell'influenza A causa infezioni alle viaeree superiori caratterizzate da alta
morbilita e mortalitd soprattutto nella popolaziormel alto rischio quali persone
Immunocompromesse e trapiantati, ma anche bambanzeni. Il virus viene trasmesso
da mammiferi infetti attraverso l'aria, da colpitdsse e starnuti che creano particelle di
aerosol contenenti il virus, e da volatili infedtiraverso escrementi. L'influenza puo essere
trasmessa anche attraverso saliva, secrezioniinf@sale sangue. Dopo un’incubazione di
1-4 giorni, lI'influenza si manifesta in individunmunocompetenti con febbre, malessere,
congestione nasale, sintomi del tratto respirateujperiore che si risolvono in pochi giorni
senza terapia specifica. Nei bambini, negli anzmnn persone immunodeficienti con
malattie cardiopolmonari o croniche, il virus delfluenza pud causare polmonite,
ipertensione, infiltrazioni interstiziali bilateraDgni anno si verificano circa 36 mila morti
e piu di un milione di ospedalizzazioni a causa deus dell'influenza. Il virus
dell'influenza A, ma non il virus dell'influenza B, responsabile di epidemie periodiche o
pandemie con elevata mortalita (WrightWebster, 2001). Piu del 20% della popolazione
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viene colpita dalle epidemie stagionali che sifimano ogni anno. Inoltre, ad intervalli
irregolari, si sviluppano ceppi di influenza A gi@nicamente nuovi in grado di infettare e
trasmettersi efficientemente tra la popolazione egemdo ceppi pandemici che si
trasmettono molto velocemente e che causano sinfbtnigravi. La pandemia piu
devastante fu quella del 1918 scatenata dal ceppdNlHche infetto il 30% della
popolazione causando circa 40 milioni di mortiuttd il mondo (Reickt al.,2001). Altre
pandemie, meno devastanti, furono quelle del 18&N@) e 1968 (H3N2). Un altro virus
potenzialmente pandemico € il virus aviario HSN1lie§o virus fu trasmesso dai polli
all'uomo nel 1997 ad Hong Kong uccidendo 6 su 16@ee infettate (Subbara al.,
1998). Il virus continud a circolare in Cina, matdasmissione del virus dall'uomo non e
stata documentata sino al 2003 (Pedtisal.,, 2004). Il virus successivamente si diffuse
dall’Asia in Europa e Africa. Esso comunque non dmcora acquisito la capacita di
trasmettersi da uomo a uomo. Di recente si € gudtgpuna nuova pandemia causata dal
virus H1IN1, sebbene esso sia di virulenza relatergm bassa. Questo virus HINI,
derivato dal maiale € comparso per la prima voit®essico e nel sud degli Stati Uniti nel
marzo del 2009. Questo virus si e dimostrato edstake solo nella popolazione a rischio
(Wilson & Barker, 2009). Sono stati confermati eit00 000 casi tra cui 5000 morti, ma
potrebbe ricombinare diventando maggiormente wmtole Tutti i virus dell'influenza A
hanno origine negli uccelli acquatici che generalteesviluppano infezioni asintomatiche.
A causa di questa origine, essi possono infetthrangani direttamente o attraverso gli
animali domestici usando come ospiti intermedi ialal’infezione delluomo da virus
aviari differisce dalle normali infezioni, in quanquesto virus non puo essere trasmesso da
uomo a uomo. E' comunque possibile che esso sigaido di adattarsi e quindi anche di
trasmettersi da uomo a uomo.

1.7 Prevenzione, profilassi e terapia

Le infezioni causate dal virus dell'influenza passoessere controllate mediante
vaccinazione e farmaci antivirali. Il vaccino éribdo principale di ridurre I'impatto di una
nuova pandemia influenzale (Monto, 2006); esstavi#, previene I'infezione nel 70-90%
degli adulti sani, ma solo nel 30-40% degli indiidimmunocompromessi. La
formulazione del vaccino, inoltre, deve esseramiigdata ogni anno a causa della capacita
del virus di modificarsi. | composti contro il vewell'influenza, che comprendono quelli
attualmente disponibili in commercio come farmadi\arali e quelli che sono ancora in
fase di sviluppo, possono essere suddivisi in iffe classi a seconda del loro bersaglio:
inibitori della neuraminidasi, inibitori del canal®nico M2, inibitori della IMP
deidrogenasi, interferoni e SiRNA, inibitori dell®NA polimerasi e inibitori
dell’emoagglutinina.

Quando I'emoagglutinina interagisce con I'acido ¢¢Eineuramico (NANA, acido sialico)
della cellula ospite, la neuraminidasi taglia il NA permettendo alla progenie virale di
essere liberata dalla cellula infettata e di differsi ad altre cellule ospiti. Gli inibitori
della neuraminidasi inibiscono il rilascio dellerfpeelle virali inibendone lspread(De
Clercq, 2004; Moscona, 2005). Tra gli inibitori ldelneuraminidasi, il farmaco
maggiormente utilizzato in terapia e l'oseltamiyifamiflu®) in quanto e di facile
somministrazione (orale, 75 mg due volte al giorper 5 giorni) e disponibile a livello
sistemico. Nonostante la sua efficacia, questodaomprovoca la comparsa di ceppi virali
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ad esso resistenti. La resistenza all’oseltamivieppi clinici € associata a mutazioni nella
neuraminidasi del virus dell'influenza A in posiae 119 (E119V), 152 (R152K), 198
(D198N), 274 (H274Y) e 292 (R292K) (Kist al., 2004). Nel caso in cui i ceppi virali
siano altamente patogeni I'oseltamivir puo essemanginistrato per periodi piu lunghi (8-
10 giorni) e con dosi maggiori (150 mg). In altdivea puo essere considerata come
opzione terapeutica la somministrazione endovendositamivir, in particolare in
pazienti gravemente malati. Un altro inibitore delleuraminidasi attualmente disponibile
in commercio e lo zanamivir (Relenza®). Questo rmdeve essere somministrato per
inalazione comportando una bassa disponibilit@sigta del farmaco (Shinyet al, 2006)

0 in alternativa puo essere somministrato endovanaaso di infezioni severe. Lo
Zzanamivir é attivo contro ceppi oseltamivir-regisie

Altri inibitori della neuraminidasi, che sono peancora in fase di sviluppo, sono il
peramivir (RWJ270201; Sidwedlt al.,2001) e il composto A315675 (Katt al., 2002).
Entrambi hanno mostrato attivita contro ceppi fluenza A e B zanamivir- e oseltamivir-
resistenti. Per quanto riguarda il peramivir, daidstclinici € emerso che una
somministrazione orale non conferisce proteziongroal virus umano dell'influenza A.
Studi con formulazioni parenterali sono attualmenteorso.

Gli inibitori del canale ionico M2 sono derivati gle adamantani: amantadina e
rimantadina, che sono attivi in maniera specifioat il virus dell'influenza A (non sono
attivi contro il virus dell'influenza B). Essi intieriscono con il processo di scapsidazione
del virus attraverso interazione diretta con latgir@a di matrice M2 per cui M1 rimane
associata a VRNP inibendone I'importo nucleare. Atadina e rimantadina comunque
sono noti per conferire velocemente resistenza @tagl., 1986), il che compromette la
loro potenziale attivita nel trattamento delle aiémi virali.

Un inibitore della IMP deidrogenasi € la ribaviri(RBV), un agente antivirale ad ampio
spettro (Sidwellet al., 1972). La RBV e particolarmente attiva contro sia RNA con
polaritd negativa compreso il virus dell'influendatipo A e di tipo B. Attualmente la
RBV e stata approvata solo per la terapia delleziohi del virus respiratorio sinciziale
(RSV). Sebbene la ribavirina in forma orale nonialavuto successo nel trattamento delle
infezioni da virus dell'influenza A, essa e usatacombinazione con linterferone nel
trattamento delle infezioni da virus dell’'epatitglCV). Di recente la viramidina, un pro-
farmaco analogo alla ribavirina, ha mostrato sin@fécacia contro infezioni da virus
dell'influenza, ma con minore tossicita (Sidwetl al., 2005). Questo farmaco € in trial
clinico di Fase lll contro le infezioni da HCV.
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Figura 14.Inibitori del virus dell'influenza.

Un’altra classe di inibitori sono gdimall interferingRNA (siRNA) in grado di silenziare in
maniera specifica un gene bersaglio senza averanpatto sull'espressione dei geni
dell'ospite. In particolare gli sSiRNA (21-26 nt) ggono indurre un processo catalitico
inibendo le molecole di mMRNA e causare una dimiownei dell’espressione del gene
bersaglio. Gli siRNAs hanno attivita antivirale etqgbbero potenzialmente diventare una
nuova classe di farmaci anti-influenza. Alcuni stb@nno dimostrato che siRNAs o
oligonucleotidi antisenso possono effettivamentébiie la replicazione del virus
dell'influenza (Geet al., 2003; Zhouet al., 2008). L'utilizzo di questi SIRNA e stato
applicato anche contro la polimerasi del virus oidllenza ed in particolare sono stati
disegnati siRNAs sulla regione N-terminale altareembnservata di PA. E’ stato
dimostrato come anche questi SIRNAs inibisconeefaicazione virale sian vitro chein
vivo (Zhanget al.,2009). Sistemi dileliverycompatibili con un utilizzo nelluomo, inoltre,
hanno dimostrato un potenziale uso degli siRNAsanglofilassi e terapia delle infezioni
del virus dell'influenza (Get al.,2004).

Un composto diretto contro la polimerasi virald €405: una pirazina sostituita (6-fluoro-
3- idrossi-2-pirazinacarbossamide; Furutt al.,, 2002). Questa pirazina viene
monofosforilata da fosforibosil transferasi viradijccessivamente riconosciuta da enzimi
cellulari come una nucleo base e convertita a uitaofosil-5'-trifosfato che inibisce
I'attivita della polimerasi virale (Furutat al., 2005). E’ stato dimostrato che questo
composto ha attivita contro influenza A, B e C (Rart al., 2002; Furutaet al, 2005),
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ceppi virali resistenti ai farmaci comunementeiz#dti in terapia (Sleemaet al.,2010) e
il ceppo aviario H5N1 (Kiset al.,2010). Questo composto € in trial clinico di Fase

Figura 15. Struttura del composto T-705.

OH

CONH,

Altri composti anti-influenza che inibiscono I'RNpolimerasi virale sono rappresentati
dalla nucleozina e da suoi analoghi identificatidraate unhigh-troughtput screening

Questi composti hanno come bersaglio I'RNA polirseRNA dipendente in particolare
agiscono a livello della nucleoproteina (compos88)7e della proteina PB1 con un
meccanismo ancora non noto (composto B&Jyra 16; Suet al, 2010).

Figura 16. Struttura dei composti 367 e 788.

Un altro possibile bersaglio € l'attivita endonadiea cap-dipendente del complesso della
polimerasi. Un inibitore di endonucleasi, la flutite, ha attivita inibitoria contro la
replicazione del virus dell'influenza A e B, ma neénstata sviluppata ulteriormente
(Tommasiniet al.,2005).

Un’altra classe di composti anti-influenza e cod dagli inibitori del’HA. I
cambiamento conformazionale di questa glicoproteidace la fusione del#nvelopecon

la membrana endosomiale. Inibitori di questo cambisto conformazionale inibiscono
quindi la replicazione virale (Bodiaat al., 1993). Un inibitore di questo tipo e il tert-butil
idrochinone (TBHQ). Questo composto stabilizzadaformazione del’HA a pH neutro
legandosi in una tasca idrofobica dell’'HA.

Di recente sono stati identificati nuovi compostime il tiadiazolo ¢ 2, 3] pirimidina e la
pirimidinil aciltiourea, che inibiscono la replidane virale a basse concentrazioni (®un
al., 2006). Il mecanismo d’azione e il bersaglio di sfjueomposti non e stato ancora
identificato.

1.8 Inibitori dell'interazione tra le subunita di DNA polimerasi

Gli agenti antivirali attualmente utilizzati per frattamento delle infezioni da virus
dell'influenza (adamantani, oseltamivir e zananmiviianno diversi svantaggi.

Amantadina e rimantadina agiscono solo sulle iof@zprovocate dal virus di tipo A.
Inoltre, andrebbero usati solo in caso di gravi plicazioni in quanto possono avere effetti
collaterali gravi di tipo neurologico e favorire viluppo di ceppi virali resistenti.
L'amantadina e la rimantadina possono essere zgiizanche a scopo preventivo nelle
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persone ad alto rischio per complicanze dovuténfhlienza e che non si sono potute
vaccinare (0 in cui si suppone non si sia sviluppeta buona risposta immunitaria al virus
influenzale). L’amantadina € comunque sconsigji&iai bambini sotto I'anno di eta.
Oseltamivir e zanamivir, invece, sono attivi siatro il virus dell'influenza di tipo A che
di tipo B, ma vanno assunte entro le 48 ore dafiligenza dei sintomi.

Questi farmaci non possono essere somministra@mibini al di sotto dei 12 anni d'eta e
alle donne in gravidanza o durante l'allattamem®@ipé non vi sono ancora dati sufficienti
per assicurarne l'innocuita in questi casi. Inokrdrambi causano effetti collaterali al
sistema nervoso centrale e gastrointestinale. Armdre questi farmaci come per gli
adamantani é stata registrata la comparsa di oegppi virali resistenti.

Questi problemi stimolano la ricerca di nuovi corsipahe siano piu attivi, piu specifici e
meno tossici. Una nuova strategia per inibire lalicazione virale, proposta dal nostro
gruppo di ricerca (Loregiaet al., 2002; Loregian & Palu, 2005a; Loregian & Palu,
2005b), si basa sulla dissociazione di complesdepmi virali attraverso I'uso di peptidi o
composti peptidomimetici che mimano una delle regmoinvolte nell'interazione tra le
subunita del complesso proteico. L'assoluta spatifidelle interazioni proteina-proteina
offre la possibilita di attuare una inibizione sel@ e virus-specifica. Questi composti
potrebbero, inoltre, ovviare al problema dei caggistenti. Mutazioni puntiformi nel sito
catalitico dell’enzima spesso conferiscono residen farmaci che sono analoghi dei
substrati naturali, invece, una singola mutazienaria subunita dell'interfaccia proteina-
proteina richiede la mutazione complementare riglasubunita per mantenere intatto il
complesso ed &€ molto piu difficile che insorgan@ anutazioni complementari. Questo
rende improbabile il fatto che la proteina bersagicquisisca resistenza all’inibitore.
Infine, poiché questi composti hanno come bersagjlio differenti rispetto ai farmaci
antivirali comunemente utilizzati, verosimilmentsse potrebbero essere attivi anche
contro ceppi virali resistenti a questi farmaci.

Il primo esempio riportato in letteratura dellastisiazione di un complesso proteico virale
e quello della ribonucleotido reduttasi (RR) di HVLa RR di HSV-1 e un tetramero
costituito da due subunita maggiori (R1) e due mifR2) (Dutiaet al, 1983). Nel 1986
due differenti gruppi di ricerca riportarono chennapeptide sintetico YAGAVVNDL,
corrispondente alla regione C-terminale della sitBuminore R2, inibiva in modo
specifico lattivita della RR di HSV-1 impedendo farmazione dell'oloenzima attivo
(Cohenet al, 1986; Duticet al, 1986). Tuttavia, studi successivi riportarono thpeptide
non era in grado di inibire la replicazione viratecellule infettate con HSV-1 a causa
della sua incapacita di penetrare nelle cellule. ®R&iare a questo problema, dal nostro
gruppo di ricerca il peptide e stato fuso ad unatgimna carrier, la subunita B
dell’enterotossina termolabile &. coli, in grado di penetrare nelle cellule infettate. Si e
osservato che la proteina di fusione inibiva Raté della RR e la replicazione virale in
cellule infettate da HSV-1 (Marcellet al, 1994). La scoperta di questo peptide in grado di
inibire una interazione proteina-proteina e quiladreplicazione virale ha dato il via allo
sviluppo di questa nuova strategia antivirale. troaesempio & la DNA polimerasi del
citomegalovirus umano (HCMV). Questa polimerasiastituita da due subunita: una
subunita catalitica UL54 e una subunita accesddtid4. Studi precedenti condotti dal
nostro gruppo di ricerca hanno dimostrato che poesidui sono cruciali per il legame tra
UL54 e UL44; infatti singole sostituzioni in unalléedue subunita sono in grado di inibire
completamente l'interazione (Loregiat al., 2004a; Loregianet al., 2004b). Queste
osservazioni hanno quindi suggerito che anche [@aoomlecole potessero essere in grado
di dissociare l'interazione tra le due subunitda&NA polimerasi di HCMV e quindi
inibire la replicazione virale.

36



Successivamente, attraverso wswreeningdi circa 50.000 Small moleculéssono state
identificate delle molecole che inibiscono lintei@ne tra le due subunita UL44 e UL54
(Loregian & Coen, 2006). In particolare sono stdéntificati 5 composti con diversa
struttura (AL5, AL9, AL12, AL18 e AL21) capaci difl) interferire in vitro con
I'interazione fisica tra le proteine UL54 e UL44) (inibire I'attivita enzimatican vitro
della DNA polimerasi di HCMV in maniera dose-dipentk, con valori di 165 compresi
tra 5 e 15uM; (3) inibire in modo specifico la replicazione CMV in colture cellulari
infettate con E& comprese tra 0,4 e 3,bM; (4) esibire attivita citotossica a
concentrazioni tra le 11 e le 500 volte piu alspeito alla concentrazione in grado di
inibire la replicazione virale (Loregian & Coen,08).

Un altro potenziale bersaglio per questo tipo dategia € la RNA polimerasi del virus
dell'influenza. Infatti, come detto precedentemente RNA polimerasi del virus
dell'influenza € un complesso multiproteico costduda tre subunita tutte necessarie
affinché avvenga la replicazione virale. E’ statmastrato che un peptide che dissocia
l'interazione tra le subunita PB1 e PA dellRNA mwoérasi del virus dell'influenza
inibisce anche la replicazione virale (Ghanenal.,2007; Wunderlicket al, 2009). Inoltre

e stata di recente pubblicata da due diversi grdppicerca la struttura cristallografica
della porzione C-terminale di PA complessata conpdazione N-terminale di PB1
(Obayashiet al, 2008; Heet al., 2008). Dalla struttura cristallografica del comgles
proteico € emerso che solo pochi residui regolategame tra PB1 e PA. Per entrambi
questi motivi si puo prevedere che sia possibilenificare composti che mimano
I'interfaccia di interazione tra le subunita pregadone il legame e l'attivita polimerasica,
e quindi anche la replicazione virale.
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2. Scopo

Scopo di questo progetto di dottorato & quelladdntificare dellesmall moleculeslirette
contro la polimerasi del virus dell'influenza.

Questo studio si basa sul fatto che I'RNA polimerdsl virus dell’influenza € un
eterotrimero costituito da tre proteine (PB1, PBRA) indispensabili per la replicazione
del genoma virale. Le regioni di interazione tr&sfe subunita sono altamente conservate
tra i diversi ceppi virali e non soggette a riaismento genico. Per questo motivo,
I'inibizione di queste interazioni potrebbe rapmmsire una potenziale strategia per lo
sviluppo di composti anti-influenza ad ampio smettovviando al problema della
variabilita antigenica e ottenendo un farmaco attoontro qualsiasi ceppo del virus
dell'influenza. Inoltre grazie alla struttura ceaBografica di PA complessata con la
porzione N-terminale di PB1 e stato possibile dimawye che solo alcuni residui sono
responsabili del legame tra PB1 e PA, il che suggerla possibilita di inibire questa
interazione anche con piccole molecole. E’ nosttenzione, quindi, quale nuova strategia
antivirale per combattere le infezione del viruuienzale, sviluppare composti in grado di
dissociare linterazione tra le subunita PA e PBAI'RNA polimerasi virale e di
conseguenza di inibire la replicazione del viradi; tomposti potrebbero rappresentare un
punto di partenza per lo sviluppo di nuovi farmawti-influenza. Intendiamo identificare
questi composti tramite urszreeningn silico di librerie virtuali sulla base della struttura
cristallografica del complesso PA-PBL. Isoreeningvirtuale consistera nell’analisi di
librerie contenenti milioni di molecole diverse.reado da questiatabasedi strutture di
molecole saremo in grado di selezionare un numsti@tto di composti con cui procedere
nei successivi saggi biologici.

