Universita degli Studi di Padova

SEDE AMMINISTRATIVA : UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PADOVA

DIPARTIMENTO DI ISTOLOGIA, MICROBIOLOGIA E
BIOTECNOLOGIE MEDICHE

SCcUOLA DI DOTTORATO DIRICERCA IN BIOMEDICINA
XXIII cicLo

INTERAZIONE TRA PROTEINE VIRALI E
CELLULARI COINVOLTE NELLE FASI
TARDIVE DEL CICLO REPLICATIVO DEL
VIRUS DELL'IMMUNODEFICIENZA FELINA

DIRETTORE DELLASCUOLA: CH.MO PROF. GIORGIO PALU

SUPERVISORE CH.MA PROF.SSAMARIA CRISTINA PAROLIN

DOTTORANDO: DOTT. MICHELE CELESTINO






In quell'istante ebbero termine i libri,
I'amicizia, i tesori senza sosta accumulati,
la casa trasparente che tu e io costruimmo:
tutto cesso d'esistere, tranne i tuoi occhi.

A mamma






Indice

INDICE
1. SOMMARIO ..o e e 1
2. ABS T RACT e 5
3. INTRODUZIONE ... .o 9
3.1 1l Virus dellImmunodeficienza Felina (FIV) ... 9
3.1.1 Morfologia del VIHONE ..........coooiiiimmeeecieee e 11
I T 2 C 1T [0 1 = PP RRPRPPTRR 12
3.1.3 CiclO repliCatiVO ....ceeee et 15
3.1.4 Patogenesi dell'iNfeZIONe ............iccceeeevvviiiiiiie e 17
3.1.5 Le poliproteine Gag e Gag-Pol di FIV ... 18
3.2 | late domains nella gemmazione dei virus ddianvelope ................... 22
3.3 I multivesicular DOAIES ............oooeeiieeeeeeiiiee e eeeeeeeeeebeeees 24
3.3.1 Ruolo e caratteristiche della proteina AIRKA.............coovvvvvvivnnnnne 30
3.4 Fattori cellulari dell’ospite in grado di interire nel ciclo di replicazione
FEETOVITAIR ...ttt e e e e 33
T I (=T = PP UUPPRTTRRTTRRR 35
3.5.1 Caratteristiche generali di BST2......comeeeerennmiiinaneeeeeeeeaeeereeeennnns 36
3.5.2 Meccanismo d’azione antivirale di BST2/tetarl.............ccccoeeeeenenn. 38
3.5.3 ANtagonisti Virali............ooeeeuuuvtmme e eeeeeeeiiiiiese e e e e e e e e e e e eeeeeeeaeenees 39
3.5.4 Ruolo di teterina nell’'evoluzione dei lentus e nella pandemia
EIPAIDS ... e e 42
A, OBIETTIVI vt e 45
5. MATERIALI € METODI...couniiie et 47
AV F= L= = U P U TP PP PPPPPPP 47
5.1 LiN€e CellUIAN. ..ccee i 47
5.2 PlaSMIdi.....uuviiiiiiiiiiiiiiiiiei et e e 47
5.3 OligoNUCIEOLII......cceeiiiiieiiiiiiiiit i eeeee ettt e e eeeas 51
Y= (o o PP T PP PP PPPRPPP 53
5.4 Quantificazione degli acidi NUCIEICI......ccceeveeiiiiriiiiiiiie e, 53
5.5 Competenza e trasformazione batteriCa ..oomevveeevvvveiiiiiiiiieeeeee, 53
5.6 Preparazione di DNA plasmidiCo..........cccemmmieeiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiinnn 54
A 1] = o = 1= P 55
5.8 Estrazione dell’lRNA e tecniche di RT-PCR ..o, 56
5.9 Reazione a catena della polimerasi (PCR).ccceeeeeeiiiieeeeiiivieeeeiiiiiiis 57
5.10 Restrizioni enzimatiChe..............uuuuueiiiiiiii e 75
5.11 Tecniche di ClONAQQIO ......vvueeeiei e 85
5.12 Sequenziamento dei plasmidi...........occceeeeiiiiiiiiiii s 78
5.13 Tecniche di traSfeZIONE ...........ooo et 97
5.14 IMMUNOFIUOIESCENZA ......cceeiiiii ettt 84
5.15 Produzione di virus-like particles (VLPS) evdtioni ......................... 85
5.16 Purificazione delle VLPs mediante centrifugagi su cuscino di
saccarosio (VIFoN Pelleting) .........u....u. e sennaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieerennnas 85

