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1.1 SOMMARIO

Molti virus dotati di envelope completano il proprio ciclo replicativo formando delle

vescicole che gemmano attraverso membrane cellulari di varia natura15, ma la

scissione del virione da tali membrane non è un passaggio semplice o spontaneo. Per

quel che riguarda diversi virus a RNA, tra cui retrovirus, rabdovirus, filovirus,

arenavirus e, presumibilmente, orto- e paramixovirus, tale problema è stato risolto

mediante il reclutamento di fattori normalmente utilizzati dalla cellula durante la

formazione di vescicole interne a specifici organelli membranosi derivati dagli

endosomi: i multivesicular bodies (MVB)6, 56. In effetti, la gemmazione dei virus a

RNA dotati di envelope e la formazione delle vescicole interne ai MVB sono

processi analoghi: in entrambi i casi si verifica una curvatura della membrana in

allontanamento dal citoplasma67. Affinché un’infezione possa considerarsi

produttiva, quindi, è necessario che tutti i componenti utili alla formazione della

particella siano convogliati a livello della membrana in cui si verificherà l’evento di

gemmazione11. A questo scopo, i virus a RNA hanno evoluto due possibili strategie:

la presenza di particolari sequenze note come Late domain (L-domain) all’interno

delle proprie proteine strutturali e/o la loro ubiquitinazione21, 56; in entrambi i casi le

proteine coinvolte vengono reclutate nel pathway dei MVB. Molto meno è noto,

invece, per quel che riguarda gli herpesvirus e, più in generale, i virus a DNA dotati

di envelope. Infatti, se da un lato le fasi iniziali dell’infezione erpetica sono piuttosto

conosciute, dall’altro rimangono aperte alcune controversie riguardanti il sito

cellulare di assemblaggio e acquisizione del pericapside nonché la natura delle

membrane implicate nella gemmazione della particella virale dalla cellula infetta54.

Lo scopo di questo lavoro è stato quello di contribuire al chiarimento dei meccanismi

molecolari dell’assemblaggio e della gemmazione degli herpesvirus, prendendo

come modello il virus dell’herpes simplex di tipo 1 (HSV-1). In particolar modo, due

lavori pubblicati nell’ultimo periodo hanno evidenziato un possibile ruolo dei MVB

nel ciclo replicativo di HSV-1 sottolineando l’importanza di una corretta biogenesi di

tali organelli per garantire la gemmazione virale e il corretto trafficking intracellulare

di una proteina virale essenziale, quale la glicoproteina B10, 19. Sulla base di tali

riscontri si è deciso di valutare se le membrane dei MVB costituissero il sito di

reclutamento di altre importanti proteine strutturali, quali quelle del tegumento, così
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da poter identificare tali organelli come il sito di acquisizione del pericapside e di

assemblaggio definitivo della particella virale.

Nel presente lavoro ci siamo focalizzati soprattutto su quattro proteine del tegumento

di HSV-1: VP1/2, VP13/14, VP16 e VP22. In particolar modo, abbiamo dimostrato

che VP1/2 e VP16 presentano al proprio interno sequenze riconducibili a L-domain

noti e che sia VP1/2 che VP16 localizzano a livello delle membrane dei MVB. Il

reclutamento di VP1/2 a livello di tali organelli può essere attribuito, almeno in parte,

all’interazione tra il dominio PSAP in essa contenuto e la proteina Tsg101, suo

partner cellulare, con cui abbiamo dimostrato l’associazione. Viceversa, le cause

della localizzazione di VP16 non sono altrettanto chiare. Infatti, abbiamo dimostrato

che VP16 non presenta alcuna interazione diretta tra il dominio PPLY in essa

presente e i corrispondenti partner cellulari, i membri della famiglia delle ubiquitino-

ligasi Nedd4. Inoltre, in base ai nostri dati, la medesima proteina non risulta

nemmeno ubiquitinata, modifica post-traduzionale che ne garantirebbe il

direzionamento ai MVB. Nell’ipotesi che il suo reclutamento ai MVB sia di tipo

indiretto e dovuto all’azione di altre proteine virali, abbiamo quindi verificato alcune

tra le interazioni riportate in letteratura per quel che riguarda VP16 e le altre proteine

del tegumento, in particolare VP13/14 e VP22. Dai nostri esperimenti è emerso che

VP16 interagisce direttamente con VP22, in assenza di altri fattori virali, ma non con

VP13/14. Tuttavia, nemmeno il legame con VP22 è risultato tale da giustificare la

localizzazione intracellulare di VP16, che quindi potrebbe richiedere fattori virali e/o

cellulari diversi da quelli analizzati. Infine, mediante studi più approfonditi su VP22

e VP13/14, abbiamo dimostrato che entrambi tali proteine risultano ubiquitinate e

che, nel caso specifico di VP13/14, tale ubiquitinazione è del tipo generalmente

responsabile del direzionamento di una proteina al pathway dei MVB.

In conclusione, i nostri dati dimostrano che almeno quattro proteine del tegumento

sono effettivamente reclutate ai MVB o possiedono le caratteristiche necessarie ad

una simile localizzazione, quali la presenza di L-domain o la coniugazione

all’ubiquitina. E’ quindi possibile supporre che tali organelli, oltre a rappresentare

una potenziale via d’uscita dalla cellula infettata, possano fornire anche la

“piattaforma” cellulare adatta al completamento dell’assemblaggio del tegumento e

all’acquisizione del pericapside da parte della particella virale.
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1.2 SUMMARY

Many enveloped viruses complete their replication cycle by forming vesicles that

bud from cellular membranes of different origin15, but separation of virion from host

membranes is not a trivial or spontaneous step. Several enveloped RNA viruses, such

as retroviruses, rhabdoviruses, filoviruses, arenaviruses, and, probably, also ortho-

and paramyxoviruses, solve such a problem by coopting factors that cells usually

employ during the formation of vesicles within specific endosome-derived

organelles: the multivesicular bodies (MVBs)6, 56. Actually, enveloped RNA viruses

budding and formation of MVBs intraluminal vesicles are analogous processes: in

both cases membranes must curve and bud away from (rather than into) the

cytoplasm67. Indeed, a productive infection requires that all the components

necessary for the formation of infectious particles localize to the membrane at the

site where budding will take place11. To that end, RNA viruses evolved two possible

strategies: the presence of special sequences named Late domains (L-domains) in

their structural proteins and/or their ubiquitylation21, 56. In any case proteins involved

are recruited to the MVBs pathway. Much less is known about herpesviruses and, in

general, enveloped DNA viruses. In fact, even if the initial steps of the herpetic

infection are quite well-known, the cellular site of assembly and pericapsid’s

acquisition as well as the nature of the membranes involved in viral budding are not

clear yet54.

The aim of this work was to elucidate the molecular mechanisms behind essential

steps of herpesvirus replication, such as assembly and budding from infected cells. In

particular, we used the α-herpesvirus HSV-1 as a model. Two recent works pointed

out a possible role of MVBs in HSV-1 replication: both virus egress and intracellular

trafficking and maturation of the essential glycoprotein gB require functional

biogenesis of MVBs10, 18. On the basis of those considerations, we evaluated whether

MVBs membranes could be the recruiting site of other main structural proteins, such

as the tegumental ones, in order to identify those organelles as the pericapsid’s

acquisition and final assembly site of the viral particles.

Most of all, we focused on four HSV-1 tegumental proteins: VP1/2, VP13/14, VP16

and VP22. Especially, we observed that both VP1/2 and VP16 possess sequences

belonging to the L-domains motifs and that both VP1/2 and VP16 localize at the

MVBs membranes. We also proved the interaction between the PSAP motif of the
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protein and Tsg101, its cellular partner. We supposed that the recruitment of VP1/2

to the MVBs can be due, at least partially, to such interaction. Vice versa, the reason

for the localization of VP16 are not as clear. We demonstrated that VP16 does not

show any direct interactions between its PPLY motif and the corresponding cellular

partners, the members of the Nedd4 ubiqutin-ligases family. Moreover, our data

revealed that VP16 is not even ubiquitylated, a post-translational modification that

would ensure its sorting to the MVBs. Supposing that its recruitment to the MVBs

was indirect and due to other viral proteins, we verified two of the interactions

ascribed to VP16 and other tegument proteins in the literature, especially those

related to VP13/14 and VP22. We confirmed that VP16 direct interacts with VP22,

in the absence of other viral factors, but not with VP13/14. Still, that interaction did

not explain the intracellular localization of VP16 that could require viral and/or

cellular factors other than those examined. Last, by a deeper investigation of both

VP22 and VP13/14, we demonstrated that each of those proteins is ubiquitylated and

that the ubiquitylation of VP13/14 is specific for the targeting to the MVBs pathway.

Concluding, our data showed that at least four HSV-1 tegumental proteins are

recruited to the MVBs or own the necessary features for such an intracellular

localization, that are L-domains or ubiquitin conjugation. So it is possible to suppose

that MVBs could provide the appropriate platform for the tegument assembly and the

acquisition of the pericapsid as well as a possible exit from the infected cell.
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2. INTRODUZIONE

2.1 Il virus dell’Herpes simplex di tipo 1 (HSV-1)

La famiglia degli Herpesviridae comprende numerosi virus a DNA accomunati da

specifiche proprietà biologiche e morfologiche76. In generale, un herpesvirus è

costituito da quattro distinte componenti strutturali: un core contenente un genoma a

DNA lineare a doppio filamento, un capside icosaedrico di circa 100-110 nm di

diametro, una complessa struttura proteica definita tegumento e, infine, un envelope

lipidico di origine cellulare contenente numerose glicoproteine virali53, 76. Tra gli

oltre 130 herpesvirus in grado di infettare una o più specie animali, solamente nove

sono stati isolati dall’uomo: gli herpes simplex virus di tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2),

il virus della varicella zoster (VZV), il citomegalovirus umano (HCMV), il virus di

Epstein-Barr (EBV) e gli herpesvirus umani 6A, 6B, 7 e 8 (HHV-6A, HHV-6B,

HHV-7 e HHV-8)75.

Sulla base delle loro proprietà biologiche e di omologie di sequenza nel DNA virale,

gli herpesvirus vengono suddivisi in tre sottofamiglie: Alphaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae73. Entrambi i tipi di herpes simplex

appartengono alla prima categoria. Le infezioni causate da tali virus, caratterizzate

dall’alternarsi di periodi di latenza e riattivazioni, interessano diversi distretti tra cui,

in particolar modo, le superfici muco-cutanee orali e oculari (HSV-1), quelle genitali

(HSV-2), il sistema nervoso e, occasionalmente, gli organi viscerali. L’infezione

primaria si sviluppa mediante contatto diretto di una superficie mucosa o di una ferita

cutanea in individui sieronegativi con secrezioni contenenti particelle virali in

individui infetti. I virioni formatisi a livello delle terminazioni sensoriali periferiche,

sede della replicazione virale, vengono trasportati mediante flusso assonale

retrogrado fino ai gangli dorsali, sede della latenza di HSV. Opportuni stimoli

possono causare la riattivazione del ciclo replicativo e la ricomparsa del virus a

livello muco-cutaneo dove l’infezione si manifesta in forma di vescicole o ulcere. Più

raramente l’infezione può diffondere oltre i gangli dorsali divenendo sistemica,

soprattutto nel caso di soggetti immunosoppressi o in età neonatale.

Sebbene l’uomo rappresenti l’ospite naturale per i virus dell’herpes simplex, la

suscettibilità all’infezione può estendersi anche ad una gamma relativamente ampia

di animali tra cui topi, cavie, criceti e conigli. Molti tipi cellulari costituiscono un
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substrato per questi tipi di virus e, una volta infettate, le cellule vanno incontro ad

estesi effetti citopatici sviluppando corpi d’inclusione intranucleari con possibile

comparsa di rotture o aberrazioni cromosomiche. In particolare, l’infezione causa

alterazioni strutturali e morfologiche13 finalizzate a rendere la cellula un

microambiente ottimale per la replicazione e il rilascio di HSV-110. La risposta

cellulare, strettamente dipendente dal ceppo virale considerato, può variare da una

spiccata aggregazione delle cellule coinvolte alla formazione di tipiche placche di

lisi. Il ciclo replicativo virale in tutta la sua complessità richiede in totale circa 18-20

ore al termine delle quali la cellula sede d’infezione produttiva muore mediante lisi.

Tuttavia gli Alphaherpesvirinae, pur essendo estremamente litici, stabiliscono

infezioni latenti riattivabili nei loro ospiti naturali e, probabilmente, questo fenomeno

è responsabile della loro trasmissione e del loro mantenimento in natura74.

Il virione di HSV-1 presenta tutti gli elementi strutturali caratteristici degli

herpesvirus. Un core elettron-denso contenete il DNA genomico in forma di toroide,

un capside icosaedrico costituito da 150 esoni e 12 pentoni, un tegumento

particolarmente complesso e un envelope lipidico di origine cellulare da cui

protrudono diverse glicoproteine53 (Fig. 1).

Figura 1A. Rappresentazione schematica del virione di HSV-1 (immagine tratta da

http://hub.med.uth.tmc.edu/-hong/image.html). 1B. Immagine al microscopio elettronico del

virione di HSV-1 (immagine fornita dal Dr. E. Wagner, Università della California, USA).

A BA B
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aLanb UL b’a’mc’ US caS

Il DNA genomico, rappresentato da un doppio filamento lineare di almeno 152

kilobasi particolarmente ricco in G-C (68%), è costituito da due diversi frammenti

legati covalentemente e denominati Long o L e Short o S. Ciascuna componente

presenta sequenze uniche (UL e US rispettivamente) affiancate da sequenze ripetute

invertite (ab e a’b’ nel caso di UL e a’c’ e ac nel caso di US)20. Le componenti L e S,

a propria volta, possono essere invertite una rispetto all’altra dando origine a quattro

diversi isomeri75 (Fig. 2).

Figura 2. Rappresentazione schematica dell’organizzazione del genoma di HSV-1. UL: sequenza

unica L. US: sequenza unica S. aL e aS: sequenze terminali uniche ripetute. am e an: sequenze terminali

uniche ripetute presenti in una o più copie o in zero o più copie rispettivamente.

Il genoma di HSV-1, la cui lunghezza varia da ceppo a ceppo, codifica almeno 84

diversi polipeptidi102 i cui geni possono essere presenti in una o più copie a seconda

che mappino all’interno delle regioni uniche o ripetute. Nei virioni purificati sono

state identificate almeno una quarantina di tali proteine di cui 7 nel capside, 21 nel

tegumento e 11 o più nell’envelope54, 101. In seguito all’entrata del virus nelle cellule

il DNA di HSV-1, normalmente impacchettato in forma di toroide nel core,

circolarizza, probabilmente grazie all’intervento di proteine cellulari o virali presenti

negli stessi virioni. Nel nucleo della cellula infetta, la replicazione del DNA virale

inizia con modalità theta origine-dipendente per proseguire successivamente

mediante un meccanismo a “cerchio rotante” origine-indipendente che porta alla

formazione di lunghi concatameri83. Il DNA concatamerico neo-sintetizzato viene

quindi scisso in corrispondenza di sequenze di riconoscimento specifiche e

impacchettato nei capsidi preformati. Nel nucleo cellulare ha luogo anche la

trascrizione dei geni virali mediante un meccanismo a cascata altamente coordinato

portato a termine dall’RNA polimerasi II cellulare. In base alla cinetica di

espressione è possibile distinguere tre diverse categorie di geni:

1. I geni α o immediate early (IE). La loro trascrizione si verifica in tempi

rapidissimi in seguito all’infezione (2-4 ore) e in totale assenza di proteine

virali neo-sintetizzate. A questa categoria di geni corrispondono le proteine

ICP (infected cell polypeptide) 0, 4, 22, 27 e US1.5, ciascuna con funzioni
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regolative essenziali per la sintesi dei gruppi proteici successivi. Ai prodotti

di espressione dei geni α, infine, appartiene anche la proteina ICP47, la

quale, bloccando il trasporto dei peptidi antigenici nel reticolo

endoplasmatico dove avviene la loro interazione con le proteine del

complesso maggiore d’istocompatibilità, contribuisce ai meccanismi adottati

da HSV-1 per eludere il sistema immunitario dell’ospite.

2. I geni β o early (E). L’espressione di questi geni, il cui picco si verifica a 4-8

ore dall’inizio dell’infezione, necessita della presenza della proteina α ICP4.

I geni β codificano due tipologie di proteine indicate come β1 e β2 cui va

attribuita la replicazione del DNA virale, il metabolismo dei nucleotidi e la

regolazione dell’espressione dei geni γ. Le prime vengono espresse

immediatamente dopo o addirittura quasi in concomitanza con i geni α e

sono esemplificate dai prodotti proteici ICP8 (una proteina che lega il DNA a

singolo filamento) e ICP6 (la subunità maggiore costituente la ribonucleotide

reduttasi virale). Le proteine β2 invece vengono espresse in tempi successivi

ed includono la timidina chinasi e la DNA polimerasi virali.

3. I geni γ o late (G). La loro espressione ha inizio in seguito alla sintesi del

DNA virale ed è potenziata proprio da tale processo. Le proteine codificate

dai geni γ sono prevalentemente proteine strutturali del capside, del

tegumento e dell’envelope e a propria volta sono state suddivise in due

diverse categorie denominate γ1 e γ2. Alle prime appartengono proteine

espresse relativamente presto durante l’infezione la cui sintesi aumenta in

modo consistente in seguito alla replicazione del DNA virale. Tra queste vi

sono VP5 (la proteina capsidica maggiore) e le glicoproteine gB e gD. Le

proteine γ2 invece compaiono solo nelle fasi tardive dell’infezione e la

presenza di inibitori della sintesi del DNA virale causa l’arresto della loro

espressione. Fanno parte di questo gruppo la glicoproteina gC, le proteine del

tegumento VP1/2, VHS (virion host shutoff) e US11.

La regolazione della trascrizione genica di HSV-1, infine, è un fenomeno molto

complesso che può verificarsi a più livelli:

1. trascrizionale, in quanto il genoma di HSV-1 contiene diverse sequenze

agenti in cis che vengono riconosciute e interagiscono con fattori

trascrizionali sia cellulari che virali, tra cui i prodotti dei geni α ICP0,

ICP4 e la proteina del tegumento VP16.
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2. post-trascrizionale, mediante il processamento degli mRNA e il loro

trasporto dal nucleo al citoplasma.

3. traduzionale, basata sull’interazione degli mRNA con proteine cellulari e

virali.

2.2 Il ciclo replicativo di HSV-1 

L’infezione di HSV-1 ha inizio con l’attacco del virione alla superficie della cellula

bersaglio mediato dall’interazione delle glicoproteine gB e gC con l’eparansolfato

cellulare86, 106 e della glicoproteina gD con tre possibili tipologie di proteine: le

glicoproteine di adesione cellulare nectina-1 e nectina-2, il recettore HVEM

(herpesvirus entry mediator) e l’eparansolfato modificato dall’enzima 3-O-

sulfotransferasi92. In base alle teorie più recenti, l’interazione di gD con l’appropriato

recettore cellulare implica una variazione conformazionale della glicoproteina stessa

che ne rende accessibile il dominio di profusione. A tale evento segue un nuovo

coinvolgimento della glicoproteina gB che, mediante opportuni cambiamenti

conformazionali, attiva l’eterodimero fusogeno formato dalle glicoproteine gH e gL

con conseguente fusione tra l’envelope virale e la membrana cellulare31.

Una volta penetrato nel citoplasma, il nucleocapside associato alle proteine del

tegumento viene trasportato al nucleo lungo i microtubuli90. Durante il trasporto

alcune proteine del tegumento tra cui VP16 e VHS vengono rilasciate, mentre altre,

tra cui VP1/2, ICP32 e US3 rimangono associate al capside54. Il capside, quindi, si

lega ai pori nucleari e, grazie all’intervento di particolari proteine cellulari quali

l’importina β e la Ran GTPasi63, il DNA virale entra nel nucleo sede della sua

replicazione e trascrizione. In questo contesto, per garantire il rilascio del DNA

virale dal capside42, sembra assumere importanza primaria il taglio proteolitico di

VP1/2, una proteina strettamente legata alla proteina capsidica VP5 a livello dei

pentoni108. In seguito all’espressione genica virale e alla sintesi del DNA, le proteine

capsidiche neo-sintetizzate sono ritraslocate dal citoplasma al nucleo dove, mediante

interazione tra i prodotti genici di UL19 e UL6 e una struttura base costituita dalle

proteine UL26 e UL26.5, si assemblano in modo autocatalitico producendo capsidi

preformati in cui verrà impacchettato il DNA4.

Secondo i modelli più recenti, il ciclo replicativo di HSV-1 è caratterizzato da due

distinti eventi di gemmazione e fusione che coinvolgono compartimenti subcellulari
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e proteine differenti54. I capsidi contenenti il genoma gemmano attraverso la

membrana nucleare interna acquisendo un primo envelope in un processo definito

primary envelopment. Il movimento intranucleare dei nucleocapsidi dipende

dall’actina, mentre la gemmazione a livello della membrana nucleare interna è

possibile grazie ad una parziale dissoluzione della lamina ad opera della protein

chinasi cellulare C reclutata dai prodotti genici di UL31 e UL3466 e, in parte, della

protein chinasi virale codificata dal gene US387 anche se, finora, non sono mai state

identificate proteine capsidiche che interagiscano direttamente con la membrana

nucleare interna così da dare inizio a tale processo. Analisi di microscopia

immunoelettronica hanno evidenziato che i virioni dotati di envelope primario

differiscono notevolmente dalle particelle mature, sia in termini di morfologia che di

contenuto proteico33. Infatti, i primi da un lato presentano i prodotti genici di UL31 e

UL34, assenti nei virioni maturi, e dall’altro sono privi di alcune delle principali

proteine tegumentarie presenti in questi ultimi, quali i prodotti genici di UL46 e

UL4771, o le possiedono in quantità differenti, come nel caso del prodotto genico di

UL48 (VP16)60. Al momento l’unica proteina condivisa dalle due tipologie di virioni

sembra essere la protein chinasi virale codificata da US3.

Il passaggio successivo nel processo di maturazione prevede che i capsidi accedano

al citoplasma mediante fusione dell’envelope primario con la membrana nucleare

esterna. Il meccanismo che sottende tale fase non è ancora stato chiarito dal

momento che nessuna delle glicoproteine essenziali durante la penetrazione virale

sembra essere coinvolta durante la gemmazione nucleare12, 55. Tuttavia, nei mutanti

privi di US3 si verifica un accumulo di virioni dotati di envelope primario a livello

della membrana nucleare interna, ragion per cui la fosforilazione di un componente

di tali particelle ad opera della chinasi virale potrebbe rappresentare uno degli

elementi d’innesco di tale fusione55, 70. Inoltre, studi eseguiti con mutanti privi di

VP16, evidenziano un accumulo di capsidi dotati di envelope primario nello spazio

perinucleare, sottintendendo un possibile ruolo di tale proteina durante la fusione58.

Una volta raggiunto il citoplasma, una serie estremamente ordinata di interazioni

proteina-proteina guida la formazione definitiva del tegumento e l’acquisizione

dell’envelope secondario (Fig. 3).
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Figura 3. Rappresentazione schematica del ciclo replicativo di HSV-1. Nell’immagine sono

evidenziabili le fasi d’ingresso, replicazione e trascrizione del genoma virale, maturazione ed uscita

del virus dalla cellula ospite (immagine tratta da Coen et al., Nat Rev Drug Discov, 2003, 2(4): 278-

88).