In particolare, una volta che avremo selezionataiamte screeningin silico un certo
numero di composti potenzialmente attivi, questiram@no sottoposti a saggi mirati a
confermare la loro capacita di dissociare Biavitro che in un contesto cellulare
I'interazione fisica tra le subunita della polim&rael virus dell'influenza. Partendo dai
composti attivi, procederemo poi con l'ottimizzazodella loro struttura chimica. Sara
disegnata e sintetizzata un’ampia serie di analstybtturali con lo scopo di aumentare la
potenza e la selettivita dei composti attivi e diitkare le relazioni struttura-attivita.
Successivamente verra valutata la capacita dei gstinghe mostreranno maggiore attivita
antivirale di inibire la replicazione virale (medta saggio delle placche contro diversi
virus di influenza A e di influenza B), la traslatane nel nucleo del complesso PA/PB1 e
I'espressione delle proteine virali. Dal momente dhbersaglio € conservato tra i diversi
sottotipi di influenza, ci attendiamo che questinposti saranno attivi contro molti ceppi
del virus e per questo motivo potrebbero rapptesenuna base di partenza per lo
sviluppo di nuovi farmaci anti-influenzali ad amgipettro.

Inoltre, intendiamo saggiare alcuni Stealth siRNWsegnati contro il trascritto di PB1 per
valutare la loro capacita di inibire anche I'ati@vipolimerasica mediantainireplicon
assayE’ stato, infatti, dimostrato dal gruppo della Dss¢t Livia Di Trani che, almeno uno
di questi, € in grado di inibire la replicazioneale in cellule infettate.
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3. Materiali e Metodi

3.1 Composti

| composti sono stati acquistati dalla Cambridgepomtion o sintetizzati presso |l
laboratorio del Prof. G. Cruciani (Universita di riga), solubilizzati in DMSO
(dimetilsolfossido, Sigma-Aldrich) e conservati 20°C. Gli Stealth siRNA sono stati
acquistati dalla Invitrogen, solubilizzati in®le conservati a -20°C.

Come composti di riferimento é stata utilizzata RBRoche), solubilizzata in 1 e
conservata a -20°C e GCV (Sigma), solubilizzatbmSO e conservato a -20°C.

3.2 Proteine

La proteina GST é stata espressa dal plasmide @3b€ purificata da colture &. coli
BL21(DE3)/pLysS mediante cromatografia di affiniton colonne di “sepharose
coniugato a glutatione (Loregiah al.,2004a).

3.3 Oligonucleotidi sintetici

Gli oligonucleotidi sintetici usati in questo lawodi tesi sono riportati ifabella 3.

Tabella 3. Sequenza degli oligonucleotidi utilizzati.

Primer Lunghezza Sequenza nucleotidica
pD15-PB1 1-25/F, 30-mer 5’ - AAAAAACTCGAGATGGATGTCATCCGACC -3’
pD15-PB1 1-25/R 31-mer 5’ - TAAAAAACGCGTCTAGGTATAAGGAAAGTC - 3’

pD15seq/FOR 18-mer 5' - TTCGCTACTTGGAGCCAC -3’

pD15seq/REV 18-mer 5' - ATGCGTTCCCAAAATTAG -3’
pET28aPA239716/F 30-mer 5- TTTTATGAATTCAACGGCTACAGAGGGC -3’
pET28aPA239716/R 31-mer 5- TAAAGCGGCCGCCTAACTCAATGTATGT -3’

T7IF 18-mer 5- AATACGACTCACTATAGG -3’

T7IR 21-mer 5- CTAGTTATTGCTCAGCGGTGG -3’
pcDNA-PB1/F 30-mer 5- AAATAAAAGCTTATGGATGTCAATCCGACC -3’
pcDNA-PB1/R 30-mer 5- AATAATAGATCTTTTTTGCCGTCTGAGCTC -3’

pcDNAPA/F 31-mer 5- TTTTATGAATTCATGGAAGATTTTGTGCGRE -3’
pcDNAPA/R 32-mer 5- TATTATAGATCTATTGATGGCCATCCGAATTC -3’
pcDNAPB2/F 31-mer 5'- AAAAAAGGATCCATGGAAAGAATAAAAGAAC -3’
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pCDNAPB2/R 32-mer 5- TATTATAGATCTATTGATGGCCATCCGAATTC -3’
pcDNABgIIIPB2mut/F 39-mer 5'- GACATAAATCCTGGTCATGCGGATCTCAGTGCCAAGGAG-3’

pcDNABgIIIPB2mut/R 39-mer 5- CTCCTTGGCACTGAGATCCGCATGACCAGGATTTATGTC -3’

pcDNA3/F1 19-mer 5-ATT GAAGCATTT ATC AGG G-3’
pcDNA3/R1 18-mer 5-GAC AGT GGG AGT GCG ACC-3’
3.4 Plasmidi

3.4.a Plasmide pcDNA3

Il plasmide pcDNAS3 (Invitrogen) € un vettore di e=gsione di 5.4 kbp. Il vettore contiene:
(1) il promotore/enhancer IE di HCMV che permette livello di espressione alto ed
efficiente della proteina ricombinante di interegseui gene viene clonato a valle; (2) il
promotore T7; (3) un sito di policlonaggio per pettare 'inserzione del gene o della
sequenza di DNA di interesse; (4) il sito di poéadazione del gene BGHBOvine Growth
Hormong per avere una terminazione efficiente della tiaeme e la poliadenilazione
del’mRNA; (5) il gene per la resistenza allamflioia per selezionare il vettore . coli

e il gene di resistenza alla neomicina per la sahezin cellule di mammifero; (6) I'origine
di replicazione ColE1l che permette la replicazioeé plasmide con un alto numero di
copie inE. coli (Figura 17).

is an ATG upstream A-150228

There
of the Xba | site. Bsml

Figura 17. Mappa del plasmide pcDNAS3.

| plasmidi pcDNA3-PA, pcDNA3-PB1, pcDNA3-PB2 e pdB3-NP sono stati forniti dal
Prof. Paul Digard (University of Cambridge, UK) entengono rispettivamente i gePA
(2200 bp) nel sito ECORRB1 (2300 bp) nel sito HindllI,PB2 (2300 bp) nel sito BamHI o
NP (1500 bp) nel sito EcoRI di pcDNAS3. Il plasmidegiFLuc fornito da P. Digard
contiene le sequenze non codificanti del segmerdel&enoma del virus dell'influenza
all'interno delle quali é stato inserito il gendldduciferasi.

Il plasmide pcDNA-GFP-PA é stato fornito da P. Diya contiene il genBA (2200 bp)
fuso alla GFP.
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| plasmidi pcDNA-gD-EGFP (158-239) e pcDNA-N1-EGER157) forniti dalla Prof.ssa
G. Campadelli-Fiume (Universita di Bologna) contemg rispettivamente il gergD fuso
alla EGFP frammento 158-239 e il gévgfuso alla EGFP frammento 1-157.

3.4.b Plasmide pRSET

Il plasmide pRSET (2,9 kb, InvitrogeRjgura 18) e un vettore di espressionetn coli
che contiene il promotore per 'RNA polimerasi dago T7 (basi 20-39), itibosome
binding site(RBS), untag di poli-istidine N-terminali (6xHis, basi 112-12pr una rapida
purificazione di proteine di fusione ricombinarmti batteri con resine a base di nickel, un
sito di policlonaggio (basi 202-248), il Téverse priming site il terminatore per la RNA
polimerasi del fago T7. Contiene inoltre I'origidereplicazione pUC ori pet. colied il
gene codificante la resistenza all’ampicillina p@nantenimento in ceppi batterici.

Comments for:

pRSETA
2897 nucleotides

Figura 18. Mappa del plasmide pRSET.

3.4.c Plasmide pD15-GST

Il plasmide pD15-GST (5,4 kb, fornito dal Prof. @ M. Coen, Harvard Medical
School, Boston, MA) e un vettore di espressiong&.ircoli che contiene il promotore per
I'RNA polimerasi del fago T7, ilibosome binding sit¢RBS), untag GST per purificare
proteine di fusione ricombinanti in batteri. Contenoltre il gene codificante la resistenza
all'ampicillina per il mantenimento in ceppi batter

3.4.d Plasmide pET28a

Il plasmide pET28a (5,4 kb; Novagdfigura 19) € un vettore di espressionelincoli che
contiene il promotore per 'RNA polimerasi del fag@, untag di poli-istidine per una
rapida purificazione di proteine di fusione ricomdmti in batteri con resine a base di
nickel, un sito di policlonaggio e il terminatorerda RNA polimerasi del fago T7. Inoltre
contiene il gene codificante la resistenza allaakaicina per il mantenimento in ceppi
batterici.
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PELZR™

Figura 19. Mappa del plasmide pET28a.

3.4.e Plasmidi per il saggio di minireplicon con ivirus dell'influenza B

| plasmidi pCIP-PA, pCIP-PB1, pCIP-PB2 e pCIP-Nmacstati forniti da P. Digard
(University of Cambridge, UK) e contengono rispetithente i genPA, PB1, PB2 NP
del virus dell'influenza B. Il plasmide pPoll-GFPAHé stato fornito da P. Digard e
contiene le sequenze non codificanti del segmertel §enoma del virus dell'influenza B
allinterno delle quali & stato inserito il gendlde&sFP.

3.5 Cellule e Virus

Cellule HEK 293T Human Embrionic Kidney293T), MDCK Madin-Darby Canine
Kidney), A549 (arcinomic human alveolar basal epithelial ¢ellL929 (fibroblasti
murini), cellule Vero (cellule di rene di scimmi&frican green monkey kidney celisono
state coltivate nel terreno di Eagle modificatooseto Dulbecco (DMEM; Gibcd Life
Technologies) supplementato con siero fetale bo(fioetal Bovine SerunFBS; Gibcd
Life Technologies) 10% precedentemente inattivgter (30’ a 56°C), penicillina e
streptomicina 1% finale (P/S, Gibitd.ife Technologies). La linea cellulare umana T-
linfoblastoide HSB-2 & stata coltivata in terrenBNR-1640 (Gibc§ Life Technologies)
supplementato con FBS 10% e P/S. Tutte le coltetiellari sono state mantenute alla
temperatura costante di 37°C in presenza del 52¢€x¢li

Il virus dell'influenza A/PR/8/34 é stato fornitoald Prof. Paul Digard (University of
Cambridge, UK). Il virus dell'influenza B/malaystd06/4 € stato fornito dal dott.
Cusinato (Servizio di Microbiologia, Azienda Ospkela di Padova). | virus
dell'influenza A/IWSN/67/05, A/Solomon Island/3/06A&°ARMA/24/09 sono stati forniti
dall’lstituto Superiore di Sanita (ISS, Roma).

Il virus dell’herpes simplex di tipo 1 (HSV-1, cepp) e stato fornito dal Prof. Donald M.
Coen (Harvard Medical School, Boston, MA); il vedar stomatitis virus (VSV) e stato
fornito dal Prof. G. Gribaudo (Universita di Torino
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3.6 Ceppo batterico e terreni di coltura

Ceppi di Escherichia cali

Ceppo Genotipo

F¢80lacZaM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR,7(n") phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relAL

DH5a

BI'_-Zl(DE3) E. coli B F dcm ompT hsdS{rmg") gal A(DE3)[pLysS Carj
pLys

Il ceppo batterico utilizzato nel nostro studidee coli DH5a. Questo ceppo batterico €
stato coltivato in terreno liquido LB (Luria-Beriarmontenente bacto-triptone 1%, estratto
di lievito 0,5%, NaCl 1% oppure su terreno solid® addizionato con bacto-agar 1,5%
(LB-agar). A questi terreni € stato aggiunto I'amdtico ampicillina (100 pg/ml) per il
mantenimento dei plasmidi.

Un terreno piu ricco, il SOC, e stato utilizzatorahte la trasformazione batterica per
elettroporazione (bacto-triptone 2%, estratto dvito 0,5%, NaCl 0,5%, KCI| 2,5 mM,
MgCl, 10 mM, MgSQ 10 mM, glucosio 20 mM).

3.7 Trasformazione batterica mediante elettroporazne

3.7.a Preparazione di batteri elettrocompetenti

Una singola colonia dt. coliDH5a e stata inoculata in 4 ml di LB e fatta crescefid @
37°C. In sequito, i 4 ml di coltura sono stati intati in 400 ml di LB, e i batteri sono stati
fatti crescere per circa 3 ore fino al raggiungitoes un ORQ pari a circa 0,5. In seguito
e stata bloccata la crescita incubando le cellulghiaccio per 20-25 minuti. Le cellule
sono state poi centrifugate a 4000 rpm per 10 miawt°C. Il pellet cellulare e stato
risospeso in 80 ml di acqua sterile fredda e ritfeiglato; successivamente € stato
risospeso in 160 ml di glicerolo 10%, ricentrifuga risospeso infine in 12 ml di GYT
(glicerolo 10%, Yeast Extract 0,125%, bacto-triggdn25%). | batteri sono stati aliquotati
(aliquote da 10@l) e conservati a -80°C.

3.7.b Trasformazione mediante elettroporazione

Una volta scongelate in ghiaccio le aliquotddcoli DH5a, sono stati aggiunti circa 100-
200 ng del plasmide con cui si intendeva effettlarieasformazione e i batteri sono stati
trasferiti in apposite cuvette per elettroporazigBeoRad) pre-raffreddate in ghiaccio.
L’apparecchio Gene Pulser (BioRad) e stato progratora 1,5 KV, 100®, 25uF e i
batteri sottoposti ad unghockelettrico. In seguito allshocksono stati aggiunti 900! di
SOC e i batteri sono stati incubati in agitazion2b rpm a 37°C per 30 minuti.
Successivamente i batteri sono stati piastrateseno selettivo LB-agar e fatti crescere a
37°C O/N.
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3.8 Tecniche di biologia molecolare

Sono riportate di seguito le tecniche di biologialecolare che sono state utilizzate
durante questo lavoro di tesi.

3.8.a Estrazione e purificazione di DNA plasmidicala E. coli

Per isolare il DNA plasmidico dalle cellule battére sono state effettuate preparazioni in
grande scala (Maxiprep) da batteri in coltura gi@5-1 |) da cui il DNA plasmidico e
stato estratto seguendo il protocollo della listabha e successivamente purificato
mediante precipitazione con polietilenglicole (PEGambrooket al, 1989a). Secondo
questa procedura, una volta lisate le celluleat autilizzato cloruro di litio (LIG)) 2,5 M
per precipitare selettivamente le molecole di RNA edevato peso molecolare; poi
I'enzima RNAsi per degradare I'RNA rimasto e infilePEG 8000 per far precipitare
selettivamente il DNA plasmidico.

I DNA plasmidico ottenuto e stato risospeso in @HE 8 (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,0) e, al fine di stabilirne purezza e conaitme, una piccola aliquota é stata diluita
in acqua e ne é stata letta la densita ottica (®@RH0 e 280 nm in cuvette da 0,1 cm
(Eppendorf). I DNA é stato considerato sufficienente puro quando il rapporto
OD,s/OD-gp era maggiore di 1,8. La misura della concentrazidnDNA si &€ basata sul
fatto che ad una unita di densita ottica a 260 amspondono 5@g/ml di DNA a doppia
elica. La concentrazione jrg/ml & stata quindi calcolata con la seguente ftamu

ODyg0x 50 x 10 x fattore di diluizione

In alternativa in alcuni casi sono state fattepprazioni di DNA plasmidico in piccola
scala dette “miniprep” (Sambroo&t al., 1989b). Tale purificazione € stata ottenuta
partendo da 1-2 ml di coltura batterica con unqwollo simile a quello sopra descritto,
anche se molto semplificato.

3.8.b Taglio di DNA con enzimi di restrizione

Le diverse reazioni di restrizione di DNA plasmumlisono state eseguite con enzimi NE
BioLabs nei rispettivi tamponi di reazione. Le rieaz sono state condotte alla temperatura
ottimale dell’enzima (37°C) per 2-6 ore.

3.8.c PCR ("polymerase chain reaction", reazione aatena della polimerasi)

La reazione di PCR per il clonaggio é stata efégttuutilizzando 100 ng del plasmide
contenente l'inserto da amplificare in un volumeldd ul comprendente gli opportuni
primersforward e reverse(vedi Tabella 3) alla concentrazione 0,2-0,dM, dATP, dTTP,
dCTP e dGTP 20@M, MgCl, 1,5 mM, 1,25 unita di Tag polimerasi (Tag Gold DNA
polymerase, Perkin Elmer) in Tris-HCI 10 mM pH 88CI 50 mM. La reazione di
amplificazione é stata condotta utilizzandotermocycler(GeneAmp PCR System 2400,
Perkin Elmer) secondo il seguente schema: denaduerel DNA e attivazione della Taq
Gold (10 min a 95°C), 30 cicli comprendenti ciascuma reazione di denaturazione (1
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min a 94°C), appaiamento (1 min a 45°C) ed estaps{@ min a 72°C). Al termine la
reazione é stata protratta per 10 min a 72°C élpocata a 4°C.

3.8.d Separazione dei frammenti di DNA con gel d’agosio

I plasmidi e i frammenti di DNA amplificati con FRCsono stati analizzati mediante
elettroforesi in gel d’agarosio 1-1,5% (SeaKemjampone TAE [Tris-Acetato-EDTA 1x,

ossia Tris-acetato 0,04 M e EDTA 0,001M (Carlo &fbe visualizzati con un

transilluminatore a raggi UV dopo colorazione del gon bromuro d'etidio (Sigma-
Aldrich) 0,5ug/ml.

Per verificare le dimensioni dei plasmidi o deinfiraenti di DNA e stato utilizzato il

marcatore 1 Kilobase DNA Ladder (NE BioLabs; 50@00 bp).

3.8.e Purificazione di DNA plasmidico da gel

Dopo la separazione dei frammenti di DNA in gehdarosio, la banda di interesse é stata
tagliata, incubata per 20 minuti a -80°C e franttanh DNA & stato estratto utilizzando un
ugual volume di fenolo/cloroformio e successivaragorecipitato utilizzando 0,1 volumi
di NaAc 3 M pH 5,2 e 2 volumi di etanolo 100%. bBgsito sono stati eseguiti dei lavaggi
con etanolo 70% .

3.8.f Ligazione di frammenti di DNA

Le reazioni di ligazione sono state effettuateaadndo la DNA ligasi del batteriofago T4
(BioLabs) per 16 h a 14°C in un volume finale di df sono state usate 0,2 unita di
enzima e un rapporto vettore:inserto 1:8. | pradditligazione sono stati in seguito
precipitati come sopra, lavati con etanolo 70% nraeuovere i sali ed infine risospesi in
H,O bidistillata ed utilizzati per la trasformaziodiecellule batteriche.