5.17 Preparazione dei lisati cellulari...........cooovvviiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 86



Indice

5.18 Elettroforesi di proteine denaturante (SDS-BAG............ccccceeeeennnn. 86
5.19 Western BIOtNG.......ccoooiiiiiiiieiet ettt 87

6. RISULTATI
RUOLO DELLA REGIONE GAG DI FIV
NELL'INTERAZIONE CON PROTEINE CELLULARI

COINVOLTE NELLA GEMMAZIONE .....ccoieiiiiiieiies e, 91
PrEIMESSA ... e 91
6.1 Caratterizzazione dei domini tardivi della cagg Gag di FIV................... 92
6.2 AIP1/Alix ripristina il rilascio dei mutanti déate domain PSAP in modo
indipendente dal MOtIVO LLDL .......ccooiiiiiii e 8.9
6.3 Mutagenesi della regione nucleocapside di G&HM\M........................... 102

6.4 Ruolo delle cisteine in posizione 377, 390, 83®9 degli zinc-fingers del
nucleocapside e dei domini tardivi mutati di Gabrgascio delle particelle

SIMI-VITAIT e 105
6.5 Ruolo dei residui basici aminoterminali del leocapside e dei mutanti del
late domain di Gag sul rilascio di particelle sivitlali ....................ccccvnnnnnnn. 112

7. RISULTATI
FATTORI CELLULARI DELL'OSPITE IN GRADO DI
INTERFERIRE NELLA GEMMAZIONE DI FIV: TETERINA

................................................................................................. 117
PrEMESSA .....e i e 117
7.1 ldentificazione e clonaggio del prodotto detgést2 del genoma felino117
7.2 Valutazione della capacita antivirale di tetardelina...........ccccccccoeeeeen.. 125
7.3 Localizzazione cellulare di CBST2.......ccoivvviiiiiiiiiiiiiiiee, 126
7.4 Dimerizzazione di CBST2........uuuuiiiiiieeeieeiiiiii e 271
7.5 Attivita antivirale di teterina felina nei caohti del Virus
dell'Immunodeficienza Felina (FIV) ...........ummeeeeeeiiiiiiiiiinee e 128
7.6 Ricerca di un fattore virale in FIV in gradoattitagonizzare I'effetto di
teterina felina: Envelope € Orf-A ... 301

8. DISCUSSIONE. ... ..o e 135

9. ABBREVIAZIONI ..., 149

10. BIBLIOGRAFIA ... 153

11. RINGRAZIAMENTI ... 173

12. PUBBLICAZIONI ALLEGATE ... 175



Sommario

1. SOMMARIO

Il Virus dell'lmmunodeficienza Felina (FIV) € unnkévirus che infetta i non
primati e causa una sindrome da immunodeficiendasne ospite, il gatto
domestico, simile allAIDS nelluomo. FIV presentaumerose omologie
molecolari e patogenetiche con il Virus delImmudedicienza Umana di tipo 1
(HIV-1), rappresentando quindi un ottimo modello [gestudio di HIV-1 e per lo
sviluppo di vaccini e di vettori per la terapia gen In questo contesto, la
caratterizzazione dei determinanti virali e celiiylahe regolano il rilascio delle
particelle dalle cellule infettate, riveste un daruciale non solo dal punto di
vista dello studio della biologia del virus, ma laa@er l'identificazione di nuovi
target terapeutici e per lo sviluppo di vettoritlemali basati su FIV, da impiegare
per I'espressione ed il trasferimento di transgemicellule eucariotiche. In
particolare, la nostra attenzione si e focalizzaita fase di gemmazione. La sola
poliproteina strutturale Gag di FIV, cosi come tpelegli altri retrovirus, € in
grado di assemblarsi e mediare il rilascio di pette simil-virali (Virus-like
particles VLPSs) in assenza di altre proteine/determinaméliv A tal fine, questi
virus ad RNA dotati dienvelopegemmano dalle cellule infettate, sfruttando il
pathway dei Multivesicular Bodies(MVB), attraverso l'ubiquitinazione delle
proteine strutturali e/o la loro diretta interazooon proteine cellulari, le quali
sono coinvolte nella biogenesi di questi organethediante corti motivi
aminoacidici ricchi in prolina, noti come dominirda/i (Late domaino L
domain.