E’ ormai chiaro che l’assemblaggio del tegumento ha inizio in due siti distinti, il

capside e il futuro envelope, dove si vengono a formare due “sottoassemblaggi”

destinati a combinarsi tra loro per produrre il virione maturo55. Da un lato i prodotti

genici di UL36 e UL37, costituenti lo strato più interno del tegumento insieme alla

chinasi virale, si associano al capside al momento del rilascio nel citoplasma,

sebbene non sia chiaro se si leghino al nucleocapside durante l’acquisizione

dell’envelope primario o subito dopo la gemmazione nucleare54. Dall’altro, altre

proteine facenti parte del tegumento esterno, tra cui i prodotti genici di UL11, UL46,

UL47 e UL4955 e le glicoproteine virali, tra cui la glicoproteina gM100, si assemblano

a livello delle membrane del trans-Golgi network, uno dei possibili siti di

acquisizione dell’envelope secondario97. Tra queste, sia la proteina gM che il

prodotto genico di UL11, entrambi conservati all’interno della famiglia degli

herpesvirus, risultano fondamentali durante l’assemblaggio. La prima infatti sarebbe

in grado di trattenere o richiamare le glicoproteine a livello dell’apparato di Golgi18,
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mentre il secondo non solo presenta proprietà intrinseche di localizzazione per lo

stesso organello7, con conseguente possibilità di dirigervi le proteine del tegumento,

ma risulta interagire direttamente anche con l’estremità C-terminale delle

glicoproteine gD e gE che vi si accumulano28. Infine, un’altra interazione

fondamentale nella maturazione dei virioni di HSV-12 sembra essere quella tra la

proteina tegumentaria derivante dall’espressione di UL20 e la glicoproteina gK, il cui

corretto processamento dipende proprio da tale interazione29. Infatti, evidenze

sperimentali indicano che, virus ricombinanti privi dell’eterodimero costituito dal

prodotto genico di UL20 e dalla proteina gK, non gemmano accumulandosi

all’interno delle vescicole del trans-Golgi41. Le interazioni tra le numerose proteine

del tegumento sia con il nucleocapside che con le code citoplasmatiche delle

glicoproteine costituirebbero quindi l’elemento trainante necessario all’assemblaggio

del virione maturo e alla successiva acquisizione dell’envelope secondario. In

particolare, in seguito alla gemmazione nucleare, i capsidi intracitoplasmatici si

assocerebbero ai prodotti genici di UL36 e UL37 che ne medierebbero il trasporto

fino al sito di acquisizione dell’envelope dove le glicoproteine e le rimanenti proteine

del tegumento vengono radunate ad opera rispettivamente della glicoproteina gM e

del prodotto del gene UL1155. Pur non essendo chiaro quali proteine fungano da

elemento di congiunzione tra i due “sottoassemblaggi”, un buon candidato sembra

essere rappresentato da VP16. Infatti, sebbene non siano state rilevate interazioni

dirette tra tale proteina e le proteine del capside o le proteine del tegumento interno,

tuttavia sono state riportate interazioni di tipo fisico con i prodotti genici di UL4926,

UL4188 e con la coda citoplasmatica della glicoproteina gH34 e di tipo funzionale con

i prodotti genici di UL46 e UL47107. Inoltre in assenza di VP16 l’acquisizione

dell’envelope secondario è fortemente inibita e i nucleocapsidi si accumulano nel

citoplasma58.

Una volta terminato l’assemblaggio del tegumento, il virione acquisisce il proprio

envelope definitivo, in un processo definito secondary envelopment, a livello di

membrane appartenenti all’apparato di Golgi, al trans-Golgi network o a organelli

derivanti dagli endosomi tardivi e noti come multivesicular bodies (MVB10). Il

risultato finale è la produzione di una particella virale matura contenuta all’interno di

una vescicola di origine cellulare che successivamente verrà trasportata alla

membrana plasmatica dove il virione verrà rilasciato55 (Fig. 4).
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Figura 4. Rappresentazione schematica delle fasi finali del ciclo replicativo di HSV-1. In

particolar modo è possibile sottolineare la presenza dei due “sottoassemblaggi” di aggregazione delle

proteine strutturali a livello del capside e di vescicole membranose derivanti dall’apparato di Golgi

(figura tratta da Mettenleiter, J Virol, 2002, 76 (4): 1537-47).

In conclusione, il modello di envelopment a due tappe propone non solo due eventi di

fusione, ma anche due eventi di gemmazione: il primo a livello della membrana

nucleare interna con acquisizione da parte del capside di un primo rivestimento

lipidico e il secondo a livello delle vescicole di un organello membranoso, non

ancora universalmente identificato, con la formazione della particella definitiva.

2.3 Il tegumento di HSV-1 

 

Il tegumento rappresenta la componente più eterogenea e diversificata del virione di

HSV-1, sia dal punto di vista strutturale che funzionale, ed è costituito da oltre 20

proteine: VP1/2 (UL36), VP11/12 (UL46), VP13/14 (UL47), VP16 (UL48), VP22

(UL49), ICP0, ICP4, VHS (UL41) e i prodotti genici di US2, US3, US10, US11,

UL11, UL13, UL14, UL16, UL17, UL21, UL37, UL51 e UL56.

In primo luogo il tegumento rappresenta l’elemento di continuità tra l’envelope e il

capside virali e sebbene venga generalmente indicato come amorfo, in realtà a livello

dei pentoni, punti di contatto con l’ordinata struttura capsidica108, anche le proteine

del tegumento interno assumono un’organizzazione icosaedrica72. Il ruolo di

“collante” svolto dal tegumento è possibile grazie a numerose interazioni delle sue
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proteine tra loro, con i polipeptidi costituenti il capside e con le code citoplasmatiche

delle glicoproteine dell’envelope. In particolar modo in letteratura sono riportate le

seguenti interazioni16, 84, 101, 109:

• Tegumento-capside: UL36-VP5, UL36-UL25

• Tegumento-tegumento: US11-US11, UL11-UL16, UL17-UL25, UL17-

UL46-UL47, UL36-UL37, UL37-UL37, UL41-UL48, UL46-UL48, UL47-

UL48, UL48-UL49, UL49-UL49, ICP0-ICP4

• Tegumento-envelope: UL48-gB, UL48-gD, UL48-gH, UL49-gD, UL49-gE,

UL49-gM

Tra le numerose proteine che costituiscono il tegumento, alcune, tra cui i prodotti

genici di UL36 e UL48, risultano essenziali per l’assemblaggio e/o il ciclo

replicativo di HSV-1, mentre altre possono essere delete senza alterare in modo

evidente la struttura del virione72, probabilmente a causa dell’elevato grado di

ridondanza insito nelle interazioni appena indicate.

In secondo luogo, il tegumento può essere identificato come una struttura che

introduce nella cellula infettata fattori virali volti a facilitare l’inizio di un’infezione

produttiva. Tra questi, ad esempio, vi sono il transattivatore trascrizionale dei geni α

(VP16), la proteina responsabile del silenziamento della sintesi proteica cellulare

(VHS)23, la protein-chinasi virale (UL13)64, proteine che interagiscono con i

ribosomi (UL11)77 e proteine coinvolte nell’impacchettamento del DNA virale nel

nucleocapside (UL17)79.

2.3.1 VP1/2

La proteina VP1/2, codificata dal gene UL36, costituisce, insieme alla proteina

codificata dal gene UL37, il tegumento interno di HSV-1 che, come precedentemente

accennato, risulta strettamente associato al capside virale. In particolar modo sarebbe

proprio VP1/2 ad ancorare saldamente il tegumento alla proteina VP5 posizionata ai

vertici capsidici, anche se, recentemente, è stato ipotizzato che anche le proteine

codificate dai geni UL17 e UL25 possano essere coinvolte in questo legame99.

Sebbene non sia chiaro dove VP1/2 e il prodotto genico di UL37 vengano
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incorporate nel virione, tuttavia alcuni studi hanno evidenziato che tali proteine sono

associate al capside già a livello del nucleo cellulare9.

Con i suoi oltre 3 mila aminoacidi, VP1/2 rappresenta la più grande proteina

codificata da HSV-1 e presenta una massa teorica pari a 366 kDa, anche se, in base

alla sua mobilità elettroforetica, la massa apparente risulta pari a 270 kDa91. Nelle

fasi tardive della replicazione virale VP1/2 subisce un taglio proteolitico alla propria

estremità N-terminale che porta al rilascio di un frammento di circa 500 aminoacidi

con attività ubiquitin-proteasica specifica rivolta all’idrolisi del legame basato sul

residuo di lisina 48 dell’ubiquitina. La sequenza codificante tale cistein-proteasi è

conservata in tutti gli omologhi di UL36 all’interno della famiglia degli

Herpesviridae e pertanto potrebbe avere un ruolo rilevante nel ciclo replicativo

virale44. In realtà il frammento appena descritto non è l’unico ad essere originato a

partire da VP1/2. Recentemente infatti è stato dimostrato che un ulteriore taglio

proteolitico, che si verifica sempre a carico dell’estremità N-terminale della proteina,

porta alla formazione di un secondo frammento con una massa pari a 55 kDa.

Tuttavia, a differenza del precedente, tale frammento viene prodotto nelle fasi iniziali

dell’infezione, immediatamente in seguito all’attacco del capside ai pori nucleari, e la

sua produzione risulta essenziale per il rilascio del DNA virale nel nucleo. Infatti, il

taglio proteolitico di VP1/2 causa una variazione conformazionale della proteina che,

a propria volta, implica una variazione conformazionale dei pentoni necessaria al

rilascio del DNA virale. Non è chiaro quale sia l’enzima responsabile della

frammentazione di VP1/2, anche se un possibile candidato potrebbe essere

rappresentato dalla serin-proteasi virale codificata dal gene UL2642. Infine, VP1/2

risulta fondamentale in almeno altri due passaggi del ciclo replicativo di HSV-1: il

trasporto del capside lungo i microtubuli e la maturazione della particella virale.

Virioni mutanti deleti di UL36 portano all’accumulo nel citoplasma di particelle

immature, prive di envelope, morfologicamente distinte da quelle wild-type, incapaci

di migrare lungo i microtubuli, pur legandovisi, e non infettive. L’assemblaggio della

particella, seppur più precario, potrebbe essere garantito anche in assenza di VP1/2

grazie alla fitta rete d’interazioni allestite dalle numerose proteine costituenti il

tegumento84. Tuttavia, risulta evidente che il prodotto genico di UL36 possiede una

funzione essenziale per la maturazione del capside e la successiva uscita dalla cellula

infetta presumibilmente legata alla capacità di guidare attivamente il capside nel sito
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citoplasmatico in cui il virione acquisisce definitivamente il proprio tegumento e il

proprio envelope22.

2.3.2 VP16

Il prodotto genico di UL48 è una fosfoproteina di 65 kDa nota come VP16 o α-TIF

(alpha-trans-inducing factor). Così come altre proteine di HSV-1, VP16 riveste

molteplici ruoli fondamentali sia da un punto di vista strutturale che funzionale.

Come già accennato, è stato ipotizzato che VP16, grazie alle sue numerose

interazioni, costituisca il fulcro centrale di aggregazione tra i due “sottoassemblaggi”

proteici destinati a formare il tegumento definitivo della particella virale. Oltre a ciò,

VP16 potrebbe avere anche un ruolo nelle fasi di fusione dell’envelope primario con

la membrana nucleare esterna necessarie al rilascio del virione nel citoplasma58.

Infatti, studi effettuati utilizzando un virus ricombinante esprimente VP16 come

prodotto di fusione con la green fluorescent protein (GFP)47 hanno evidenziato la sua

presenza anche nei virioni che localizzano a livello dello spazio perinucleare

facendone supporre l’acquisizione da parte del virus già a livello del nucleo60.

Inoltre, mutanti privi di VP16, o codificanti una VP16 non funzionale, portano ad

una drastica riduzione nella produzione di capsidi virali nel nucleo e quelli che

comunque si formano e acquisiscono l’envelope primario non solo si accumulano

nello spazio perinucleare, ma presentano anche evidenti anomalie morfologiche103.

Da un punto di vista funzionale VP16 presenta diversi ruoli, ma sicuramente il più

noto è quello di transattivatore trascrizionale dei geni α che esplica veicolando fattori

cellulari quali Oct-1, HCF e l’RNA polimerasi II a livello di specifiche sequenze

consenso presenti a monte delle regioni promotrici dei geni IE1, 5, 78. E’ stato

dimostrato che l’attività trascrizionale di VP16 viene modulata da proteine facenti

sempre parte del tegumento quali i prodotti genici di UL46 e UL47, ma il

meccanismo alla base di tale regolazione non è stato ancora chiarito107. Inoltre, nelle

fasi terminali del ciclo replicativo, VP16 funge da regolatore dell’attività di VHS88,

un’endoribonucleasi che durante l’infezione virale promuove la degradazione degli

RNA messaggeri cellulari e virali, inibendo così la sintesi proteica cellulare ed

accelerando il turnover dei trascritti virali27.
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2.3.3 VP11/12, VP13/14 e VP22

All’interno del genoma di HSV-1 i geni UL46, UL47, UL48 e UL49, codificanti

rispettivamente le proteine VP11/12, VP13/14, VP16 e VP22, costituiscono un

cluster genico i cui membri interagiscono sia strutturalmente che funzionalmente

durante il ciclo replicativo virale. Tutti i membri di questo complesso genico,

codificando proteine strutturali, fanno parte dei geni γ e, conseguentemente, la sintesi

delle proteine corrispondenti si verifica nelle fasi tardive dell’infezione in modo

strettamente dipendente dalla sintesi del DNA virale. Tali proteine in vitro vanno

incontro a fosfrilazione sia in cellule trasfettate che infettate, pur non presentando la

medesima modifica post-traduzionale all’interno dei virioni purificati. In generale, un

simile risultato potrebbe suggerire un ruolo della fosforilazione come segnale per la

dissociazione delle proteine del tegumento dal nucleocapside nelle fasi iniziali

dell’infezione57.

La proteina VP11/12, così come tutte le proteine codificate dal cluster

precedentemente descritto, è presente in un numero molto elevato di copie all’interno

del tegumento ed è caratterizzata da un peso molecolare compreso tra gli 80 e i 90

kDa in base al differente livello di fosforilazione cui viene sottoposta ad opera di

chinasi cellulari o virali. Pur potenziando l’efficienza con cui VP16 media

l’espressione dei geni α, il gene UL46 non è essenziale per la replicazione virale in

vitro. A livello strutturale, VP11/12 presenta una forte affinità per il capside nel

virione, mentre nelle cellule infettate localizza prevalentemente a livello delle

membrane del trans-Golgi network. Un simile comportamento troverebbe

giustificazione supponendo che la proteina virale neo-sintetizzata venga diretta alle

membrane cellulari, in particolar modo a quelle del trans-Golgi network, dove,

durante l’acquisizione dell’envelope secondario, lo stretto contatto tra il

nucleocapside e tale proteina porterebbe all’associazione identificata nel virione, in

accordo col modello di assemblaggio e gemmazione a due fasi59.

Il gene UL47 codifica due proteine note come VP13 e VP14, rispettivamente di 82 e

81 kDa di peso molecolare. Entrambe sono presenti in grandi quantità nel tegumento

e subiscono svariate modifiche post-traduzionali tra cui fosforilazioni, glicosilazioni

e nucleotidilazioni52. La proteina VP13/14 presenta un ruolo legato soprattutto alla

modulazione dell’espressione genica virale, sia di tipo indiretto che diretto. Nel

primo caso, è stato dimostrato che virus deleti di UL47 esprimono livelli ridotti di
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proteine codificate dai geni IE e questo fenomeno è stato associato ad un ruolo di

VP13/14 nella regolazione dell’attività trascrizionale di VP16. Nel secondo caso,

invece, è stato dimostrato che, mediante un dominio N-terminale ricco in arginina,

che funge anche da segnale di localizzazione intracellulare, VP13/14 favorisce

l’espressione dei trascritti virali permettendone l’esportazione dal nucleo cellulare24.

VP22 è una proteina codificata dal gene UL49 che presenta un peso molecolare pari

a 38 kDa. Nel citoplasma il legame di VP22 causa la riorganizzazione dei

microtubuli e l’importo della proteina virale nel nucleo dove una successiva

interazione con la cromatina mitotica ne favorisce la ritenzione in questo distretto

cellulare50. Inoltre, dati sperimentali hanno evidenziato un accumulo di questa

proteina anche a livello delle vescicole del trans-Golgi network, dove verrebbe

assemblata nel virione, tramite l’interazione con VP16 e fattori cellulari non ancora

identificati8, 36. VP22 non è essenziale per la replicazione virale in vitro, tuttavia

mutanti deleti di UL49 non sono in grado d’incorporare nel virione le proteine α

ICP0 e ICP4 oltre a presentare difetti nella propagazione sia in vitro che in vivo. Tali

limiti sarebbero forse riconducibili ai ridotti livelli di gD e gE incorporate nel virione

in seguito alla mancata interazione proprio con VP22 durante le fasi finali di

assemblaggio della particella virale25. Infine, VP22 potrebbe avere un ruolo nel

favorire l’avvio dell’infezione tra cellule adiacenti in un processo definito diffusione

intercellulare85. Infatti, in un recente lavoro è stato dimostrato che VP22 può legare e

veicolare tra cellule diverse un mRNA codificante una proteina di fusione

fluorescente con un meccanismo recettore-indipendente e che tale mRNA viene

effettivamente tradotto nelle cellule riceventi anche se restano ancora da delineare il

meccanismo, l’efficienza e la selettività di tale trasferimento85.

2.4 Il pathway dei multivesicular bodies

Il sistema endosomiale eucariotico è formato da una fitta rete di vescicole e organelli

membranosi che coordina il trasporto di svariate proteine tra membrana plasmatica,

trans-Golgi network (TGN) e lisosomi11. Vi sono due vie principali con cui una

proteina può entrare in questo pathway: le vescicole provenienti dal TGN (nel caso di

proteine di nuova sintesi, ma assemblate in modo scorretto che devono essere

eliminate, o di precursori degli enzimi idrolitici che devono essere trasportati ai
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lisosomi) e le vescicole provenienti dalla membrana plasmatica (nel processo di

regolazione del numero di recettori presenti sulla superficie cellulare)30 (Fig. 5).

Figura 5. Il sistema endosomiale in cellule eucariotiche. Le proteine destinate alla degradazione nel

lisosoma vengono secrete nelle vescicole intraluminali dei MVB che, a propria volta, sono destinate a

fondersi con i lisosomi (immagine tratta da Babst, Traffic, 2005, 6: 2-9). 

 

In generale, gli endosomi rappresentano un insieme piuttosto eterogeneo in cui è

possibile distinguere tra endosomi precoci e tardivi sulla base del momento in cui il

materiale endocitato viene introdotto nell’endosoma stesso. Durante la maturazione

da precoci a tardivi, gli endosomi modificano composizione, morfologia e

localizzazione. Gli endosomi precoci presentano grandi quantità di fosfatidilinositolo

(3) fosfato [PI(3)P], hanno un’apparenza prevalentemente tubulare e localizzano alla

periferia cellulare. Quelli tardivi, invece, sono caratterizzati dalla presenza di

fosfatidilinositolo (3,5) bisfosfato [PI(3,5)P2], acido lisobisfosfatidico (LBPA) e

glicoproteine specifiche definite LAMP-1 e LAMP-2 (lysosomal-associated

membrane protein), sono sferici e si trovano in prossimità del nucleo35, 45, 104. Un

ruolo centrale in questo sistema di smistamento è rivestito dai multivesicular bodies

(MVB), organelli membranosi derivanti dagli endosomi tardivi e arricchiti di diverse

centinaia di vescicole interne originate dall’invaginazione e dalla gemmazione della

membrana endosomiale esterna3, 105. Nel lievito Saccharomyces cerevisiae, sistema

eucariotico in cui inizialmente è stato studiato il processo di biogenesi dei MVB,

sono state identificate almeno 17 proteine coinvolte nella formazione delle loro

vescicole interne. Tali proteine vengono definite Vps (Vacuolar protein sorting) di

classe E in quanto la mutazione di una qualunque di esse porta alla formazione del

cosiddetto fenotipo di classe E in cui gli endosomi appaiono ingrossati e impilati a

comporre un sistema di cisterne membranose appiattite non connesse tra loro40 (Fig.
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6). Sebbene gli studi iniziali siano stati eseguiti nel lievito per la maggiore semplicità

di questo organismo modello, in realtà tutte le cellule eucariotiche presentano nel

proprio genoma geni codificanti proteine ortologhe alle Vps di classe E caratterizzate

da una netta conservazione delle loro funzioni specifiche62.

Figura 6. Multivesicular bodies e il fenotipo di classe E. A-C. Sezione tomografica (A) e

ricostruzione tridimensionale (B e C) di multivesicular bodies wild type. D-F. Sezione tomografica

(D) e ricostruzione tridimensionale (E e F) di multivesicular bodies con fenotipo di classe E

(immagini tratte e modificate da Hurley, Annu Rev Biophys Biomol Struct, 2006, 35: 277-98). 

 

Le proteine Vps si associano a formare quattro complessi transitori e sequenziali

denominati ESCRT (Endosomal sorting complex required for transport)-0, I, II e III

che vengono reclutati agli endosomi mediante interazioni sia di natura proteica che

lipidica104.

Il complesso ESCRT-0 è costituito fondamentalmente da due proteine denominate

Vps27 e Hse1, ciascuna presentante domini necessari all’interazione con la

membrana endosomiale e con la proteina che dovrà essere introdotta nelle vescicole

interne dei MVB. Affinché tale introduzione sia possibile è necessario che la futura

proteina cargo sia opportunamente modificata mediante coniugazione con

l’ubiquitina, una piccola proteina che funge da principale segnale di riconoscimento

per le molecole bersaglio del pathway endocitico-lisosomale37, 69. In particolar modo

Vps27 da un lato riconosce e lega l’ubiquitina coniugata alla proteina cargo,

dall’altro riconosce e lega il fosfatidilinositolo 3 fosfato presente sulla membrana

endosomiale. Contemporaneamente Hse1 interagisce con Vps23/Tsg101 (tumor

susceptibility gene 101), una componente del complesso ESCRT-I40. Infine, sia



25

Vps27 che HseI reclutano a livello della membrana endosomiale foglietti di clatrina

il cui compito sembrerebbe quello di limitare la distribuzione di Vps27 così da

concentrare le proteine cargo ubiquitinate in microdomini specifici dove possano più

facilmente interagire col complesso ESCRT-I104.

ESCRT-I è un complesso eterotetramerico costituito dalle proteine Vps23/Tsg101,

Vps28, Vps37 e Mvb12, ciascuna presente in singola copia46. ESCRT-I lega

l’ubiquitina mediante Vps23/Tsg101 e contemporaneamente si aggrega al complesso

ESCRT successivo mediante interazione diretta di Vps28 con Vps36 e di

Vps23/Tsg101 sia con Vps36 che con Vps22, dove Vps22 e Vps36 sono entrambe

componenti del complesso ESCRT-II104.

L’unica altra componente del complesso ESCRT-II, oltre alle già citate Vps22 e

Vps36, è la proteina Vps25, la sola presente in duplice copia. Grazie a Vps36 il

complesso ESCRT-II è in grado di legare direttamente il fosfatidilinositolo 3 fosfato

e indirettamente l’ubiquitina.

Prese singolarmente le interazioni di ciascuno dei complessi appena descritti con

l’ubiquitina o con i lipidi della membrana endosomiale risultano piuttosto deboli,

tuttavia la fitta rete di associazioni reciproche tra i vari costituenti fa sì che,

nell’insieme, si venga a creare una “piattaforma” proteica in grado di legarsi

saldamente alla superficie endosomiale e di convergervi più molecole cargo

ubiquitinate40.