3.8.g Sequenziamento

Il sequenziamento di DNA plasmidico & stato effatitu utilizzando I'ABI PRISMM
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction KitiReElmer), che si basa
sul metodo enzimatico di Sanger (Sanger al., 1977). Tale metodo utilizza
dideossinucleotidi terminatori (ddNTPs) a cui éaligun gruppo donatore di fluorescenza
(fluoresceina) collegato, tramite dmker, ad un gruppo accettore di fluorescenza (d-
rodamina). lllinker assicura la massima efficienza di trasferimentendirgia tra il gruppo
donatore ed accettore di fluorescenza. Questi dygpgsono associati ai ddNTPs in modo
da non interferire stericamente con la reazioneadatrporazione dei ddNTPs nel filamento
neosintetizzato. Ognuno dei quattro ddNTPs legadwerso gruppo accettore, che é
eccitato dalla stessa lunghezza d’onda (448 nm)emmette il massimo di fluorescenza in
un diverso intervallo di lunghezza d'onda, variabita 500 e 700 nm (dR110 per la
guanina, nel blu; dR6G per I'adenina, nel verdeABIRA per la timina, nel giallo; dROX
per la citosina, nel rosso).

| plasmidi da sequenziare sono stati precedentemamtplificati tramite PCR. Nella
miscela di reazione sono stati mescolatjilldi BigDye™ Terminator Mix (Applied
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Biosystem); 2ul di tampone 5x (Tris-HCI 200 mM pH 9,0, MgCh mM) e 700 ng di
plasmide da sequenziare, in un volume finale dipROLa reazione e stata condotta
utilizzando un termociclatore (Thermal Cycler, Epgerf) secondo il seguente schema:

- 95°C per 10 min

e 30 cicli comprendenti ciascuno una reazione di:

- denaturazione per 30 sec a 95°C

- appaiamento per 5 sec a 50-55°C

- estensione per 4 min a 60°C

Al termine la reazione é stata bloccata a 4°C.

In seguito alla reazione di amplificazione il DNAs&to purificato dai nucleotidi non
incorporati. Ai prodotti di PCR sono stati aggiutt pl di H,0 deionizzata e 64 di
etanolo 96% e sono stati incubati per 30 min a &atpra ambiente. Successivamente la
miscela e stata centrifugata per 30 min, e stamoirgto il surnatante e il DNA precipitato
lavato con 10Qul di etanolo 70%. Infine il DNA da sequenziare &tatrisospeso in 1yl

di tampone contenente anche formamide e incub&@6°& per 4 min e poi messo in
ghiaccio. Dopo essere stati sottoposti a taleatragnhto, i frammenti amplificati sono stati
sequenziali utilizzando lo strumento 3130X/Genatalyser (Applied Biosystems).

3.8.h Mutagenesi sito-diretta

La mutagenesi sito-diretta € stata effettuata cbnQuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). La mutagenesi e sH&tuata seguendo le indicazioni
riportate dal manuale del kit. ThRabella 3 sono riportate le sequenze degli oligonucleotidi
usati per la mutagenesi.

3.9 Espressione e purificazione di proteine di fushe

3.9.a Espressione e purificazione della proteina flisione 6His-PA (239-716)

Per purificare la proteina di fusione 6His-PA (28B6), un’aliquota diE. coli
BL21(DE3)pLys é stata elettroporata con 500 ngplatmide pRSETA-PA (239-716).
Dopo aver fatto crescere la colturaernight(O/N) a 37°C in 20 ml di LB con kanamicina
50 pug/ml, questa é stata diluita 1:50 in LB condtaitina 50 pg/ml e fatta crescere a 37°C
fino al raggiungimento di una QB pari a 0,8-1. Quando la coltura ha raggiuntos§D
0,8-1 ne e stato prelevato 1 ml, centrifugato adD3m ed ilpellet & stato risospeso in
100 pl di sample bufferlX (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerolo 10%, sodio
dodecilsolfato (SDS) 2%3-mercaptoetanolo 5%, blu di bromofenolo 0,5%) &fabllire

5 minuti (campione pre-induzione). L’espressionetgica e stata indotta con IPTG 0,5
mM incubando a 16°C O/N. Al termine dell'induziogestato prelevato 1 ml di coltura,
centrifugato, risospeso in 100 pl sample bufferlX e fatto bollire 5 minuti (campione
post-induzione). La coltura é stata centrifugal8@00 rpm ed ipellete stato risospeso in
tampone di lisi (Tris HClI 20 mM pH 8, NaCl 500 mMkea 500 mMf-mercaptoetanolo
10 mM, imidazolo 25 mM, lisozima 1 mg/ml e inibitali proteasi). La miscela é stata
sottoposta a 2 cicli di congelamento/scongelament sonicazione (5 volte per 307).
Successivamente il lisato batterico e stato cegfato per 30 minuti a 13000 rpm a 4°C.
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Dal surnatante sono stati prelevati 100 ul, soab aggiunti 25 ul dsample buffebX; il
campione e stato fatto bollire 5 minuti (campioomatante). In parallelo é stata preparata
la colonna con la resina NI-NTA agarose funziorzia con nichel (Qiagen) ed
equilibrata con 10 volumi di tampone di lisi. lireatante & stato caricato in colonna ed &
stato raccolto lo scarto. Si sono prelevati 10@ello scarto, si sono aggiunti, 25 pl di
sample buffebX e risono fatti bollire 5 minuti (campione sagrtLa colonna é stata lavata
con 10-20 volumi di tampone di lavaggio (Tris HOl @M pH 8, NaCl 500 mM, urea 500
mM, B-mercaptoetanolo 10 mM, imidazolo 25 mM). La proteie stata eluita con 10
volumi di tampone di eluizione (Tris HCl 20 mM pH [8aCl 500 mM, urea 500 mMs-
mercaptoetanolo 10 mM, imidazolo 250 mM). Da ciasc@razione sono stati prelevati
100 ul, aggiunti 25 pl dsample buffelsX e fatti bollire 5 minuti. Al resto di ciascuna
frazione si sono aggiunti glicerolo 20% e DTT 2 miMampioni sono stati conservati a -
80°C e successivamente caricati in gel denaturatgoliacriiammide 8%. Come
riferimento & stato utilizzato ilmarker BenchMark Pre-Stained Protein Ladder
(Invitrogen). E’ stata effettuata una corsa elétiretica a voltaggio costante (160 V) per
circa 45 min. Le frazioni contenenti la proteinadoncentrazione maggiore sono state
riunite e dializzate usando ur&lide-A-LyzerlOK (0,5-3 ml, 10000 MWCO, Pierce) in
storage buffe(Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 0,1 milicerolo 30%,
DTT 2 mM) per quattro ore in lenta agitazione a 4t@ proteina dializzata e stata
guantificata secondo metodo di Bradford (BioRadjlizaando il kit Protein Assay
(BioRad), aliquotata e conservata a -80°C.

3.9.b Espressione e purificazione della proteina diisione GST-PB1(1-25)

Per purificare la proteina di fusione GST-PB1(1-2bp’aliquota di E. coli
BL21(DE3)pLyS e stata elettroporata con 500 ng mlatmide pD15-PB1(1-25). Dopo
aver fatto crescere la coltura O/N a 37°C in 2@nlB piu ampicillina 100 pug/ml, questa
e stata diluita 1:50 in LB contenente ampicillir@Jug/ml e fatta crescere a 37°C fino al
raggiungimento di OByo pari a 0,8-1. Quando la coltura ha raggiuntog§dD,8-1 ne &
stato prelevato 1 ml, centrifugato, edpéllet risospeso in 100 pl diample bufferlX e
fatto bollire 5 minuti (campione pre-induzione) ekpressione proteica e stata indotta con
IPTG 0,5 mM incubando a 16°C O/N. Al termine dellluzione e stato prelevato 1 ml di
coltura, centrifugato, risospeso in 100 plsdimple bufferlX e fatto bollire 5 minuti
(campione post-induzione). La coltura é stata degtta ed ilpelletrisospeso in tampone
di lisi (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, glicem|20%, DTT 5 mM, lisozima 1
mg/ml e inibitori di proteasi). La miscela €& stasottoposta a 2 cicli di
congelamento/scongelamento e a sonicazione (5 peitd0”).

Successivamente il lisato batterico e stato cegfato per 30 minuti a 13000 rpm a 4°C.
Dal surnatante sono stati prelevati 100 ul, soab aggiunti 25 pul dsample buffebX; il
campione e stato fatto bollire 5 minuti (campiooenatante). E’ stata preparata la colonna
contenente la resinglutathione sepharose-4 fast-flogmersham), funzionalizzata con
glutatione ridotto, ed e stata equilibrata con dumi di tampone di lisi. Il surnatante é
stato caricato in colonna ed e stato raccolto krtec sono stati prelevati 100 pl dello
scarto, sono stati aggiunti 25 pl slhmple buffe'5X e sono stati fatti bollire 5 minuti
(campione scarto). La colonna é stata lavata cowoBfimi di tampone di lavaggio (Tris-
HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, glicerolo 20%, DTT S La proteina e stata eluita
con 10 volumi di tampone di eluizione (Tris-HCI BM pH 8, NaCl 150 mM, glicerolo
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20%, DTT 5 mM, glutatione 40 mM). Da ciascuna foemd sono stati prelevati 100 pl,
sono stati aggiunti 25 pl dample buffebX e sono stati fatti bollire 5 minuti. Al resto d
ciascuna frazione sono stati aggiunti glicerolo 20%ampioni sono stati conservati a -
80°C e successivamente caricati in gel denaturdnt@oliacrilammide 12%. Come
riferimento €& stato utilizzato ilmarker BenchMark Pre-Stained Protein Ladder
(Invitrogen). E’ stata effettuata una corsa elétiretica a voltaggio costante (160 V) per
circa 45 min. Le frazioni contenenti la proteinadancentrazione maggiore sono state
riunite e dializzate usando ur&lide-A-LyzerlOK (0,5-3 ml, 10000 MWCO, Pierce) in
storage buffer(Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 0,1 mMlicerolo 30%,
DTT 2 mM) per quattro ore in lenta agitazione a 41@ proteina dializzata é stata
quantificata mediante il metodo di Bradford (BiolRaliquotata e conservata a -80°C.

3.9.c Analisi elettroforetica di proteine in gel deaturante di poliacrilammide (SDS-
PAGE)

| campioni sono stati caricati in gel di poliacnieide con SDS 0,1%. Come riferimento e
stato utilizzato ilmarker BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogds).stata
effettuata una corsa elettroforetica a voltaggistate (160 V) per circa 45 min in un
tampone di corsa contenente Tris 0,3%, glicina%,48DS 0,1%.

Ciascun gel é stato poi incubato per 2 h in BlurGassie G-250 0,2% (Sigma), metanolo
40%, acido acetico 10% per la colorazione dellégime, e decolorato per 1 h in metanolo
40%, acido acetico 10%.

3.9.d Determinazione della concentrazione proteicaecondo il metodo di Bradford
(BioRad protein assay)

Per determinare la concentrazione delle proteim#figate e stato utilizzato il BioRad
protein assayche si bassa sul metodo di Bradford; tale saggimeie di determinare la
concentrazione totale di proteina tramite un metwamlorimetrico. Il metodo di Bradford si
basa sull'azione deCoomassie brilliant blueG-250, un colorante che forma composti
colorati con le proteine tramite legami elettrastatra proteine e gruppi sulfonici del
colorante quando esso € in soluzione acid@otimassie bluba un picco di assorbanza a
475 nm (rosso), ma in ambiente acido, questo stapm 595 nm (blu) quando € legato a
delle proteineLa quantita di colorante che si lega € proporzieda quantita di proteina
presente in soluzione. Pertanto l'intensita deloedlblu (e dunque I'assorbimento) e
proporzionale alla concentrazione proteica.

Si puo ricavare la concentrazione proteica tramite retta di taratura costruita mettendo
in relazione concentrazioni notedglobuline (standard) e la loro rispettiva assoraaa
595 nm. L’assorbanza é direttamente proporzionlée cncentrazione delle proteine.
Tramite lo standard si puo risalire cosi alla coti@zione incognita delle proteine totali
nel campione.

3.10 ELISA

E’ stato fatto ilcoatingin piastre da 96 pozzetti (Nuova Aptca) per 3@E&/°C con 5@l
di 6His-PA (239-716) a concentrazione finale 40Quhd.a proteina 6His-PA (239-716) e
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stata diluita in PBS 1X. Al termine dell'incubaz@fa proteina non legata e stata eliminata
per inversione ed e stato fatto il bloccaggio c® fl di BSA 2% per 1 ora a 37°C.
Successivamente sono stati fatti 5 lavaggi con 2@ PBS 1X e Tween 20 0.3% e si e
incubato con 5Qul di GST-PB1 (1-25) o GST a concentrazione fina@® g, in
presenza o meno del peptide o dei composti a divayacentrazioni, O/N a temperatura
ambiente in camera umida. Le proteine GST-PB1 {1e26ST sono state diluite in PBS
1X. Dopo aver fatto 5 lavaggi con 2Q0di PBS 1X e Tween 20 0.3% ciascun pozzetto e
stato incubato con anticorpo monoclonale anti-GIRPHGenScript, DBA ltalia Cat. n.
A00866) diluito 1:3000 in PBS 1X e FBS 2% per & artemperatura ambiente. Sono stati
fatti 5 lavaggi con 20@l di PBS 1X e Tween 20 0.3% e poi un’incubaziond @iminuti
circa a temperatura ambiente con Bi 3,3',5,5’ tetrametilbenzidina (TMB, KPL). La
reazione € stata bloccata aggiungendoub@i HCI diluito 1:6 in HO ed e stata letta
I'assorbanza a 450 nm.

3.11 Saggio di BiFC Bimolecular Fluorescence Complementation)

Le cellule HEK 293T sono state piastrate alla catregione di 2x19ml per pozzetto in
piastre da 6 pozzetti e incubate O/N a 37°C. lirrgioseguente le cellule sono state
trasfettate utilizzando il reagente Arrest-IN™ (8ystems).

Sono state preparate le diverse mix di trasfezidieendo i plasmidi (0,3 pg di ciascun
plasmide) pcDNA-PA-EGFP (158-239), pcDNA-PB1-EGRPLE7) e pcDNA-PB2-EGFP
(158-239) in 5Qul di terreno DMEM senza FBS e P/S. Successivamsorte stati diluiti
2,5ug di Arrest-IN™ in 50ul di terreno ai quali € stato aggiunto il DNA prdeatemente
diluito. Dopo aver mescolato velocemente, la ma&cel stata incubata a temperatura
ambiente per 10 minuti. Sono stati poi aggiunti ib@i terreno ad ogni miscela in modo
da arrivare a un volume finale di 2h0 A questo punto la miscela é stata aggiunta alle
cellule, le quali sono state in seguito incubate336 ore a 37°C. Terminata l'incubazione,
e stato aggiunto un volume uguale (280di terreno con FBS 20% e i composti 100 pM.
Le cellule sono state incubate per 24 ore a 37¥0ceessivamente le cellule sono state
fissate e esaminate utilizzando un microscopio amalé Leica TCS-NT/SP2 con un
obiettivo 63x e le immagini sono state analizzailezmando in software Leica.

3.12 Trascrizione e traduzionan vitro della proteina PB1

La proteina PB1 & stata trascritta e tradattavitro utilizzando il kit TnT T7 Quick
Coupled Transcription/Translation SysterfPromega). Tale sistema permette la
trascrizione e traduzione di una sequenza geniaam'imica reazione, in quanto utilizza
una miscela di reazione (Quick master fixontenente sia i reagenti per la trascrizione
(tra cui la RNA polimerasi del fago SP6 o del fago), sia un lisato di reticolociti di
coniglio che contiene l'intero apparato di tradusaellulare.

Utilizzando questo Kkit, circa lg del plasmide é stato miscelato congd@i Quick master
mix® e con 2ul di metionina marcata cori°g] (GE Healthcare, 1000 Ci/mmol), in un
volume finale di 50ul. La miscela di reazione e stata incubata per $@utnad una
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temperatura di 30°C in un bagnetto termico. Al ieerdell'incubazione i campioni sono
stati analizzati ciionservati a -20°C e utilizzadr il saggio di His-pulldown.

3.13 Saggio dHis-pulldown

E’ stata effettuata la trascrizione e traduziame&itro (in vitro translation IVT) del gene
codificante la proteina da saggiare, utilizzando kit TnT T7 Quick Coupled
Transcription/Translation Systeoome sopra descritto.

Quindi 20 ul della proteina tradottén vitro e marcata con*JS] metionina sono stati
incubati con 3Qug della proteina purificata 6His-PA(239-716), imfaone dibinding [0,2

ul di benzonase (Stratagene), al5li RNAce-It (RNase cocktail, Sigma) e una quantli
tampone (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 mM, DTT 5 npjMale da raggiungere un
volume di 100ul in presenza dei composti 50 uM. L'incubaziondagsseffettuata O/N a
temperatura ambiente.

Durante 'incubazione sono state preparate colanontenenti 10Ql di resina NI-NTA
agarose (Qiagen) funzionalizzata con il nichel,cedentemente lavate con 1 ml di
tampone di lavaggio (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 160M, DTT 5 mM, NP-40 2%,
Triton X-100 2%). Dopo lincubazione, le miscelentenenti le proteine sono state
caricate in colonna; le colonne sono stata lavatetampone di lavaggio (Tris-HCI 20 mM
pH 8, NaCl 150 mM, DTT 5 mM, NP-40 2%, Triton X-1@%o) per eliminare le proteine
legate in maniera aspecifica alla resina. Le pnetéegate sono state eluite con un tampone
di eluizione (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 mM, DTBIrmM) contenente imidazolo 250
mM.

| campioni sono stati analizzati in gel di poligmmmide e successiva autoradiografia.

3.14 Analisi elettroforetica di proteine in gel deaturante di
poliacrilammide (SDS-PAGE)

Dopo il saggio diHis-pulldown ciascun campione da analizzare e stato miscetatalc
tampone di caricamento [Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8c@lolo 10%, sodio dodecilsolfato
(SDS) 2%,3-mercaptoetanolo 5%, blu di bromofenolo 0,5%]. inp&ni cosi preparati
sono stati fatti bollire per 5 minuti e successieate caricati in gel di poliacrilammide
8%. Come riferimento e stato utilizzatamlarkerBenchMark Pre-Stained Protein Ladder
(Invitrogen). E'stata effettuata successivamenta worsa elettroforetica a voltaggio
costante (160 V) per circa 45 min in un tamponeatsa contenente Tris 0,3%, glicina
1,44%, SDS 0,1%.

La corsia del gel contenente il marker é stataatege tenuta per 2 h in Blu Coomassie G-
250 0,2% (Sigma), metanolo 40%, acido acetico 1@¥da colorazione delle proteine, e
decolorata per 1 h in metanolo 40%, acido acet@.1ll resto del gel e stato messo in
soluzione di fissaggio (metanolo 30% e acido aceti@%) per 1 h. Poiché le proteine da
analizzare erano state precedentemente marcaté>i&jn dopo la corsa il gel & stato
essiccato per due ore a 80° C (Gel Dryer Model B83Rad) e successivamente posto a
contatto con una lastra fotografica (X-O-MATAR, Kodak) per tempi variabili fra le 12 e
le 24 ore. Infine la lastra e stata rimossa e ppéua.
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3.15Minireplicon assay Influenza A

Cellule HEK 293T sono state piastrate alla coneaitine di 2x18&ml per pozzetto in
piastre da 24 pozzetti e incubate O/N a 37°C. drrgp seguente le cellule sono state
trasfettate utilizzando polimeri cationici (Arrddt™, Biosystems): un polimero
sviluppato e ottimizzato per veicolare in modoa@éinte DNA o RNA nel nucleo di cellule
eucariotiche: i polimeri proteggono l'acido nuckeidurante il passaggio nel citoplasma e
ne promuovono l'entrata nel nucleo. E’ un metodm@ee, robusto, poco tossico e
generalmente ha un’efficienza del 70-80%.