Il presente lavoro di dottorato si € proposto diattarizzare le fasi tardive del
ciclo replicativo di FIV. L'attenzione e stata fdiezata sullo studio i) delle
interazioni tra proteine cellulari e virali coint®lnella gemmazione e ii) dei
fattori dell’ospite in grado di interferire a liveldi tale processo.

Nella prima parte della ricerca € stato carattatz contributo della poliproteina
Gag nel rilascio delle particelle virali e plathwaycellulare impiegato da FIV
durante la gemmazione. E’ stato possibile dimostcamme FIV sia strettamente
dipendente dal dominio tardivo PSAP, contenutoanedlgione carbossiterminale
p2 di Gag, per il rilascio delle particelle viradi,prescindere dalla presenza di una
proteasi virale attiva. E’ stato inoltre documeatabme il suddetto dominio
tardivo permetta a FIV di sfruttare pathwaydei MVB per gemmare in modo
efficiente dalle cellule e come questo sia corcelall'ubiquitinazione di Gag,
possibile solo in presenza del dominio tardivo vatti Nel tentativo di
caratterizzare ulteriormente il ruolo dell'inteegione p2 nella gemmazione, e
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stato osservato che la capacita di produrre VLPatée del mutante con il
dominio tardivo PSAP inattivato poteva essere stprata over-esprimendo nelle
stesse cellule la proteina cellulare AIP1/Alix. 8fggcativamente, analizzando la
regione p2 é stato possibile identificare un mothMdDL a valle di PSAP,
reminiscente ddlate domainYPDL, che in EIAV risulta essere essenziale per la
gemmazione virale in quanto interagisce con lagmat cellulare AIP1/Alix. E’
stata quindi verificata la possibilita che tale motavesse funzione di dominio
tardivo in FIV. In particolare, e stato dimostratmme la completa distruzione del
motivo LLDL, nel contesto del dominio tardivo PSARatto, non abbia alcuna
funzione nella gemmazione del virus. E’ stata quuadyliata la possibilita che il
motivo LLDL potesse funzionare date domainausiliario coinvolgendo, in
alcuni casi, la proteina AIP1/Alix. Si e quindi pexluto ad analizzare la capacita
di AIP1/Alix di ripristinare il rilascio di VLP dimutanti a livello del dominio p2
di Gag. E’ stato dimostrato come la over-espresstmIP1/Alix sia in grado di
ristabilire la gemmazione dei mutanti difettivi igelllo del dominio tardivo e di
come tale proteina sia incorporata nelle stessesyltPassenza di un’interazione
con il motivo LLDL. | dati ottenuti indicano comd motivo LLDL non
rappresenti per FIV un dominio tardivo ausiliaridel contesto di HIV-1, di
recente € stato proposto che il dominio nucleodap@NC) cooperi con p6 nel
reclutamento delle proteine cellulari richieste pergemmazione virale ed, in
particolare, & stato dimostrato come ginc finger presenti a livello di NC
rappresentino addizionali siti di legame per lat@ra AIP1/Alix. Alla luce di
gueste evidenze sperimentali, & stato quindi azeglizil contributo del NC di FIV
nella cooperazione con i domini tardivi nella geraioae e la sua possibile
interazione con AIP1/Alix. A tale scopo, sono stagéinerati dei costrutti FIV-
derivati recanti specifiche mutazioni a livello 8iC in combinazione con
alterazioni nella regione carbossiterminale. Diaerente da quanto accade in
HIV-1, é stata dimostrata I'assenza di coinvolgitoedel nucleocapside di FIV
nel ripristino della gemmazione di tali mutanti dale domain in presenza di
sovraespressione di AIP1/Alix.