Il complesso ESCRT-III, infine, è composto di 6 diverse proteine: Vps2, Vps20,

Vps24, Snf7, Did2 e Vps60. Si ritiene che la formazione di ESCRT-III abbia inizio a

partire da un nucleo originario dato dall’associazione di Snf7 e Vps20. Ciascuna di

tali proteine presenta numerosi partner d’interazione che consentono il legame di

ESCRT-III con i complessi precedenti68. Infatti, Vps20 entra in contatto con ESCRT-

II mediante interazione con Vps25, mentre Snf7 si associa indirettamente ad ESCRT-

I grazie al reclutamento della proteina Bro1/AIP1 (ALG-2 interacting protein 1) che,

a propria volta, interagisce con Vps23/Tsg10195. La formazione delle vescicole

interne ai MVB si verifica a questo livello e si ritiene che la proteina Snf7 abbia un

duplice ruolo in tale meccanismo. Da un lato è stato dimostrato che tale proteina,

formando filamenti organizzati a spirale, è in grado di causare il riarrangiamento

della membrana a formare strutture tubulari in allontanamento dal citolplasma40.

Dall’altro, Snf7, come già accennato, recluta la proteina Bro1/AIP1 che, interagendo

con le endofiline, potrebbe avere un ruolo importante nel controllare la curvatura
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della membrana endosomiale14. La proteina Snf7, infine, richiama anche la

deubiquitinasi Doa4 (degradation of alpha) responsabile della dissociazione

dell’ubiquitina dalla proteina cargo prima della sua introduzione nei MVB39.

La dissociazione dei complessi ESCRT e, conseguentemente, il riciclo dell’intero

meccanismo è quindi possibile grazie all’intervento della proteina Vps4, un’AAA-

ATPasi (ATPases associated with diverse cellular activities), reclutata dalle proteine

Vps2 e Did2 del complesso ESCRT-III61, 82, 96 (Fig. 7).

Figura 7. Rappresentazione schematica del modello classico di biogenesi dei multivesicular

bodies (MVB) in cellule di lievito (immagine tratta da Nickerson et al., EMBO J, 2007, 8(7): 644-50). 

 

Quanto appena descritto è il modello classico di rappresentazione della biogenesi dei

MVB basato su un reclutamento lineare e sequenziale dei quattro complessi coinvolti

in cui la proteina cargo ubiquitinata viene trasmessa dall’uno all’altro fino alla sua

introduzione nelle vescicole intraluminali dell’organello stesso. Recentemente è stato

proposto un modello “concentrico” alternativo in cui i complessi ESCRT-I, II e III si

assemblerebbero attorno al complesso ESCRT-0 che fungerebbe da nucleo di

aggregazione. Domini specifici nei complessi ESCRT-0, I e II medierebbero il

riconoscimento della proteina cargo, il legame ai lipidi e l’assemblaggio di un primo

supercomplesso sulla membrana endosomiale sotto cui verrebbero concentrate le

proteine cargo. Esternamente si assemblerebbero le subunità del complesso ESCRT-

III che recluterebbero le proteine Bro1/AIP1, Doa4 e Vps4. La dissociazione dei

complessi ESCRT-0, I e II ad opera di Vps4 precederebbe la formazione delle

vescicole rendendo così disponibili le proteine cargo alla deubiquitinazione. Infine,
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nell’ordine, seguirebbero: l’invaginazione della membrana endosomiale,

l’internalizzazione delle proteine cargo, la gemmazione della vescicola e la

dissociazione delle subunità formanti il complesso ESCRT-III. La principale

innovazione introdotta dal modello “concentrico”, oltre alla cinetica di

assemblaggio/disassemblaggio dei complessi ESCRT, è rappresentata dalla

mancanza di rigida sequenzialità che nel modello classico contraddistingue tanto il

reclutamento dei complessi che il trasferimento delle proteine cargo dall’uno

all’altro62 (Fig. 8).

Figura 8. Rappresentazione schematica del modello “concentrico” di biogenesi dei multivesicular

bodies (MVB) in cellule di lievito (immagine tratta da Nickerson et al., EMBO J, 2007, 8(7): 644-50). 

2.5 Il pathway dei multivesicular bodies e la gemmazione dei virus a RNA dotati

di envelope

I virus dotati di envelope acquisiscono il proprio rivestimento gemmando attraverso

membrane cellulari di differente origine, di conseguenza è indispensabile che tutti i

componenti necessari alla formazione della particella infettiva localizzino nel sito in

cui tale processo di gemmazione si verifica11. Da un punto di vista topologico, il

processo di gemmazione virale e quello di formazione delle vescicole interne ai

MVB sono estremamente simili: in entrambi i casi una membrana si invagina

allontanandosi dal citoplasma67. In effetti, è stato dimostrato che svariati virus a

RNA dotati di envelope, quali retrovirus, rabdovirus, filovirus, arenavirus e,
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probabilmente, orto- e paramixovirus sfruttano il meccanismo alla base della

biogenesi dei MVB e lo riprogrammano a proprio vantaggio56. In particolar modo un

virus può entrare nel pathway dei MVB a livello delle membrane endosomali, essere

incorporato nelle loro vescicole e venire rilasciato seguendo la normale via

esocitotica oppure può reindirizzare le proteine coinvolte in tale pathway a livello

della membrana plasmatica e gemmare direttamente nell’ambiente extracellulare21. I

virus che sfruttano questa via hanno sviluppato almeno due sistemi distinti e spesso

complementari per accedere al complesso meccanismo che porta alla gemmazione

delle vescicole interne ai MVB: la presenza di particolari sequenze note come Late

domain (L-domain) nelle proteine strutturali virali e/o la loro ubiquitinazione56.

2.5.1 Late domain virali

In generale un L-domain è una corta sequenza aminoacidica particolarmente ricca in

prolina che funge da elemento di riconoscimento e attacco per svariate proteine

appartenenti al pathway dei MVB. Per definizione, gli L-domain virali, del tutto

identici a quelli cellulari, sono sequenze essenziali per un efficiente rilascio della

progenie virale. La loro mutazione, infatti, induce un caratteristico difetto fenotipico

che si verifica nelle fasi terminali dell’assemblaggio virale e che consiste nella

mancata separazione tra l’envelope e la membrana cellulare al momento della

gemmazione65. Una medesima proteina molto spesso possiede più L-domain che

possono agire in modo sinergico e che, in alcuni casi, possono continuare a svolgere

il proprio compito anche se spostati in punti differenti all’interno della proteina di

appartenenza56. Sono state identificate almeno quattro classi principali di L-domain,

ciascuna volta all’interazione con uno specifico partner cellulare, P(T/S)AP, YPxL,

PPxY e FPIV, anche se non si esclude che vi possano essere sequenze leggermente

diverse o del tutto non canoniche ancora da individuare.

Il primo dominio ad essere scoperto e caratterizzato è stato l’L-domain P(T/S)AP

(Pro-Thr/Ser-Ala-Pro) presente nella proteina p6 Gag del virus

dell’immunodeficienza umana di tipo 1 (HIV-1)32. Lo stesso dominio è poi stato

rinvenuto anche nelle proteine Gag del virus della leucemia umana delle cellule T di

tipo 1 (HTLV-1) e del virus della scimmia di Mason-Pfeizer (MPMV), nella proteina

VP40 del virus Ebola e nelle proteine Z di alcuni arenavirus56. Il partner cellulare del

motivo P(T/S)AP è costituito dalla proteina Tsg101, componente del complesso
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ESCRT-I, che possiede un dominio UEV (Ubiquitin E2 variant) in grado di

riconoscere e legare in modo specifico sia il motivo P(T/S)AP che l’ubiquitina. Vi

sono numerose prove che sottolineano come la facilitazione nella gemmazione di

virus quali HIV-1 grazie all’azione del dominio P(T/S)AP siano da attribuirsi alla sua

interazione con Tsg101. Tra le principali vi sono il fatto che la deplezione di Tsg101

arresta la gemmazione virale e che qualunque mutazione a carico dell’L-domain che

ne impedisce l’interazione con il proprio partner causa comunque l’inibizione del

rilascio virale30.

Tsg101 interagisce anche con Bro1/AIP, partner cellulare del dominio YPxL (Tyr-

Pro-x-Leu) presente nella proteina p6 Gag di HIV-1 e nella proteina p9 Gag del virus

dell’anemia infettiva equina (EIAV)56. Inoltre, la proteina Bro1/AIP1 riconosce e

lega anche il dominio LxxLF (Leu-x-x-Leu-Phe), correlato alla sequenza YPxL,

presente nelle proteine p6 Gag di alcuni lentivirus6, nonché nelle proteine della

matrice di rabdovirus e filovirus95. Anche in questo caso vi sono delle prove a favore

dell’importanza dell’interazione tra le proteine strutturali virali e Bro1/AIP1 durante

le fasi di gemmazione. Infatti, i dominanti negativi di AIP1, così come la sostituzione

di uno qualunque degli aminoacidi presenti nel motivo YPxL, causa la perdita totale

dell’attività dell’L-domain considerato e l’inibizione della gemmazione virale95.

Il terzo motivo, PPxY (Pro-Pro-x-Tyr), interagisce con i componenti della famiglia

Nedd4 delle ubiquitino-ligasi E356 ed è l’unico a non legare una proteina coinvolta

direttamente nel pathway dei MVB6. Il motivo PPxY è presente nelle proteine

strutturali di diversi retrovirus, tra cui il virus del sarcoma di Rous (RSV), HTLV-1,

MPMV e il virus della leucemia murina di Moloney (MMuLV), in quelle di

rabdovirus, ad esempio nel virus della stomatite vescicolare (VSV), di filovirus, ad

esempio nel virus Ebola, e di alcuni arenavirus6, 56. In questo caso l’interazione si

basa sul riconoscimento del motivo PPxY da parte del dominio WW presente nelle

HECT (E6AP COOH terminus) ubiquitino-ligasi cui appartiene anche la famiglia

delle Nedd4. Vari studi hanno evidenziato l’importanza dell’interazione tra proteine

strutturali virali e ubiquitino-ligasi, ad esempio dimostrando che la sovraespressione

dei domini WW blocca la gemmazione virale e che l’attività enzimatica di particolari

ubiquitino-ligasi HECT e la loro associazione col pathway dei MVB non solo

promuove la gemmazione virale dipendente dal dominio PPxY, ma è necessaria

affinché il virus possa fuoriuscire dalla cellula infettata51.
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Negli ultimi anni, infine, è stata individuata una quarta sequenza presumibilmente

identificabile come un L-domain, FPIV (Phe-Pro-Ile-Val), necessaria alla

gemmazione dei paramixovirus il cui partner cellulare, però, non è ancora stato

identificato81.

2.5.2 Ubiquitinazione

L’ubiquitina rappresenta il segnale di eccellenza per indicare una proteina come

substrato del sistema endocitico-lisosomale e, più in generale, come substrato per la

degradazione intracellulare. L’ubiquitinazione di una proteina coinvolge in

successione tre diversi enzimi indicati rispettivamente come E1, E2 ed E3. L’enzima

E1 ha il compito di attivare l’ubiquitina, l’E3 di legarla alla proteina substrato e l’E2

di trasferire l’ubiquitina attivata dal primo all’ultimo enzima coinvolto. Il destino

della proteina varia a seconda del numero di ubiquitine legate al substrato e del

particolare residuo di lisina implicato nel legame stesso. Più precisamente, la mono-

ubiquitinazione o la formazione di corte catene basate sul residuo di lisina 63 (K63)

dirige la proteina substrato ai MVB e di qui ai lisosomi, mentre la poli-

ubiquitinazione basata sul residuo di lisina 48 (K48) indirizza la proteina substrato

alla degradazione nei proteasomi45. Inoltre, l’ubiquitinazione rappresenta un

elemento estremamente importante nel riconoscimento e nell’interazione delle varie

proteine costituenti il pathway dei MVB. Infatti, molte di tali proteine non solo

presentano diversi domini in grado di riconoscere l'ubiquitina, ma sono esse stesse

ubiquitinate104.

Aspetto opposto e complementare a quanto appena descritto è la deubiquitinazione.

Il processo che porta alla formazione delle vescicole nei MVB e all’introduzione

delle proteine cargo al loro interno, infatti, prevede l’intervento di enzimi

specificamente in grado di rimuovere l’ubiquitina dalla proteina substrato prima della

sua incorporazione nella vescicola e, più in generale, l’intervento di tali enzimi

potrebbe costituire una forma di regolazione dell’intero sistema basato sui complessi

ESCRT104.

Come già accennato, l’ubiquitinazione delle proteine strutturali virali rappresenta la

seconda strategia sfruttata dai virus per interagire con i protagonisti della biogenesi

dei MVB, anche se questo aspetto risulta piuttosto controverso. Diversi retrovirus, tra

cui HIV-1, incorporano elevati livelli di ubiquitina non coniugata all’interno delle
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particelle neo-formate e la proteina p6 di Gag, a propria volta, risulta essere mono-

ubiquitinata, seppur a bassi livelli. Se, da un lato, la presenza dell’ubiquitina non-

coniugata potrebbe essere spiegata come un fenomeno secondario legato

semplicemente alla presenza cospicua di tale molecola nel pathway utilizzato dal

virus per gemmare, dall’altro, la coniugazione dell’ubiquitina a Gag potrebbe non

essere così casuale, soprattutto considerando la presenza di un dominio PPxY al suo

interno. Ciononostante, il rilascio e la replicazione di HIV-1 non sono minimamente

alterati da mutazioni a carico dei residui di lisina della proteina p6 che costituiscono

il sito di attacco dell’ubiquitina. Sebbene il ruolo funzionale dell’ubiquitinazione di

Gag, quindi, non sia chiaro è comunque rilevante il fatto che l’eliminazione del pool

di ubiquitina libera presente nella cellula implichi l’arresto della gemmazione virale

nelle sue fasi terminali, anche se questo fenomeno potrebbe essere conseguenza della

mancata ubiquitinazione di fattori cellulari coinvolti nel pathway piuttosto che di

proteine virali30. Indipendentemente dal coinvolgimento diretto dell’ubiquitinazione

nell’incorporazione finale delle proteine strutturali nel virione, è stato dimostrato che

la presenza di motivi PPxY nelle medesime proteine favorisce la gemmazione virale

mediante il reclutamento delle HECT ubiquitino-ligasi, in particolare delle proteine

WWP1, WWP2 e AIP493. Ciascuna di tali proteine presenta tre domini caratteristici:

un dominio WW responsabile del riconoscimento del substrato, un dominio di

legame alla membrana responsabile della localizzazione dell’enzima ed infine un

dominio HECT ubiquitino-ligasico responsabile dell’ubiquitinazione delle proteine

bersaglio51. E’ importante sottolineare quindi che la presenza del dominio PPxY

potrebbe avere come scopo non l’ubiquitinazione della proteina virale di

appartenenza, quanto piuttosto quello di richiamare nel sito di gemmazione le

ubiquitino-ligasi che, a propria volta, potrebbero veicolare fattori cellulari bersaglio

dell’ubiquitinazione ed essenziali nel processo di formazione delle vescicole93. In

quest’ottica, infine, potrebbe essere spiegata anche la frequente co-presenza dei

domini P(T/S)AP e PPxY nella medesima proteina strutturale. Una volta reclutata,

l’ubiquitino-ligasi potrebbe ubiquitinare una proteina cellulare o virale presente in

loco o trascinare con sé una proteina precedentemente ubiquitinata fino al sito di

gemmazione così da favorire l’interazione con Tsg101, a propria volta reclutato

mediante il dominio P(T/S)AP, o viceversa30.
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In conclusione, la relazione tra ubiquitina, ubiquitino-ligasi e gemmazione virale

risulta evidente, anche se i meccanismi che sottendono tale rapporto non sono ancora

stati identificati.
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3. SCOPO

Numerosi studi svolti negli ultimi anni hanno ormai reso noto che svariati virus a

RNA dotati di envelope, tra cui retrovirus, rabdovirus, filovirus, arenavirus e,

presumibilmente, orto- e paramixovirus sfruttano specifici organelli cellulari noti

come multivesicular bodies (MVB) per l’acquisizione del proprio rivestimento

lipidico e la gemmazione dalla cellula infettata56. I MVB, elemento centrale del

pathway endocitico-lisosomale cellulare, sono degli organelli membranosi

caratterizzati dalla presenza di centinaia di vescicole interne, la cui biogenesi è

topologicamente identica al processo di gemmazione virale69, 104. Le strategie messe

a punto dai virus a RNA dotati di envelope per poter utilizzare a proprio vantaggio il

complesso sistema proteico responsabile della formazione di tali vescicole sono

fondamentalmente due: la presenza di Late domain nelle loro proteine strutturali e/o

la loro ubiquitinazione11, 56.

Alcune recenti pubblicazioni suggeriscono che anche i virus a DNA dotati di

envelope possano adottare una strategia analoga a quella dei virus a RNA nelle fasi

finali del proprio ciclo replicativo10, 15, 19. Il presente lavoro si propone di apportare

ulteriori prove a favore di tale ipotesi, in particolar modo per quel che riguarda

l’herpes simplex virus di tipo 1 (HSV-1), scelto come modello di riferimento di una

delle principali famiglie di virus a DNA dotati di envelope: gli Herpesviridae.
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4. MATERIALI E METODI

MATERIALI

4.1 Linee cellulari

293T: cellule embrionali di rene umano, a morfologia stellata, che esprimono

costitutivamente l'antigene T del virus vacuolante della scimmia (SV40) garantendo

un’efficiente replicazione dei vettori plasmidici che contengono l'origine di

replicazione di tale virus. Le cellule 293T sono state gentilmente fornite dal Dott. D.

Baltimore (Rockfeller University, New York, USA) (ATTC Number CRL-11268).

VERO: cellule di rene di scimmia, ampiamente usate per studiare i meccanismi di

replicazione e di infezione di molti virus, tra cui HSV-1 (ATCC Number CCL-81).

Le cellule sono state coltivate in terreno di crescita DMEM (Dulbecco’s modified

Eagle’s medium), addizionato con il 10% (v/v) di siero fetale bovino (FBS, fetal

bovine serum) (Gibco), inattivato a 56°C per 30 minuti, e con gli antibiotici

penicillina (100 U/ml) (Sigma) e streptomicina (100 µg/ml) (Sigma).

Tutte le colture cellulari sono state mantenute alla temperatura costante di 37°C in

ambiente umidificato al 5% di anidride carbonica e sottoposte a periodici controlli di

routine per escludere contaminazioni.

4.2 Ceppi virali

HSV-1 Ceppo F: interamente sequenziato (numero di riferimento NCBI: 10306)

rappresenta uno dei ceppi di riferimento per HSV-1. Questo isolato è stato

gentilmente fornito dal Prof. Roizman (University of Chicago, Illinois, USA).

HSV-1 V41: virus ricombinante contenente la sequenza genica di UL48 fusa in

frame con quella della green fluorescent protein (GFP). Il virus risulta paragonabile

al wild type per quel che riguarda infettività e capacità replicativa47. Tale virus è stato

gentilmente fornito dal Prof. O’Hare (Marie Curie Research Institute, UK).
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4.3 Plasmidi

pcDNA3.1+ (Invitrogen): vettore per l’espressione di sequenze geniche in cellule di

mammifero. Tale plasmide contiene a monte del sito di policlonaggio il

promotore/enhancer precocissimo del citomegalovirus umano (HCMV) e l’origine di

SV40 che permette la replicazione episomale in linee cellulari infettate in modo

latente da SV40 o che esprimono l’antigene T del medesimo virus. Inoltre, la

presenza del gene per la resistenza alla neomicina, rende possibile la selezione di

linee cellulari stabilmente trasfettate con tale costrutto.

pcDNA3.1/V5-His/TOPO (Invitrogen): plasmide derivante dal vettore pcDNA3.1+

(Invitrogen). La sequenza relativa al sito di policlonaggio di questo plasmide è

interrotta e presenta alle estremità 3’ delle deossitimidine libere atte all’inserimento

di un prodotto di PCR previa opportuna poliadenilazione di quest’ultimo.

pKXSB: plasmide contenente le sequenze geniche UL33, UL34, UL35, UL36 e

UL37 (parziale) di HSV-1, ceppo KOS, introdotte a livello dei siti di restrizione XbaI

e EcoRI del sito di policlonaggio del vettore pUC19. Questo plasmide è stato

gentilmente fornito dal Dott. P. Desai (Johns Hopkins University, Maryland, USA).

pBJ5: plasmide di espressione eucariotico contenente il promotore ibrido SRα

costituito dalla sequenza del promotore precoce di SV40 fusa con la regione R ed U5

derivata dalla LTR (Long Terminal Repeat) del virus della leucemia umana tipo 1

(Human T-cell leukemia virus type 1, HTLV-1)98. Tale plasmide è stato gentilmente

concesso dal Dott. Göttlinger (University of Massachuetts Medical School,

Massachusetts, USA).

pBJ5Nedd4-1: plasmide contente la sequenza genica codificante l’ubiquitino-ligasi

Nedd4-1 fusa con l’epitopo Flag all’estremità N-terminale, posta sotto il controllo

del promotore ibrido SRα94. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott.

Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5Nedd4-2: plasmide contente la sequenza genica codificante l’ubiquitino-ligasi

Nedd4-2 fusa con l’epitopo Flag all’estremità N-terminale, posta sotto il controllo
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del promotore ibrido SRα94. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott.

Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5WWP1: plasmide contente la sequenza genica codificante l’ubiquitino-ligasi

WWP1 fusa con l’epitopo Flag all’estremità N-terminale, posta sotto il controllo del

promotore ibrido SRα94. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott.

Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5WWP2: plasmide contente la sequenza genica codificante l’ubiquitino-ligasi

WWP2 fusa con l’epitopo Flag all’estremità N-terminale, posta sotto il controllo del

promotore ibrido SRα94. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott.

Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5AIP4: plasmide contente la sequenza genica codificante l’ubiquitino-ligasi AIP4

fusa con l’epitopo Flag all’estremità N-terminale, posta sotto il controllo del

promotore ibrido SRα94. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott.

Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5Tsg101HA: plasmide contente la sequenza genica codificante la proteina

cellulare Tsg101 fusa con l’epitopo HA, posta sotto il controllo del promotore ibrido

SRα94. Questo plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott. Göttlinger (University

of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5AIP1HA: plasmide contente la sequenza genica codificante la proteina cellulare

AIP1 fusa con l’epitopo HA, posta sotto il controllo del promotore ibrido SRα94.

Questo plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott. Göttlinger (University of

Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5HAUb: plasmide contente la sequenza genica codificante la forma monomerica

dell’ubiquitina fusa con l’epitopo di emoagglutinina HA, posta sotto il controllo del

promotore ibrido SRα94. Questo costrutto deriva da un vettore che esprime un

precursore ottamerico dell’ubiquitina, contenente un epitopo HA all’estremità N-

terminale di ogni unità. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal Dott. Göttlinger

(University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).
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pBJ5UbHA K48R: costrutto derivante dal plasmide pBJ5HAUb e codificante una

forma mutante dell’ubiquitina fusa all’epitopo HA in cui il residuo di lisina 48 è

sostituito da un residuo di arginina. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal

Dott. Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pBJ5UbHA K63R: costrutto derivante dal plasmide pBJ5HAUb e codificante una

forma mutante dell’ubiquitina, fusa all’epitopo HA, in cui il residuo di lisina 63 è

sostituito da un residuo di arginina. Tale plasmide è stato gentilmente fornito dal

Dott. Göttlinger (University of Massachusetts Medical School, Massachusetts, USA).

pTL1-HAUb wt: plasmide derivante dal vettore pTL149 in cui è stata clonata la

sequenza codificante la proteina ubiquitina fusa all’epitopo HA43. Questo plasmide è

stato gentilmente fornito dalla Prof.ssa Campadelli-Fiume (Università di Bologna).

pTL1-HAUb K0: plasmide derivante dal vettore pTL1-HAUb wt e codificante una

forma della proteina ubiquitina in cui tutti i residui di lisina sono mutati in arginina49.