Sono state preparate le diverse mix di trasfeziditeendo i plasmidi in 5Qu di terreno
DMEM senza FBS e P/S in presenza o meno dei coimpdsgli Stealth sSIRNAs a diverse
concentrazioni. Sono stati utilizzati 100 ng deagohidi pcDNA-PA, pcDNA-PB1,
pcDNA-PB2 e pcDNA- NP, e 50 ng del plasmide contéaeil gene reporter pPoll-Luc.
Successivamente sono stati diluiti ¢ di Arrest-IN™ in 50ul di terreno ai quali & stata
aggiuntala mix di plasmidi precedentemente dilultapo aver mescolato velocemente, la
miscela e stata incubata a temperatura ambient&QOperinuti. Sono stati poi aggiunti 150
ul di terreno ad ogni miscela in modo da arrivanenavolume finale di 25@l. A questo
punto la miscela é stata aggiunta alle cellulgulali sono state in seguito incubate per 3-6
ore a 37°C. Terminata l'incubazione, e stato aggium volume uguale (25d) di terreno
con FBS 20% e i composti a diverse concentrazilanicellule sono state incubate per 24
ore a 37°C e successivamente sono state lisateraggido 50ul di un buffer A per
pozzetto (Tris fosfato 25 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, ton X-100 1%, MgGI8 mM, DTT

1 mM) e incubando 2 minuti a RT in agitazione. égito sono stati aggiunti 50 di un
buffer B per pozzetto (Tris fosfato 25 mM pH 7. A 1 mM, Triton X-100 1%, MgGl

8 mM, glicerolo 30%, BSA 2%, ATP 0,8 mM, DTT 1 mM).lisato cellulare e stato
centrifugato 1 minuto a 13000 rpm. Sono stati &asf60 ul del lisato in una piastra adatta
alla lettura di segnali di luminescenza (Costar@pgiunti 25ul per pozzetto di luciferina
0,6 mM (Sigma). La luminescenza é stata lettarainometro (Promega).

3.16Minireplicon assay Influenza B

Cellule HEK 293T sono state piastrate alla coneaitine di 2x18&ml per pozzetto in
piastre da 24 pozzetti e incubate O/N a 37°C. drrgp seguente le cellule sono state
trasfettate utilizzando polimeri cationici (Arrddt™, Biosystems).

Sono state preparate le diverse mix di trasfeziditeendo i plasmidi in 5Qu di terreno
DMEM senza FBS e P/S in presenza o meno dei comfgdgiM. Sono stati utilizzati 100
ng dei plasmidi pCIP-PA, pCIP-PB1, pCIP-PB2 e pG@lP; e 50 ng del plasmide
contenente il gene reporter pPoll-GFP-HA. Successente sono stati diluiti 2,bg di
Arrest-IN™ in 50ul di terreno ai quali & stata aggiuntala mix disptédi precedentemente
diluita. Dopo aver mescolato velocemente, la m#caelstata incubata a temperatura
ambiente per 10 minuti. Sono stati poi aggiunti ib@i terreno ad ogni miscela in modo
da arrivare a un volume finale di 2h0 A questo punto la miscela é stata aggiunta alle
cellule, le quali sono state in seguito incubate336 ore a 37°C. Terminata I'incubazione,
e stato aggiunto un volume uguale (2BPdi terreno con FBS 20% e i composti 50 puM.
Le cellule sono state incubate per 24 ore a 37°€sptessione del gene reporter e stata
osservata con microscpio a fluorescenza (Olympu&g)LX
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3.17 Preparazione deglstocks virali

Per preparare glstocksvirali dei ceppi dell'influenza sono state inféetafiasche T25
contenenti circa 0,7x#0nl MDCK ciascuna, seminate il giorno precedentan &0l
(Multiplicity Of Infectior) 0.01-0.001 di ciascun ceppo virale diluito inréelo DMEM
senza siero con BSA 0,14% e tripsinadiml (Worthingtons TRTVMP Trypsin TPCK
treated, Biochemical Corporation). L’infezione etat condotta per un’ora a 37°C; al
termine, le cellule infettate sono state incubate & ml di terreno DMEM senza siero con
BSA 0,14% e tripsina fig/ml per 2 giorni a 37°C finché non si osserva leheellule sono
infettate e quindi non adese alla plastica. Al taarle cellule sono state raccolte in una
Falcon da 15 ml e centrifugate per 5 minuti a 100 a 4°C. Il surnatante cosi ottenuto e
stato poi aliquotato e congelato a —80°C.

3.18 Titolazione deglistocks virali dei ceppi di influenza

Per titolare glistocksdi influenza cellule MDCK sono state piastrat@a &lbncentrazione di
0,7 x106 cellule/pozzetto in una piastra da 12 pozzettiappio e incubate O/N a 37°C. ||
giorno successivo sono state infettate con @50 diluizioni seriali 1:10 deglstocksvirali
(da 10? a 10°%) per un’ora a 37°C. Un pozzetto per piastra nstaéd infettato in modo da
avere un controllo negativo del monostrato celkilanon infettato. Al termine
dell'incubazione le cellule sono state incubate ¢oml per pozzetto di terreno DMEM
senza siero con BSA 0,14% e tripsinaud/ml contenente cellulosa Avicel 1,2% (w/v;
FMC) per 2 giorni a 37°C. Al termine il monostratellulare & stato fissato con 1 ml per
pozzetto di Formaldeide al 4% in PBS 1X. Dopo cimazz'ora le cellule sono state
colorate con 1 ml di Toluidine Blue 0,1% (w/v) in,®l lavate con acqua e lasciate
asciugare. Sono state in seguito contate le plagichk formatesi in ciascun pozzetto e |l
titolo degli stocksvirali & stato determinato per ogni diluizione Bggndo la formula
seguente:

Numero di placche a una certa diluizione x fatttirdiluizione x 5 =
Titolo virale in PFU/ml

La media tra i valori di PFU/mIRlaque Forming Unitsunita formanti placca) calcolate
per le varie diluizioni permette di determinarétidlo dello stock

3.19 Saggi di citotossicita

La citotossicita dei composti € stata determinatdifferenti linee cellulari (HEK 293T,
MDCK, A549, HSB-2) utilizzando il metodo MTT [3-@dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazoliumbromide] secondo il protocollo del “Cd#roliferation Kit I” (Boehringer
Mannheim). Questo metodo € un saggio enzimatic@ricoétrico che permette di
quantificare I'attivita delle deidrogenasi mitocoiadi presenti in cellule metabolicamente
attive. E’ un metodo sensibile, di facile esecueienveloce.
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Le cellule HEK 293T, MDCK e A549 sono state piastralla concentrazione di 2x1000

ul per pozzetto in piastre da 96 pozzetti e tratpamie24 ore le cellule HEK 293T e per 48
ore le cellule MDCK e A549 con varie concentrazionogni composto diluito in DMEM.
Le cellule HSB-2 sono state piastrate alla conegitne di 1x1450 pl per pozzetto in
piastre da 96 pozzetti e trattate per 48 ore care w@ncentrazioni di ogni composto
diluito in RPMIL.

Per determinare la citotossicita degli Stealth $ARNellule HEK 293T sono state piastrate
alla concentrazione di 2x¥@00pl per pozzetto in piastre da 96 pozzetti e inculité a
37°C. Il giorno seguente le cellule sono statefeéttete con diverse concentrazioni di
ciascuno Stealth siRNAs utilizzando polimeri caibon(Arrest-IN™, Biosystems) e
incubate 24 ore a 37°C.

La concentrazione finale di DMSO derivante dalldusione del composto €& stata
mantenuta allo 0,1% (v/v) in tutti i campioni. Neampioni non trattati con i composti e
stato aggiunto un volume appropriato di DMSO puro modo da ottenere una
concentrazione finale dello 0,1%.

Terminata l'incubazione sono stati aggiunti dlifpozzetto di MTT 5 mg/ml in PBS 1X.
Dopo 4 ore a 37°C sono stati aggiunti 10@er pozzetto di soluzione solubilizzante (SDS
10%, HCI 0,01N). Le cellule sono state incubate peare a 37°C. L'assorbanza € stata
letta a 550 nm con un lettore ELISA per micropsrcomparata con i valori relativi alle
cellule non trattate di controllo.

3.20 Saggi di attivita antivirale

3.20.a Saggi di riduzione delle placche con Flu, NS1 e VSV

Cellule MDCK sono state seminate alla densita @800’/ml per pozzetto in piastre da 12
pozzetti e incubate O/N a 37°C. Il giorno succes$tvcellule sono state infettate con Flu
(ceppo A/PR/8/34, o A/WSN/67/05, o A/Solomon Isl&ide, o A/IPARMA/24/09 o
B/malaysia/2506/4) con 20-30 PFU per pozzetto inEMMsenza FBS con BSA 0,14%,
Tripsina 1 pg/ml e diverse concentrazioni dei costipda saggiare per un’ora a 37°C.

Al termine dell'infezione € stato aggiunto terreDMEM senza siero con BSA 0,14%,
tripsina 1ug/ml contenente cellulosa Avicel 1,2% e diversecemtrazioni dei composti da
saggiare. Tutte le concentrazioni dei composti setate saggiate in doppio in ogni
esperimento. Dopo un’incubazione di 2 giorni in @nbke umidificato a 37°C, il
monostrato cellulare é stato fissato con 1 ml merzptto di Formaldeide al 4% in PBS
(Phosphate Saline Buffet X. Dopo circa mezz'ora le cellule sono stateocatie con 1 ml
di Toluidine Blue 0,1% (w/v) in kD, lavate con acqua e lasciate asciugare. Sore istat
seguito contate le placche virali formatesi in claspozzetto.

La concentrazione finale di DMSO (utilizzato petufidlizzare i composti e per preparare
le relative diluizioni d’'uso) é stata mantenutaOgl% (v/v) in tutti i campioni; nei
campioni di controllo (non trattati con i composgi)stato aggiunto un volume di DMSO
tale per cui la concentrazione finale fosse del®,1

Cellule Vero e L929 sono state seminate rispettaram alla densita di 1x3enl o
4x10/ml per pozzetto in piastre da 24 pozzetti o 12zpttz e incubate O/N a 37°C. ||
giorno successivo le cellule sono state infettestgettivamente con 50-100 PFU di HSV-1
(ceppo F) o con 30-50 PFU di VSV per pozzetto inENIsenza FBS con P/S 1% a 37°C.
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Un’ora dopo l'infezione per HSV-1 e due ore dopo P&V e stato rimosso I'inoculo
virale, le cellule sono state lavate con PBS 1Xeéedtato aggiunto terreno completo
(DMEM con FBS 5% e P/S) contenente metilcellulog® (Sigma-Aldrich) e diverse
concentrazioni dei composti da saggiare. Tutteolecentrazioni dei composti sono state
saggiate in doppio in ogni esperimento. Dopo unibazione di 2 giorni in ambiente
umidificato a 37°C, il monostrato cellulare é stdigsato con 1 ml per pozzetto di
Formaldeide al 4% in ¥D. Dopo circa mezz'ora le cellule sono state cééocan 1 ml di
Toluidine Blue 0,1% in KD lavate con acqua e lasciate asciugare. Sonoistatguito
contate le placche virali formatesi in ciascun @bz

La concentrazione finale di DMSO (utilizzato pelubdizzare i composti e per preparare
le relative diluizioni d’'uso) e stata mantenutaOgl% (v/v) in tutti i campioni; nei
campioni di controllo (non trattati con i composgi)stata aggiunto un volume di DMSO
puro tale per cui la concentrazione finale fossedeo.

3.20.b Analisi dell’espressione proteica virale coasperimenti di pulse-chase

Cellule MDCK sono state seminate alla densita di®ml per pozzetto in piastre da 24
pozzetti e incubate O/N a 37°C. Il giorno success$evcellule sono state infettate con il
virus A/PR/8/34 a MOI 5 in DMEM senza FBS con BSA% e Tripsina 1 pg/ml e i
composti da saggiare 5 per un’ora a 37°C.

La concentrazione finale di DMSO (utilizzato petukdlizzare i composti e per preparare
le relative diluizioni d’'uso) e stata mantenutaOgl% (v/v) in tutti i campioni; nei
campioni di controllo (non trattati con i composgi)stata aggiunto un volume di DMSO
puro tale per cui la concentrazione finale fossedeo.

Al termine dell'infezione e stato aggiunto terreDMEM senza siero con BSA 0,14%,
tripsina 1 ug/ml e i composti 50uM. Dopo un’incubazione di 11 ore in ambiente
umidificato a 37°C alle cellule & stato aggiunto BM e 1l di [*°S] Met (10puCi/pl).
Dopo un’incubazione di un’ora a 37°C é stato aggiuh tampone di caricamento (Tris-
HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerolo 10%, SDS 2@mercaptoetanolo 5%, blu di bromofenolo
0,5%), trasferito in Eppendorf e conservato a -20°€ampioni sono stati analizzati in gel
di poliacrilammide 8% e successiva autoradiografiafine di valutare il livello di
espressione proteica (vedi paragrafbd).

3.20.c Effetto dei composti sulla replicazione vila a diversi tempi e concentrazioni
post-infezione

Cellule MDCK sono state seminate alla densita di®ml per pozzetto in piastre da 24
pozzetti e incubate O/N a 37°C. Il giorno success$escellule sono state infettate con il
virus A/PR/8/34 a MOI 0,005 in DMEM senza FBS co8A30,14%, tripsina ug/ml e i
composti da saggiare a diverse concentrazioniperaia 37°C.

La concentrazione finale di DMSO (utilizzato pelufdizzare i composti e per preparare
le relative diluizioni d’'uso) e stata mantenutaOgal% (v/v) in tutti i campioni; nei
campioni di controllo (non trattati con i composgi)stata aggiunto un volume di DMSO
puro tale per cui la concentrazione finale fossedeo.

Un'ora dopo l'infezione e stato aggiunto terreno EMI senza siero con BSA 0,14%,
tripsina 1 pg/ml e i composti 50uM finali o a diverse concentrazioni. Dopo
un’incubazione di 4, 8, 12, 24 e 48 ore in ambiemtedificato a 37°C sono stati raccolti i
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surnatanti e titolati. Lo stesso esperimento @sipetuto aggiungendo terreno fresco con i
composti a diverse concentrazioni dopo 12 e 24 dak¥infezione e raccogliendo i
surnatanti 12, 24 e 48 ore post-infezione.

3.20.d Effetto dei composti durante un singolo cioldi replicazione virale

Cellule MDCK sono state seminate alla densita di®ml per pozzetto in piastre da 24
pozzetti e incubate O/N a 37°C. Il giorno succes$e/cellule sono state infettate con il
virus A/PR/8/34 a MOI 5 in DMEM senza FBS con BSA®, tripsina lug/ml e i
composti da saggiare a diverse concentrazioniperaia 37°C.

La concentrazione finale di DMSO (utilizzato petubdlizzare i composti e per preparare
le relative diluizioni d’'uso) e stata mantenutaOgl% (v/v) in tutti i campioni; nei
campioni di controllo (non trattati con i composgi)stata aggiunto un volume di DMSO
puro tale per cui la concentrazione finale fossedeo.

Al termine dell'infezione le cellule sono statettaée con soluzione di lavaggio (NaCl 150
mM, HCI 10 mM) per un minuto, lavate tre volte d@BS 1X e aggiunto terreno DMEM
senza siero con BSA 0,14%, tripsinaudy/ml e i composti da saggiare a diverse
concentrazioni. Dopo un’incubazione di 12 ore inb@ante umidificato a 37°C sono stati
raccolti i surnatanti e titolati.

3.20.e Saggio di inibizione della traslocazione debmplesso PA/PB1

Cellule HEK 293T sono state piastrate alla coneaittne di 2x18ml per pozzetto in
piastre da 24 pozzetti e incubate O/N a 37°C. drrgp seguente le cellule sono state
trasfettate utilizzando polimeri cationici (Arrddt™ Biosystems).

Sono state preparate le diverse mix di trasfeziditeendo i plasmidi pcDNA-GFP-PA e
pcDNA-PB1 o pcDNA-PB2 come controllo in p0di terreno DMEM senza FBS e P/S in
presenza o meno dei compostub0. Successivamente sono stati diluiti ¢ di Arrest-
IN™ in 50 ul di terreno ai quali e stata aggiuntala mix disptédi precedentemente diluita.
Dopo aver mescolato velocemente, la miscela € statdata a temperatura ambiente per
10 minuti. Sono stati poi aggiunti 150 di terreno ad ogni miscela in modo da arrivare a
un volume finale di 25@l. A questo punto la miscela e stata aggiuntacalrile, le quali
sono state in seguito incubate per 3-6 ore a 3V&@ninata I'incubazione, e stato aggiunto
un volume uguale (250l) di terreno con FBS 20% e i composti a diversecentrazioni.

Le cellule sono state incubate per 12 ore a 379CQernine dell’incubazione le cellule
sono state fissate, colorate con DAPI e analizeadiante microscopio a fluorescenza
(Olympus 1X70).
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4. Risultati e discussione

4.1 Screening in silico

Lo screening in silic@ stato condotto utilizzando la struttura crisigibfica depositata da
Heet al. (3CM8) in Protein Data Bank (Hat al.,2008).

La subunita PA nella struttura riportata daéieal. 3CM8 é stata considerata il bersaglio,
mentre il peptide corrispondente agli aa 1-25 di BBstato considerato come ligando.
ligando e stato virtualmente rimosso dalla cavité eue strutture di PA e di PB1 sono
state modellate separatamente.

Per un approccidn silico € necessario analizzare in primo luogo le caistighne
intrinseche delle proteine in esame (PA e PBXitdl di legame di PA con il frammento di
PB1 é stato analizzato utilizzando i campi di iatéone molecolare (MIFs) generati dal
software GRID. Questa cavita risulta essere pitdgtayofobica, e cio € in accordo con il
fatto che la regione di PB1 che interagisce coneRfaratterizzata da 5 legami a idrogeno
intramolecolari che ne determinano una struttunét@sto rigida e idrofobica in superficie.
Grazie all'utilizzo di FLAP (Fingerprint for ligandand protein), un software di
modellistica molecolare, e stato possibile ricaxdaeMIFs alcuni punti in cui € massimale
I'energia di interazione tra le sub unita (Perrugti@l, 2006; Baronet al.,2007).

| punti cosi selezionati corrispondono a una peecigordinata spaziale nel sito attivo di
PA e ad una precisa interazione chimica (idrofogbmecettore di legame a idrogeno,
donatore di legame a idrogeno). Un punto idrofoldedla proteina tendera ad essere
esposto ad un punto idrofobico del ligando, mentredonatore di legame ad idrogeno
della proteina tendera ad essere esposto ad ua pocettore del ligando e viceversa.

E’ stato quindi utilizzato FLAP per condurre uscreeningvirtuale, sulla base dei punti
selezionati, di circa 3 milioni di composti presentl database ZINC, valutando la
similarita tra le molecole presenti nel databada eavita di PA sia dal punto di vista
sterico che chimico. Questa procedura, unita gliapzione di unsoftwaredi docking
(GLUE) ha consentito di selezionare circa 34000emmle dal database iniziale.

Tali molecole sono state ulteriormente processalie 8 conformazioni piu stabili della
proteina, ricavate da studi di dinamica molecolargonendo vincoli piu restrittivi (da un
punto di vista energetico) si e ridotto ulteriorreeit numero delle molecole, ottenendone
circa 300.

Sebbene tale risultato sia sperimentalmente maaleidgi un numero cosi elevato di
composti risulta difficile da saggiare in labor&bor percio si € scelto di ridurre
ulteriormente il numero delle molecole.

Al fine di selezionare tra le 300 molecole solo lupotenzialmente piu interessanti, le
molecole virtuali sono state modellate con un saferche permette di valutare le proprieta
farmacocinetiche dei composti in esame (chiamatbeaproprieta ADME). Si é deciso di
utilizzare solo molecole con appropriate proprié@macocinetiche, ossia aventi ben
definiti valori per proprieta tipo Assorbimento Bibuzione Metabolismo ed Escrezione.
Attraverso tale studio e stato possibile selezier& molecole che rispondevano ai giusti
requisiti ADME. Di queste 65 molecole caratterizza&82 erano disponibili in commercio e
sono state acquistate.