Nella seconda parte della ricerca, sono stati zzetli alcuni aspetti molecolari
alla base della specie-specificita degli eventilitardella replicazione di FIV.
Recentemente in letteratura € stato riportato ctanproteina cellulare umana
teterina(o hBST2) sia in grado di interferire con il rilascelle particelle virali di
HIV-1 dalle cellule infettate e come tale virus gbbevoluto specifiche
contromisure per antagonizzarne I'effetto. Sullsiloiatali studi, in seguito ad una
profonda analisi bioinformatica nel genoma feligostato possibile identificare
I'ortologo della proteina umana BST-2/teterina,oriminato cBST2 o teterina
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felina, e ne é stata valutata la funzionalitasuiltati indicano come cBST2 non sia
in grado di interferire con il rilascio di FIVin quanto il suo effetto é
antagonizzato dall’'azione combinata dalla protsinatturale Env e della proteina
accessoria Orf-A. Inoltre, in accordo con la spegecificita di questi fattori
antivirali, e stato dimostrato come la forma felida BST2 sia in grado di
impedire il rilascio delle particelle virali di HRL, lentivirus che infetta i primati
umani, e come teterina umana, invece, blocchi tangazione di FIV, lentivirus
che infetta i non primati.

| risultati ottenuti permettono di approfondirecienoscenze legate alla biologia di
FIV, in particolare quelle relative ai meccanisngllglari, condivisi oppure
altamente divergenti, con il ciclo biologico di HIV e possiedono profonde
implicazioni nell'uso di FIV come modello per AP e nelle applicazioni in
ambito biotecnologico e veterinario.
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2. ABSTRACT

Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a non-priredentivirus that causes an
immunodeficiency syndrome in domestic cats, thatrigking similar to AIDS in
humans. FIV is similar to Human Immunodeficiencyrdé type 1 (HIV-1) in
many molecular and biochemical properties, thusessmting an attractive model
for AIDS research in many different aspects rangfrgm pathogenesis to
therapeutic approaches. In this context, undersigritie interplay between viral
and host factors plays a crucial role in the e$fddr elucidating the molecular
mechanisms involved in virus pathogenicity and thws the development of
effective therapeutic and vaccine approaches. derao fully take advantages of
these important properties and considering thajptiesent understanding of FIV
biology lags behind knowledge accumulated on HiMfetent aspects of FIV life
cycle need to be further investigated. In particuwee focused our attention on
viral budding. As for all the other retrovirusesyRsag can assemble and lead to
Virus Like Particles (VLPs) budding from cells imet absence of other proteins /
viral determinants. To accomplish this, RNA-enveldiruses bud from infected
cells by exploiting the Multivesicular Body (MVB)aghway. In this context,
ubiquitination of structural viral proteins and ithdirect interaction with cellular
factors involved in the MVB biogenesis through shmoline rich regions, named
Late domains (L domains), are crucial mechanisms.

The overall goal of the study is to characterizeldte steps of FIV replication. In
particular, our attention has been focused ong}atiting viral/cellular protein
interactions involved in budding and ii) the idéoation of the host factors that
can interfere in this process.

Firstly, we focused our attention on the role oé tmajor structural FIV Gag
protein in viral budding and the pathways that EXploits for its budding. Here
we report that, in contrast with HIV-1, FIV is sty dependent for its budding on
a “PSAP”-type L-domain, mapping in the carboxysenal region of Gag,
irrespective of a functional viral protease. Moregwve demonstrate that FIV
egress is related to Gag ubiquitination, thatnkdd to the presence of an active
L-domain. We demonstrate that FIV, thanks to itsldmain, hijacks the MVB
biogenesis machinery to execute its efficient &xam cells. In order to further
characterize the contribution of the entire p2@agn FIV egress and the role of
cellular proteins in the process, we noticed thp2anutant characterized by the
complete disrupting of the PSAP late domain couddrescued by the over-
expression of the cellular protein AIP1/Alix. Inéstingly we were able to identify
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in p2, down-stream the PSAP sequence, an LLDL mwtiich is reminiscent of
the YPXnL L-domain. It is well known that in EIAVa sequence “YPDL”,
mapping at the level of Gag p9, is essential faalvbudding through the
interaction with AIP1/Alix. In particular, we demsimated that the complete
destruction of LLDL motif, in the context of PSARBté domain intact, has no
impact in the release of FIV. Next, we analyzed thbethe LLDL motif may
function as an auxiliary L-domain in the contextFdV-Gag, and, specifically,
mimicking the YPXnL type of L-domains. We were abeshow that, also under
these conditions, AIP1/Alix is still capable of caghg VLPs production and any
p2 sequences are strictly necessary for its incatjpm in FIV VLPs. The data
obtained indicate that the LLDL motif does not egant an auxiliary late domain
for FIV.