Questo plasmide è stato gentilmente fornito dalla Prof.ssa Campadelli-Fiume

(Università di Bologna).

pEP36: vettore contenente la sequenza del gene codificante la proteina del tegumento

di HSV-1 UL36. Questo plasmide è stato gentilmente fornito dalla Prof.ssa

Campadelli-Fiume (Università di Bologna).

pBluescript II KS (+/-) phagemid (Stratagene): plasmide presentante un’origine di

replicazione per fagi f1 (+) e contente il promotore per l’RNA polimerasi del fago T3

e del fago T7, posti rispettivamente in 5’ e in 3’ rispetto al sito di policlonaggio.

Il mantenimento e la selezione dei plasmidi precedentemente descritti in cellule

procariotiche è stato possibile grazie alla presenza in ciascun costrutto dell’origine di

replicazione batterica ColE1 o pUC di Escherichia coli e del gene codificante la

resistenza all’antibiotico ampicillina (100 µg/ml). Per l’amplificazione dei diversi

plasmidi in cellule procariotiche sono stati utilizzati i ceppi di Escherichia coli DH5α

[endA1 hsdR17 (rK
-mK

+) glnV44thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relA1 ∆(laclZYA-

argF)U169 deoR (Ф80dlac∆(lacZ)M15)] o TOP10 [F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-
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mcrBC) Ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL

(StrR) endA1 nupG] (Invitrogen).

I ceppi batterici indicati sono stati coltivati in forma liquida in terreno Luria-Bertani

[L.B.: Bacto-triptone 1% (p/v), estratto di lievito 0.5% (p/v), NaCl 1% (p/v)] in

agitazione a 37°C o a 30°C a seconda del plasmide considerato. Quando necessario,

il terreno è stato solidificato mediante aggiunta di agar 1.5% (p/v) e reso selettivo

mediante l’aggiunta dell’opportuno antibiotico.

4.4 Oligonucleotidi innesco

Nelle reazioni a catena della polimerasi (PCR) sono stati utilizzati oligonucleotidi

innesco opportunamente disegnati e riportati in tabella 1.
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Primer Sequenza nucleotidica (5’-3’)

Temperatura

di

appaiamento

VP16HAF
5’ A TAC GCG GCC GCC ATG TAC CCA TAC GAC GTC CCA GAT TAC

GCT GAC CTC TTG GTC GAC GAG CTG 3’
58°C

VP16FlagF
5’ A TAC GCG GCC GCC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG

GAC CTC TTG GTC GAC GAG CTG 3’
58°C

VP16R 5’ CAT TAT GAA TTC CTA CCC ACC GTA CTC GTC AAT 3’ 54°C

UL36F1-1599

5’ GAT AAT GAA TTC GCC ACC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT

AAG GGT GGC GGA AAC AAC ACT 3’
58°C

UL36R1-1599 5’ GCG CTA GAA CAG CTG GGC GAG GTC 3’ 56°C

UL36F1-2301

5’ GAT AAT GAA TTC GCC ACC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT

AAG GGT GGC GGA AAC AAC ACT 3’
58°C

UL36R1-2301 5’ GCG CTA GAC CCC GCG AGC GAG GGC 3’ 56°C

UL36F9529-10139 5’ TTA ACG CTC TAG ACG CGC GCT ACG TCT CGC G 3’ 68°C

UL36R9529-10139 5’ CGA TCG AAA ACG CGT GTC TGG CGG CA 3’ 64°C

UL36MUT1F 5’ CGA TCC CAC CAC CGC CTG CCT CCG CCC CCA AGA CC 3’ 90°C

UL36MUT1R 5’ GGT CTT GGG GGC GGA GGC AGG CGG TGG TGG GAT CG 3’ 90°C

UL36MUT2F 5’ CCA CCA CCG CCT GCC GCC GCC CCC AAG ACC 3’ 89°C
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UL36MUT2R 5’ GGT CTT GGG GGC GGC GGC AGG CGG TGG TGG 3’ 89°C

UL36MUT3F 5’ GCG CCT TAC GGT CGC CGG CCG CGG CCT CTC CGG GGC TG 3’ 86°C

UL36MUT3R 5’ CA GCC CCG GAG AGG CCG CGG CCG GCG ACC GTA AGG CGC 3’ 86°C

UL36MUT10F
5’ ATC CCA CCA CCG CCT GCC TCC GCC GCC AAG ACC CCC

GCC GCA 3’
92°C

UL36MUT10R
5’ TGC GGC GGG GGT CTT GGC GGC GGA GGC AGG CGG TGG

TGG GAT 3’
92°C

FKpnI 5’ CCT TAA GAA GCT TGG TTC CGA GCT CGG ATC CAC 3’ 80°C

RKpnI 5’ GTG GAT CCG AGC TCG GAA CCA AGC TTC TTA AGG 3’ 80°C

UL47F
5’ AAT GAT GAA TTC GCC ACC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT

AAG TCG GCT CGC GAA CCC GCG GG 3’
64°C

UL47R 5’ AAT GAT CTC GAG TTA TGG GCG TGG CGG GCC TCC C 3’ 64°C

UL49F
5’ AAT GAT GAA TTC GCC ACC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT

AAG ACC TCT CGC CGC TCC GTG AAG 3’
60°C

UL49R 5’ AAT GAT GCG GCC GCT CAC TCG ACG GGC CGT CTG G 3’ 60°C

Tabella 1. Oligonucleotidi utilizzati e loro principali caratteristiche.



42

METODI

4.5 Tecniche di biologia molecolare

4.5.1 Preparazione del DNA plasmidico

Il DNA plasmidico in grande scala (“Maxi prep”) è stato estratto dal ceppo DH5α di

E. coli con il metodo della lisi alcalina e purificato con QIAGEN Plasmid Kit, un

sistema QIAGEN basato sull'utilizzo di colonne a scambio anionico. Con questo

procedimento il DNA plasmidico si lega alla resina della colonna e viene purificato

da RNA, proteine ed impurità ad alto peso molecolare mediante eluizione con

tamponi a bassa concentrazione salina. Il DNA plasmidico viene successivamente

eluito dalla colonna per mezzo di tamponi a maggiore concentrazione salina. Il

plasmide, una volta eluito, viene concentrato e pulito dai sali mediante precipitazione

con isopropanolo e lavaggio con etanolo al 70% (v/v). Con questa tecnica si

ottengono preparazioni plasmidiche ad elevato grado di purezza adatte agli

esperimenti di trasfezione delle cellule eucariotiche.

Nel caso di preparazioni plasmidiche in piccola scala (“Mini prep”), invece, è stato

utilizzato il protocollo della lisi alcalina modificato per piccoli volumi di coltura

batterica (3 ml)80. Il DNA ottenuto in seguito a precipitazione con etanolo al 95% è

stato risospeso in buffer TE (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8), contenente

RNAsi pancreatica (20 µg/ml, Roche).

Il DNA ottenuto è stato quindi sottoposto a controllo mediante restrizione enzimatica

(paragrafo 4.5.2) e successiva migrazione elettroforetica in gel d’agarosio in tampone

salino TBE 1X (Tris-borato 9 mM, EDTA 1 mM). Inoltre la quantità di acido

nucleico ottenuto è stato quantificato mediante lettura allo spettrofotometro

(Eppendorf, Biophotometer), alla lunghezza d’onda di 260 nm, corrispondente al

massimo di assorbimento, utilizzando cuvette di quarzo aventi un cammino ottico di

0,1 cm. La concentrazione del DNA è stata calcolata tramite la legge di Lambert-

Beer (A = ε x l x C, dove A = densità ottica; ε = coefficiente di estinzione molare,

che per il DNA a doppio filamento a 260 nm corrisponde a 6600 M-1 cm-1; l =

cammino ottico; C = concentrazione della soluzione). La presenza di eventuali

contaminazioni proteiche è stata rilevata tramite lettura della preparazione alla
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lunghezza d’onda di 280 nm, corrispondente al picco di assorbimento del legame

peptidico. Sono state considerate “pure” le preparazioni per le quali il rapporto

D.O.260/D.O.280 era compreso tra 1,8 e 2.

4.5.2 Restrizioni enzimatiche

Le reazioni di restrizione enzimatica del DNA sono state effettuate utilizzando gli

opportuni enzimi (Biolabs) nei rispettivi tamponi di reazione. Le reazioni sono state

condotte alla temperatura ottimale dell’enzima (in genere 37°C) per il tempo

richiesto, a seconda del tipo di endonuclesi impiegata e della quantità di acido

nucleico da digerire. Anche le unità di enzima impiegate sono state proporzionali alla

quantità di DNA da digerire.

Al termine della digestione, i campioni sono stati analizzati tramite migrazione

elettroforetica in gel d’agarosio. Inoltre, per verificare la corretta dimensione dei

frammenti sono stati impiegati opportuni marcatori di peso molecolare noto, tra cui il

Marker VII (0.25 µg/ml) e il Marker II (0.25 µg/ml) (Roche/Boehringer).

4.5.3 Tecniche di clonaggio

In questo lavoro sono state utilizzate le seguenti strategie di clonaggio:

− La sequenza genica da clonare è stata amplificata mediante la tecnica della

reazione a catena della polimerasi (PCR, paragrafo 4.5.5). A tale scopo sono

stati disegnati opportuni oligonucleotidi innesco in grado di amplificare

l’intera sequenza di interesse addizionata all’estremità 5’ di sequenze

corrispondenti ad epitopi noti (Flag o HA) e di sequenze di taglio

riconosciute specificamente da opportuni enzimi di restrizione sia

all’estremità 5’ che 3’ (Tabella 1). Alla fine della reazione di PCR la miscela

risultante è stata caricata in gel d’agarosio insieme ad opportuni marcatori di

peso molecolare noto per verificare la corretta dimensione degli amplificati.

La porzione di gel contenente la banda corretta è stata tagliata mediante

l’utilizzo di un bisturi ed il DNA è stato eluito grazie all’utilizzo del kit
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QIAGEN QIAquick gel extraction kit. Questo sistema è basato sulla

solubilizzazione dell'agarosio e sul successivo legame specifico degli acidi

nucleici, in presenza di un tampone ad alta concentrazione salina, alla

membrana di silice-gel di una colonna a scambio anionico. Le impurità, quali

sali, agarosio, etidio bromuro, non sono trattenute dalla membrana di silice

ed il DNA così purificato viene eluito con un tampone ad alta forza ionica.

Successivamente sia il frammento purificato che il vettore in cui tale

frammento doveva essere inserito sono stati sottoposti a taglio enzimatico

con gli opportuni enzimi di restrizione. I prodotti delle digestioni quindi sono

stati separati in gel d’agarosio, purificati ed infine ligati tra loro. A tale scopo

sono state sfruttate le proprietà enzimatiche della DNA ligasi del batteriofago

T4 (4x105 U/ml) (Biolabs), capace di catalizzare in vitro la formazione di

legami fosfodiesterici tra il residuo di fosfato in 5' ed il gruppo idrossilico in

3' delle estremità adiacenti. Le reazioni sono state effettuate in un volume

finale di 10 µl impiegando 0.5 unità di ligasi e incubate per 16 ore a 16°C.

Le quantità dei due frammenti usate nella reazione di ligazione sono state

calcolate utilizzando la seguente formula:

X(ng)= Y (pb) x 50/ V (pb)

Dove: X = ng dell’inserto

Y (pb) = dimensioni in paia di basi dell’inserto

50 = 50 ng di vettore

V (pb) = dimensioni in paia di basi del vettore plasmidico

I prodotti della ligazione sono stati utilizzati per la trasformazione dei batteri

DH5α come descritto nel paragrafo 4.5.4.

Le colonie resistenti all'ampicillina in seguito sono state incubate in 5 ml di

terreno LB, in presenza dell'antibiotico, e fatte crescere 12 ore a 37°C. La

correttezza del DNA plasmidico è stata verificata successivamente mediante

restrizione enzimatica o sequenziamento in seguito all’estrazione del DNA

secondo il protocollo delle "Mini prep" (si veda paragrafo 4.5.1).
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− La seconda strategia di clonaggio si è basata sull’utilizzo del pcDNA3.1/V5-

His/TOPO TA cloning kit dell’Invitrogen. In questo caso il frammento

d’interesse, ottenuto mediante PCR e opportunamente verificato, è stato

sottoposto a poliadenilazione allo scopo di aggiungere delle sequenze di

poliadenina alle sue estremità. La reazione di poliadenilazione è stata eseguita

sfruttando la proprietà della polimerasi AmpliTaq® Gold (Applied Biosystem)

di aggiungere spontaneamente delle code di poliadenina alle estremità dei

prodotti di amplificazione. Tale reazione quindi è stata eseguita preparando

una miscela contenente il frammento di PCR purificato, un tampone

contenente MgCl2 1.5 mM, dATP 0.2 mM e una quantità di enzima pari a 1U,

preventivamente attivato (95°C per 10 minuti). La miscela così ottenuta è

stata incubata a 70°C per 30 minuti. Il frammento poliadenilato quindi è stato

introdotto nel vettore pcDNA3.1/V5-His/TOPO incubando per 30 minuti a

temperatura ambiente una miscela contenente 400-500 ng dell’inserto, 10 ng

di vettore e un’opportuna soluzione salina (NaCl 1.2M e MgCl2 0.06M). Il

costrutto così ottenuto è stato utilizzato per trasformare dei batteri TOP10

come riportato nel paragrafo 4.5.4. L’amplificazione e il controllo del

plasmide desiderato è stato infine valutato in modo analogo a quanto descritto

precedentemente.

− L’ultima strategia di clonaggio si è basata sull’ottenimento del frammento di

DNA da clonare mediante restrizione enzimatica eseguita su un plasmide

contenente la sequenza genica di interesse. Il frammento è stato purificato da

gel d’agarosio e ligato con l’opportuno plasmide, a propria volta sottoposto

ad opportuna restrizione con i medesimi enzimi e purificato. Dopo la

ligazione, i costrutti contenenti il frammento d’interesse sono stati identificati

seguendo lo stesso procedimento descritto per la prima strategia di clonaggio.

4.5.4 Competenza e trasformazione batterica

I plasmidi ed i prodotti delle reazioni di ligazione sono stati utilizzati per la

trasformazione di cellule di E.coli, ceppo DH5α o TOP10 rese artificialmente

competenti mediante la tecnica del cloruro di calcio.
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Le colonie batteriche sono state fatte crescere a 37°C in 3 ml di terreno liquido LB

contenente MgCl2 15 mM, in assenza di antibiotici per circa 12 ore, fino a

raggiungere una densità ottica compresa tra 0.4 e 0.6 alla lunghezza d'onda di 600

nm. In seguito, l'inoculo è stato trasferito in 500 ml dello stesso terreno. Una volta

raggiunta la densità ottica desiderata, la coltura è stata raffreddata rapidamente in

ghiaccio per interrompere la crescita batterica; i batteri sono stati quindi sedimentati

per centrifugazione a 3500 rpm a 4°C per 15 minuti e risospesi in una soluzione

fredda contenente MnCl2-4H2O 10 mM, CaCl2 50 mM, MES [2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid] 10 mM pH 6.3. I batteri sono stati poi centrifugati,

delicatamente risospesi in 12,5 ml della stessa soluzione fredda addizionata di

glicerolo al 15% (v/v) e quindi aliquotati e conservati a -80°C.

La trasformazione batterica è stata effettuata addizionando a 50 µl di cellule

batteriche competenti il DNA plasmidico (100-300 ng), o i prodotti delle reazioni di

ligazione. Dopo aver lasciato incubare la miscela in ghiaccio per 30 minuti, la stessa

è stata sottoposta a shock termico mediante esposizione a 37°C per 2 minuti ed

immediata reintroduzione in ghiaccio. I batteri quindi sono stati incubati a 30°C o a

37°C per un'ora in 200 µl di LB, consentendo così l’espressione e la sintesi della

proteina che conferisce la resistenza all'antibiotico di selezione.

In seguito, tutta la sospensione è stata seminata in piastre Petri contenenti LB-Agar

addizionato con ampicillina 100 µg/ml ed incubata 12 ore a 30°C o a 37°C al fine di

selezionare i batteri trasformati.

4.5.5 Reazione di amplificazione a catena della polimerasi (PCR)

Per l’amplificazione dei frammenti di DNA di interesse è stata utilizzata la tecnica di

amplificazione a catena della polimerasi (PCR). Generalmente sono state preparate

delle miscele contenenti 5 µl di tampone 10x (Tris-HCl 100 mM pH 8.3, KCl 500

mM, MgCl2 15mM), 8 µl di dNTP 625 �M, 1 µl di oligonucleotide senso 10 µM, 1

µl di oligonucleotide non senso 10 µM, 0.2 µl di AmpliTaq® Gold 5 U/µl, 100 ng di

DNA ed acqua deionizzata fino ad un volume di 50 µl. La reazione di amplificazione

è stata effettuata in termociclatore (Mastercycler personal, Eppendorf) mediante la

ripetizione di 30 cicli successivi comprendenti una fase di denaturazione a 94°C, una

di appaiamento degli oligonucleotidi alla temperatura richiesta ed una di elongazione
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a 72°C. Allo scopo di denaturare il DNA e di attivare la polimerasi, si è fatto

precedere ai 30 cicli di PCR una incubazione della miscela di reazione a 94°C per 5

minuti. Tutti i reagenti utilizzati sono Applied Biosystem.

Nel caso di amplificazioni relative ai prodotti genici di HSV-1, invece, a causa

dell’elevato contenuto in G-C che li contraddistingue, è stato necessario ricorrere al

kit Bio-rad iProofTM High-Fidelity DNA Polymerase. In questo caso la miscela di

reazione, caratterizzata da un volume analogo a quello descritto precedentemente,

comprendeva: 10 µl di tampone 5X specifico per sequenze ricche in G-C, 4 µl di

dNTP 2.5 mM, 2.5 µl di ciascun oligonucleotide innesco 10 µM, 1.5 µl di

dimetilsolfossido 3%, 0.5 µl di polimerasi 2 U/µl, 200 ng di DNA e acqua

deionizzata. La reazione di amplificazione è stata effettuata in termociclatore

(Mastercycler personal, Eppendorf) mediante la ripetizione di 35 cicli successivi

comprendenti una fase di denaturazione a 98°C, una di appaiamento degli

oligonucleotidi alla temperatura richiesta ed una di elongazione a 72°C. Allo scopo

di denaturare il DNA e di attivare la polimerasi, si è fatto precedere ai 35 cicli di

PCR una incubazione della miscela di reazione a 98°C per 1 minuto. I frammenti

ottenuti sono stati caricati in gel d’agarosio utilizzando gli opportuni marcatori di

peso molecolare per verificarne le corrette dimensioni.

4.5.6 Mutagenesi sito-specifica

Per introdurre le mutazioni sito-specifiche all’interno delle sequenze d’interesse è

stata utilizzata la tecnica della reazione a catena della polimerasi (PCR) utilizzando

opportuni oligonucleotidi innesco tali da appaiare perfettamente con la sequenza

originaria tranne che per uno o più nucleotidi. La miscela di reazione comprendeva:

5 µl di tampone 10X specifico per l’enzima utilizzato (200 mM Tris-HCl pH 8.8, 20

mM MgSO4, 100 mM KCl, 100 mM (NH4)2SO4, 1% Triton® X-100, 1 mg/ml

nuclease-free BSA), 1.25 µl di ciascun oligonucleotide innesco 10 µM, 5 µl di dNTP

2.5 M, 1 µl di polimerasi PFU UltraTM High-Fidelity DNA (2.5 U/µl) (Stratagene),

50 ng di DNA e acqua deionizzata fino ad un volume finale di 50 µl. La reazione di

amplificazione è stata effettuata in termociclatore (Mastercycler personal,

Eppendorf) mediante la ripetizione di 12 o 16 cicli successivi (per la sostituzione

rispettivamente di uno o più nucleotidi) comprendenti una fase di denaturazione a

95°C, una di appaiamento degli oligonucleotidi a 55°C ed una di elongazione a 68°C
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al termine della quale lo stesso ciclo è stato ripetuto un’ultima volta. Allo scopo di

denaturare il DNA e di attivare la polimerasi, si è fatto precedere ai cicli di PCR una

incubazione della miscela di reazione a 95°C per 1 minuto. Immediatamente in

seguito alla reazione di PCR la miscela è stata sottoposta a digestione enzimatica con

1 µl dell’enzima DpnI (Biolabs) per un’ora a 37°C. L’enzima, riconoscendo e

digerendo specificamente solo il DNA metilato ed emimetilato, viene utilizzato per

eliminare il DNA parentale da quello mutagenizzato. Infine 5 µl del digerito sono

stati utilizzati per trasformare i batteri DH5α. Una volta amplificato ed estratto, la

mutazione presente nel DNA è stata verificata mediante sequenziamento (paragrafo

4.5.7).

4.5.7 Sequenziamento di plasmidi

Oltre all’analisi mediante restrizione enzimatica, i costrutti ottenuti in questo lavoro

di tesi sono stati controllati tramite sequenziamento. La reazione di sequenziamento è

stata allestita impiegando il kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction (Applied Biosystem), basato sul metodo di Sanger modificato89. Tale kit

contiene i 4 dideossinucleotidi trifosfato (ddNTP) coniugati specificamente con un

cromoforo, i deossinucleosidi-trifosfati, l’enzima AmpliTaq® Gold e il tampone di

reazione. La reazione è stata portata a termine in un volume finale di 10 µl in

presenza di 3.2 pmol di primer innesco, 1 µl della miscela del kit, 1 µl di tampone

specifico 5X (Tris-HCl 200 mM, pH 9.0, MgCl2 5 mM) e 200 ng di DNA

plasmidico. La reazione di sequenziamento è stata condotta in un termociclatore

(Mastercycler personal, Eppendorf) mediante 30 cicli di amplificazione, dove ogni

ciclo è composto dalle seguenti temperature: 95°C per 30 secondi, 50°C per 10

secondi, 60°C per 4 minuti. Il prodotto della reazione è stato precipitato in presenza

di 1/10 del volume di sodio acetato 3M pH 4.6 e 2 volumi di etanolo e risospeso in

acqua per essere caricato nel sequenziatore automatico (ABI PRISMA 3100, Applied

Biosystem). Tale strumento utilizza il metodo di separazione su gel capillare ed i

frammenti di DNA vengono analizzati da un rivelatore, che converte la diversa

fluorescenza emessa dai cromofori eccitati (corrispondente ai diversi ddNTP
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terminatori) in un picco di colore diverso. Il risultato di un sequenziamento

automatico, quindi, corrisponde ad un profilo densitometrico di picchi fluorescenti.

4.6 Tecniche di biologia cellulare

4.6.1 Tecniche di trasfezione

Il trasferimento in transient di DNA esogeno in cellule 293T è stato realizzato

utilizzando complessi liposomici di lipidi cationici (LipofectamineTM 2000,

Invitrogen).

Il giorno precedente la trasfezione, sono state seminate 1,5x106 cellule 293T in una

fiasca con superficie di 25 cm2 (T25) (Falcon) in DMEM con 10% (v/v) di FBS,

senza antibiotici in un volume finale pari a 5 ml. Trascorse 24 ore, quando le cellule

sono risultate ad una confluenza del 60-80%, si è proceduto alla trasfezione in vitro

allestendo due miscele di reazione così costituite:

miscela 1: 500 �l di DMEM senza siero e 20 µl di soluzione di liposomi

miscela 2: 500 �l di DMEM senza siero ed il DNA da trasfettare. La quantità totale

di DNA da utilizzare è 8 µg; nel caso in cui il DNA specifico impiegato

nell’esperimento fosse in quantità inferiore, è stato addizionato il plasmide

pBluescript II KS (+/-) phagemid fino a raggiungere la quantità di acido nucleico

ottimale.