Le molecole sono state caratterizzate con diveaggisin vitro e cellulari. Una volta
individuate strutture con una certa attivita, setati cercati analoghi di questi composti
usando FLAP non piu per trovare la similarita fewita di PA e ligando, ma direttamente
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la similarita fra il composto attivo e altre molée@resenti indatabasescommerciali,
quindi unoscreeningnon piu basato sulla struttura della proteina rnettdmente su un
ligando attivo. Sono stati cosi trovati analoghaltiuni composti con lo scopo di cercare di
identificare un composto che avesse un’attivitdvaate sempre maggiore.

4.2 Creazione delle proteine di fusione GST-PB1 @5) e pET28a-PA
(239-716)

Per saggiare capacita dei composti di inibire d¢iazione fisica tra PA e PB1 e stato
condotto in primo luogo un ELISA utilizzando le peme purificate PA aa 239-716 e PB1
aa 1-25. Sono stati utilizzati questi residui ddlle proteine, come riportato in Obayashi
al., in quanto sono entrambe proteine molto grandidifficile espressione in E. coli nella
forma intera. Inizialmente i geni esprimenti PAZ89-716 e PB1 1-25 sono stati clonati
rispettivamente in pET28a e in pD15.

Per creare il plasmide pD15-PB1 (1-25), esprimérgene codificante PB1 (1-25), e stato
amplificato con PCR dal plasmide pcDNA3-PB1 utiéimdo i primers pD15-PB1 1-
25/FOR e pD15-PB1 1-25/REV, contenenti rispettivatae siti di restrizione per Xhol e
Mlul. PB1 e stata clonata nel vettore Zero BLUNT F@ utilizzando il Zero BLUNT
TOPO PCR Cloning Kit. Successivamente, utilizzagtloenzimi di restrizione Xhol e
Mlul sono stati tagliati sia pD15-UL44 (questo tagbroduce un frammento di 1400 bp
contenente UL44 e un frammento di circa 5400 bpjsmondente al resto del plasmide)
sia Zero BLUNT TOPO-PB1 (1-25) (questo taglio proglwun frammento di 75 bp
contenente PB1 (1-25) e un frammento di circa 3BPQ corrispondente al resto del
plasmide). Dopo aver caricato in gel di agarosis (der il pD15 e 3% per il frammento
PB1 1-25) i prodotti di restrizione e purificatrammenti di interesse, ne abbiamo fatto la
ligazione. In seguito abbiamo verificato I'avvenuttonaggio sia attraverso analisi di
restrizione (utilizzando gli enzimi Xhol e Mlul) €a con sequenziamento utilizzando i
primerspD15seq/FOR e pD15seg/REV che permettono il seumento delle regioni di
giunzione tra il plasmide e il frammento di DNA wc&io. Abbiamo quindi ottenuto il
plasmide pD15-PB1 (1-25) (di circa 5500 bp).

Per creare il plasmide pET28a-PA (239-716), esprtm#é gene codificante PA (239-716),
e stato amplificato con PCR dal plasmide pcDNA3-R#lizzando i primers
pET28aPA239716/FOR e pET28aPA239716/REV, contenespiettivamente i siti di
restrizione per EcoRI e Notl. PA (239-716) é stalanata in Zero BLUNT TOPO
utilizzando Zero BLUNT TOPO PCR Cloning Kit. Sucsesmente, utilizzando gli
enzimi di restrizione EcoRI e Notl sono stati tatjilsia pET28a sia Zero BLUNT TOPO-
PA (239-716). Dopo aver caricato in gel di agaros¥ i prodotti di restrizione e
purificato i frammenti di interesse, ne abbiamadda ligazione. In seguito abbiamo
verificato I'avvenuto clonaggio sia attraverso @iali restrizione (utilizzando gli enzimi
EcoRI e Notl) sia con sequenziamento utilizzandprimers T7/[FOR e T7/REV che
permettono il sequenziamento delle regioni di giome tra il plasmide e il frammento di
DNA clonato. Abbiamo quindi ottenuto il plasmide T#Ba-PA (239-716) (di circa 6800

bp).

59
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pET28a-PA pD15-PB1

(239-716) (1-25)

Figura 20. Clonaggio di PA (239-716) in pET28a e di PB1 (1-R6pD15.

4.3 Purificazione della proteina di fusione 6His-PA239-716)

E’'stata successivamente condotta I'espressioneri@éicpaione della proteina 6His-PA
(239-716) attraverso cromatografia di affinita peterla utilizzare nei successivi ELISA.
L’espressione della proteina 6His-PA (239-716) ataseffettuata a partire dal plasmide
pET28a-PA (239-716che consente l'espressione del gene di interesparire dal
promotore T7 riconosciuto dalla RNA polimerasi tigo T7. Cellule elettrocompeterti
coli BL21(DE3) pLys sono state quindi trasformate ala plasmide. La coltura ottenuta e
stata poi fatta crescere sino a raggiungere ungd@ri a 0,8-1. Raggiunto tale valore,
I'espressione della proteina 6His-PA (239-716)atasindotta con IPTG.

Al termine dell'induzione abbiamo centrifugato téma coltura e conservatpelletsper la
purificazione. Ipellets ottenuti quindi sono stati risospesi in un tampdndisi. Per la
purificazione abbiamo sfruttato la cromatografiar @dfinita, utilizzando una resina
costituita da nichel e acido nitrilotriacetico (NiFA). Questo tipo di resina permette |l
legame della sua matrice con biomolecole che cgotemnella loro struttura 6 residui di
istidina consecutivi; questo legame avviene peicBé@esidui di istidina (contenuti nella
legandosi saldamente. Le proteine, invece, che cmmengono le sei istidine non
legheranno gli ioni di nichel e quindi saranno intdilagamente eluite dalla colonna. I
surnatante ottenuto dalla precipitazione del lisaitulare e stato caricato in una colonna
con la resina Ni-NTA (Qiagen) e fatto fluire pemgita. Successivamente la colonna e
stata lavata con tampone di lavaggio ed infinertdgina di interesse 6His-PA (239-716) e
stata eluita dalla resina.

Durante l'eluizione sono state raccolte 10 frazi@i-E10), da ciascuna frazione sono
stati prelevati dei campioni analizzati successieai® in gel di poliacrilammide
denaturante (SDS-PAGE).

Come si evince dallkigura 21, la proteina € stata espressa nelle cellule Iaterinfatti

si pud notare una banda arricchita corrispondenfgeso molecolare atteso (di circa 53
kDa) nel campione prelevato post-induzione (co23iahe non risulta invece presente nel
campione prelevato pre-induzione (corsia 1). leolé frazioni eluite che contengono la
maggior quantita di proteina 6His-PA (239-716) soBd, E2, E3 e E4 (corsia 7, 8, 9 e
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10). Queste frazioni sono state riunite, dializzaietro un opportuno tampone in modo da
eliminare I'imidazolo presente nel buffer di ela@ae che avrebbe potuto interferire con i
saggi successivi e la proteina 6His-PA (239-716¢s$8e contenuta e stata quantificata
mediante saggio di Bradford. In seguito alla queatzione si & potuto verificare che
partendo da 12 L di coltura batterica si sono aftienirca 22 mg di proteina con un
soddisfacente grado di purezza.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13
kDa
e

by |
N -

37

. L

Figura 21. SDS-PAGE dei campioni raccolti durante la purifioaz della proteina 6His-PA (239-716). (1)
lisato cellulare post-induzione, (2) campione pruizione, (3) surnatante ottenuto dopo lisi e
centrifugazione delle cellule, (4) materiale eluitalla colonna durante il caricamento del campidbe,
lavaggio; (7-13) alcune delle frazioni eluite daltdonna (E1-E7).

4.4 Purificazione della proteina di fusione GST-PB{1-25)

La proteina GST-PB1 (1-25) e stata espressa eqatafmediante cromatografia di affinita
per poterla utilizzare nei successivi ELISA.

La coltura trasformata e stata fatta cresceredhoina Olgy pari a 0,8-1; in questo caso
la colonna utilizzata per la cromatografia contenda resinaGlutatione-Sepharose
Questo tipo di resina permette il legame di pra&eunse con la glutatione-S transferasi
(GST). Il surnatante ottenuto dalla precipitazideélisato cellulare € stato fatto passare in
colonna, la GST-PB1 (1-25) contenuta in esso siegath alla matrice ed e stata
successivamente eluita con buiffer di eluizione contenente il glutatione libero. lnegto
protocollo di purificazione il glutatione libero ieccesso compete con il glutatione
coniugato alla matrice spiazzando la proteina didite legata, che andra cosi nella fase
mobile e potra essere raccolta nelle frazioni eluit

Durante l'eluizione sono state raccolte 10 frazi@l-E10), da ciascuna frazione sono
stati prelevati dei campioni analizzati successiai® in gel di poliacrilammide
denaturante (SDS-PAGE).

Come si evince dall&igura 22, la proteina GST-PB1 (1-25) e stata espressa amdéu
guantita in quanto si € potuta osservare la preselizuna banda arricchita al peso
molecolare atteso di circa 28 kDa nel campione-pmkizione (corsia 2) che non risulta
presente nel campione pre-induzione (corsia 1).

Dall'analisi in SDS-PAGE é inoltre emerso che lazfoni eluite che contenevano la
maggior quantita di proteina GST-PB1 (1-25) erar®y E3 ed E4 (corsia 9, 10, 11).
Queste frazioni sono state riunite e dializzatenwdo da eliminare il glutatione presente
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nel tampone di eluizione e per ottenere la protémaun tampone idoneo alla sua
conservazione a -80°C; successivamente la prominificata & stata quantificata con |l
metodo di Bradford. Partendo da 12 L di colturadsata sono stati ottenuti circa 6 mg di
proteina purificata.

8 9 1011 12 13

Figura 22. SDS-PAGE dei campioni raccolti durante la purificme della proteina GST-PB1 (1-25). (1)
lisato cellulare pre-induzione, (2) campione posibzione, (3) surnatante ottenuto dopo lisi e
centrifugazione delle cellule, 4) materiale eluitalla colonna durante il caricamento del campidbe 6)
lavaggi ed infine (8-13) alcune delle varie fraziehite dalla colonna (E1-E6).

4.5 ELISA con le proteine purificate 6His-PA (239-I6) e GST-PB1 (1-25)

In seguito & stato messo a punto un ELISA per sagda capacita dei composti, o del
peptide Tat-PBil;5 come controllo, di dissociare I'interaziomevitro delle proteine PA e
PB1. E’ stato scelto questo saggio in quanto eadadi misurare in maniera specifica e
quantitativa l'interazione tra le due proteine. ELISA sono stati condotti utilizzando le
proteine 6His-PA (239-716) e GST-PB1 (1-25) puateecome sopra descritto.

In questo saggio e stato fatto dbating utilizzando la proteina 6His-PA (239-716) e
successivamente e stata aggiunta la proteina GST{RE5) o GST da sola come
controllo. Il legame tra le due proteine € statdedwinato utilizzando un anticorpo
monoclonale che riconosce il tag GST ed é direttaeneoniugato con la perossidasi.
Aggiungendo il substrato per I'enzima, il TMB, @dtgendo i valori di assorbanza e stato
possibile rilevare l'interazione tra le due progein

Dopo aver messo a punto il saggio ne e stata valldacapacita di misurare, in maniera
specifica, l'interazione PA-PB1, l'inibizione detiterazione e I'effetto del solvente sul
legame tra le due proteine. Eégura 23 mostra come in questo saggio le proteine 6His-
PA(239-716) e GST-PB1 (1-25) interagiscano tra dio,| infatti aumentando la
concentazione di GST-PB1 (1-25) e tenendo costantencentrazione di 6His-PA (239-
716) i valori di assorbanza aumentano dimostramd@aumento di legame proporzionale
alla quantita di proteina aggiunta. | valori di@$fsmnza, invece, ottenuti dall’interazione di
6His-PA (239-716) con GST da sola sono inferiorivieini allo zero dimostrando
un’assenza di interazione tra le due proteine. Quamnferma che il saggio da noi messo a
punto e in grado di rilevare l'interazione tra PRRB1 in modo specifico.
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Figura 23.Interazione tra 6His-PA (239-716) e GST-PB1 (1-@®)ST da sola come controllo.

Per determinare se questo tipo di saggio fosse radog di identificare inibitori
dell'interazione tra PA e PB1, € stato condottaeaperimento in cui le due proteine 6His-
PA (239-716) (400 ng/pozzetto) e GST-PB1 (1-25) TG200 ng/pozzetto) sono state
incubate in presenza del peptide Tat-PBlche corrisponde alla regione di PB1 che
interagisce con PA, o della proteina 6His-PA (238)7come controllo (in quanto in
guesto saggio funge da competitore) a diverse crazoni. E’ stato scelto di utilizzare
200 ng di GST-PB1 (1-25) perché ¢é la concentrazinmema di proteina che permette di
ottenere una differenza rilevabile e consisterde tralori di assorbanza di 6His-PA (239-
716)/ GST-PB1 (1-25) e 6His-PA (239-716)/ GST. Cosngu0 osservare dalla figura
riportata Eigura 24) entrambi gli inibitori causano diminuzione deiloa di assorbanza
rispetto al controllo non trattato. Questo saggindi € in grado di rilevare l'inibizione
dell'interazione PA/PBL.

100 .

80
1 —m— 6His PA 239-716
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Figura 24. ELISA con le proteine 6His-PA (239-716) e GST-PR126), e il peptide Tat-PBlso0 la
proteina 6His-PA(239-716) come controllo.

Successivamente e stato valutato I'effetto delesttly DMSO, in cui sono solubilizzati i
composti, sulla capacita di legame PA/PB1. DaligoafFigura 25) si pud osservare come
il solvente non interferisca con l'interazione tea due proteine in quanto i valori di
assorbanza non diminuiscono all’aumentare del stdve
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Figura 25. Effetto del solvente sull'interazione PA/PB1.

In seguito a queste analisi sono stati saggiatiquesto ELISA i 32 composti identificati
mediante loscreeningin silico. Inizialmente i composti sono stati saggiati a dueerse
concentrazioni (50 e 100 uM). Quello che é emersimeel4 su 32 composti erano in grado
di causare una diminuzione dei valori di assorbdmaaella 4) e quindi di interferire con
I'interazione PA/PBL1.

Tabella 4. Attivita dei composti in ELISA: + attivo, - non atb, +/- debolmente attivo.

Compound | Activity Compound Activity

1 4 17 _
2 _ 18 N
3 — 19 _
4 " 20 "
5 + 21 n
6 4 22 N
7 _ 23 —
3 + 24 _
° 4 25 _
10 + 26 _
11 " 27 _
12 3+ 28 _
13 _ 29 —
14 — 30 _
15 _ 31 +
16 _ 32 —

Tat-PB1 , ;5 +

| 14 composti risultati attivi in questo primscreeningsono stati successivamente
sottoposti a un’analisi mirata a valutare la dogewdenza dell’effetto inibitorio. E’ stato
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condotto un ELISA analogo in cui i composti soratisiggiunti a diverse concentrazioni. |
valori di assorbanza ottenuti sono stati riportativalore percentuale considerando Il
controllo non trattato con i composti come 100%oe yiilizzati per costruire un grafico
che mette in relazione l'attivita inibitoria espsasin questo valore percentuale (valore
percentuale rispetto al controllo non trattato) troncentrazione di composto utilizzato
(Figura 25).
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—®—cpd 10
—%—cpd 11
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—X—cpd 21
—kK—cpd 22
cpd 31
—1—TatPB1,

Activity (% of control)
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Compound [uM]

Figura 26. Dose-dipendenza dell’attivita inibitoria dei compos

Tabella 5.1l valore di |G, rappresenta la concentrazione di composto chegitlmterazione PA/PB1 del
50% in ELISA; *: inibizione non dose-dipendente

Compound 1Cey (M)
1 200 pM
3 (negative control) -
4 *
5 25 M
[5) .
8 =200 um
9 e
10 90 p
11 *
12 20 UM
18 =200 pM
20 *
21 *
22 *
3 170 M
Tat PB1,,5 peptide 35 uM
{positive control}
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Come si puo osservare nellabella 5,1 composti 5, 10 e 12 inibiscono l'interazione
PA/PB1 in maniera dose-dipendente con valori dp mparabili a quello del peptide di
controllo. 1 composti 1, 8, 18 e 31, invece, indmso l'interazione PA/PB1 in maniera
dose-dipendente con valori disfnaggiori rispetto a quello del controllo positiv@li
altri composti, invece, non inibiscono l'interazeoRA/PB1 in maniera dose-dipendente.
Successivamente per valutare la specificita dalliga inibitoria dei composti € stato
condotto un ELISA utilizzando un composto non datig AL5, che inibisce I'interazione
tra le subunita della DNA polimerasi di HCMV. llgjico riportato Figura 27) mostra
come tale composto non causi una diminuzione dli& e quindi non interferisca con

I'interazione PA/PB1, a conferma della specificttall'attivita inibitoria dei composti
saggiati.
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Figura 27. Determinazione della specificita dell'attivita iitiria dei composti mediante ELISA.

4.6 Studio dell'effetto dei composti sullinterazime PA/PB1 in un
contesto cellulare

Dopo aver selezionato mediante ELISA composti adgrdi inibire I'interazione PA/PB1
in vitro si e voluto verificare se essi fosseranado di inibire la stessa interazione anche
in un contesto cellulare.A questo scopo si € dedisatilizzare un saggio basato su
Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC)questo saggio, cellule HEK 293T
vengono trasfettate con plasmidi esprimenti PA € RiBe alle meta C-terminale della
enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) e PRl diles meta N-terminale. Le due
porzioni isolate della eGFP non emettono fluorezaesingolarmente, tuttavia, in seguito
all'interazione PA/PB1, la GFP si ricostituisce e abnseguenza le cellule trasfettate
emetteranno un segnale rivelabile mediante micpmaca fluorescenza. Al contrario, un
composto capace di impedire l'interazione PA/PBIng&trno delle cellule eliminera la
fluorescenza in cellule trasfettate e trattateicmymposti.
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4.6.a Creazione dei plasmidi pcDNA-PA-EGFP (158-239pcDNA-PB1-EGFP (1-157)
e pcDNA-PB2-EGFP (158-239).

Per creare il plasmide pcDNA3.1-PB1-EGFP (1-15IF)gene codificante PB1 e stato
amplificato con PCR dal plasmide pcDNA3-PBL1 utiéimdo iprimerspcDNA-PB1/FOR e
pcDNA-PB1/REV, contenenti rispettivamente i sitirdstrizione per BamHI e BglIPB1

é stata clonata nel vettore Zero BLUNT TOPO utdizdo lo Zero BLUNT TOPO PCR
Cloning Kit. Successivamente, utilizzando gli enzanrestrizione BamHI e Bglll sono
stati tagliati sia pcDNA3.1-Nectin1l-EGFP (1-157)égto taglio produce un frammento di
1300 bp contenente Nectin 1 e un frammento di &0 bp, corrispondente al resto del
plasmide) sia il plasmide ZeroBLUNT TOPO-PB1 (qodsiglio produce un frammento di
2200 bp contenente PB1 e un frammento di circa 3i8)Ocorrispondente al resto del
plasmide). Dopo aver caricato in gel di agarosjradotti di restrizione e purificato i
frammenti di interesse, ne abbiamo fatto la ligagioln seguito abbiamo verificato
I'avvenuto clonaggio sia attraverso analisi di iegine (utilizzando gli enzimi BamHI e
Bglll) e sia con sequenziamento utilizzando i prisnecDNAseq/FOR e pcDNAseq/REV
che permettono il sequenziamento delle regioni @hganzione tra il plasmide e |l
frammento di DNA clonato. Abbiamo quindi ottenutglasmide pcDNA-PB1-EGFP (1-
157) (di circa 8200 bp).