In the context of HIV-1, it has recently been pregd that the nucleocapsid
domain (NC) cooperates with p6 in recruitment dfutar proteins required for
viral budding and, in particular, it has been shdhat the zinc finger present in
NC represent additional binding sites for AIP1/Albo investigate this aspect in
FIV, we analyzed the contribution of the NC domarthe cooperation with the
late domain in the budding and its possible int@vacwith AIP1/Alix. Thus, we
mutagenized FIV zinc finger motifs and, in partanylwe generated different NC
mutants in combination with alterations at the lefehe carboxyterminal region
of Gag. In contrast to what occours in HIV-1, wandastrated the absence of
involvement of FIV NC in the budding rescue abilifyAIP 1/Alix.

In the second part of the research, we analyze@ soobecular aspects underlying
the specie-specificity of the late step of FIV regiion. Recently it has been
reported that the human cellular protein tetheonhBST2) is able to block the
release of HIV-1 viral particles from infected selind that HIV-1 has evolved
specific countermeasures to antagonize its eff&tsting from these findings, by
means of a detailed bioinformatics analysis infdlme genome, it was possible
to identify the ortholog of the human protein BS€&&ierin, renamed cBST2 or
feline tetherin. We were able to show that cBSTAriable to interfere with FIV
release, since its effect is antagonized by a coeabaction of the structural Env
protein and the accessory Orf-A protein. Furtheenon agreement with the
specie-specificity of these antiviral factors, wentnstrated that the feline
tetherin is able to prevent the particle releaseH®W-1, a human primates
lentivirus, and that human tetherin blocks theiplrtrelease of FIV, a lentivirus
which infects the non human primates.

In conclusion our data bring to light peculiar agpeof FIV biology and, in
particular, put the basis for the identificationceflular mechanisms either shared
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or highly divergent between FIV and HIV-1, with fwand implication for the
use of FIV as model for studying HIV pathogenesid therapy.
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3. INTRODUZIONE

3.1 1l Virus dell'lmmunodeficienza Felina (FIV)

Il Virus delllImmunodeficienza Felina (FIVFeline Immunodeficiency Virus
appartiene alla famigli®etroviridae genere Lentivirus, ed e stato isolato per la
prima volta in California nel 1987 (Pedersatral, 1987).

La famiglia Retroviridae comprende un vasto ed eterogeneo gruppo di virus
isolati da numerose specie di vertebrati, caraitati da genoma diploide ad RNA
a polarita positiva e dotati @nvelope L’elemento distintivo di questi virus € il
loro ciclo replicativo: in seguito all'ingresso telparticella virale nella cellula
ospite, I'RNA genomico viene retrotrascritto in umelecola di DNA a doppio
filamento che verra integrata nel genoma dellautelbtessa. Entrambi questi
processi vengono mediati da enzimi virali, la reascrittasi inversa e l'integrasi
(Varmous and Brown, 1989). La forma integrata del DNA viralehiamata
provirus, servira come stampo per la formaziondi dRIJA virali e delle proteine
necessarie per la costituzione della progenieeimabpo I'integrazione, il DNA
provirale si comporta come un gene cellulare, viené tramandato alle cellule
figlie e viene trascritto dalla RNA polimerasi klita cellula ospite.

| retrovirus sono classificati in sette generi asb al tropismo e alla patogenicita:
alpharetrovirus, betaretrovirus e gammaretrovi@siderati virus a genoma
semplice, e deltaretrovirus, epsilonretrovirus,tilérus e spumavirus, ritenuti
virus a genoma complesso. | primi hanno un gencanatterizzato dai gergjag,
pol ed eny, mentre i retrovirus “complessi’ possiedono prdéidgénici accessori
importanti per la replicazione e la diffusione \eran vivo.

| lentivirus (dal latindenti ovvero lento) causano disordini di tipo degenecat
carico del sistema immunitario e nervoso, carazeti da una lenta progressione
della malattia. A questo genere appartengono wirggado di infettare i primati,
tra cui il Virus delllmmunodeficienza Umana di ¢ipl (HIV-1) e il Virus
dell'lmmunodeficienza di Scimmia (SIV), cosi comegug che infettano i non
primati, quali il Virus dell’Anemia Infettiva Equan (EIAV) e FIV. Ceppi specie-
specifici di FIV sono stati descritti nel gatto destico Felis catu$, nel puma
(Puma concoloy, nel leone Panthera led e nel leopardoRanthera pardus
(Troyeret al, 2005).