La miscela 1 è stata addizionata alla miscela 2 e incubata per 20 minuti a temperatura

ambiente; nel frattempo è stato sostituito il terreno al monostrato di cellule con 4 ml

di DMEM addizionato di FBS al 10% (v/v). Successivamente, la miscela unica è

stata aggiunta al monostrato di 293T e le cellule sono state incubate a 37°C per un

opportuno intervallo di tempo (24-48 ore).

Nel caso in cui la trasfezione sia stata eseguita in fiasche con superficie pari a 75

cm2 (T75) (Falcon), il giorno precedente sono state seminate 3x106 cellule 293T, in

DMEM con 10% (v/v) di FBS, senza antibiotici in un volume finale di 10 ml.

Trascorse 24 ore, si è proceduto come precedentemente descritto allestendo due

miscele di reazione così costituite:

miscela 1: 1.5 ml di DMEM senza siero e 50 µl di soluzione di liposomi

miscela 2: 1.5 ml di DMEM senza siero ed il DNA da trasfettare. La quantità totale

di DNA da utilizzare è 20-24 µg eventualmente raggiunti addizionando il plasmide
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pBluescript II KS (+/-) phagemid fino a raggiungere la quantità di acido nucleico

ottimale.

4.6.2 Preparazione e titolazione di stock virali di HSV-1 

Gli stock virali sono stati preparati mediante amplificazione del virus su monostrato

di cellule VERO. Le cellule sono state lavate con PBS 1X (NaCl 8.18 g, KCl 0.2 g,

Na2HPO4 1.78 g, KH2PO4 0.24 g e acqua deionizzata per raggiungere il volume di 1

litro) ed infettate lasciando adsorbire il virus per 60 minuti a 37°C in atmosfera

umidificata e al 5% di anidride carbonica. Quindi, il monostrato di cellule è stato

lavato nuovamente in PBS 1X ed è stato aggiunto DMEM al 2% (v/v) di FBS. Le

cellule infettate infine sono state raccolte e sottoposte a vari cicli di gelo-scongelo e

sonicatura. Dopo aver centrifugato l’omogenato così ottenuto a 13000 rpm per 5

minuti, il sovranatante è stato aliquotato e congelato a –80°C, dopo l’aggiunta di

FBS al 50% (v/v) finale.

I ceppi ottenuti sono stati titolati sulle stesse linee cellulari utilizzate per la loro

produzione. Le cellule sono state seminate in piastre da 24 pozzetti alla densità di 105

cellule/ml e lasciate aderire a 37°C per 24 ore. Successivamente le cellule sono state

lavate con PBS 1X ed infettate con 200 µl di DMEM senza siero, contenente

concentrazioni scalari (in base 10) di virus. Si è lasciato adsorbire il virus per 60

minuti a 37°C, quindi si è lavato nuovamente il monostrato in PBS 1X e si è

aggiunto DMEM al 2% (v/v) di FBS, addizionato con il 2% di carbossi-

metilcellulosa (Sigma). Dopo un’incubazione di 48 ore a 37°C, sono state contate le

placche formatesi sul monostrato per effetto citopatico del virus. Il titolo virale è

stato espresso come PFU/ml.

4.6.3 Infezione di colture cellulari con HSV-1 

 

Il procedimento di infezione di cellule in monostrato (293T) da parte dei ceppi virali

descritti è stato del tutto analogo a quanto descritto nel paragrafo precedente.

L’infezione generalmente è stata monitorata mediante osservazione al microscopio

ottico. Quando circa l’80-90% delle cellule mostrava i caratteristici effetti citopatici

dell’infezione, quali la formazione delle placche di lisi, sono state raccolte per le
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successive procedure di lisi (paragrafo 4.6.4) o fissate per verificare la localizzazione

di determinate proteine mediante immunofluorescenza indiretta (paragrafo 4.6.8).

4.6.4 Immunoprecipitazione (IP)

La tecnica dell’immunoprecipitazione è stata utilizzata per purificare da lisati di

cellule trasfettate in transient la proteina oggetto d’analisi, arricchendone la

concentrazione. Tale tecnica sfrutta il riconoscimento specifico tra un anticorpo,

coniugato ad una matrice solida di sefarosio (Protein G SepharoseTM 4 Fast Flow,

GE Healthcares), e il corrispondente epitopo antigenico fuso alla proteina da

immunoprecipitare.

A 48 ore dalla trasfezione le cellule sono state lavate in PBS 1X e lisate in uno dei

seguenti tamponi di lisi addizionati di una miscela di inibitori delle proteasi (Roche):

RIPA 1X [PBS 1X, NP40 (Sigma) 1% (v/v), Sodio Deossicolato 0.5% (v/v) (Sigma),

SDS 0.05 % (v/v) (Bio-Rad)] o EBC [Tris 50 mM pH 8.00, NaCl 170 mM, NP40

(Sigma) 0.5%].

Per favorire la lisi le cellule sono state incubate in ghiaccio per 30 minuti e

successivamente centrifugate a 13000 rpm per 20 minuti così da poter separare i

lisati dalle carcasse cellulari.

Nel frattempo, al fine di garantire la formazione del complesso biglia-anticorpo, 50

µl di biglie per campione di cellule trasfettate sono state lavate col tampone di lisi e

incubate a temperatura ambiente per tre ore in agitazione con 0.4 µg/ml

dell’anticorpo specifico per l’epitopo fuso alla proteina di interesse.

Successivamente, i complessi biglia-anticorpo sono stati nuovamente lavati nel

tampone di lisi per eliminare l’anticorpo in eccesso e, quindi, incubati in agitazione

con i lisati cellulari per 2 ore a 4°C. Generalmente 30 µl di lisati cellulari venivano

conservati per verificare l’espressione della proteina d’interesse.

Al termine di questa seconda incubazione i complessi definitivi biglia-anticorpo-

proteina sono stati ulteriormente lavati col tampone di lisi e risospesi in 50 µl del

tampone di caricamento Loading Buffer (LB) 2X (6.25 ml di Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8,

10.03 ml di acqua distillata, 2.25 ml di glicerolo, 5 ml di SDS 10%, 0.25 ml di blu di

bromofenolo 1% e 1.22 ml di β-mercaptoetanolo). I campioni così ottenuti sono stati

bolliti per qualche minuto per separare i complessi formatisi, sottoposti a SDS-gel

elettroforesi (paragrafo 4.6.6) ed analizzati mediante Immunoblot (paragrafo 4.6.7).
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4.6.5 Co-immunoprecipitazione (Co-IP)

Questa tecnica si basa sull’evidenza che la maggior parte delle interazioni proteiche

che avvengono in vivo sono mantenute quando la cellula è sottoposta a lisi in

condizioni non denaturanti. Quindi se due proteine interagiscono in vivo,

immunoprecipitandone una con un anticorpo specifico in vitro, si dovrebbe ottenere

anche la precipitazione dell’altra.

La procedura seguita ricalca quella delle immunoprecipitazioni, ma con alcune

importanti modifiche. Infatti, generalmente è stato usato un tampone lisi (addizionato

di inibitori delle proteasi) non denaturante e contenente un detergente non ionico

come l’NP40, in modo da preservare le interazioni tra le proteine del lisato [NP40

1X: NP40 (Sigma) 2.5%, Tris-HCl 100 mM pH 7.4, NaCl 750 mM]. In alternativa è

stato usato un buffer di lisi contenente una minore percentuale di NP40, come l’EBC.

4.6.6 SDS-gel elettroforesi

I lisati cellulari sono stati addizionati con la soluzione LB 2X e, prima di essere

caricati in gel di acrilammide, incubati a 100°C per 5 minuti.

Per l’analisi delle proteine sono stati preparati minigel di acrilammide dello spessore

di 1.5 mm o gel ProteaII (Bio-rad) dello spessore di 0.75 mm come da ricetta:

− Gel di impaccamento al 4,5% (p/v) costituito da 4 ml di Tris-HCl 0.5 M, pH

6.8, 2.4 ml della soluzione acrilammide/bis 37.5:1 al 30% (p/v), 160 µl di

SDS 10% (p/v), 20 µl di N, N, N’, N’-tetra-metil-etilenediammina, TEMED,

80 µl di ammonio persolfato, APS 10% (p/v) e portato al volume finale di

16.06 ml con acqua deionizzata;

− Gel di corsa al 10% (o al 5%) (p/v) costituito da 12.5 ml di Tris-HCl 1.5 M,

pH 8.8, 16.6 ml (8.8 ml per il gel al 5%) della soluzione acrilammide/bis

37.5:1 al 30% (p/v), 500 µl di SDS 10% (p/v), 40 µl di TEMED e 200 µl di

APS 10% (p/v) e portato al volume finale di 50 ml con acqua deionizzata.

La migrazione elettroforetica è stata effettuata in presenza di un tampone di corsa

(3.02 g di Tris, 14.4 g di glicina, 10 ml di SDS 10% (p/v) e acqua distillata per

raggiungere il volume di 1 litro) con un’intensità di corrente costante come riportato

di seguito:
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− Minigel: 100 V per 2 ore e 30 minuti

− ProteaII: 70 V per tutta la notte (gel di corsa al 10%)

120 V→ 150 V per 7 ore (gel di corsa al 5%)

Tutti i reagenti utilizzati sono Bio-rad.

4.6.7 Immunoblotting

Le proteine separate in gel elettroforesi sono state trasferite elettricamente, su di una

membrana di nitrocellulosa (Hybond-C, Amersham LIFE SCIENCE),

precedentemente idratata in acqua deionizzata ed equilibrata in tampone di

trasferimento (tampone di corsa, privo di SDS, ma addizionato con metanolo al 20%

o al 5%, nel caso di gel in cui il trasferimento è stato prolungato per tutta la notte). Il

trasferimento è stato effettuato a 50 V per 2 ore o 17 V overnight. Successivamente,

per saturare i siti aspecifici, la membrana di nitrocellulosa è stata fatta incubare in

una soluzione costituita da latte scremato 5% (p/v) (Sigma), Tween-20 0.1% (Sigma)

e PBS1X. In seguito, la membrana è stata immersa in una soluzione contenente

l’anticorpo specifico per le proteine oggetto di analisi ed incubata per una notte a

4°C, in agitazione. Di seguito è riportata una tabella (Tabella 2) che riassume gli

anticorpi impiegati e le modalità di utilizzo.
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Anticorpo primario Diluizione di utilizzo

Monoclonale di topo α-Flag (Sigma) 1:2000

Monoclonale di topo α-HA (Covance) 1:1000

Policlonale di coniglio α-ubiquitina (Sigma) 1:100

Policlonale di coniglio α-VP1-3/146
Gentilmente concesso dal Prof.

Minson (University of Cambridge, UK)
1:5000

Policlonale di coniglio α-VP1-3/147
Gentilmente concesso dal Prof.

Minson (University of Cambridge, UK)
1:5000

Tabella 2. Anticorpi primari utilizzati e loro principali caratteristiche.

Dopo trattamento con l’anticorpo primario, la membrana è stata sottoposta a tre

lavaggi con PBS-T (PBS 1X, Tween-20 0.1%), ed è stata nuovamente incubata per

un’ora con l’anticorpo secondario anti-IgG di coniglio o anti-IgG di topo, coniugato

con l’enzima perossidasi di rafano (Amersham Pharmacia Biotech), diluito 1:5000 in

latte scremato 5% (p/v) e PBS-T. Infine, la membrana è stata immersa in una

soluzione di sviluppo utilizzando il kit per la rilevazione della chemioluminescenza

ECL plus Western Blotting Detection System (Amersham Biosciences);

successivamente è stata esposta su lastra fotografica (Kodak Biomax Mr Film).

Inoltre, il gel di poliacrilammide è stato colorato con Blu di Coomassie (0.05 g di Blu

di Coomassie (Sigma), 40 ml di metanolo, 10 ml di acido acetico e acqua distillata

per raggiungere il volume di 100 ml) e decolorato con una soluzione di metanolo

40% e acido acetico glaciale 10%.

4.6.8 Immunocitofluorescenza indiretta

Il giorno precedente la trasfezione, sono state seminate 1,5x105 cellule 293T su una

piastra da sei pozzetti (Costar) sul cui fondo sono stati deposti vetrini portaoggetti

sterili, in DMEM con 10% (v/v) di FBS, senza antibiotici in un volume finale 2 ml.
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Tali vetrini sono stati pretrattati con una soluzione di Poli-Lisina (0.1 mg/ml, Sigma)

per favorire l’adesione delle cellule. Trascorse 24 ore, quando le cellule presentavano

una confluenza del 60-80%, si è proceduto alla trasfezione in vitro. Dopo un

opportuno intervallo di tempo, i vetrini sono stati lavati in PBS1X e le cellule sono

state fissate in una soluzione di acetone e metanolo in rapporto 1:1 incubandole per 5

minuti a -20°C. Successivamente i vetrini sono stati incubati con BSA3%-PBS1X

per 30 minuti a temperatura ambiente e, quindi, con l’anticorpo primario diluito in

BSA3%-PBS1X per 1 ora e 30 minuti, in camera umida a temperatura ambiente.

Dopo 3 lavaggi in PBS1X, i vetrini sono stati incubati al buio con l’anticorpo

secondario diluito in BSA3%-PBS1X per 1 ora e 30 minuti, in camera umida a

temperatura ambiente. Infine, i vetrini sono stati lavati in acqua, coperti con una

goccia di soluzione di montaggio [glicerolo 90% (v/v) in PBS, N-propilgallato 0.2%

(p/v)] (Vectashield H-1000, Vector Laboratories) ed analizzati al microscopio a

confocale con obiettivo 63X ad immersione (LEICA DM IRBE).

Di seguito è riportata una tabella (Tabella 3) che riassume gli anticorpi impiegati e le

modalità di utilizzo:

Anticorpo Secondario Diluizione di utilizzo

Monoclonale di topo α-Flag (Sigma) 1:250

Monoclonale di coniglio α-LAMP-1 (Santa-Cruz) 1:50

Anticorpo Secondario Diluizione di utilizzo

Policlonale di capra α-IgG di coniglio
Alexa Fluor 568 (Invitrogen)

1:500

Policlonale di capra α-IgG di coniglio
coniugato a fluoresceina isotiocianato (FITC) (Sigma)

1:500

Policlonale di capra α-IgG di topo coniugato a
fluoresceina isotiocianato (FITC) (Sigma)

1:500

Tabella 3. Anticorpi primari e secondari utilizzati nel saggio di immunocitofluorescenza indiretta.
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5. RISULTATI

5.1 Premessa

Durante le fasi terminali del proprio ciclo replicativo, numerosi virus a RNA dotati di

envelope utilizzano le membrane di particolari organelli cellulari, i multivesicular

bodies (MVB), come base per l’acquisizione del proprio rivestimento lipidico e la

gemmazione dalla cellula infetta11, 56. Studi recenti hanno messo in evidenza come

tale strategia possa essere comune anche ai virus a DNA dotati di envelope15, in

particolar modo per quel che riguarda l’herpes simplex virus di tipo 1 (HSV-1)10, 19.

A tal proposito, è stato dimostrato che, bloccando il pathway di biogenesi dei MVB

mediante l’utilizzo di forme dominanti negative della proteina Vps4, si verifica una

netta riduzione nella produzione di particelle virali infettive10, 19. Inoltre, è stato

dimostrato che sussiste un’evidente relazione tra i MVB e una delle più importanti

glicoproteine di HSV-1, la glicoproteina B. Infatti, quest’ultima, non solo si

accumula a livello delle membrane dei MVB, ma, la sua corretta maturazione e

localizzazione intracellulare dipendono strettamente dall’efficienza nella biogenesi di

tali organelli. Oltre a ciò, gB risulta ubiquitinata mediante il residuo di lisina K63,

generalmente responsabile dell’introduzione di una proteina nel pathway endocitico-

lisosomale, e, mutanti deleti della coda citoplasmatica di gB, bersaglio

dell’ubiquitinazione, sono gravemente danneggiati nelle fasi finali di acquisizione

dell’envelope e gemmazione10. Data la fitta rete di interazioni che guidano

l’assemblaggio della particella virale di HSV-1, abbiamo ipotizzato che la

localizzazione di gB ai MVB potesse non essere un fenomeno isolato. In particolar

modo, l’attenzione è stata rivolta alle proteine del tegumento, elemento di

connessione tra le varie componenti strutturali virali. Un coinvolgimento comune

delle glicoproteine e delle proteine del tegumento nel pathway dei MVB, infatti,

potrebbe fornire nuova forza all’interpretazione di tali organelli come struttura

cellulare di base non solo per la gemmazione, ma anche per l’assemblaggio

definitivo della particella virale.
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5.2 Identificazione di Late domain nelle proteine del tegumento di HSV-1 

 

Com’è noto, una delle strategie impiegate dai virus per accedere al pathway dei

MVB è basata sulla presenza di particolari sequenze aminoacidiche, note come Late

domain (L-domain), all’interno delle proprie proteine strutturali56. Di conseguenza,

mediante analisi bioinformatiche, si è proceduto all’individuazione di eventuali

sequenze corrispondenti a potenziali L-domain nelle proteine del tegumento di HSV-

1. I risultati di tale ricerca hanno evidenziato la presenza di simili domini in due

proteine essenziali nel ciclo replicativo virale: VP1/2, codificata dal gene UL36, e

VP16, codificata dal gene UL48 (Figura 9).

Figura 9. Sequenza aminoacidica parziale delle proteine del tegumento di HSV-1 VP1/2 e VP16 in

cui sono stati evidenziati gli L-domain presenti: P(T/S)AP (giallo), YPxL (verde) e PPxY (azzurro).

MGGGNNTNPGGPVHKQAGSLASRAHMIAGTPPHSTMERGGDRDIVVTGARNQFAPDLEPGGSVSCMRSSLSFLSLIFDVG
PRDVLSAEAIEGCLVEGGEWTRATAGPGPPRMCSIVELPNFLEYPGARGGLRCVFSRVYGEVGFFGEPAAGLLETQCPAH
TFFAGPWALRPLSYTLLTIGPLGMGLFRDGDTAYLFDPHGLPEGTPAFIAKVRAGDMYPYLTYYTRDRPDVRWAGAMVFF
VPSGPEPAAPADLTAAALHLYGASETYLQDEAFSERRVAITHPLRGEIAGLGEPCVGVGPREGVGGPGPHPPTAAQSPPP
TRARRDDRASETSRGTAGPSAKPEAKRPNRAPDDVWAVALKGTPPTDPPSADPPSADPPSAIPPPPPSAPKTPAAEAAEE
DDDDMRVLEMGVVPVGRHRARYSAGLPKRRRPTWTPPSSVEDLTSGEKTKRSAPPAKTKKKSTPKGKTPVGAAVPASVPE
PVLASAPPDPAGPPVAEAGEDDGPTVPASSQALEALKTRRSPEPPGADLAQLFEAHPNVAATAVKFTACSAALAREVAAC
SRLTISALRSPYPASPGLLELCVIFFFERVLAFLIENGARTHTQAGVAGPAAALLEFTLNMLPWKTAVGDFLASTRLSLA
DVAAHLPLVQHVLDENSLIGRLALAKLILVARDVIRETDAFYGELADLELQLRAAPPANLYTRLGEWLLERSQAHPDTLF
APATPTHPEPLLYRVQALAKFARGEEIRVEAEDRQMREALDALARGVDAVSQHAGPLGVMPAPAGAAPQGAPRPPPLGPE
AVQVRLEEVRTQARRAIEGAVKEYFYRGAVYSAKALQASDNNDRRFHVASAAVVPVVQLLESLPVFDQHTRDIAQRAAIP
APPPIATSPTAILLRDLIQRGQTLDAPEDLAAWLSVLTDAANQGLIERKPLDELARSIRDINDQQARRSSGLAELRRFDA
LDAALGQQLDSDAAFVPAPGASPYPDDGGLSPEATRMAEEAL………VPTSQCAPRPPGPAVTAREARPGVPAESTRPAPVG
PRDDFRRLPSPQSSPAPPDATAPRPPASSRASAASSSGSRARRHRRARSLARATQASATTQGWRPPALPDTVAPVTDFAR
PPAPPKPPEPAPHALVSGVPLPLGPQAAGQASPALPIDPVPPPVATGTVLPGGENRRPPLTSGPAPTPPRVPVGGPQRRL
TRPAVASLSESRESLPSPWDPADPTAPVLGRNPAEPTSSSPAGPSPPPPAVQPVAPPPTSGPPPTYLTLEGGVAPGGPVS
RRPTTRQPVATPTTSARPRGHLTVSRLSAPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQPQP
QPQPQPQPQPQPQPQPQPQNGHVAPGEYPAVRFRAPQNRPSVPASASSTNPRTGSSLSGVSSWASSLALHIDATPPPVSL
LQTLYVSDDEDSDATSLFLSDSEAEALDPLPGEPHSPITNEPFSALSADDSQEVTRLQFGPPPVSANAVLSRRYVQRTGR
SALAVLIRACYRLQQQLQRTRRALLHHSDAVLTSLHHVRMLLG

VP1/2(UL36)

MDLLVDELFADMNADGASPPPPRPAGGPKNTPAAPPLYATGRLSQAQLMPSPPMPVPP
AALFNRLLDDLGFSAGPALCTMLDTWNEDLFSALPTNADLYRECKFLSTLPSDVVEWG
DAYVPERTQIDIRAHGDVAFPTLPATRDGLGLYYEALSRFFHAELRAREESYRTVLANF
CSALYRYLRASVRQLHRQAHMRGRDRDLGEMLRATIADRYYRETARLARVLFLHLYL
FLTREILWAAYAEQMMRPDLFDCLCCDLESWRQLAGLFQPFMFVNGALTVRGVPIEAR
RLRELNHIREHLNLPLVRSAATEEPGAPLTTPPTLHGNQARASGYFMVLIRAKLDSYSSF
TTSPSEAVMREHAYSRARTKNNYGSTIEGLLDLPDDDAPEEAGLAAPRLSFLPAGHTRR
LSTAPPTDVSLGDELHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSPGPGFTPHDSAPYG
ALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGG

VP16 (UL48)
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Com’è stato evidenziato in figura 9, la proteina VP1/2 presenta ben cinque L-

domain, appartenenti alle tre principali classi note. Più precisamente, due motivi

P(T/S)AP, due motivi YPxL ed un solo motivo PPxY riconosciuti, rispettivamente,

dalla proteina Tsg101 del complesso ESCRT-I, dal fattore di congiunzione tra i

complessi ESCRT-I ed ESCRT-III AIP1 ed, infine, dalle WW ubiquitino-ligasi della

famiglia Nedd4. Il motivo PPxY corrisponde anche all’unico dominio presente nella

proteina VP16.

E’ interessante notare che anche gli omologhi di UL36 nel citomegalovirus umano

(UL48) e nell’herpesvirus umano di tipo 8 (ORF64), rispettivamente un

Betaherpesvirus e un Gammaherpesvirus, presentano a propria volta sequenze

codificanti L-domain al loro interno. Tale aspetto suggerisce che il coinvolgimento

del pathway dei MVB nel ciclo replicativo virale possa essere in realtà generalizzato

a tutte le sottofamiglie degli Herpesviridae così come il ruolo di primo piano assunto

in tale meccanismo dalle proteine del tegumento erpetico, come da noi supposto nel

caso di HSV-1.