Per creare il plasmide pcDNA3.1-PA-EGFP (158-23Bpene codificante PA e stato
amplificato con PCR dal plasmide pcDNA3-PA utilinda i primers pcDNAPA/FOR e
pcDNAPA/REV, contenenti rispettivamente i siti distrizione per Hindlll e Bglll. La
sequenza codificante PA é stata clonata nel vefere BLUNT TOPO utilizzando lo
Zero BLUNT TOPO PCR Cloning Kit. Successivamentéizaando gli enzimi di
restrizione Hindlll e Bglll. sono stati tagliati assipcDNA3.1-gD-EGFP (158-239) sia
ZeroBLUNT TOPO-PA. Dopo aver caricato in gel di mxg@0 i prodotti di restrizione e
purificato i frammenti di interesse, ne abbiamadda ligazione. In seguito abbiamo
verificato I'avvenuto clonaggio sia attraverso @iadi restrizione (utilizzando gli enzimi
Hindlll e Bglll) e sia con sequenziamento utilizdani primers pcDNA/FOR e
pcDNA/REV che permettono il sequenziamento deligor@ di giunzione tra il plasmide e
il frammento di DNA clonato. Abbiamo quindi otteout plasmide pcDNA3.1-PA-EGFP
(158-239) (di circa 8000 bp).

Per creare il plasmide pcDNA3.1-PB2-EGFP (158-289)ene codificante PB2 é stato
amplificato con PCR dal plasmide pcDNA3-PB2 utiimdo iprimerspcDNAPB2/FOR e
pcDNAPB2/REV, contenenti rispettivamente i sitirdstrizione per Hindlll e Bglll. La
sequenza codificante PB2 e stata clonata in ZetldNBL TOPO utilizzando Zero BLUNT
TOPO PCR Cloning Kit. Successivamente, utilizzagtienzimi di restrizione Hindlll e
Bglll. sono stati tagliati sia pcDNA3.1-gD-EGFP gt339) sia ZeroBLUNT TOPO-PA.
Dopo aver caricato in gel di agarosio i prodottirestrizione e purificato i frammenti di
interesse, ne abbiamo fatto la ligazione. In segalibiamo verificato I'avvenuto clonaggio
sia attraverso analisi di restrizione (utilizzanglo enzimi Hindlll e Bglll) e sia con
sequenziamento utilizzando primers pcDNA/FOR e pcDNA/REV che permettono il
sequenziamento delle regioni di giunzione traalsphide e il frammento di DNA clonato.
Abbiamo quindi ottenuto il plasmide pcDNA3.1-PB24H8(158-239) (di circa 8300 bp).

67



HndlBTH g | Xhol Bam H Bol Il Hindlll pran e gl Xnol

Figura 28. Clonaggio di PA e PB2 in pcDNA-EGFP (158-239) €8il in pcDNA-EGFP (1-157).

4.6.b Messa a punto del saggio di BiFC (Bimolecul&luorescence Complementation)

Per valutare l'efficienza di questo saggio sondi stizialmente effettuati saggi di BiFC
utilizzando i costrutti sopra descritti. Cellule KE293T sono state co-trasfettate con i
plasmidi pcDNA3.1-PA-eGFP (158-239), pcDNA3.1-PB3FP (1-157) e pcDNAS3.1-
PB2-eGFP (158-239). Dopo 24 ore dalla trasfeziamecdllule sono state analizzate
mediante microscopia confocale per valutare la éementazione e quindi I'espressione
della eGFP. Come si pu0 osservare daidpira 29 I'efficienza di complementazione della
eGFP ottenuta con i costrutti da noi creati € métssa.

HEK 293T non HEK 293T+
trasfettate pcDNA-eGFP
HEK 293T +
HEK 293T + pcDNA-PB1-
pcDNA-PA-<GFP eGFP(1-157)
(158-239)
HEK 293T +
HEK 293T + pPcDNA-PA-eGFP
PcDNA-PB2- (158-239)+
eGFP(158-239) pcDNA-PB1-
eGFP (1-157) +
pcDNA-PB2-

eGFP (158-239)

Figura 29. Co-trasfezione di cellule HEK 293T con i plasmidDINA3.1-PA-EGFP (158-239), pcDNA3.1-
PB1-EGFP (1-157) e pcDNA3.1-PB2-EGFP (158-239) b\d&-eGFP come controllo.

Questo saggio non € in grado di rilevare l'intevagi tra le proteine della polimerasi del
virus dell'influenza, probabilmente perché € neagesche sia presente qualche altro
fattore virale, ad esempio NP. Per questo motiva& deciso di non utilizzarlo, ma di
procedere con la caratterizzazione dei composti adentificati in ELISA mediante altri

tipi di saggio.
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4.7 SaggidHis-pulldown con IVT PB1 e 6His-PA (239-716) purificata

E’ stato condotto, inoltre, un saggio dis-pulldown per valutare se i composti risultati
attivi in ELISA fossero in grado di inibire ancheferazione tra 6His-PA (239-716) e
I'intera proteina PB1 invece che solo il frammeht@5 come in ELISA.

Per questi saggi e stata utilizzata la proteinfaslone 6His-PA (239-716) purificata (vedi
Materiali, paragrafo3.9.9 e lintera proteina PB1 espressa vitro (vedi Materiali e
Metodi, paragrafB.12 e marcata con’JS] Met. La proteina 6His-PA (239-716) & stata
incubata con PB1 in presenza del peptide Tat;Rgildei composti 5, 10, 12 o 31 attivi in
ELISA. Come controllo negativo e stato incluso dngposto 3 che non interferisce con
I'interazione PA/PB1 in ELISA.

La miscela di reazione € stata successivamenteataiin colonne contenenti la resina Ni-
NTA. Le colonne sono state quindi sottoposte adgv& le proteine legate sono state
eluite con un tampone di eluizione contenente izotta

Le frazioni di eluizione sono state analizzate & di poliacrilammide e successiva
autoradiografia.

Come si puo osservare dallgura 30, il peptide Tat-PB1is € in grado di inibire
I'interazione PA/PB1 in quanto la banda corrisparidella proteina PB1 (83 kDa) € meno
intensa rispetto a quella del controllo non trat(&).

S E
kDa

82

64
49

Figura 30. His-pulldown in presenza del peptide Tat-PBl1S: starting samplgE: campione eluito.

Successivamente, dato che il saggio € in gradalaliare I'inibizione dell'interazione
PA/PB1, sono stati saggiati i composti maggiormexttei in ELISA. DallaFigura 31 si
puo osservare come il composto 3, il controllo tigganon influisce sul legame PA/PB1,
mentre i composti 5, 10, 12 e 31 provocano unardizione del legame PA/PB1, rispetto
al campione non trattato con i composbiftrol), a conferma dei dati ottenuti in ELISA.
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Figura 31. His-pulldowncon i composti 3, 5, 10, 12 e &:.starting samplgE: campione eluito.

4.8 Saggi di citotossicita in cellule HEK 293T e MDK

Per determinare se i composti fossero citotossite sellule HEK 293T e MDCK é stato
condotto un saggio di citotossicita che consentett@inere una misura quantitativa delle
cellule vive e metabolicamente attive. Questo metsdbasa su un saggio enzimatico
colorimetrico che utilizza come substrato il contpo$/TT. Questo composto € un
substrato cromogenico delle deidrogenasi mitocalidiffettuando una lettura a 550 nm
(lunghezza d’'onda di assorbimento del prodotto’@&Il) vengono misurati i valori di
assorbanza relativi alle cellule trattate con aiascconcentrazione di composto. Questi
valori vengono riportati in grafico in relaziondeatoncentrazioni di composto saggiate.
Elaborando i dati &€ possibile determinare i vathrCGCsy dei diversi composti sulle linee
cellulari.

In Tabella 6 sono riportati i valori di C€ ottenuti per ciascun composto sulle due linee
cellulari (i valori riportati sono la media di 3psimenti indipendenti).
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Tabella 6. Citotossicita dei composti in cellule HE 293T e MDCK. Il valore di CGgrappresenta la
concentrazione di composto che causa citotosslt80% delle cellule (misurato con metodo MTT).

Compound CCsyy 293T CCy;, MDCK Compound CCy293T | CCy;MDCK
1 90 yM > 250 uM 17 12 uM 85 uM
2 110 yM 230 UM 18 225 uM > 250 uM
3 > 250 uM > 250 pM 19 100 pM > 250 pM
4 25 uM 90 uM 20 20 M 150 uM
5 > 250 uM > 250 pM 21 > 250 uM > 250 uM
6 160 “M 205 “M 22 30 uM > 250 uM
7 > 250 UM > 250 uM 23 > 250 uM > 250 uM
8 > 250 uM > 250 UM 24 100 pM 200 M

25 55 uM > 250 uM
9 > 250 uM > 250 uM

26 40 uyM 70 uM
10 > 250 uM > 250 uM

27 > 250 uM > 250 uM
11 210 uM > 250 uM 8 100 M 130 uM
12 2 M 12.5 M 29 70 uM > 250 UM
13 35 uM > 100 uM 30 >250 M | > 250 uM
14 S0 pM > 250 uM 31 >250 UM | > 250 uM
15 220 yM 140 uM 32 35 uM 40 uM
16 200 uM > 250 uyM Tat PB1,_ ;5 peptide 190 uM 180 uM

Alcuni dei composti risultati attivi in ELISA (5,,8L0, 18, 31) non sono citotossici in
nessuna delle due linee cellulari infatti i valdriCGCsy ottenuti sono elevati; il composto
12 invece, che in ELISA sembrava essere il pill @tbente, € citotossico (GE£2 e 12,5

HM). | composti citotossici sono stati esclusi dalesi successive.

4.9 Identificazione di composti analoghi

Sulla base di questi primi dati sono stati condo#gli studi di SAR $tructure-Activity
Relationship e sintetizzati in collaborazione con il Prof. Gruciani (Universita di
Perugia) una serie di composti analoghi ai compbst#4, 5, 10 e 12 per cercare di
aumentarne I'attivita antivirale e/o diminuirneciéotossicita Tabella 7).
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Tabella 7.Composti ottenuti mediante studi di SAR.

Composto C:[:ll::;s(:;o Composto C;I;III::;S:O Composto Cms;o
33 5 44 1 55 34
34 5 45 4 56 1
35 5 46 4 57 1
36 4 47 5 58 1
37 4 48 5 50 1
38 4 49 5 60 1
39 4 50 34 61 1
40 12 3 34 62 1
41 5 52 34 63 1
42 12 33 34 64 34
43 10 54 34

4.10 ELISA con i composti analoghi dei composti atti

| composti di nuova sintesi sono stati saggiatmea precedenti, in ELISA a due diverse
concentrazioni (50 e 100 uM). Quello che & emersbee8 fra questi composti sono in
grado di causare una diminuzione dei valori di dsmaza e quindi di inibire l'interazione
PA/PB1 (Tabella 8).

Tabella 8. Attivita dei composti in ELISA: + attivo, - non atb, +/- debolmente attivo.

Composto Compoesto Alftivita Compoesto Composto Altivita Composto Composto Altivita

analopo analogo analogo
33 5 + 44 4 + 55 14 -
34 5 + 45 4 - 56 1 -
35 5 - 16 1 - 57 1 +
36 4 - 17 5 - 58 1 -
37 4 - 18 3 +- 59 1 -
38 4 - 19 5 - 60 1 -
39 4 - 50 34 - 61 1 -
40 12 +H- 51 34 - 62 1 -
41 5 - 52 34 - &3 1 -
12 12 - 53 4 - 64 34 +
43 10 - 54 34 -
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Gli 8 composti risultati attivi in questo primscreeningsono stati successivamente
sottoposti a un’analisi mirata a valutare la dogewdenza dell’effetto inibitorio. E’ stato
condotto un ELISA analogo in cui i composti soratisiggiunti a diverse concentrazioni. |
valori di assorbanza ottenuti sono stati riportativalore percentuale considerando Il
controllo non trattato con i composti come 100%oe yiilizzati per costruire un grafico
che mette in relazione l'attivita inibitoria espsasin questo valore percentuale (valore
percentuale rispetto al controllo non trattato) Booncentrazione di composto utilizzato.
In Tabella 9 sono riportati i valori di 16 per tali composti e il peptide di riferimento
ottenuti dalla media di 3 esperimenti indipendenti.

Tabella 9.1l valore di IG, rappresenta la concentrazione di composto chegitlmterazione PA/PB1 del
50% ed é stato determinato con ELISA

Composto IC50 (M)
33 35 uM
34 30 M
40 98 M
44 5 M
47 120 M
48 135 pM
57 25 1M
64 9 1M
ot | o

Come si puo osservare dalleabella 9 i composti 33, 34, 44, 57 e 64 inibiscono
I'interazione PA/PB1 in maniera dose-dipendente ealori di IGo comparabili a quello
del peptide di controllo. | composti 40, 47 e 48;dce, inibiscono linterazione PA/PB1 in
maniera dose-dipendente con valori disgl@aggiori rispetto a quello del controllo
positivo.

4.11 Saggi di citotossicita in cellule HEK 293T e BICK con i composti
analoghi

Per determinare inoltre se i composti di nuovaesintossero citotossici sulle cellule HEK
293T e MDCK sono stati effettuati saggi di citoioga in maniera analoga che per i
precedenti composti. | valori di assorbanza otiesono stati riportati in grafico in
relazione alle concentrazioni di composto saggHl@borando i dati sono stati determinati
i valori di CGso dei diversi composti sulle due linee cellulari.r Rpranto riguarda i
composti 34, 40, 44, 47, risultati attivi in ELISAQn sono citotossici in nessuna delle due
linee cellulari, infatti i valori di Cg ottenuti sono >250 uM; invece i composti 33 e 48
sono citotossici e quindi sono stati esclusi datialisi successiva @bella 10).
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Tabella 10. Citotossicita dei composti in cellule BK 293T e MDCK. Il valore di CGoyrappresenta la
concentrazione di composto che causa citotossaltd0% delle cellule, determinato con metodo MITT.

dati riportati rappresentano la media di 3 espantimiadipendenti.

4.12 Saggi di citotossicita in cellule A549 e HSB-2

Composto | CCs, HEK293T | CCsMDCK | Composto | CCso HEK293T | CCsMDCK
33 18 M 12 uM 19 45 M >250 uM
34 > 250 pM >250 pM 50 155 uM >250 uM
35 20 uM 30 M 51 30 M 60 M
36 35uM 55 uM 52 >250 UM >250 uM
37 200 M >250 uM 53 >250 UM >250 uM
38 55 tM 90 pM 54 >250 uM >250 uM
39 150 M 250 pM 55 >250 pM 95 M
40 > 250 pM > 250 uM 56 >250 uM 110 yM
41 =250 pM =250 pM 57 200 pM >250 pM
) >250 pM >250 pM 38 >250 M >250 M
43 > 250 uM >250 uM 29 ~230M 250 M

60 >250 yM >250 uM
44 > 250 pM >250 uM p ST e
45 240pM >250 pM 62 =250 pM >250 uM
46 25 pM 70pM 63 >250 pM =250 uM
47 >250 uM >250 pM 64 >250 uM >250 uM
48 40pM 50 M

E’ stata inoltre valutata la citotossicita dei cas) maggiormente promettenti anche su
cellule A549 e HSB-2 mediante saggio MTT (vedi Malle e Metodi, paragraf.19).
Come si puo osservare nellabella 11, i composti non sono citotossici in nessuna delle
due linee cellulari, infatti i valori di C4 ottenuti sono > 250 uM. Il composto 1 mostra
citotossicita se aggiunto ad alte concentraziorCs(®0 uM) in una delle due linee
cellulari.

Tabella 11. Citotossicita dei composti in cellule 349 e HSB-2ll valore di CGgrappresenta la
concentrazione di composto che causa citotossnltd0% delle cellule, determinato con metodo MITT.
dati riportati rappresentano la media di 3 esparmtiriadipendenti.
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Composto CCso AS49 CCs, HSB2
1 2250 pM 90 pM
3 >250 yM >250 pM
5 >250 uM >250 pM
34 =250 pM >250 pM
44 250 pM >250 pM




4.13 Minireplicon assay con plasmidi esprimenti proteine del virus
dell'influenza A

Dopo aver identificato i composti in grado di im@il'interazione PA/PBIn vitro si e
voluto valutare la loro capacita di inibire I'aft& polimerasica virale utilizzando un
sistema in cui si mima la trascrizione virale erge valuta l'efficienza. Il saggio di
minirepliconprevede, infatti, che cellule HEK 293T vengonste#tate con quattro diversi
plasmidi esprimenti le proteine PA, PB1, PB2 e NBnequinto plasmide contenente le
estremita del segmento genomico 8 dell'influenzallAnterno delle quali si trova il gene
reporter della luciferasi [figura 32). Se il complesso replicativo si assembla in nranie
corretta ed é attivo esso e in grado di trascriviergene reporter. La capacita di
replicazione viene misurata attraverso |'espressidinquesto gene mediante lettura della
luminescenza emessa.

 id i
"pPoll-Luc-RT \
—Pouif] om  |&[ R =
pcDNA-PB1
PB1 HEK 293T
_[ * I_ cells
~ pGDNA-PB2 ._
—l_. PB2 F u—n* - '- n
Transfection
pcDNA-PA l
_I' - EA }_ Luciferase
pcDNA-NP assay
- w - )

Figura 32. Rappresentazione schematica del saggroidireplicon(da Pleschkat al, 1996).

| composti attivi in ELISA e non citotossici sontats saggiati inizialmente a una sola
concentrazione (50 pM) in modo da escludere daflaeli® successive i composti
totalmente non attivi, ma non quelli debolmenteviatil composto 3 é stato incluso
nell'analisi come controllo negativo in quanto nombisce linterazione PA/PB1 in
ELISA. Quello che € emerso e che 8 fra questi cammsmno in grado di causare una
diminuzione di luminescenza comparabile a quellsensta in presenza del peptide di
controllo Figura 33). Il composto 3 non causa diminuzione di espressidel gene
reporter confermando la validita del saggio ELISA in quantiati ottenuti nei due saggi
concordano tra di loro.
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Figura 33. Effetto dei composti sulla replicazionevirale del virus dell'influenza A in saggi di
minireplicon. RLU: Relative Light Unitscorrispondenti alla luminescenza emessa da cdladdettate con

il costrutto plasmidico contenente il gereporter della luciferasi; RLU/%WT: RLU espresse in questo
valore percentuale (valore percentuale rispettacaitrollo non trattato); 2PNP: cellule trasfettaten
pcDNA-PA, pcDNA-PB1, pcDNA-NP, pPoll-Luc; 3PNP: kéé trasfettate con pcDNA-PA, pcDNA-PB1,
pcDNA-PB2, pcDNA-NP, pPoll-Luc. | valori riportaono stati ottenuti dalle media di 3 esperimenti
indipendenti.

| composti risultati attivi in questo primacreeninge cioé quelli attivi a 50 uM sono stati
successivamente sottoposti a un’analisi miratalatar@ la dose-dipendenza dell’effetto
inibitorio. Il saggio & stato condotto nelle stessadizioni aggiungendo i composti a tre
diverse concentrazioni 25, 50 e 100 uM. E’ statuiso il composto 3 come controllo
negativo e come controllo positivo il peptide RBslfuso al dominio di traslocazione della
proteina Tat (aa 47-57) del virus dellimmunodeditza umana (HIV) per permetterne il
trasporto intracellulare.

Ciascun valore é stato normalizzato in base al nondk cellule e all’efficienza di
trasfezione. Per fare questo ogni campione e stadtizzato mediante WB valutandone
I'espressione del gene cellulare tubulina e dekgerale NP Figura 34).