La sindrome da immunodeficienza acquisita (AID®nseguenza dell'infezione
da HIV-1, é una patologia diffusa a livello mondiadialla sua scoperta, nel 1984,
ad ora ha causato la morte di milioni di persone, monostante gli enormi
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progressi compiuti in questo campo dalla riceregegg aura o un vaccino valido
non e ancora disponibile (Montagnier, 2010).

In quest’ottica, I'ottenimento di un modello animadeguato € fondamentale per
migliorare la conoscenza di questo patogeno, nomehéil progresso, per la
sperimentazione e per la valutazione dell’efficagi&ivo di vaccini e di farmaci.
Tra i vari modelli disponibili, FIV, e il suo ospitnaturale, il gatto domestico,
risultano particolarmente idonei. Infatti, nonoséama lontananza dal punto di
vista filogenetico con HIV-1, vi & similarita nafganizzazione genomica, nella
struttura morfologica, nelle proprieta biologichaedla persistenza dell'infezione
nell'ospite naturale (Eldeet al, 2008). Diversamente da quanto accade nella
patologia indotta da SIV nella scimmia, lo svilupgella malattia nel gatto, da
parte di FIV, non richiede trasmissiooessspecie, permettendo cosi di studiare
I'infezione sia orizzontalmente che verticalmer@edts, 2005). Rispetto a SIV ed
alla scimmia, FIV, ma soprattutto il gatto domesticisulta vantaggioso in
termini economici, logistici e di gestione degliraali, largamente rappresentati e
non in via di estinzione. Un ulteriore aspetto dargle interesse € la specie-
specificita di FIV: infatti, nonostante 'uomo cduila con il gatto il principale
co-recettore per questo virus, CXCR4 (Willet al, 1997a,b), non vi sono
evidenze di trasmissione di questo patogeno (Mastadl, 2005). Questo aspetto
rende FIV particolarmente idoneo e sicuro da rist¢iwlogico presentando quindi
anche numerosi vantaggi per il suo utilizzo comtove per la terapia genica
nell’'uomo. Vettori FIV-basati possiedono infatti ¢apacita di trasdurre cellule
guiescienti con espressione a lungo termine delks¢rene anche se, rispetto a
quelli ottenuti a partire da HIV-1, non risultanatpgeni o infettivi per 'uomo
(Kanget al, 2005, Saenand Poeschla, 2004). Infine, FIV e l'unico lentivirds
cui esiste un vaccino disponibile in grado di pggtere il gatto domestico da tutti

I sottotipi (Hohdatsuet al, 1997); tale meccanismo di protezione sembra
coinvolgere I'immunita sia umorale che innata Ral, 1997).

Il modello FIV e il suo ospite rappresentano quidegli strumenti utilissimi nella
comprensione delle patologie virali in modo da:cgpire perché la risposta
immunitaria di lentivirus, quali FIV ed HIV-1, rita debole se comparata
allimmunita contro altri tipi di virus, prerequisi essenziale per un vaccino
efficiente; i) analizzare in  maggior dettaglio la patogenesi
dell'immunodeficienza, per creare nuove terapiévaati o di supporto al sistema
immunitario in collasso; e infine, iii) chiarire Huolo di fattori cellulari che
collaborano o antagonizzano la diffusione di HIW/FDato I'enorme potenziale
nell'uso del gatto domestico come modello animae rpalattie umane, infettive
e non, é stato possibile completare il sequenzitongel suo genoma (Progetto

10
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Felis Catus NCBI). E’ interessante notare come dall’analisi smerso che il
90% dei geni del gatto domestico risulta esserelagd al genoma umano
(Pontiuset al, 2007, Murphyet al, 2007).

Infine, data I'elevata incidenza fra i gatti domeas{Courchampand Pontier,
1994), FIV riveste un ruolo importante nella medcveterinaria.