5.3 Ottenimento di costrutti esprimenti le forme tronche di VP1/2:

pcDNAUL361-1599 5’Flag e pcDNAUL361-2301 5’Flag

Come già descritto precedentemente, VP1/2 presenta ben tre tipologie differenti di L-

domain. Tuttavia, nel presente lavoro, si è deciso di studiare in modo dettagliato il

possibile ruolo funzionale della sequenza PSAP presente all’estremità N-terminale

della proteina stessa, data l’importanza assunta dall’interazione tra tale dominio e il

corrispondente partner cellulare Tsg101 nel ciclo replicativo dei virus a RNA dotati

di envelope e, in particolar modo, dei retrovirus, quali HIV-130.

Sulla base di quanto riportato in letteratura, inizialmente sono state clonate due forme

tronche di UL36, tali da mantenere inalterate alcune delle funzioni fisiologiche della

proteina wild-type, quali, ad esempio, l’attività deubiquitinasica presente nei primi

500 aminoacidi del polipeptide e la capacità d’interagire con le altre proteine del

tegumento44, 101.

Il primo frammento corrisponde alla sequenza nucleotidica compresa tra le basi 1 e

1599 (UL361-1599), mentre il secondo a quella compresa tra i nucleotidi 1 e 2301

(UL361-2301). Entrambi presentano la sequenza codificante l’L-domain PSAP

d’interesse (compresa tra i nucleotidi 1159 e 1170), ma il secondo, a differenza del
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primo, contiene anche la sequenza codificante il motivo YPASPGL (compresa tra i

nucleotidi 1714 e 1734), così da consentire di verificare eventuali effetti reciproci di

un dominio rispetto all’altro. Infine, ad entrambi è stato addizionato l’epitopo Flag

all’estremità 5’ così da facilitarne l’individuazione negli esperimenti successivi.

La strategia di clonaggio adottata è stata la medesima in entrambi i casi. Le sequenze

d’interesse sono state amplificate mediante PCR a partire da un plasmide contenente

il gene UL36 (pEP36). Nella reazione sono state utilizzate opportune coppie di

oligonucleotidi innesco in cui l’oligonucleotide senso conteneva la sequenza

codificante l’epitopo Flag (Tabella 1). I prodotti di PCR, quindi, sono stati

poliadenilati e inseriti nel vettore di espressione eucariotica pcDNA3.1/V5-

His/TOPO. Tuttavia, a causa dei limitati livelli di espressione proteica manifestati da

tale costrutto, si è deciso di trasferire la sequenza d’interesse all’interno del plasmide

pcDNA3.1+. I frammenti dunque sono stati estratti mediante restrizione enzimatica

con le endonucleasi HindIII ed EcoRV e ligati nel vettore pcDNA3.1+

precedentemente linearizzato con i medesimi enzimi. I plasmidi così ottenuti sono

stati denominati pcDNAUL361-1599 5’Flag e pcDNAUL361-2301 5’Flag e codificano,

rispettivamente, per le seguenti due forme tronche di VP1/2: VP1/21-533 5’Flag e

VP1/21-767 5’Flag.

L’espressione dei costrutti risultati corretti è stata valutata in seguito a trasfezione di

cellule 293T. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate nel tampone di lisi RIPA 1X e

le proteine presenti nei campioni così ottenuti sono state separate mediante SDS-gel

elettroforesi e analizzate mediante immunoblotting utilizzando un anticorpo anti-

Flag. Entrambe le proteine espresse, caratterizzate da una massa apparente pari

rispettivamente a 68 e 90 kDa, sono risultate corrette, così come evidenziato in figura

10.
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Figura 10. Espressione di VP1/21-533 5’Flag e VP1/21-767 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate

con i plasmidi esprimenti le forme tronche della proteina VP1/2: pcDNAUL361-1599 5’Flag e

pcDNAUL361-2301 5’Flag. Dopo 48 ore, i prodotti dei lisati cellulari sono stati separati in SDS-PAGE

e analizzati in immunoblot utilizzando un anticorpo anti-Flag. C: cellule non trasfettate.

5.4 Localizzazione intracellulare di VP1/21-533 5’Flag e VP1/21-767 5’Flag

mediante immunocitofluorescenza indiretta

Sulla base di quanto osservato per la glicoproteina gB10 e verificata la presenza di

molteplici L-domain nella proteina VP1/2, abbiamo deciso di accertare se anche

quest’ultima localizzasse a livello dei MVB e, utilizzando le forme tronche

precedentemente descritte, se tale localizzazione potesse essere attribuita

specificamente ad uno dei domini in esse presenti.

Cellule 293T sono state trasfettate coi costrutti pcDNAUL361-1599 5’Flag o

pcDNAUL361-2301 5’Flag e, a 24 ore dalla trasfezione, infettate con HSV-1 ad una

m.o.i. pari a 3 unità formanti placca (PFU/cellula). L’infezione si è resa necessaria in

quanto la visualizzazione e il riconoscimento dei MVB mediante microscopia

confocale risultano chiari solamente in tale condizione. Infatti, il virus non solo altera

in modo consistente la morfologia dei MVB, rendendoli più allargati, ma ne causa

anche un accumulo a livello perinucleare facilitandone l’identificazione10. A 24 ore

dall’infezione, quindi, si è proceduto all’analisi delle cellule mediante

immunocitofluorescenza indiretta utilizzando anticorpi specifici anti-Flag (per

individuare le forme tronche di VP1/2) e anti-LAMP-1 (per individuare i MVB). In

questo modo è stato possibile riscontrare che la localizzazione intracellulare delle
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due forme tronche di VP1/2 è nettamente diversa. Nel caso di VP1/21-533 5’Flag,

infatti, è stato costantemente osservato che tale proteina tende a rimanere confinata al

nucleo cellulare (Fig. 11A-C), non riflettendo quindi la localizzazione citoplasmatica

e associata a membrane riportata in letteratura per quel che riguarda la proteina wild-

type23. Viceversa, la proteina VP1/21-767 5’Flag è sembrata localizzare, almeno

parzialmente, a livello delle membrane dei MVB (Fig. 11D-E). Considerando dunque

la localizzazione, più coerente rispetto ai dati riportati in letteratura, e il

mantenimento di attività fisiologiche simili alla forma intera di VP1/2 relativi al

frammento proteico VP1/21-767 5’Flag, è stato possibile supporre che i dati ottenuti

per quest’ultimo potessero essere estesi anche alla forma wild-type. Inoltre, è

ipotizzabile che, in questo caso, la localizzazione di VP1/2 ai MVB sia da attribuirsi,

almeno in parte, al dominio YPASPGL, assente nel frammento proteico incapace di

abbandonare il nucleo cellulare.

Sulla base di quanto appena descritto, negli esperimenti successivi si è deciso di

utilizzare esclusivamente la forma tronca VP1/21-767 5’Flag, presumibilmente più

rappresentativa della proteina intera.

Figura 11. Localizzazione intracellulare delle proteine VP1/21-533 5’Flag e VP1/21-767 5’Flag.

Cellule 293T trasfettate con i plasmidi pcDNAUL361-1599 5’Flag o pcDNAUL361-2301 5’Flag ed

infettate con HSV-1 ad una m.o.i. 3 dopo 24 ore. A 48 ore dalla trasfezione, le cellule sono state

fissate con una soluzione di acetone e metanolo in rapporto 1:1, incubate con gli anticorpi anti-Flag e

anti-LAMP-1 e, successivamente, con gli opportuni anticorpi secondari. Le figure 11A e 11D

evidenziano la localizzazione della proteina LAMP-1 (MVB), mentre le figure 11B e 11E,

A B C

D E F

A B C

D E F
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rispettivamente, evidenziano la localizzazione della proteine VP1/21-533 5’Flag e VP1/21-767 5’Flag.

Infine, le figure 11C e 11F evidenziano contemporaneamente sia la localizzazione della proteina

LAMP-1 (MVB) che delle forme tronche della proteina VP1/2 analizzate.

5.5 Analisi delle interazioni di VP1/21-767 5’Flag con i corrispondenti partner

cellulari: Tsg101 ed AIP1

Come già accennato, la presenza di L-domain all’interno di specifiche proteine

strutturali rappresenta una delle vie principali utilizzate da un virus per accedere al

pathway dei MVB. Di conseguenza, abbiamo deciso di verificare se le due sequenze

riconoscibili come L-domain all’interno della proteina VP1/21-767 5’Flag potessero

effettivamente essere responsabili di interazioni specifiche con fattori coinvolti nella

biogenesi dei MVB.

Cellule 293T sono state co-trasfettate con i plasmidi codificanti la forma tronca di

VP1/2 e le proteine Tsg101HA e/o AIP1HA, rispettivamente partner cellulari dei

domini PSAP e YPASPGL presenti in VP1/21-767 5’Flag. Dopo 48 ore, i relativi lisati

cellulari, prodotti in tampone RIPA 1X, sono stati sottoposti a co-

immunoprecipitazione utilizzando un anticorpo per l’epitopo Flag. I campioni così

ottenuti sono stati separati mediante SDS-PAGE e quindi analizzati tramite western

blot utilizzando un anticorpo anti-HA o un anticorpo anti-Flag rispettivamente per

rilevare la proteina co-immunoprecipitata o verificare la presenza di VP1/21-767

5’Flag (Fig. 12A e 12B). Dall’analisi della figura 12 risulta evidente che VP1/21-767

5’Flag interagisce direttamente con Tsg101HA, mentre AIP1HA viene co-

immunoprecipitata in modo aspecifico, almeno nelle nostre condizioni sperimentali;

tale dato, tuttavia, proprio perché falsato da simili condizioni, non esclude

necessariamente una possibile interazione tra le due proteine.
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Figura 12. Analisi delle interazioni tra VP1/21-767 5’Flag e i relativi partner cellulari, Tsg101HA e

AIP1HA. Cellule 293T sono state co-trasfettate coi costrutti esprimenti VP1/21-767 5’Flag, Tsg101HA

e/o AIP1HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e VP1/21-767 5’Flag è stata immunoprecipitata

con un anticorpo per l’epitopo Flag. Le proteine sono state separate mediante SDS-PAGE e analizzate

in western blot utilizzando un anticorpo per l’epitopo HA (A) o Flag (B). Nelle figure è stata

evidenziata la presenza di Tsg101HA (A) e di VP1/21-767 5’Flag (B).

5.6 Ottenimento del costrutto esprimente VP1/2 5’Flag: pcDNAUL36 5’Flag

Allo scopo di ottenere delle informazioni complete sul Late-domain PSAP in esame,

abbiamo deciso di ripetere il saggio di co-immunoprecipitazione appena descritto

anche con la proteina VP1/2 nella sua completezza. Per far questo è stato necessario

innanzitutto clonare la sequenza genica UL36 all’interno di un vettore di espressione

eucariotico sotto il controllo di un promotore forte, quale quello del citomegalovirus,

in grado di garantire gli elevati livelli di espressione proteica richiesti nei saggi di co-

immunoprecipitazione. Inoltre, si è dovuta arricchire la sequenza codificante la

proteina con un epitopo Flag, così da permetterne l’individuazione mediante

immunoblotting.

Il plasmide pKXSB, contenente le sequenze dei geni UL33, UL34, UL35, UL36 e,

parzialmente, UL37, è stato digerito, così come il costrutto pcDNAUL361-2301 5’Flag,

con gli enzimi KpnI/XbaI. Tuttavia, dato che il plasmide pcDNAUL361-2301 5’Flag
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presenta un duplice sito di taglio per l’enzima KpnI, uno interno al gene UL36, utile

al clonaggio, e uno nel vettore, per produrre il costrutto finale è stato necessario

eliminare preventivamente il sito interno al vettore mediante mutagenesi sito-

specifica. I frammenti derivanti dalla digestione enzimatica, quindi, sono stati ligati

così da ottenere il plasmide definitivo pcDNAUL36 5’Flag.

La strategia di clonaggio è schematizzata in figura 13.
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Figura 13. Rappresentazione schematica del clonaggio di pcDNAUL36 5’Flag. I costrutti pKXSB

e pcDNAUL361-2301 5’Flag (dopo opportuna mutagenesi per eliminare il sito KpnI esterno al gene

UL36) sono stati sottoposti a restrizione enzimatica con la coppia di enzimi XbaI e KpnI. I frammenti

d’interesse, una volta purificati, sono stati ligati così da ottenere il plasmide definitivo.

Per valutarne l’efficienza d’espressione, il costrutto pcDNAUL36 5’Flag è stato

trasfettato in cellule 293T. Allo scopo di verificare se i livelli di espressione di VP1/2

5’Flag dipendessero da eventuali fattori virali, la trasfezione è stata fatta seguire o

meno da infezione con HSV-1 con una m.o.i. pari a 30. A 48 ore dalla trasfezione, le

cellule sono state lisate in tampone RIPA 1X e le proteine presenti nei campioni così

ottenuti sono state separate mediante SDS-gel elettroforesi e analizzate mediante

immunoblotting utilizzando un anticorpo anti-VP1/2 o un anticorpo anti-Flag (Fig.

14A e 14B). Come si può vedere dall’immagine 14, l’espressione della proteina
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d’interesse, in seguito alla sola trasfezione, è risultata paragonabile a quella ottenuta

in seguito ad infezione e non è stata modificata dalla copresenza di altri fattori virali.

L’immagine, infine, evidenzia che la proteina presenta numerosi prodotti di

degradazione, alcuni già noti dalla letteratura42, 44, altri potenzialmente interessanti e

dotati di attività e funzioni specifiche.

Figura 14. Espressione della proteina VP1/2 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate col

costrutto codificante VP1/2 5’Flag, infettate con HSV-1 m.o.i. 30 o trasfettate e infettate. Dopo 48 ore

dalla trasfezione le cellule sono state lisate e le proteine, separate mediante SDS-PAGE, sono state

analizzate in western blot utilizzando un anticorpo per la proteina VP1/2 (A) o per l’epitopo Flag (B).

C: cellule 293T non trasfettate, né infettate. HSV-1: cellule solo infettate.

5.7 Localizzazione intracellulare di VP1/2 5’Flag mediante

immunocitofluorescenza indiretta

Una volta ottenuto il costrutto codificante la proteina VP1/2 addizionata dell’epitopo

Flag, è stata valutata la sua localizzazione intracellulare analogamente a quanto

precedentemente descritto. Cellule 293T sono state trasfettate col costrutto

pcDNAUL36 5’Flag e infettate con HSV-1 ad una m.o.i. pari a 3 unità formanti

placca (PFU/cellula) a 24 ore dalla trasfezione. A 48 ore dall’infezione, quindi, si è

proceduto all’analisi delle cellule mediante immunocitofluorescenza indiretta
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utilizzando anticorpi specifici anti-Flag (per individuare la proteina VP1/2) e anti-

LAMP-1 (per individuare i MVB). Così come supposto, la proteina VP1/2 5’Flag

localizza almeno parzialmente ai MVB (Fig. 15), in modo molto simile a quanto

osservato per la relativa forma tronca VP1/2 1-767 5’Flag (Fig. 11F). La localizzazione

ai MVB, da noi già attribuita, almeno in parte, al dominio YPASPGL, potrebbe

essere ulteriormente rafforzata dagli altri L-domain presenti nella proteina intera.

Tuttavia, solo una futura analisi mirata di ciascuno di tali motivi potrà consentire la

verifica di una simile ipotesi.

Figura 15. Localizzazione intracellulare della proteina VP1/2 5’Flag. Cellule 293T trasfettate con

il plasmide pcDNAUL36 5’Flag ed infettate, dopo 24 ore, con HSV-1 ad una m.o.i. 3. A 48 ore

dall’infezione, le cellule sono state fissate con una soluzione di acetone e metanolo in rapporto 1:1,

incubate con gli anticorpi anti-Flag e anti-LAMP-1 e, successivamente, con gli opportuni anticorpi

secondari. Le figure evidenziano la localizzazione della proteina LAMP-1 (MVB) in rosso (A), quella

della proteina VP1/2 5’Flag in verde (B) e la loro parziale co-localizzazione (C).

5.8 Analisi delle interazioni di VP1/2 5’Flag con Tsg101HA

Una volta ottenuto il costrutto pcDNAUL36 5’Flag, abbiamo ripetuto l’esperimento

di co-immunoprecipitazione descritto precedentemente allo scopo di confermare

quanto già evidenziato con la forma tronca VP1/21-767 5’Flag.

Cellule 293T quindi sono state co-trasfettate con i plasmidi codificanti le proteine

VP1/2 5’Flag e Tsg101HA. Dopo 48 ore, i relativi lisati cellulari, prodotti in

tampone RIPA 1X, sono stati sottoposti a co-immunoprecipitazione utilizzando un

anticorpo per l’epitopo Flag e i campioni così ottenuti sono stati separati mediante

SDS-PAGE e quindi analizzati tramite western blot utilizzando un anticorpo anti-HA

(Fig. 16). In effetti, i risultati della co-immunoprcipitazione eseguita hanno

confermato i dati ottenuti precedentemente, in particolar modo l’interazione specifica

A B CA B C
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tra VP1/2 5’Flag e Tsg101HA, in questo caso accentuata dal fatto che la forma intera

della proteina possiede due domini di tipo P(T/S)AP in grado d’interagire con

Tsg101.

Figura 16. Analisi delle interazioni tra VP1/2 5’Flag e Tsg101HA. Cellule 293T sono state co-

trasfettate coi costrutti esprimenti VP1/2 5’Flag e Tsg101HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate

e VP1/2 5’Flag è stata immunoprecipitata con un anticorpo per l’epitopo Flag. Le proteine sono state

separate mediante SDS-PAGE e analizzate in western blot utilizzando un anticorpo per l’epitopo HA.

Nella figura è stata evidenziata la presenza di Tsg101HA.

5.9 Valutazione degli effetti delle mutazioni del dominio PSAP di VP1/21-767

5’Flag nell’interazione con Tsg101HA

Vari studi presenti in letteratura hanno messo in luce l’importanza dei domini di tipo

P(T/S)AP e della loro interazione con la proteina Tsg101 nelle fasi finali del ciclo

replicativo di diversi virus a RNA dotati di envelope, in particolar modo di HIV-1.

Inoltre, è stato dimostrato che mutazioni puntiformi a carico di uno qualunque degli
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aminoacidi costituenti l’L-domain in questione abolisce la funzione di tale dominio e

blocca la gemmazione virale in uno stadio molto avanzato30, 38.

Sulla base di quanto appena riportato, dunque, abbiamo deciso di modificare la

sequenza PSAP, presente nella forma tronca della proteina VP1/2, mediante

mutagenesi sito-specifica. Sono state introdotte due differenti mutazioni. In un caso

la prima prolina dell’L-domain è stata sostituita con un’alanina (PSAP→ ASAP), nel

secondo caso, invece, entrambi i primi due aminoacidi sono stati convertiti in alanine

(PSAP → AAAP), così da ottenere i costrutti pcDNAUL361-2301 5’Flag MUT IA e

pcDNAUL361-2301 5’Flag MUT (IA + IB). Allo scopo di valutare eventuali effetti

sull’interazione di VP1/21-767 5’Flag con Tsg101HA da noi evidenziata, cellule 293T

sono state co-trasfettate con i costrutti codificanti ciascuna delle forme mutanti di

VP1/21-767 5’Flag e Tsg101HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate in tampone

RIPA 1X e i campioni risultanti sono stati innanzitutto sottoposti a co-

immunoprecipitazione con un anticorpo anti-Flag e successivamente analizzati in

immunoblotting utilizzando un anticorpo anti-HA.

Come è possibile evincere dalla figura 17, nessuna delle due mutazioni introdotte ha

causato l’abrogazione della funzionalità del dominio PSAP in quanto Tsg101HA

continua ad essere immunoprecipitata in modo specifico. Questo dato è piuttosto

interessante in quanto, discostandosi nettamente da quanto pubblicato finora

relativamente al funzionamento dei domini di tipo P(T/S)AP nei virus a RNA dotati

di envelope, suggerisce una potenziale differenza nella reinterpretazione degli L-

domain da parte dei virus a DNA rispetto ai corrispondenti virus a RNA.
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Figura 17. Analisi delle interazioni tra le forme mutate di VP1/21-767 5’Flag e Tsg101HA. Cellule

293T sono state co-trasfettate coi costrutti esprimenti VP1/21-767 5’Flag MUT IA o VP1/21-767 5’Flag

MUT (IA + IB) e Tsg101HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e VP1/21-767 5’Flag è stata

immunoprecipitata con un anticorpo per l’epitopo Flag. Le proteine sono state separate mediante SDS-

PAGE e analizzate in western blot utilizzando un anticorpo per l’epitopo HA. Nella figura è stata

evidenziata la presenza di Tsg101HA.

5.10 Localizzazione intracellulare di VP16-GFP mediante

immunocitofluorescenza indiretta

Data la presenza dell’L-domain PPLY e l’importanza di VP16 nella replicazione di

HSV-1, sia da un punto di vista strutturale che funzionale, abbiamo deciso di

verificare se anche tale proteina localizzasse a livello dei MVB. In questo caso

cellule 293T sono state infettate con il virus ricombinante HSV-1 V41, codificante

una proteina VP16 fusa in frame con la proteina fluorescente GFP, ad una m.o.i. pari

a 3 unità formanti placca (PFU/cellula). Dopo 24 ore, le cellule sono state fissate e

analizzate al microscopio confocale. In questo caso, dato che la proteina VP16
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risultava immediatamente rilevabile grazie alla GFP, è stato sufficiente utilizzare un

anticorpo anti-LAMP-1 così da indicare la localizzazione dei MVB. Come

evidenziato dalla figura 18, anche VP16, così come VP1/21-767 5’Flag è risultata

localizzare, almeno parzialmente, a livello delle membrane dei MVB.

Figura 18. Localizzazione intracellulare della proteina VP16-GFP. Cellule 293T sono state

infettate con il virus ricombinante HSV-1 V41 ad una m.o.i. 3. Dopo 24 ore dall’infezione, le cellule

sono state fissate con una soluzione di acetone e metanolo in rapporto 1:1, incubate con l’anticorpo

anti-LAMP-1 e, successivamente, con l’opportuno anticorpo secondario. Le figure evidenziano

rispettivamente la localizzazione delle proteine LAMP-1 (MVB) (A), VP16-GFP (B) e la loro co-

localizzazione (C).

5.11 Ottenimento dei costrutti esprimenti la proteina VP16 fusa agli epitopi HA

o Flag: pBJ5-HAVP16 e pBJ5-FlagVP16

Successivamente, in modo analogo a quanto già riportato per la proteina VP1/2,

abbiamo deciso di indagare possibili interazioni tra l’L-domain presente in VP16 e il

corrispondente partner cellulare che ne potessero giustificare la localizzazione

intracellulare. Per portare a termine i successivi esperimenti di co-

immunoprecipitazione, quindi, è stato necessario ottenere dei costrutti codificanti la

proteina VP16 fusa ad un epitopo facilmente rilevabile, quale il Flag o l’HA.

Mediante PCR, dunque, si è proceduto all’amplificazione della sequenza codificante

VP16 a partire da DNA virale genomico estratto da cellule 293T infettate con HSV-

1. Nella reazione sono state utilizzate opportune coppie di oligonucleotidi innesco in

cui l’oligonucleotide senso conteneva a valle del codone d’inizio della traduzione la

sequenza codificante l’epitopo Flag o HA. Inoltre, ciascun oligonucleotide era stato

disegnato in modo tale da presentare specifici siti di taglio immediatamente alle

estremità della sequenza codificante. In particolar modo il sito riconosciuto

dall’enzima di restrizione NotI, per quel che riguardava l’oligonucleotide senso, e

quello riconosciuto dall’enzima di restrizione EcoRI, per quel che riguardava
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l’oligonucleotide antisenso (Tabella 1). Ad amplificazione avvenuta, i prodotti di

PCR sono stati purificati e digeriti con gli enzimi indicati. I frammenti così ottenuti

infine sono stati purificati e ligati nel vettore pBJ5, a propria volta già linearizzato

mediante restrizione con i medesimi enzimi.