1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 1 12 13 14 15 16 17

NP
tubulin

Figura 34. 1: Cellule infettate; 2: cellule non infettate; 2PNP; 4: 3PNP; 5-17: 3PNP-+composti
(rispettivamente DMSO, 1, 3, 5, 6, 11,21, 31, 34,47, 64, Tat-PBl;s).

Come si puo osservare dalagura 34 I'espressione di entrambi i geni € comparabiléltra
campione di controllo (3PNP) e i campioni trattain i composti. Questo dimostra come i
composti non influiscano sull’espressione dei gémaili e cellulari. Ciascuna banda e stata
analizzata mediante il programma Image J (NIH) mieteandone l'area. Tale valore é
stato utilizzato per normalizzare il valore di lum@scenza ottenuto.

| dati ottenuti in seguito a normalizzazione sonatisriportati in valore percentuale
considerando il controllo non trattato con i contpgsontrollo denominato 3PNP) come
100% e poi utilizzati per costruire un grafico chette in relazione le unita di luce relative
(Relative Light Units:RLU) espresse in questo valore percentuale (vgiereentuale
rispetto al controllo non trattato) con la concanibne di composto utilizzaté&igura 35).
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| dati riportati in Figura 35 e in Tabella 12 sono stati ottenuti dalla media di tre
esperimenti indipendenti normalizzati come soprscd#o. InTabella 12 sono riportati i
valori di EGso per i composti e il peptide di riferimento.
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Figura 35. RLU: Relative Light Unitscorrispondenti alla luminescenza emessa da cdlasfettate con il
costrutto plasmidico contenente il geneporter della luciferasi; RLU/%WT: RLU espresse in quesatore
percentuale (valore percentuale rispetto al cdotrain trattato).

Tabella 12.11 valore di EGq rappresenta la concentrazione di composto cheeitiureplicazione virale del
50% ed ¢ stato determinato con saggimitireplicon.

Compeund EC,, (M)
1 18
3 >100
5 32
6 23
11 =100
21 85
31 >100
34 37
4 100
47 70
64 42
Tat-PB1 4 45 5.8

Come si puo osservare dalégura 35 e dallaTabella 12i composti 1, 5, 6, 34 e 64
diminuiscono I'espressione del gereporter in maniera dose-dipendente con valori di
ECso comparabili con quelli del peptide di controllbcbmposto 3 non causa diminuzione
dell’'espressione del gemeporteranche ad elevate concentrazioni (100 pM).
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4.14 Minireplicon assay con plasmidi esprimenti proteine del virus
dell'influenza B

Dato che la regione di interazione PA/PB1 € coradartra i diversi ceppi di influenza A,
ma anche tra influenza A e B, si € voluto determgida capacita dei composti di inibire
I'attivita polimerasica virale del virus dell'infenza B tramite saggio dninireplicon
trasfettando cellule HEK 293T con plasmidi esprithenproteine PA, PB1, PB2 e NP del
virus dell'influenza B e un plasmide contenenteetremita del segmento genomico 8
dell'influenza B all'interno delle quali si trova genereporter della GFP. L’espressione
del genereporter e stata valutata in maniera qualitativa mediantsevazione al
microscopio a fluorescenza.

| composti maggiormente attivi (composti 5 e 34)a®ntrollo negativo (composto 3) sono
stati saggiati a una sola concentrazione (50 puM).

DAPI merae DAPI merge

PA+ PB2 + NP PA+ PB1+PB2
- - - . "
PA+ PB1-+PR2 + - “
+NP +cpd5

NP
PA+ PB1+PB2-
NP+ cpd 34

Figura 36. Effetto dei composti sull'attivita polimerasica virale del virus dell'influenza B in saggidi
minireplicon. PA: cellule trasfettate con pCIP-PA; PB1: cellufastettate con pCIP-PB1; PB2: cellule
trasfettate con pCIP-PB2; NP: cellule trasfettate gCIP-NP.

PA+ PB1+PB2

PA+PB1+PB2 +
NP+ DMSO

Come si puo osservare igura 36 il composto 5 non causa diminuzione dell’espression
del genereporter GFP, come il controllo negativo il composto 3. dngposto 34, invece,
provoca una inibizione marcata dell’espressionéadeFP. Non potendo quantificare tale
espressione questo dato ha solo valore qualitatmaferma in ogni caso che il composto
34 inibisce l'attivitd polimerasica del virus détifluenza in maniera indipendente dalla
specie di influenza come ci si aspettava.

4.15 Produzione distocks virali di A/PR/8/34, A/IWSN/67/05, A/Solomon
Island/3/06, A/IPARMA/24/09 e B/Malaysia/2506/4 e tlerminazione del
loro titolo

Sono stati quindi prodottistocks virali di A/PR/8/34, A/WSN/67/05, A/Solomon
Island/3/06, A/IPARMA/24/09 e B/Malaysia/2506/4 itiésndo cellule MDCK per un’ora a
37°C e raccogliendo il virus dopo circa 48 ore. Ralutare il titolo del virus é stato
utilizzato il saggio delle placche (PAlaque assayvedi Materiali e Metodi, paragrafo
3.20.9.
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4.16 Attivita antivirale dei composti

4.16.a Effetto antivirale dei composti contro A/PR3/34

Dopo aver valutato la capacita dei composti diifeiliattivita della RNA polimersi virale
in un contesto celulare e aver determinato chenalduquesti sono significativamente
attivi si & voluta saggiare la loro attivita antale in un saggio di riduzione delle placche
(PRA: Plague Reduction Asspaytilizzando il virus dell’influenza A/PR/8/34.

Per studiare I'attivita antivirale dei composti meinfronti del virus dell'influenza A sono
state utilizzate cellule MDCK infettate con il vilbA/PR/8/34 a MOI 0,005 e trattate con
una sola concentrazione di composto (50 uM) o RBWcpnfronto.

Per controllo alcuni campioni sono stati infettatia non trattati con i composti, in alcuni
di questi & stato aggiunto DMSO alla stessa commzohe, il solvente in cui sono
solubilizzati i composti, per escludere ci potesseere un effetto inibitorio da parte del
DMSO.

La Figura 37 mostra la formazione di placche espressa in vglereentuale rispetto al
controllo non trattato (NT), solo alcuni composiibiscono la formazione delle placche in
maniera uguale o maggiore rispetto al peptide dirotio (cmp 1, 5, 34, 42, 43, 52, 54).
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Figura 37. Effetto dei composti sulla replicazioneirale del virus A/PR/8/34 valutato mediante PRAI
valori riportati sono stati ottenuti dalla media3désperimenti indipendenti.

| composti risultati attivi in questo primacreeninge cioé quelli attivi a 50 uM sono stati
successivamente sottoposti a un’analisi miratalatar@ la dose-dipendenza dell’effetto
inibitorio. Il saggio & stato condotto nelle stessadizioni aggiungendo i composti a tre
diverse concentrazioni (25, 50 e 100 uM). E’ siatduso il composto 3 come controllo
negativo, il peptide Tat-PBls come controllo positivo e la RBV come composto di
riferimento.

| dati ottenuti sono stati riportati in valore pentuale considerando il controllo non
trattato con i composti (NT) come 100% e poi utditi per costruire un grafico che mette
in relazione il numero delle placche virali formstespresso in questo valore percentuale
(valore percentuale rispetto al controllo non &tatf con la concentrazione di composto
utilizzato Figura 38).
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Figura 38. Caratterizzazione dell'attivita antivirale dei composti in esame, e RBV come controllo,
contro A/PR/8/34.1 valori riportati rappresentano la media di 3 espenti indipendenti.

Elaborando i dati riportati iffigura 38 & stato possibile determinare il valore diskGei
composti e della RBV utilizzata come controllo. $ato osservato che la replicazione di
A/PR/8/34 viene inibita dal composto di riferimer&V con un valore di E§pari a 8,5
uM. Questo valore e simile al valore di &@2,5uM riportato in letteratura (Sidwedlt al.,
2005); per quanto riguarda i composti € stato deteto invece un valore di BEEpari a
47 uM per il composto 1, 16M per il composto 34, 48M per il composto 43, 5@M per

il composto 52 e 3gM per il composto 64Tabella 13. Gli altri composti hanno valori di
ECse> 10QuM e sono stati considerati quindi inattiiigbella 13.

Tabella 13. Attivita antivirale di RBV e dei composi in esame in cellule infettate con A/PR/8/34l
valore di EGgrappresenta la concentrazione di composto richpstaidurre del 50% la replicazione virale
determinato mediante PRA.

Compound ECx (HM)
1 42
3 >100
5 =100
34 15
42 >100
43 55
52 62
€4 33
RBV 8.5
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I composto 34 inibisce la replicazione virale diPR/8/34 con un valore di B
comparabile a quello della ribavirina (22,81 da Sidwell et al., 2005) e quelli dei
composti attualmente utilizzati in terapia oseltameé zanamivir (rispettivamente ~ v
e 1,8-4uM, da Trianaet al.,2009).

4.16.b Effetto antivirale dei composti contro il wus dellinfluenza B
B/Malaysia/2506/4

Dopo aver valutato la capacita dei composti diireida replicazione virale del virus
A/PR/8/34 e aver determinato che alcuni di questbssignificativamente attivi si € voluta
saggiare la loro attivita antivirale anche contrairius dell'influenza B. E’ stato utilizzato
a tale scopo un ceppo clinico di influenza: il giB/Malaysia/2506/4.

Cellule MDCK sono state infettate con il virus B/lslgsia/2506/4 a MOI 0,005 e trattate
con diverse concentrazioni di composto (25, 50 1) o RBV per confronto.

Per controllo, alcuni campioni sono stati infeftatia non trattati con i composti, e in
alcuni di questi é stato aggiunto DMSO, il soleeimt cui sono solubilizzati i composti per
escludere che I'effetto di essi dipendesse dalesé E’ stato incluso il composto 3 come
controllo negativo, il peptide Tat-PBiscome controllo positivo e la RBV come composto
di riferimento.
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Figura 39. Caratterizzazione dell'attivita antivirale dei composti in esame, e RBV come controllo,
contro B/Malaysia/2506/4 valori riportati rappresentano la media di 3 espenti indipendenti.

Elaborando i dati riportati iffigura 39 e stato possibile determinare il valore disk@ei
composti e della RBV utilizzata come controllo. dEato osservato che la replicazione del
virus B/Malaysia/2506/4 viene inibita dal composiaiferimento RBV con un valore di
ECso pari a 5uM. Questo valore e simile al valore di &@,4 uM riportato in letteratura
(Sidwell et al., 2005); per quanto riguarda i composti in esaméato determinato un
valore di EGp pari a 13uM per il composto 1 e 20M per il composto 34Tabella 14). Il
composto 3, il controllo negativo, ha un valoreEdisp> 100 uM, come il peptide Tat-
PBl.15 Questo peptide non e attivo contro il virus defluenza B poiché é stato
dimostrato che il peptide in grado di inibire leénazione PA/PB1 delle subunita del virus
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dell'influenza B differisce di un solo residuo, roaiciale, rispetto al peptide che inibisce
I'interazione nel virus dell'influenza A (Wunderhiet al.,2009).

Tabella 14. Attivita antivirale di RBV e dei composi in esame in cellule infettate con
B/Malaysia/2506/4.11 valore di EGgrappresenta la concentrazione di composto richjgstaidurre del 50%
la replicazione virale determinato mediante PRA.

cmp ECa (M)
Cmp1 13 M
Cmp3 >100 pM
Cmp 34 20 pM

Tat-PB1, 45 >100 pM

RBV 5uM

| composti 1 e 34 mostrano un’attivita antiviralgmnsficativa anche contro il virus
dell'influenza B.

4.16.c Effetto antivirale dei composti contro i cepi clinici AAWSN/67/05, A/Solomon
Island/3/06 e A/IPARMA/24/09

Per caratterizzare ulteriormente I'attivita anté dei composti essi sono stati saggiati
anche contro diversi ceppi clinici dell'influenza &olati da pazienti: il virus H3N2
A/WSN/67/05, il virus HIN1 A/Solomon Island/3/06ilevirus HIN1 A/PARMA/24/09
resistente al Tamiflu.

Cellule MDCK sono state infettate con i virus A/WIBK/05, A/Solomon Island/3/06 o
A/PARMA/24/09 a MOI 0,005 e trattate diverse cortcarioni dei composti (25, 50 e 100
K1M) o RBV per confronto.

Per controllo alcuni campioni sono stati infettata non trattati con i composti, e in alcuni
di questi e stato aggiunto DMSO, il solvente in sano solubilizzati i composti per
escludere che I'effetto di essi dipendesse dalesié E’ stato incluso il composto 3 come
controllo negativo e la RBV come composto di rif@ento.
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Figura 40. Caratterizzazione dell'attivita antivirale dei composti, in esame e RBV come controllo,
contro ceppi clinici H3N2 A/WSN/67/05 (a), HLIN1 A/8lomon Island/3/06 (b) e HIN1 A/PARMA/24/09
(c). I valori riportati rappresentano la media di 3 espenti indipendenti.

Elaborando i dati riportati iffigura 40 e stato possibile determinare il valore disk@ei
composti e della RBV utilizzata come controllo. dEato osservato che la replicazione del
virus A/WSN/67/05 viene inibita dal composto derimento RBV con un valore di BE
pari a 17uM; per quanto riguarda i composti e stato detertoiiraece un valore di Bg
pari a 22,5M per il composto 1 e 2(M per il composto 34Tabella 15. Il composto

3, il controllo negativo, ha un valore di &€ 100 uM. | valori di EGs ottenuti per i
composti 1 e 34 sono confrontabili o inferiori eetio ottenuto per la RBV.

La replicazione del virus A/Solomon Island/3/06neenibita dal composto di riferimento
RBV con un valore di E&g pari a 7uM; per quanto riguarda i composti e stato deterioina
invece un valore di E& pari a 18uM per il composto 1 e 1dM per il composto 34
(Tabella 15. Il composto 3, il controllo negativo, ha un v@ali EGy> 100uM.

Infine, la replicazione del virus A/IPARMA/24/09 wie inibita dal composto di riferimento
RBV con un valore di E§ pari a 18uM e per quanto riguarda i composti & stato
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determinato un valore di Egpari a 22,5M per il composto 1 e 2phM per il composto
34 (Tabella 19. Il composto 3, il controllo negativo, ha un va@ai EGy> 100uM.

Tabella 15. Attivita antivirale di RBV e dei composi in esame in cellule infettate con i ceppi clinic
A/WSN/67/05, A/Solomon Island/3/06 e A/IPARMA/24/09I valore di EGgrappresenta la concentrazione
di composto richiesta per ridurre del 50% il titeicale determinato con metodo PRA.

Cmp ECq (M) ECg (1M) ECg (HM)
AMWSNIETIOS AlSolomon Island/3/06 AIPARMAJS24/09
Cmp1 22.5pM 18 pM 225M
Cmp3 > 100 pM =100 pM =100 pM
Cmp 34 20 M 17 pM 25puM
RBV 17 pM TpM 18 pM

Entrambi i composti inibiscono la replicazione ieradei ceppi clinici A/WSN/67/05,
A/Solomon lIsland/3/06 e A/IPARMA/24/09 con valori BCso confrontabili a quello del
composto di riferimento utilizzato.

4.17 Effetto antivirale dei composti contro altri vrus: VSV e HSV-1

Per valutare la specificita dell’effetto antiviradlei composti attivi essi sono stati saggiati
contro altri virus: un altro virus a RNA (VSV) e witus a DNA (HSV-1).

Cellule Vero sono state infettate con il virus H&\& MOI 0,0005 e trattate con diverse
concentrazioni dei composti (25, 50 e 100 uM) o G&&Y confronto.

Per controllo alcuni campioni sono stati infettata non trattati con i composti, e in alcuni
di questi e stato aggiunto DMSO, il solvente in sono solubilizzati i composti per
escludere che l'effetto di essi dipendesse dakesmés
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Figura 41. Caratterizzazione dell'attivita antivirale dei composti in esame, e GCV come controllo,
contro HSV-1.1 valori riportati rappresentano la media di 3 espenti indipendenti.
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Elaborando i dati riportati iffigura 41 & stato possibile determinare il valore diskGei
composti e del GCV utilizzato come controllo. Eatst osservato che la replicazione di
viene inibita dal composto di riferimento GCV con valore di EGo pari a 0,1uM; per
quanto riguarda i composti 1, 3 e 34 é stato detetim un valore di E€> 10QuM

(Tabella 16).

Tabella 16. Attivita antivirale di GCV e dei composi in esame in cellule infettate con HSV-1ll valore
di EGyrappresenta la concentrazione di composto richjgstaidurre del 50% la replicazione virale
determinato mediante PRA.

Cmp EC5 {pM)
Cmp1 =100 yM
Cmp3 > 100 yM

Cmp 34 > 100 pM

GCcVv 0,1 pM

Cellule L929 sono state infettate con il virus V&VW,005 MOI e trattate con diverse
concentrazioni dei composti (25, 50 e 100 uM) o R&Y confronto.
Sono stati effettuati dei controlli in cui i campicono stati infettati, ma non trattati con i

composti, in alcuni di questi € stato aggiunto BMB solvente in cui sono risospesi i
composti.
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Figura 42. Caratterizzazione dell'attivita antivirale dei composti in esame, e RBV come controllo,
contro VSV. | valori riportati rappresentano la media di 3 espenti indipendenti.

Elaborando i dati riportati iffigura 42 € stato possibile determinare il valore diskGei
composti e della RBV utilizzata come controllo. leplicazione di VSV viene inibita dal
composto di riferimento RBV con un valore di @ari a 10uM, per quanto riguarda i
composti é stato determinato un valore di&&Q0QuM (Tabella 17).
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Tabella 17. Attivita antivirale di RBV e dei composi in esame in cellule infettate con VSVII valore di
ECsorappresenta la concentrazione di composto richpstaidurre del 50% la replicazione virale
determinato mediante PRA.

Cmp ECso (BM)
Cmp1 >100 pM
Cmp3 >100 pM

Cmp 34 >100 pM

RBV 10 pM

Queste analisi hanno dimostrato che i compostiel 338 non inibiscono la replicazione né
di HSV-1 né di VSV (EG> 100 pM), confermando la specificita della lordivéta
antivirale nei confronti del virus dell'influenza.

4.18 Caratterizzazione dell’effetto dei composti dllespressione delle
proteine virali

Per determinare se i composti fossero in gradaildire anche I'espressione delle proteine
virali & stato condotto un esperimento plilse-chasen cui cellule MDCK sono state
infettate con il virus A/PR/8/34 a MOI 5 in presandei composti da saggiare a
concentrazione 5QM. La concentrazione finale di DMSO (utilizzato pglubilizzare i
composti e per preparare le relative diluizionis#ué stata mantenuta allo 0,1% (v/v) in
tutti i campioni trattati con i composti; nei campi di controllo (non trattati con i
composti) & stata aggiunto un volume di DMSO pate per cui la concentrazione finale
fosse del 0,1%.

Dopo un’incubazione di 11 ore alle cellule & saggiunta Metionina marcata’{p] Met)
per un’ora in modo da marcare tutte le proteine ndiova sintesi. Al termine
dell'incubazione, i campioni sono stati raccoltaealizzati in gel di poliacrilammide e
successiva autoradiografia.

Come si pud osservare daligura 43 i composti 1 e 34 inibiscono marcatamente
I'espressione delle proteine virali (3P, HAO, NPSINNe M1) 12 ore post-infezione. Il
composto 3, il controllo negativo, e il composta@n causano invece una diminuzione
dell’'espressione delle proteine virali.
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Figura 43. Caratterizzazione dell'inibizione dell’'espressione proteica.