3.1.1 Morfologia del virione

Il virione maturo di FIV (Figura 3.1) ha una forrsgrica-elissoidale di circa 100-
125 nm di diametro. Si possono individuare un ioeod esternodgnvelopeo
pericapside), dal quale protrudono le glicoproteineli, e un componente
capsidico, costituito da una porzione esterna (oete da una porzione centrale
(nucleocapside @ore), che racchiude il genoma virale e le proteineeado
associate (Miyazawet al,, 1989, Pedersest al, 1987).

PROTEINE ENV

SU (gp95
™ (gp41) ? ? RNA
_peetssnel ENVELOPE

," ﬂ PROTEINE GAG
| T i MA (p14)
% aal N
P CA (p24)
o b NC (p7)
Ssteeetst CORE
PROTEINE POL d .
RT(p65} DOPPIO STRATO

IN (p31)
DU (p14)
PR (p14)

FOSFOLIPIDICO

Figura 3.1: Virione di FIV maturo.

L’ envelope costituito da un doppio strato fosfolipidico, éqaisito durante la
gemmazione dalla membrana plasmatica delle ceihiédtate. Sulla superficie
del virione sono localizzate le glicoproteine \viirali superficie (SU) e
transmembrana (TM), codificate dal genoma virate associate fra di loro in
complessi trimerici mediante legami non covaleriisse rivestono un ruolo
importante nella biologia di questo virus in quanleterminano il tropismo e
I'infettivita della particella virale.

Al di sotto dellenvelopesi distingue la componente capsidica del virione,
costituita esternamente dalla matrice ed internéengaicore o nucleocapside. Lo
strato di matrice e formato dalla proteina matrib#d), disposto in modo da
formare un guscio sferico strettamente associdteraelopeg risulta necessario

11



Introduzione

per la corretta incorporazione delle proteine vidakuperficie nel virione maturo
(Manriqueet al, 2001).

Il capside, a simmetria icosaedrica, € costituaondmerose unita della proteina
capsidica (CA o p24). Il suo ruolo é quello di faicclere il genoma e le proteine
ad esso associate necessarie per la maturaziongedtivita del virione. Tra
queste sono presenti la proteina nucleocapside (HQktrotrascrittasi (RT),
I'integrasi (IN), la proteasi (PR) e la deossiunalitrifosfatasi (DU), assente nei
lentivirus dei primat{SaenzandPoeschla, 2004, Luttgend Freed, 2010).

3.1.2 Genoma

Il genoma di FIV (Figura 3.2) e diploide, costituitla due filamenti di RNA a
polaritd positiva geneticamente identici. Esso ha lunghezza complessiva di
circa 9,2 kb e possiede una struttura 7-metilguano@AP) all’estremita 5’ ed
una coda di poli(A) all’estremita 3'. Le due moléeali RNA sono unite in
corrispondenza dei terminali 5’ tramite legami agkno che si instaurano a
livello di una regione di auto-complementarieta @Dimer Linkage Structude

Il genoma viene incorporato nella particella virgtazie alla presenza del segnale
di incapsidazionePsi (¥), localizzato nella regione 5’ di ciascun filamerdi
RNA. A monte del segnal®, si trova il sito di legame del tRNA cellulare
dell’'aminoacido lisina (PBSPrimer Binding Sitg che viene incorporato nel
virione, mentre vicino al terminale genomico 3’ eegente un corto tratto di
polipurine (PPT,Polypurine Tract. Entrambi i filamenti del genoma virale
presentano alle estremita due corte sequenze tép@l e, adiacenti ad esse, due
sequenze uniche U5 e U3, rispettivamente ai telmiiee 3’. Da queste due
regioni del genoma si formano, durante il procedis@trotrascrizione inversa, le
due LTR (ong TerminalRepeatk organizzate nella sequenza U3-R-U5, presenti
ad entrambe le estremita del genoma provirale (Btiad), 1999). Le LTR di FIV
contengono numerosi siti di legame per una varitdattori di trascrizione
eucariotici (AP-1, AP-4, NkeB, etc.). Sono inoltre presenti un TATA box e un
CCAAT box (Spargeret al, 1992, Ikedaet al, 1998). Questi elementi
differiscono da quelli caratteristici del’LTR dild-1 sia nel livello di attivita
trascrizionale basale sia nella loro capacita sipandere alla transattivazione
virale. In FIV infatti, al contrario di HIV-1, il pmotore ha un alto livello di
attivita basale, ma risponde in modo debole aisattivatori virali (Mustafaet al,
2005). Le sequenze U5 e U3 contengono, inoltrengdortanti per I'integrazione
del provirus nel genoma della cellula ospét 6ites.
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Figura 3.2: Organizzazione del genoma provirale e mappa dectitti di FIV (da Pistello, 2008).