I costrutti definitivi pBJ5-HAVP16 e pBJ5-FlagVP16 sono stati successivamente

trasfettati in cellule 293T, al fine di valutarne l’espressione. Dopo 48 ore, le cellule

sono state lisate in tampone RIPA 1X e i campioni così ottenuti sono stati analizzati

in immunoblotting utilizzando un anticorpo anti-HA (Fig. 19A) o anti-Flag (Fig.

19B). In entrambi i casi le proteine individuate sono risultate corrispondenti a quelle

attese.

Figura 19. Espressione di VP16 5’HA e VP16 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate con i

plasmidi esprimenti la proteina VP16 addizionata dell’epitopo HA (A) o Flag (B). Dopo 48 ore, i

prodotti dei lisati cellulari sono stati separati in SDS-PAGE e analizzati in immunoblot utilizzando un

anticorpo anti-HA (A) o anti-Flag (B). C: cellule non trasfettate.

5.12 Analisi dell’ubiquitinazione di VP16

Il fattore di transattivazione trascrizionale VP16 presenta all’interno della propria

sequenza un unico L-domain di tipo PPxY. Com’è noto i partner cellulari

corrispondenti a tale motivo aminoacidico sono rappresentati dai membri della

famiglia delle ubiquitino-ligasi Nedd4, in particolar modo WWP1, WWP2 e AIP456,

93. Tenendo conto della natura del dominio presente nella proteina VP16, nonché

dell’importanza dell’ubiquitinazione nel coinvolgimento delle proteine virali nel

pathway dei MVB, si è deciso di verificare innanzitutto se anche VP16 fosse

soggetta ad una simile coniugazione proteica. Cellule 293T, quindi, sono state

trasfettate col costrutto pBJ5-FlagVP16, singolarmente o in associazione col

costrutto pTL1-HAUb wt codificante la proteina ubiquitina fusa all’epitopo HA.
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Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate in tampone EBC e i campioni così ottenuti

sono stati sottoposti ad immunoprecipitazione utilizzando un anticorpo anti-Flag. Le

proteine immunoprecipitate successivamente sono state separate in SDS-PAGE e

analizzate mediante immunoblotting utilizzando un anticorpo anti-HA (Fig. 20A) o

anti-Flag (Fig. 20B). Come si può osservare in figura 20, la proteina VP16, pur

essendo stata immunoprecipitata efficientemente (Fig. 20B), non è risultata coniugata

all’ubiquitina (Fig. 20A).

Figura 20. Analisi dell’ubiquitinazione di VP16 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate col

costrutto esprimente VP16 5’Flag singolarmente o in associazione al costrutto esprimente l’ubiquitina

coniugata all’epitopo HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e la proteina VP16 5’Flag è stata

immunoprecipitata con un anticorpo per l’epitopo Flag. Le proteine sono state separate mediante SDS-

PAGE e analizzate in western blot utilizzando un anticorpo per l’epitopo HA (A) o Flag (B). Nella

figura 20B è stata evidenziata la presenza di VP16 5’Flag.

Studi riportati in letteratura hanno dimostrato che diverse proteine coinvolte nel

pathway dei MVB interagiscono con ubiquitino-ligasi di tipo WW senza essere esse

stesse bersaglio di ubiquitinazione11. In questo modo, quindi, non è l’ubiquitina ad

indirizzare una proteina agli organelli cellulari d’interesse, quanto piuttosto

l’interazione fisica con gli enzimi responsabili di tale ubiquitinazione. Abbiamo

pertanto supposto che questa condizione potesse verificarsi anche nel caso di VP16.
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Di conseguenza, sono stati effettuati degli studi di co-immunoprecipitazione co-

trasfettando cellule 293T con il costrutto codificante VP16 5’Flag in associazione coi

costrutti codificanti le ubiquitino-ligasi Nedd4-1, Nedd4-2, WWP1 o AIP4, ciascuno

addizionato dell’epitopo HA. Tuttavia, in nessuno dei casi analizzati, VP16 5’Flag è

sembrata interagire con le ubiquitino-ligasi considerate (dati non riportati).

Ciononostante, tale proteina è in grado di localizzare ai MVB, così come dimostrato

dalle precedenti analisi di immunocitofluorescenza indiretta. E’ dunque possibile

ipotizzare che, per essere direzionata al pathway dei MVB, VP16 necessiti

dell’interazione, più o meno diretta, con altre proteine virali.

5.13 Ottenimento dei costrutti esprimenti le proteine VP13/14 e VP22 fuse

all’epitopo Flag: pcUL47 5’Flag e pcUL49 5’Flag

Allo scopo di accertare se effettivamente VP16 necessiti di altre proteine virali per

essere direzionata ai MVB, abbiamo deciso di individuare alcuni dei possibili

partner d’interazione di tale proteina. Da tempo si ritiene che le sequenze codificanti

le proteine VP11/12, VP13/14, VP16 e VP22 facciano parte di un cluster genico i cui

prodotti proteici risultano strettamente correlati tra loro, sia da un punto di vista

strutturale che funzionale. A conferma di quanto appena indicato, recenti studi basati

su saggi di doppio-ibrido eseguiti in lievito, da un lato hanno evidenziato interazioni

dirette di VP16 sia con VP22 che con VP11/12, dall’altro hanno fornito delle prove a

favore di una possibile interazione tra VP16 e VP13/1448, 101. Di conseguenza,

abbiamo deciso di focalizzare la nostra attenzione proprio sui prodotti dei geni UL47

e UL49, rispettivamente VP13/14 e VP22.

In particolar modo, per analizzare l’interazione tra VP16, VP13/14 e VP22 mediante

saggi di co-immunpoprecipitazione, è stato necessario ottenere dei costrutti

esprimenti tali proteine fuse ad un epitopo Flag che ne facilitasse l’identificazione.

Mediante PCR, dunque, si è proceduto all’amplificazione delle sequenze codificanti

VP13/14 e VP22 a partire da DNA virale genomico estratto da cellule 293T infettate

con HSV-1. Nelle reazioni sono state utilizzate opportune coppie di oligonucleotidi

innesco in cui l’oligonucleotide senso conteneva a valle del codone d’inizio della

traduzione la sequenza codificante l’epitopo d’interesse. Inoltre, ciascun

oligonucleotide era stato disegnato in modo tale da presentare specifici siti di taglio

immediatamente alle estremità della sequenza codificante. In particolar modo il sito
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riconosciuto dagli enzimi di restrizione NotI ed EcoRI, rispettivamente per

l’oligonucleotide senso ed antisenso (Tabella 1). Ad amplificazione avvenuta, i

prodotti di PCR sono stati purificati e digeriti con gli enzimi indicati. I frammenti

così ottenuti infine sono stati purificati e ligati nel vettore pcDNA3.1+, a propria

volta già linearizzato mediante restrizione con i medesimi enzimi.

I costrutti definitivi pcUL47 5’Flag e pcUL49 5’Flag sono stati successivamente

trasfettati in cellule 293T, al fine di valutarne l’espressione e ottimizzare le

condizioni sperimentali di immunoprecipitazione. Dopo 24 ore, le cellule sono state

lisate in tampone RIPA 1X e i campioni così ottenuti sono stati immunoprecipitati

utilizzando un anticorpo anti-Flag e analizzati in immunoblotting utilizzando lo

stesso anticorpo (Fig. 21). Come evidenziato in figura 21, le proteine d’interesse

sono risultate corrette e immunoprecipitate in modo efficiente.

Figura 21. Espressione di VP13/14 5’Flag e VP22 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate con i

plasmidi esprimenti le proteine VP13/14 e VP22 addizionate dell’epitopo Flag. Dopo 24 ore, i

prodotti dei lisati cellulari sono stati sottoposti a immunoprecipitazione utilizzando un anticorpo anti-

Flag, separati in SDS-PAGE e analizzati in immunoblot utilizzando nuovamente il medesimo

anticorpo. C: cellule non trasfettate.
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5.14 Analisi delle interazioni di VP16 5’HA con VP13/14 5’Flag e VP22 5’Flag

Una volta ottenuti i costrutti d’interesse, le possibili interazioni tra le proteine VP16,

VP13/14 e VP22 sono state analizzate mediante co-immunoprecipitazione. Cellule

293T sono state co-trasfettate con il plasmide pBJ5-HAVP16 in associazione con il

costrutto pcUL47 5’Flag o pcUL49 5’Flag. A 48 ore dalla trasfezione, le cellule sono

state lisate in tampone EBC ed i campioni risultanti sono stati inizialmente sottoposti

a co-immunoprecipitazione, utilizzando un anticorpo anti-Flag, e, quindi, analizzati

in immunoblotting mediante un anticorpo anti-HA (Fig. 22A) o anti-Flag (Fig. 22B).

Come evidenziato in figura 22A, il saggio da noi eseguito ha confermato

l’interazione diretta tra le proteine VP16 e VP22, tuttavia non ha evidenziato alcuna

relazione fisica tra VP16 e VP13/14, almeno nelle condizioni sperimentali testate.

Figura 22. Analisi delle interazioni tra VP16 5’HA e le proteine VP13/14 5’Flag e VP22 5’Flag.

Cellule 293T sono state co-trasfettate coi costrutti esprimenti VP16 5’HA e VP13/14 5’Flag o VP22

5’Flag. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e le proteine VP13/14 5’Flag e VP22 5’Flag sono state

immunoprecipitate con un anticorpo per l’epitopo Flag. Le proteine sono state separate mediante SDS-

PAGE e analizzate in western blot utilizzando un anticorpo per l’epitopo HA (A) o Flag (B). Nelle

figure sono state evidenziate le proteine VP16 5’HA (A), VP13/14 5’Flag (B) e VP22 5’Flag (B).
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5.15 Analisi dell’ubiquitinazione di VP22 5’Flag

Data l’interazione tra VP16 e VP22, si è voluto verificare se quest’ultima fosse

ubiquitinata e se tale modifica dipendesse proprio dall’interazione con VP16. VP16,

infatti, presentando il dominio PPLY, potrebbe fungere da elemento di contatto tra le

ubiquitino-ligasi Nedd4 e VP22, così da permettere l’ubiquitinazione di quest’ultima.

Cellule 293T, quindi, sono state trasfettate col costrutto codificante VP22 5’Flag

singolarmente o in associazione con il plasmide codificante VP16 5’HA. Inoltre,

nelle medesime cellule sono stati introdotti dei vettori esprimenti l’ubiquitina o una

forma mutante della stessa incapace di polimerizzare, entrambe addizionate

dell’epitopo HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate nel tampone EBC e i

campioni così ottenuti sono stati immunoprecipitati utilizzando un anticorpo anti-

Flag. Successivamente, tali campioni sono stati separati mediante SDS-PAGE e

analizzati in immunoblotting utilizzando un anticorpo anti-HA.

Come riportato in figura 23, la proteina VP22 5’Flag è risultata essere ubiquitinata in

modo specifico, tant’è vero che la coniugazione in esame non è riscontrabile nel

campione di controllo presentante la forma mutata dell’ubiquitina. Tuttavia, VP16

non è sembrata essere la responsabile di tale modifica, in quanto i livelli

dell’ubiquitinazione sono rimasti inalterati indipendentemente dalla presenza o meno

della stessa VP16.
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Figura 23. Analisi dell’ubiquitinazione di VP22 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate con il

costrutto codificante VP22 5’Flag singolarmente o in associazione ai costrutti codificanti le proteine

ubiquitina wild type (pTL1HAUb wt), la forma mutante della stessa (pTL1HAUb K0) e VP16, tutte

arricchite dell’epitopo HA all’estremità N-terminale. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e la

proteina VP22 5’Flag è stata immunoprecipitata mediante un anticorpo anti-Flag. Gli

immunoprecipitati risultanti sono stati analizzati mediante SDS-PAGE e western blot utilizzando un

anticorpo anti-HA. C: cellule 293T non trasfettate.

5.16 Analisi dell’ubiquitinazione di VP13/14 5’Flag

Nonostante le proteine VP13/14 5’Flag e VP16 5’Flag non interagiscano

direttamente tra loro, almeno in base a quanto da noi osservato nei precedenti saggi

di co-immunoprecipitazione, abbiamo comunque deciso di verificare se anche

VP13/14 5’Flag fosse ubiquitinata e se tale modifica fosse influenzata dalle altre due

proteine tegumentarie in esame: VP16 e VP22. Cellule 293T sono state trasfettate

con il costrutto codificante VP13/14 5’Flag singolarmente o in associazione con i

costrutti codificanti l’ubiquitina fusa all’epitopo HA, VP16 5’HA e/o VP22 5’Flag.

Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate in tampone RIPA 1X e i campioni così

ottenuti sono stati sottoposti a immunoprecipitazione utilizzando un anticorpo per

l’epitopo Flag, separati mediante SDS-PAGE e analizzati in western blot utilizzando

anticorpi specifici per gli epitopi HA (Fig. 24A) o Flag (Fig. 24B).
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Figura 24. Analisi dell’ubiquitinazione di VP13/14 5’Flag. Cellule 293T sono state trasfettate con il

costrutto codificante VP13/14 5’Flag singolarmente o in associazione al costrutto codificante

l’ubiquitina arricchita dell’epitopo HA o di tale costrutto e di quelli codificanti VP16 5’HA e/o VP22

5’Flag. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e la proteina VP13/14 5’Flag è stata

immunoprecipitata mediante un anticorpo anti-Flag. Gli immunoprecipitati risultanti sono stati

analizzati mediante SDS-PAGE e western blot utilizzando un anticorpo anti-HA (A) o anti-Flag (B).

In figura 24B è stata evidenziata la presenza negli immnuoprecipitati di VP13/14 5’Flag e VP22

5’Flag.

Come si può notare in figura 24A, la proteina VP13/14 5’Flag è risultata

effettivamente ubiquitinata. Tuttavia, il suo livello di ubiquitinazione, rimasto

pressoché costante in presenza di VP16 5’HA, è diminuito evidentemente in

presenza di VP22 5’Flag. Questo aspetto potrebbe trovare due possibili spiegazioni.

Da un lato le due proteine, entrambe fuse allo stesso epitopo, durante il saggio di co-

immunoprecipitazione, potrebbero competere nel legame all’anticorpo anti-Flag

coniugato alle biglie e, quindi, la diminuzione nel livello di ubiquitinazione di

VP13/14 5’Flag potrebbe essere attribuita alla minore quantità di proteina
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immunoprecipitata, così come evidenziato anche in figura 24B. Dall’altro, tale

variazione potrebbe essere dovuta ad un’eventuale interazione tra VP22 5’Flag e

VP13/14 5’Flag che potrebbe precludere i residui bersaglio dell’ubiquitinazione

all’interno di quest’ultima.

5.17 Identificazione del residuo di lisina coinvolto nell’ubiquitinazione di

VP13/14 5’Flag

Come precedentemente descritto, l’ubiquitinazione rappresenta il segnale

d’eccellenza nei processi di direzionamento e smistamento di una proteina nello

spazio intracellulare e la natura del residuo di lisina coinvolto nella formazione delle

catene di poliubiquitina determina se tale proteina debba essere indirizzata ai MVB

(lisina K63) o alla degradazione nei proteasomi (lisina K48)45.

Una volta verificata l’ubiquitinazione di VP13/14 5’Flag, quindi, abbiamo deciso di

identificare la natura del residuo di lisina in essa coinvolto. Cellule 293T sono state

co-trasfettate col costrutto codificante VP13/14 5’Flag e con i costrutti codificanti

l’ubiquitina wild type o mutanti in cui i residui di lisina sono stati sostituiti con

residui di arginina in posizione 48, 63 o in modo ubiquitario, tutti addizionati

dell’epitopo HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate in tampone EBC e i

campioni così ottenuti sono stati sottoposti a immunoprecipitazione, utilizzando un

anticorpo per l’epitopo Flag, separati mediante SDS-PAGE e analizzati mediante

western blot utilizzando anticorpi specifici per l’epitopo HA (Fig. 25A) o Flag (Fig.

25B).
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Figura 25. Identificazione del residuo di lisina coinvolto nell’ubiquitinazione di VP13/14 5’Flag.

Cellule 293T sono state co-trasfettate con il costrutto codificante VP13/14 5’Flag e il costrutto

codificante l’ubiquitina wild type, il mutante dell’ubiquitina K48R, K63R o K0, tutti fusi all’epitopo

HA. Dopo 48 ore, le cellule sono state lisate e la proteina VP13/14 5’Flag è stata immunoprecipitata

mediante un anticorpo anti-Flag. Gli immunoprecipitati risultanti sono stati separati mediante SDS-

PAGE e analizzati mediante western blot utilizzando un anticorpo anti-HA (A) o anti-Flag (B). In

figura 25B è stata evidenziata la presenza negli immnuoprecipitati di VP13/14 5’Flag.

Come si può notare dalla figura 25A, il segnale relativo all’ubiquitinazione è risultato

evidenziabile in presenza del mutante di ubiquitina incapace di polimerizzare a

livello del residuo di lisina 48, ma non in presenza di quello incapace di

polimerizzare a livello del residuo di lisina 63. Conseguentemente, la natura

dell’ubiquitinazione di VP13/14 5’Flag è conforme a quanto atteso nel caso del

direzionamento di una proteina ai MVB, ad ulteriore conferma di un possibile

coinvolgimento del relativo pathway nel ciclo replicativo di HSV-1.
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6. DISCUSSIONE

Nel corso degli ultimi anni, vari studi hanno chiaramente dimostrato il

coinvolgimento del sistema endocitico-lisosomale cellulare nelle fasi finali del ciclo

replicativo di numerosi virus a RNA dotati di envelope11, 15, 21, 56, 95. L’apparato

endocitico-lisosomale è costituito da una fitta rete di vescicole che trasportano

numerosi prodotti proteici tra i vari organelli membranosi costituenti il sistema

stesso, in particolar modo membrana plasmatica, trans-Golgi network (TGN) e

lisosomi11. L’elemento centrale in tale sistema è rappresentato dai multivesicular

bodies (MVB), strutture di derivazione endosomiale caratterizzate dalla presenza di

centinaia di vescicole interne3, 105 la cui formazione, nel lievito, è affidata ad un

insieme di 17 proteine note come vacuolar protein sorting (Vps) di classe E,

ciascuna presentante uno o più omologhi nelle cellule di mammifero62. Secondo il

modello classico, la biogenesi dei MVB è guidata dall’assemblaggio sequenziale e

transitorio delle proteine Vps in quattro diversi complessi proteici denominati

ESCRT-0, I, II e III69, 104, la cui dissociazione, necessaria al riciclo dell’intero

meccanismo, è affidata all’azione di un’AAA ATP-asi specifica (Vps4)61, 82, 96. Il

sistema endocitico-lisosomale è finalizzato allo smistamento di svariate proteine

cellulari provenienti dalla membrana plasmatica o dal TGN e destinate ad essere

degradate nei lisosomi o riciclate alla membrana stessa30, 69. L’identificazione di una

proteina come substrato destinato ai lisosomi o ai proteasomi, i due principali siti di

degradazione cellulare, è basata sulla sua ubiquitinazione e, in particolar modo, il

residuo di lisina coinvolto nella polimerizzazione delle catene di poliubiquitina

coniugate ad una proteina determina a quale dei due siti essa sia indirizzata. Nello

specifico, una proteina sarà inviata ai lisosmi, via MVB, o ai proteasomi, a seconda

che il residuo di lisina coinvolto sia il 63 o il 48, rispettivamente37, 45, 69.

Come già accennato, diversi virus a RNA dotati di envelope, tra cui retrovirus,

rabdovirus, filovirus, arenavirus e, probabilmente, orto- e paramixovirus, sfruttano il

pathway di biogenesi dei MVB per acquisire il proprio rivestimento lipidico e

gemmare dalla cellula infetta11, 56. I sistemi utilizzati dai virus a tal fine sono basati

sulla presenza di particolari sequenze aminoacidiche note come Late domain (L-

domain) all’interno delle proteine strutturali virali e/o sulla loro ubiquitinazione56.

Per definizione un L-domain è una sequenza aminoacidica ricca in prolina
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riconosciuta come sito di legame dalle proteine coinvolte nel pathway dei MVB.

Sono state individuate almeno tre classi principali di L-domain, ciascuna correlata a

specifici partner cellulari: P(T/S)AP, YPxL e PPxY, associate, rispettivamente, alle

proteine Tsg101 (ESCRT-I), AIP1 (proteina d’interconnessione tra ESCRT-I ed

ESCRT-III) e alle ubiquitino-ligasi Nedd46, 56. E’ stato dimostrato che, nell’economia

virale, ciascuna di tali sequenze risulta essenziale per garantire un’elevata efficienza

nel rilascio di particelle infettive, tant’è vero che l’abolizione della funzionalità dei

motivi in questione causa l’inibizione della gemmazione virale6, 30, 51, 95. I vari L-

domain possono agire in modo sinergico e complementare ed infatti è piuttosto

frequente che più motivi di questo tipo si trovino contemporaneamente all’interno

della medesima proteina strutturale, fino a giungere al caso limite della proteina

VP40 del virus Ebola che, addirittura, presenta due L-domain sovrapposti56. Una

stessa proteina può essere coinvolta direttamente nel pathway dei MVB, mediante

interazione fisica con una delle proteine che ne fanno parte, reclutate dai domini

P(T/S)AP e YPxL, oppure indirettamente, in seguito alla sua ubiquitinazione ad

opera dei membri della famiglia delle ubiquitino-ligasi Nedd4 reclutati dal dominio

PPxY. L’ubiquitinazione costituisce un aspetto fondamentale nel meccanismo di

biogenesi dei MVB, tant’è vero che molte delle proteine componenti i complessi

ESCRT presentano domini in grado di riconoscere l’ubiquitina e, molto spesso,

risultano ubiquitinate esse stesse104. Anche diverse proteine virali esibiscono vari

livelli di ubiquitinazione, ma non è ancora chiaro se tale modifica sia funzionale

all’introduzione della proteina stessa nella particella virale o se, piuttosto, rappresenti

un effetto secondario dovuto alla presenza ingente di tale molecola nel pathway

utilizzato dai virus per gemmare dalla cellula infetta30. Ciononostante, studi presenti

in letteratura hanno dimostrato che la deplezione dell’ubiquitina libera causa l’arresto

della gemmazione virale, anche se, nuovamente, non è chiaro se tale effetto sia

dovuto ad una mancata ubiquitinazione delle proteine virali o di quelle cellulari

implicate nella biogenesi dei MVB30.

Decisamente più limitate sono le conoscenze relative alle fasi finali di assemblaggio,

acquisizione dell’envelope e gemmazione dei virus a DNA dotati di envelope.

Tuttavia, anche per questa categoria di virus, negli ultimi anni è stato proposto un

coinvolgimento del pathway dei MVB analogamente a quanto appena descritto per i

corrispondenti virus a RNA15. La maggior parte delle ricerche in quest’ambito

sembra essersi concentrata principalmente su una specifica famiglia, quella degli
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Herpesviridae, e, in particolar modo, su uno dei suoi rappresentanti più noti: l’herpes

simplex virus di tipo 1 (HSV-1).

I modelli più recenti rappresentano il ciclo replicativo di HSV-1 come una serie di

passaggi successivi caratterizzati da due distinti eventi di fusione e di gemmazione54.