4.19 Studio dell’effetto dei composti sulla replicaone virale a diversi
tempi post-infezione

Successivamente e stata valutata lattivitd amieimel tempo del composto 34 e del
composto 3, come controllo negativo. Cellule MDC#nha state infettate con il virus

A/PR/8/34 a MOI 0,005 e i composti da saggiare sstad aggiunti a concentrazione
finale 50uM. La concentrazione finale di DMSO (utilizzato @elubilizzare i composti e

per preparare le relative diluizioni d’'uso) e statantenuta allo 0,1% (v/v) in tutti i

campioni; nei campioni di controllo (non trattatbrci composti) € stata aggiunto un
volume di DMSO puro tale per cui la concentrazitinale fosse del 0,1%. A diversi tempi
post-infezione (4, 8, 12, 24 e 48 h p.i.) e stafrolto il medium di coltura delle cellule
infettate e la progenie virale del medium e stisddata mediant@lague assay
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Figura 44. Caratterizzazione dell'attivita antivirale nel tempo dei composti 3 e 34.

Come si puo osservare iigura 44 il composto 34 inibisce la replicazione viraledfia 12
ore post-infezione: il titolo virale, espresso mare percentuale rispetto al controllo non
trattato con i composti, € compreso tra 0 e 10%24Aore post-infezione, invece, Il
composto 34 perde in parte la sua capacita inihitorfatti il titolo virale e pari al 60% ed

e pari al 100% 48 ore post-infezione. Il compostmA ha effetto sulla replicazione virale
a nessuno dei tempi analizzati.

4.20 Studio della variazione del’lEGy dei composti a diversi tempi post-
infezione

Dato che dall’'esperimento dime coursell composto 34 sembra non mantenere la sua
attivita nel tempo é stato condotto un esperimgmiodeterminare il valore di Bgdel
composto a diversi tempi post-infezione. A talepsceellule MDCK sono state infettate
con il virus A/PR/8/34 a MOI 0,005 in presenza demnposti da saggiare (composto 34 e
composto 3 come controllo negativo) a diverse cotmaeioni (0, 3, 10, 30 e 1QMM).

Dopo un’incubazione di 4, 8, 12, 24 e 48 ore saadi saccolti i mezzi di coltura delle

cellule infettate e la progenie virale presentemetlium e stata titolata mediamgaque
assay
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Figura 45. Caratterizzazione dell'attivita antivirale nel tempo dei composti 3 e 34 a diverse
concentrazioni.

Elaborando i dati riportati iffigura 45 & stato possibile determinare il valore disk@Gei
composti 3 e 34 a diversi tempi post-infezione.replicazione virale viene inibita dal
composto 34 con un valore di Efari a 2,50uM a 8 ore post-infezione e|M a 12 ore
post-infezione; a 24 e 48 ore post-infezione, irydt composto perde in parte la sua
attivita antivirale (rispettivamente 35 e @bl) . Il composto 3 non inibisce la replicazione
virale a nessuno dei tempi analizzdiabella 18).

Tabella 18. Attivita antivirale nel tempo dei competi 3 e 34 a diverse concentrazionil valore di EGy
rappresenta la concentrazione di composto richjgstaidurre del 50% il titolo virale determinatorc

metodo PRA.
Compound 4 hpi (ECsy) 8 hpi (EC5,) 12 hpi (ECsy) | 24 hpi (ECs,) | 48 hpi (ECs)
Cmp 3 =100 UM =100 uyM > 100 uyM =100 UM =100 uyM
Cmp 34 > 100 pM 2.5uM 1pM 35puM 45 pM

Dato che il composto 34 sembra perdere in parseidaattivita nel tempo e stato condotto
un saggio analogo, in cui pero il composto & stgiunto fresco dopo 12 e 24 ore

dall'infezione, per determinare se riaggiungend@admposto fosse mantenuta costante
I'attivita antivirale.
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Figura 46. Caratterizzazione dell'attivita antivirale nel tempo del
concentrazioni.

composto 34 a diverse

Analizzando laFigura 46 e stato possibile determinare il valore disgE@er ogni tempo
post-infezione analizzato. Come si pu0 osservasta® confermato che il composto 34
perde in parte la sua attivita inibitoria nel temp@ se questo viene riaggiunto alle cellule
in un mezzo fresco I'attivita inibitoria viene manuta Tabella 19).

Tabella 19. Attivita antivirale nel tempo del compsto 34 a diverse concentrazionll valore di EGg
rappresenta la concentrazione di composto richfestaidurre del 50% il titolo virale determinate@diante

PRA.
12 hpi (ECs) | 24 hpi+change | 24 hpi{EC,,) | 48 hpi+ change 12 | 48 hpi (EC50)
12 hpi {ECec) and 24 hpi (ECs,)
Cmp 34 2.5 UM 5 M 22,5 UM 5 UM 30 UM

4.21 Effetto dei composti su un singolo ciclo di pdicazione virale

Dato che il composto 34 e attivo a basse conceatiaECsp 1-2,5uM) a tempi precoci
post-infezione é stato valutato I'effetto del corsi@o34 e in parallelo dei composti 3 e 5 su
un singolo ciclo di replicazione virale. Cellule NI sono state infettate con il virus
A/PR/8/34 a MOI 5 in presenza dei composti da sagga concentrazione finale h.
Un’ora dopo l'infezione, le cellule sono state taitg con una soluzione di lavaggio acida
(NaCl 150 mM, HCI 10 mM) che inattiva i virioni ngrenetrati. Dopo un’incubazione di
12 ore, che corrisponde a un ciclo di replicaziemale, sono stati raccolti i mezzi di
coltura delle cellule infettate e la progenie \@rgresente nel medium é stata titolata
mediante PA.
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Figura 47. Caratterizzazione dell'attivita antivirale dei composti 3, 5 e 34 in un singolo ciclo di
replicazione virale.

Come si puo osservare kigura 47 il composto 34 inibisce del 100% la replicaziomt d
virus quando si analizza un singolo ciclo di regdione. Il composto 5 ha attivita inibitoria
del 50% sulla replicazione virale, mentre il contpo3 non ha attivita antiviralé={gura
47). Questo esperimento conferma che il composto 34, anche il composto 5,
possiedono un’attivita antivirale a tempi precoaspinfezione (12 h p.i.).

4.22 Studio dell'effetto dei composti sulla traslcazione nucleare del
complesso PA/PB1

Poiché, come descritto in precenza, il saggio Bife@ si e rilevato efficiente e non si e
quindi potuto utilizzarlo per caratterizzare la aeipa dei composti di dissociare il
complesso PA/PBL1 in contesto cellulare, si € dedisoaratterizzare questa attivita dei
composti mediante un altro tipo di saggio. Si éistemnfatti di sfruttare il fatto che € noto
che linterazione tra le proteine PA e PB1 avvieeé citoplasma delle cellula ospite, il
complesso viene successivamente traslocato nedmuellulare dove si assembla con PB2
che invece viene importata indipendentemente (Nattaal.,, 1994). L'efficienza dei
composti 5 e 34 nell'inibire l'interazione PA/PBA un contesto cellulare é stata valutata
analizzando la loro capacita di inibire la trasknoae del complesso nel nucleo cellulare.
Cellule HEK 293T sono state trasfettate con i pldspcDNA-GFP-PA e pcDNA-PB1, o
pcDNA-GFP-PA e pcDNA-PB2 come controllo negativopresenza o meno dei composti
a concentrazione finale 5M. Dopo 12 ore di incubazione, le cellule sonoestailorate
con DAPI per permettere di visualizzare i nucleillutari e analizzate mediante
microscopio a fluorescenza.
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Figura 48. Caratterizzazione dell'attivita inibitoria dei composti 3, 5 e 34sulla traslocazione nuclea
del complesso PA/PB1.

In Figura 48 si puo osservare come cellule trasfettate condnpidi pcDNA-GFP-PA e
pcDNA-PB2, la proteina di fusione GFP-PA non siesgnte nei nuclei cellari, ma solo nel
citoplasma, in quanto e necessaria la presenz8Hiperché GFP-PA venga importata al
nucleo. Invece, cellule trasfettate con pcDNA-GFPePpcDNA-PB1 in presenza 0 meno
del solvente DMSO o del composto 3 mostrano nuwmdulari verdi poiché PA e PB1
interagiscono tra di loro e vengono importate nall@o e non vi € inibizione da parte del
DMSO o del composto 3 della traslocazione nucladele complesso PA/PB1. Anche
cellule trasfettate con pcDNA-GFP-PA e pcDNA-PB1 presenza del composto 5
mostrano nuclei cellulari verdi indicando che questmposto non inibisce, o comunque
non in maniera significativa, l'interazione tra RA PB1 che quindi vengono quindi
importate nel nucleo cellulare. Cellule trasfett@@ece, con pcDNA-GFP-PA e pcDNA-
PB1 in presenza del composto 34 non mostrano neelilari verdi poiché questo
composto inibisce linterazione PA e PB1l e quindicomplesso PA/PB1 non viene
importato nel nucleo cellulare. Questo saggio aondéel’attivita antivirale del composto
34 e in particolare la sua capacita di agire camistore dell’interazione PA/PB1 anche in
un contesto cellulare.

4.23 Caratterizzazione dell’attivita antivirale cortro il virus
dell'influenza di Stealth siRNA diretti contro la polimerasi virale

In collaborazione con il gruppo della Dott.ssa aiNDi Trani dell'lstituto Superiore di
Sanita (ISS) di Roma € stata valutata I'attivitéivarale di alcuni Stealth siRNA diretti
contro la polimerasi del virus dell'influenza ed particolare in grado di inibire
I'espressione del gereBl e della regione dPB1 codificante la proteina PB1-F2. Sono
stati disegnati tre Stealth siRNA utilizzando itug A/It/PARMA/5/06 che hanno come
bersaglio diverse regioni del trascritto BBl Il gruppo della Dott.ssa Livia Di Trani
identificato un siRNA in grado di inibire la repdizione virale in cellule A549 trasfettate
con i diversi siRNA e successivamente infettate dowirus dell'influenza. L’attivita
inibitoria di ciascuno Stealth siRNA e stata valatmediante Real Time PCR quantitativa
(dati non mostrati).
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4.23.a Studio della citotossicita degli Stealth sKRA in cellule HEK 293T

Per determinare se gli Stealth siRNA fossero c#sitn, cellule HEK 293T sono state
trasfettate con ciascun siRNA a diverse concernaa successivamente € stato condotto
un saggio di citotossicita (vedi Materiali e Metogaragrafa3.19. In questo caso é stato
necessario trasfettare le cellule con gli SteallRN& (e non e bastato solamente
aggiungerli al mezzo di coltura) in quanto essintahisogno di essere veicolati all'interno
della cellula. | valori di assorbanza ottenuti s@tati riportati in grafico in relazione alle
concentrazioni di composto saggiate. Elaborandatii dono stati determinati i valori di
CCso.

In Tabella 20sono riportati i valori di C¢; ottenuti per ciascun Stealth SIRNA dalle media
di 3 esperimenti indipendenti.

Tabella 20. Citotossicita degli Stealth siRNA in diile HEK 293T. Il valore di CG, rappresenta la
concentrazione di siRNA che causa citotossicit®8eb delle cellule (misurato con metodo MTT).

STEALTHSIRNA | CCsy(nM)

STEALTH 376 =100 oM

STEALTH 402 =100 oM

STEALTH 1695 | - 100nM

Scramble siRNA =100 oM

Gli Stealth siRNA non sono citotossici in celluleEK 293T (almeno fino alle
concentrazioni saggiate), infatti i valori di &®ttenuti sono > 100 nM.

4.23.b Caratterizzazione dell'attivita inibitoria degli Stealth siRNA contro la
polimerasi del virus dell'influenza

L’attivitd antivirale degli Stealth siRNA in esangestata valutata medianteinireplicon
assay Il saggio e stato condotto aggiungendo gli SteadtRNA a due diverse
concentrazioni (15 e 30 nM). E’ stato incluso saoamblesiRNA (ossia un siRNA avente
basi casuali) come controllo negativo.

| valori di luminescenza ottenuti sono stati ripdirin valore percentuale considerando il
controllo non trattato con gli Stealth siRNA (caiio denominato 3PNP) come 100% e
poi utilizzati per costruire un grafico che metterelazione le RLU espresse in questo
valore percentuale (valore percentuale rispetto cahtrollo non trattato) con la

concentrazione di composto utilizzatadura 49).
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Figura 49. Effetto degli Stealth RNA sull'attivita polimerasica del virus dell'influenza A in saggi di
minireplicon. RLU: Relative Light Unitsorrispondenti alla luminescenza emessa da cdiiagéettate con il
costrutto plasmidico contenente il geneporter della luciferasi; RLU/%WT: RLU espresse in quesatore
percentuale (valore percentuale rispetto al cdotmbn trattato); 2PNP: cellule trasfettate con NEBPA,
pcDNA-PB1, pcDNA-NP, pPoll-Luc; 3PNP: cellule traithite con pcDNA-PA, pcDNA-PB1, pcDNA-PB2,
pcDNA-NP, pPoll-Luc. I valori riportati sono statitenuti dalle media di 3 esperimenti indipendenti.

Come si puo osservare figura 49 lo Stealth siRNA 376 causa una marcata diminuzione
dell'espressione del geneeporter in maniera dose-dipendente dovuta all'inibizione
dell’attivita della RNA polimerasi virale. Gli Stla sSiRNAs 402 e 1695 non causano
diminuzione dell’espressione del geraporter e quindi sono stati considerati inattivi. |l
controllo negativo non diminusce l'espressione dgehe reporter come atteso. Sono
attualmente in corso studi mirati a valutare saibiizione dell’attivita della RNA
polimerasi da parte dello sSiRNA376 osservata insguesperimenti sia effettivamente
dovuta ad una diminuzione dell’espressione del gBie
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5. Conclusioni

| farmaci correntemente utilizzati nella terapiall@einfezioni da virus influenzali
presentano numerosi svantaggi, tra cui effettiatethli a livello neurologico, la necessita
di assunzione entro tempi precoci in seguito d#aone, Ilimpossibilita di
somministrazione a bambini al di sotto dei 12 aiata e a donne in gravidanza, infine
I'induzione della comparsa di ceppi virali resigteRPer questi motivi esiste la necessita
reale di sviluppare nuovi farmaci anti-influenzaigrado di colmare queste lacune e da
affiancare al vaccino che risulta essere attualenensufficiente per far fronte alle
epidemie che si verificano ogni anno e ad eventpahdemie influenzali. Lo scopo
dell’attivita di ricerca svolta durante questo daito era quello di identificare nuovi
composti anti-influenza dotati di caratteristichecpliari e con un nuovo meccanismo
d’azione. Bersaglio di questi composti € I'RNA poedérasi virale, ma a differenza di altri
farmaci, come la ribavirina, queste molecole nomsa@mo direttamente sull'attivita
catalitica polimerasica, ma attraverso linibiziorgella formazione del complesso
eterotrimerico della polimerasi. Mediante usoreening in silicodi molecole virtuali
utilizzando la struttura cristallografica della f@ima PA complessata con la porzione N-
terminale di PB1 sono stati selezionati 32 comppstenzialmente in grado di dissociare
l'interazione PA/PBL1. Attraverso questoreeningsono stati, quindi, identificati dei nuovi
potenziali composti anti-influenzali che agiscone maniera diversa dai farmaci
comunemente utilizzati.

Le molecole cosi selezionate sono state successitansottoposte ad analisi volte a
valutare la loro capacita di dissociare l'interamadn vitro delle proteine PA e PB1, di
inibire I'attivita polimerasica e la replicazion@ale di diversi ceppi di influenza A e B, di
inibire la traslocazione nel nucleo del complesstiadpolimerasi e I'espressione delle
proteine virali. Mediante queste analisi sono stintificati due composti, composto 1 e
composto 34, che sembrano essere i piu prometiErdtata in primo luogo confermata la
loro capacita di inibire I'interazionm vitro tra PA e PB1. Come atteso essi inibiscono
guesta interazione, in maniera analoga al pepiid®mtrollo. Questa interazione € molto
conservata tra i diversi ceppi di influenza A epBr questo motivo lscreening in silicai

ha permesso di identificare delle molecole potdmeate attive contro diversi ceppi di
influenza ovviando al problema della variabilitanga del virus. Infatti € stato dimostrato
che questi composti sono in grado di inibire Ratd polimerasica sia del virus
dell'influenza A (composto 1 e composto 34) cheuels dell'influenza B (composto 34,
composto 1 non determinato). Questo ci ha permessoonfermare che i composti
agiscono a livello di un bersaglio conservato ifuenza A e B e che essi sono in grado di
inibire l'interazione PA/PB1 anche in un contesédlidare utilizzando forme intere delle
proteine. | composti 1 e 34 inibiscono inoltre dégplicazione del virus con valori di BC
confrontabili con quelli della ribavirina (E¢18-22,5 puM compostd; EGyp 17-25 uM
composto 34; E& 7-18 uM RBYV). E’ stata dimostrata la capacita denposti di inibire

la replicazione non solo di ceppi di laboratorid deus dell'influenza A, ma anche di
ceppi clinici isolati da pazienti, e del virus defluenza B. Queste molecole, quindi, oltre
ad avere un’attivita antivirale comparabile a caell un composto di riferimento, la RBV,
sono attivi contro diversi ceppi di infuenza an@heun saggio che mima la replicazione
virale. Entrambi i composti hanno mostrato capaditénibire I'espressione delle proteine
virali, inoltre per il composto 34 si € dimostraito grado di bloccare I'importo del
complesso PA/PB1 nel nucleo. La specificita delvét antivirale dei composti 1 e 34
contro il virus dell'influenza e stata valutata ef@iinando la loro capacita di inibire la
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replicazione virale di un altro virus a RNA e di vinus a DNA. Dato che i composti hon
hanno mostrato attivita antivirale contro questiusi possiamo concludere che essi
possiedano attivita antivirale specifica contraiitis dell'influenza.

L’attivita antivirale del composto 34 e stata ctmarzata anche a diversi tempi post-
infezione ed é stato osservato che esso perdet| lpasua attivita antivirale dopo 24 ore
dall'infezione (EGo 1-2 uM fino a 12 ore post-infezione). Essa peengimantenuta se il
composto viene riaggiunto fresco nel mezzo di caltgni 12 ore. E’ nostra ipotesi che il
composto perda in parte la sua attivita nel temgreh® modificato da enzimi cellulari o
piu probabilmente perche, essendo una molecolastbira idrofobica, va incontro a
precipitazione nel medium cellulare e quindi ad dmainuzione della concentrazione del
composto solubile.

Quello che possiamo concludere & che é stato fibadi un composto che inibisce la
replicazione del virus dell'influenza A e B in mara comparabile 0 maggiore ai valori di
peptide e RBV, con attivita antivirale specificanto il virus dell'influenza. Inoltre i
farmaci comunemente utilizzati in terapia (OseltamiZanamivir e adamantani) mostrano
attivita antivirale comparabile al nostro composteCs;=0.4-9 pM e 0.3-7 uM
rispettivamente per oseltamivir e zanamivir;sE49-57 UM e 19-39uM rispettivamente
per amantadina e rimantadina; i valori dipendonbtiga di ceppo del virus influenzale
utilizzato e dalla linea cellulare usata). Il corsfmo34 potrebbe quindi essere considerato
un buon candidato per lo sviluppo di un farmacae-mfiuenza.

Un’altra strategia per identificare inibitori delt@plicazione del virus dell'influenza e
I'utilizzo di Stealth siRNA diretti contro 'mRNA dPB1. E’ stato identificato un siRNA in
grado di inibire la replicazione del virus (datimenostrati) e lattivita polimerasica
(inibizione dell’'80% a concentrazione 30 nM). Anclieesto siRNA costituisce un
possibile punto di partenza per lo sviluppo di namenti anti-influenza.
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