Una volta che il virus si è legato alla superficie cellulare mediante l’interazione con

opportuni recettori31, 92, il capside rilasciato nel citoplasma viene trasportato al nucleo

lungo i microtubuli42, 54, 90. Durante questo percorso anterogrado, alcune proteine del

tegumento vengono liberate nel citoplasma, mentre altre, funzionali al rilascio del

DNA virale nel nucleo, rimangono associate al capside42. In seguito al contatto tra il

capside e la membrana nucleare, il DNA virale penetra nel nucleo dove hanno inizio

sia la trascrizione che la replicazione del genoma. La fuoriuscita dal nucleo implica,

in successione, l’acquisizione di un primo envelope, a livello della membrana

nucleare interna, e la sua perdita, a livello di quella esterna54. Nel citoplasma, le

proteine costituenti il tegumento si associano da un lato alle proteine del capside,

dall’altro alle glicoproteine presenti sulle membrane del TGN55, 97. Si vengono così a

formare due “sottocomplessi” distinti la cui associazione porta al completamento

della struttura proteica della particella55. La sede dell’assemblaggio definitivo e

dell’acquisizione dell’envelope, così come il processo di gemmazione, sono a carico

di un organello membranoso potenzialmente associabile all’apparato di Golgi, al

trans-Golgi network o ai MVB10, ma non ancora universalmente identificato.

Lo scopo del presente lavoro, dunque, è quello di contribuire a chiarire quale sia la

base cellulare coinvolta nelle fasi finali del ciclo replicativo di HSV-1, focalizzando

l’attenzione principalmente sui MVB. Studi recenti hanno dimostrato non solo che la

capacità di acquisire l’envelope da parte di tale virus è strettamente dipendente dalla

corretta funzionalità del meccanismo di biogenesi dei MVB, ma che anche il

trafficking intracellulare e la maturazione di gB, glicoproteina essenziale di HSV-1,

dipendono dall’efficienza del medesimo pathway10, 19. Note quindi sia la

localizzazione di gB ai MVB che la fitta rete di interazioni proteiche reciproche che

guidano la formazione del virione, si è deciso di verificare se anche le proteine del

tegumento fossero correlate ai MVB così da indicare tale compartimento come il sito

di aggregazione definitivo della particella virale.

Innanzitutto, si è proceduto, quindi, all’analisi bioinformatica di tali proteine allo

scopo di individuare la presenza di sequenze che potessero suggerirne un

coinvolgimento nel pathway dei MVB. In effetti, le indagini svolte hanno



86

evidenziato l’esistenza di motivi riconducibili a L-domain noti all’interno di due

proteine del tegumento essenziali nel ciclo replicativo di HSV-1: VP1/2 e VP16.

VP1/2 è una proteina di grandi dimensioni facente parte del tegumento interno, dove

è la principale responsabile del legame tra il tegumento stesso e il capside108. Tale

proteina presenta numerosi ruoli funzionali fondamentali in più fasi della

replicazione virale, quali, ad esempio, il trasporto del nucleocapside lungo i

microtubuli84, il rilascio del DNA genomico nel nucleo42 e la gemmazione della

progenie infettiva dalla cellula infetta22. Il taglio proteolitico dell’estremità N-

terminale di VP1/2, porta alla formazione di un frammento proteico con attività

deubiquitinasica specifica44. La conservazione di tale attività negli omologhi di

VP1/2 all’interno dell’intera famiglia degli Herpesviridae44, associato all’importanza

rivestita dai processi di ubiquitinazione/deubiquitinazione nella regolazione del

processo di biogenesi dei MVB104, rappresenta un’ulteriore prova a favore della

dipendenza del ciclo replicativo virale da tale pathway, per lo meno per quel che

riguarda gli herpesvirus. Anche la proteina VP16 presenta molteplici ruoli strutturali

e funzionali. Strutturalmente, viste le numerose interazioni in cui è coinvolta26, 34, 88,

107, VP16 è stata proposta come elemento di congiunzione tra i due

“sottoassemblaggi” proteici che costituiscono la particella virale55. Da un punto di

vista funzionale, invece, tale proteina è la principale responsabile dell’inizio della

trascrizione dei geni α1, 5, 78, così come una delle più importanti proteine dotate di

funzioni regolatorie sull’attività di fattori virali fondamentali durante l’infezione

quali, ad esempio, la proteina VHS27, 88.

La proteina VP1/2 presenta ben cinque diversi L-domain, tuttavia, data la sua

importanza nell’ambito della gemmazione dei virus a RNA dotati di envelope30,

abbiamo deciso di focalizzare la nostra attenzione sul primo di tali motivi, una

sequenza PSAP, nota per interagire con la proteina Tsg101. Sono stati clonati due

frammenti proteici fusi all’epitopo Flag corrispondenti ai primi 533 (VP1/21-533) o ai

primi 767 aminoacidi (VP1/21-767) di VP1/2 presentanti, rispettivamente, il motivo

PSAP o i motivi PSAP e YPASPGL e caratterizzati dal mantenimento dell’attività

deubiquitinasica e della capacità d’interagire con le altre proteine del tegumento44,

101. In particolar modo, il secondo frammento è stato clonato allo scopo di valutare

eventuali influenze reciproche di un dominio sull’altro. Inizialmente, si è valutata la

localizzazione intracellulare dei due frammenti mediante immunocitofluorescenza

indiretta. Da tali analisi è risultato evidente che solamente il frammento contenente
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entrambi gli L-domain localizza, almeno parzialmente, a livello delle membrane dei

MVB, mentre l’altro tende a rimanere confinato nel nucleo. Per quel che riguarda le

forme tronche di VP1/2, quindi, la sequenza PSAP sembra non essere sufficiente per

indirizzare la proteina ai MVB, mentre sembra che tale localizzazione sia dovuta al

motivo YPASPGL o, quantomeno, ad un’azione sinergica di entrambi i domini

presenti. Una possibile spiegazione della mancata localizzazione di VP1/21-533 ai

MVB potrebbe risiedere anche nelle alterazioni conformazionali che tale proteina

potrebbe presentare rispetto al wild type o alla forma tronca di dimensioni maggiori,

alterazioni che potrebbero celare il dominio PSAP impedendone l’interazione col

proprio partner cellulare. Studi pubblicati in letteratura, inoltre, riportano che la

proteina VP1/2 sia presente a livello citoplasmatico in associazione a strutture

membranose non meglio identificate. Pertanto, data la maggiore coerenza tra quanto

da noi osservato per la proteina VP1/21-767 e quanto riportato in letteratura, è stato

possibile supporre che tale frammento sia più rappresentativo della proteina wild type

e che quest’ultima, a propria volta, localizzasse ai MVB.

In un secondo momento, si è deciso di verificare le interazioni tra i due L-domain

presenti nella forma tronca che localizza ai MVB e i rispettivi partner cellulari:

Tsg101 e AIP1. Saggi di co-immunoprecipitazione hanno evidenziato un’interazione

diretta specifica di VP1/21-767 con Tsg101, ma non con AIP1. In realtà, nelle

particolari condizioni sperimentali utilizzate, AIP1 immunoprecipita in maniera

aspecifica, ma questo aspetto non può far escludere a priori un’interazione tra VP1/2

e tale proteina, soprattutto alla luce di quanto osservato relativamente alla

localizzazione intracellulare di VP1/21-767. Nondimeno, i risultati del saggio appena

descritto confermano un coinvolgimento del dominio PSAP nell’introduzione di

VP1/2 nel pathway dei MVB, a sostegno di un’azione sinergica dei domini presenti

in VP1/21-767 o di una struttura terziaria inappropriata per quel che riguarda VP1/21-

533.

Successivamente si è deciso di analizzare l’azione del dominio PSAP in esame

all’interno della proteina wild type, allo scopo di evidenziare eventuali variazioni

dovute agli altri L-domain presenti nella proteina stessa. E’ stato quindi necessario

clonare la sequenza codificante VP1/2 in frame con la sequenza codificante l’epitopo

Flag, valutarne l’efficienza d’espressione e, infine, procedere alla ripetizione dei

saggi di immunocitofluorescenza indiretta e di co-immunoprecipitazione. I risultati

ottenuti hanno pienamente confermato quanto osservato per la forma tronca: non solo
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la proteina VP1/2 localizza, almeno parzialmente, a livello delle membrane dei

MVB, ma interagisce anche in modo diretto e specifico con Tsg101. Data la presenza

di due domini di tipo YPxL e di due domini di tipo P(T/S)AP nella proteina full

length, è possibile supporre che l’effetto attribuito a ciascuno di essi per quel che

riguarda la forma tronca venga rafforzato nella proteina wild type.

Per completare il quadro d’informazioni relative al dominio PSAP, infine, è stato

deciso di mutagenizzare tale sequenza aminoacidica così da identificarne i residui

chiave responsabili del riconoscimento/attacco da parte di Tsg101. Nell’ambito dei

virus a RNA dotati di envelope è stato dimostrato che la sostituzione di uno

qualunque degli aminoacidi costituenti il dominio PSAP con un’alanina causa

l’abrogazione della funzione del dominio e il blocco della gemmazione virale30, 38. Si

è quindi deciso di mutagenizzare la proteina VP1/21-767 mediante sostituzione della

prima prolina o di entrambi i primi due aminoacidi con altrettante alanine,

nell’eventualità che la prima modifica non fosse sufficiente. Tuttavia, dal successivo

esperimento di co-immunoprecipitazione, è risultato che nessuna delle due mutazioni

è stata in grado di abolire l’interazione specifica tra VP1/21-767 e Tsg101. L’effetto

della singola mutazione potrebbe essere strettamente dipendente dalla natura del

virus in questione e/o dal particolare ambiente cellulare considerato. Ciononostante,

la diversa risposta al medesimo tipo di mutazione potrebbe costituire anche una

differenza interessante nell’ambito della reinterpretazione di un dominio di origine

cellulare, quale il PSAP, tra virus a RNA dotati di envelope e i corrispondenti virus a

DNA. Per trovare definitiva conferma alle nostre ipotesi, si valuteranno altri possibili

schemi di mutagenesi che coinvolgeranno contemporaneamente i due residui di

prolina, presumibilmente gli aminoacidi più rappresentativi del dominio in questione.

La seconda proteina del tegumento in cui sono stati individuati degli L-domain è

VP16. Analogamente a quanto descritto per VP1/2, innanzitutto si è valutata la

localizzazione intracellulare del polipeptide mediante immunocitofluorescenza

indiretta eseguita su cellule infettate con un virus ricombinante esprimente la

proteina VP16 fusa alla proteina fluorescente GFP. Anche in questo caso, la proteina

è risultata localizzare a livello delle membrane dei MVB e, dal momento che VP16

presenta un unico L-domain, PPLY, la sua localizzazione in questo sito può essere

attribuita solo a tale dominio. Com’è noto, il partner cellulare dei domini di tipo

PPxY è costituito dalla famiglia delle ubiquitino-ligasi Nedd4 e si è deciso, quindi, di

verificare se la stessa VP16 potesse essere bersaglio di ubiquitinazione. Dopo aver
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clonato il gene codificante la proteina d’interesse arricchita di opportune sequenze

codificanti gli epitopi Flag o HA, così da favorirne l’identificazione, si è valutata

l’ubiquitinazione di VP16 mediante un saggio di immunoprecipitazione. Dai risultati

dell’esperimento è sembrato evidente che la proteina non venga ubiquitinata,

perlomeno in seguito alla sola trasfezione e, quindi, in assenza di altre proteine

virali. Tuttavia, essendo noto che le proteine caratterizzate dal dominio PPxY

possono interagire con i membri della famiglia delle ubiquitino-ligasi Nedd4 senza

essere necessariamente ubiquitinate a propria volta10, si è valutato se questo fosse

anche il caso di VP16. A tal fine è stato effettuato un saggio di co-

immunoprecipitazione overesprimendo, in cellule 293T, VP16 e uno dei seguenti

membri delle ubiquitino-ligasi Nedd4: Nedd4-1, Nedd4-2, WWP1 e AIP411, 93. I dati

ottenuti hanno permesso di escludere un’interazione diretta tra VP16 e ciascuno degli

enzimi considerati. E’ possibile ipotizzare che le condizioni sperimentali utilizzate

non siano quelle più appropriate in questo contesto o che VP16 interagisca con

membri delle ubiquitino-ligasi Nedd4 diversi da quelli considerati. Inoltre, è

possibile supporre che la localizzazione di VP16 ai MVB, osservata

precedentemente, sia da attribuirsi ad un’interazione indiretta della proteina con altri

fattori virali non presenti in trasfezione. A sostegno di quest’ultima ipotesi vi sono

anche dei dati sperimentali relativi al fatto che la localizzazione intracellulare di

VP16 in seguito a trasfezione è diversa rispetto a quella da noi osservata in infezione.

VP16, quindi, potrebbe essere veicolata ai MVB indirettamente mediante

associazione fisica con altre proteine virali oppure, tale interazione, potrebbe

implicare una variazione conformazionale della proteina stessa con conseguente

esposizione del dominio PPLY. In quest’ultimo caso il direzionamento di VP16 ai

MVB potrebbe essere guidato direttamente dal suo legame con le ubiquitino-ligasi o

dalla sua ubiquitinazione ad opera dei medesimi enzimi. Come possibili partner

d’interazione sono stati presi in considerazione alcuni prodotti proteici del cluster

genico costituito da UL46, UL47, UL48 e UL49 codificanti, rispettivamente,

VP11/12, VP13/14, VP16 e VP22. In particolar modo, sono state valutate le proteine

VP13/14 e VP22, in quanto, dati riportati in letteratura, hanno evidenziato interazioni

dirette o potenziali di VP16 con ciascuna di esse, sia da un punto di vista strutturale

che funzionale48, 101. Inizialmente, le sequenze codificanti ognuna delle due proteine

sono state clonate in un opportuno vettore di espressione eucariotica e addizionate di

una sequenza codificante l’epitopo Flag. Le interazioni fisiche di VP16 con VP13/14
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e VP22, quindi, sono state analizzate mediante un saggio di co-

immunoprecipitazione. I risultati ottenuti hanno confermato che l’interazione tra

VP16 e VP22 è diretta e indipendente da altri fattori virali. Un simile dato trova

riscontro anche in studi di co-localizzazione pubblicati in letteratura, in cui cellule

infettate presentano entrambe le proteine a livello di siti specifici, quali le vescicole

del TGN o compartimenti endosomiali interni al pathway di secrezione36. Viceversa,

nelle medesime condizioni sperimentali, non è stato possibile individuare alcun tipo

di interazione tra VP16 e VP13/14. Tuttavia, questo dato non esclude una possibile

associazione indiretta tra le due proteine in questione, mediata, ad esempio, da VP22,

da un altro membro del cluster genico di appartenenza o da una delle glicoproteine

con cui il tegumento entra in contatto.

Nel caso in cui la localizzazione di VP16 ai MVB dipenda dalla sua interazione con

VP22, tale direzionamento potrebbe essere causato dalla presenza di L-domain non

canonici in VP22 o dalla sua ubiquitinazione. Una simile modifica potrebbe essere

potenzialmente mediata dalla stessa VP16, nell’ipotesi di una variazione

conformazionale di quest’ultima dovuta all’interazione con VP22 e tale da

permetterne l’interazione con le ubiquitino-ligasi Nedd4. Al fine di verificare se

VP22 sia ubiquitinata e se tale modifica post-traduzionale sia legata alla presenza di

VP16, si è proceduto ad un saggio di immunoprecipitazione. Ne è risultato che VP22

è effettivamente ubiquitinata e che tale fenomeno non dipende in alcun modo da

VP16, che, nuovamente, non risulta essere coniugata a propria volta all’ubiquitina. I

dati ottenuti suggeriscono due possibili conclusioni. Primo, l’ubiquitinazione di

VP22 potrebbe essere dovuta alla presenza di L-domain non canonici tali da reclutare

direttamente opportune ubiquitino-ligasi a livello della proteina virale in questione.

Secondo, anche nel caso in cui VP16 presentasse una struttura tridimensionale non

idonea all’interazione con i membri delle ubiquitino-ligasi Nedd4, comunque

l’interazione con VP22 non comporta una variazione conformazionale tale da

modificare questa condizione. Se così fosse, infatti, il saggio eseguito avrebbe

rilevato variazioni nel livello di ubiquitinazione di VP22 in presenza di VP16.

Sembra dunque che l’interazione con VP22 non rappresenti la chiave di lettura per

comprendere i meccanismi alla base della localizzazione di VP16 a livello delle

membrane dei MVB. Per fugare ogni dubbio, sarebbe necessario eseguire lo stesso

tipo di esperimenti descritti anche in condizioni di overespressione dei vari membri

delle ubiquitino-ligasi Nedd4, così da verificare un eventuale aumento
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nell’ubiquitinazione delle proteine del tegumento, dovuto agli enzimi in questione, o

una possibile interazione fisica tra VP16 e i medesimi enzimi, in presenza delle

proteine tegumentarie fin qui considerate. Infine, vi è la possibilità che la

localizzazione di VP16 ai MVB non sia da attribuirsi ad una sua associazione con

qualche proteina del tegumento, quanto piuttosto con la glicoproteina gB, partner

d’interazione di VP16 nonché bersaglio delle ubiquitino-ligasi Nedd410, 109.

Dato che VP22 risulta ubiquitinata e che tale modifica post-traduzionale,

apparentemente, è indipendente dalla sua interazione con VP16, si è deciso di

valutare se anche VP13/14, priva d’interazioni con la medesima proteina, potesse

presentare lo stesso tipo di coniugazione. Mediante un saggio di

immunoprecipitazione, in cui sono stati utilizzati opportuni mutanti dell’ubiquitina,

si è dimostrato che VP13/14, a propria volta, è ubiquitinata e che il residuo di lisina

coinvolto nella polimerizzazione delle catene di ubiquitina, K63, è quello

generalmente coinvolto nei processi di indirizzamento di una proteina ai lisosomi via

MVB45. Potrebbe essere interessante analizzare la cinetica di ubiquitinazione della

proteina in questione. E’ noto infatti che tale modifica rappresenta il segnale di

accesso alla via dei MVB/lisosomi, ma la destinazione finale potrebbe variare in base

alla fase del ciclo replicativo in cui la proteina viene ubiquitinata. Infatti, nelle fasi

iniziali dell’infezione, in seguito alla spoliazione del capside, l’ubiquitinazione

potrebbe indirizzare la proteina alla degradazione nei lisosomi, mentre, nelle fasi

finali dell’infezione, la medesima modifica post-traduzionale, potrebbe guidare la

stessa proteina solo fino ai MVB, potenziale sede dell’assemblaggio definitivo della

particella virale. In quest’ottica sarebbe interessante analizzare anche la natura del

residuo di lisina coinvolto nell’ubiquitinazione di VP22 e la fase del ciclo replicativo

in cui l’ubiquitina viene coniugata alla proteina in questione. Infine, maggiore

completezza alle informazioni raccolte finora potrebbe essere fornita dall’analisi

della localizzazione intracellulare delle proteine tegumentarie VP13/14 e VP22,

nonché delle eventuali variazioni in tale localizzazione in assenza di ubiquitinazione.

Riassumendo, almeno quattro proteine facenti parte del tegumento di HSV-1, VP1/2,

VP13/14, VP16 e VP22, sembrano essere reclutate al pathway di biogenesi dei

MVB. Due di esse, VP1/2 e VP16, presentano sequenze identificabili come L-

domain al proprio interno ed entrambe localizzano, almeno parzialmente, a livello

delle membrane dei MVB. Nel caso di VP1/2 tale localizzazione presumibilmente è

da attribuirsi ad un’azione sinergica dei domini di tipo P(T/S)AP e YPxL in essa
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presenti e alla loro interazione diretta con i rispettivi partner cellulari, di cui quella

con Tsg101 è stata chiaramente dimostrata.

Nel caso di VP16, invece, il meccanismo di reclutamento sembra essere più

complesso e mediato probabilmente da altri fattori virali, tant’è vero che tale proteina

localizza a livello dei MVB solamente in seguito ad infezione, quando tutte le

proteine erpetiche sono presenti all’interno della cellula. Due dei possibili partner

d’interazione di VP16 riportati in letteratura, VP13/14 e VP22, sono stati analizzati

al fine di verificare se essi rappresentino l’elemento necessario al reclutamento di

VP16 ai MVB, ma solamente VP22 è risultata in grado d’interagire direttamente con

tale proteina. Nonostante ciò VP22 non sembra corrispondere al fattore virale

cercato, almeno in base ai dati raccolti finora. Tuttavia, sia VP22 che VP13/14 sono

soggette ad ubiquitinazione, modifica che rappresenta la seconda strategia utilizzata

dai virus per sfruttare il meccanismo di biogenesi dei MVB a proprio vantaggio.

Inoltre, l’ubiquitinazione di VP13/14 è risultata del tipo specifico per

l’indirizzamento di una proteina proprio ai MVB/lisosomi, anche se è ancora da

chiarire quale dei due organelli rappresenti il sito di destinazione finale di tale

proteina.

In conclusione, i capsidi neo-formati potrebbero essere guidati ai MVB dalla proteina

VP1/2, cui risultano associati già in seguito alla gemmazione dalla membrana

nucleare9, e, a livello di tali organelli, interagire con altre importanti proteine tra cui

VP16. In seguito, la fitta rete di interazioni che sussiste tra le varie proteine

strutturali potrebbe portare alla riunione dei due “sottoassemblaggi” costituenti il

tegumento e, successivamente, al completamento della particella virale. In un simile

contesto, quindi, le membrane dei MVB potrebbero rappresentare il sito di

formazione del secondo “sottoassemblaggio” proteico, se non addirittura il sito di

assemblaggio definitivo e di gemmazione del virione.
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8. ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI

Ab dall’inglese: antibody

AIP1 dall’inglese: ALG-2 Interacting Protein 1

Ala Alanina

BSA dall’inglese: Bovine Serum Albumins

Co-IP Co-Immunoprecipitazione

ddNTP DiDeossiNucleotidi TriFosfato

DMEM dall’inglese: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DNA Acido DeossiriboNucleico

ESCRT dall’inglese: Endosomal Sorting Complex Required for

Transport

FBS dall’inglese: Fetal Bovine Serum

FPIV Fenilalanina - Prolina - Isoleucina - Valina

GFP dall’inglese: Green Fluorescent Protein

HA Emoagglutinina

HIV-1   Virus dell’Immunodeficienza Umana di tipo 1

HSV-1   Herpes Simplex Virus di tipo 1

ICP dall’inglese: Infected Cell Polipeptide

IgG Immunoglobulina G

IP ImmunoPrecipitazione

K48 Lisina in posizione 48

K63 Lisina in posizione 63

kDa Chilo-Dalton

LAMP dall’inglese: Lysosomal-Associated Membrane Protein

LB Luria-Bertani

LB dall’inglese: Loading Buffer

L-domain dall’inglese: Late domain

Leu Leucina

m.o.i. dall’inglese: Multiplicity Of Infection

mRNA RNA messaggero

MVB dall’inglese: MultiVesicular Bodies

Pb Paia di basi

PBS Tampone fosfato
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PCR Reazione a Catena della Polimerasi

PFU dall’inglese: Plaque Forming Units

Phe Fenilalanina

PPLY Prolina - Prolina - Leucina - Tirosina

PPxY Prolina - Prolina - aminoacido casuale - Tirosina

Pro Prolina

P(T/S)AP Prolina - (Treonina/Serina) - Alanina - Prolina

p/v Peso/Volume

RNA Acido RiboNucleico

Rpm Rivoluzioni Per Minuto

SDS Sodio Dodecil Solfato

Ser Serina

SV40 Virus vacuolante della scimmia

TGN Trans-Golgi Network

Thr Treonina

Tsg101 Tumor Susceptibility Gene 101

Tyr Tirosina

U Unità

Ub Ubiquitina

UL Sequenza unica del frammento genico Long

US Sequenza unica del frammento genico Short

VHS Virion Host Shutoff

VP Virion Protein

Vps Vacuolar Protein Sorting

v/v Volume/Volume

WB Western Blot

YPASPGL Tirosina - Prolina - Alanina - Serina - Prolina - Glicina -

Leucina

YPxL Tirosina- Prolina - aminoacido casuale - Leucina
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