Come tutti 1 retrovirus, il genoma di FIV possiette Open Reading Frames
(ORFs) maggiorigag, poledenv(dal 5" al 3"), codificanti le proteine struttural
interne, gli enzimi virali e le proteine dehvelopeaispettivamenteOltre a queste
ORF principali, sono presenti altre ORF piu piccoli€ orfA e rev, codificanti
proteine a funzione regolatoria (Olmstdal, 1989, Talbotet al, 1989).

Il trascritto del gengag viene tradotto inizialmente in una poliproteinag@ikDa.
Con l'uscita del virus dalla cellula ospite, la @ioa virale proteasi (PR) processa
Gag, rispettivamente dall’estremita amminica a lquedrbossilica, nelle proteine
strutturali matrice (MA), capside (CA) e nucleoddes(NC) che formeranno il
virione maturo di FIV.

Il trascritto del gengol viene tradotto come poliproteina di fusione Gag-éiol
circa 158 kDa mediante un evento faameshiftribosomiale nella regione di
sovrapposizione fra le due ORF (Morikaveend Bishop, 1992). Durante |l
frameshift,la lettura dei codoni viene spostata in posizidheispetto akeading
frame di gag al fine di consentire la lettura in fase del ggd Nel corso
dellassemblaggio della particella virale, la porm Pol della poliproteina Gag-
Pol viene processata, mediante auto-proteolisij Bagimi funzionalmente attivi
PR, RT, DU e IN.

Il prodotto del geneenv e una poliproteina di 130 kDa (gpl30) che viene
processata, grazie all’azione di proteasi residegitreticolo endoplasmatico e nel
Golgi della cellula ospite, nelle proteine di sdpee (SU o gp95) e

13



Introduzione

transmembrana (TM o gp41). Le proteine @gilelopesi collocano a livello della
membrana della cellula infettata, in corrispondedeasiti di assemblaggio delle
particelle virali, e sono coinvolte nel tropismonell'infettivita del virus. La
proteina SU é una proteina altamente glicosila@bdiDa che favorisce il legame
con il recettore cellulare CD134 (Shjmojines al, 2004). TM, di 41 kDa, &
invece una proteina transmembrana che attraversdoppio strato lipidico
dell’envelope Essa contiene il dominio di fusione e quindi & img@ote per la
penetrazione della particella virale nella cellokpite (Manriqueet al, 2004).
Entrambe le proteine costituiscono il bersagliomanio degli effettori della
risposta immunitaria dell’ospite e la loro sequerzaltamente divergente tra
diversi isolati di FIV. Le sostituzioni aminoacitie sono raggruppate in
corrispondenza di regioni variabili delle due gpooteine, che si alternano a
regioni conservate importanti per I'acquisiziondlaeorretta struttura terziaria e
del patterndi glicosilazione (Bendinelket al, 1995).

Oltre alle tre ORF appena descritte, FIV ne possatie treyif, orf-A erevche
codificano le seguenti proteine regolatorie:

v Vif, detto anche fattore di infettivita virale, @iovolta nellinfettivita
cellulo-specifica del virus (Tomonagad Mikami, 1996) ed e in grado di
contrastare l'azione del fattore di difesa celleldelino APOBEC3H
(Munk et al, 2008, LaRuet al, 2010).

v' Orf-A, detta anche Orf2, svolge molteplici funziamel ciclo replicativo
di questo virus non ancora completamente chianita, simili a quelle
attribuite alle proteine accessorie Vpr, Vpu e MiHIV-1 (Gemeniancet
al., 2004). ORF-A risulta critica per l'infezione phattiva in vivo e in
vitro in cellule T (Deanet al, 1999, Waterset al, 1996); facilita
'incremento netto in trascrizione/traduzione delfgoteine la cui
espressione € guidata dalle LTR di FIV con mecaoainiistinti da quelli
degli altri lentivirus (deParsevaind Elder, 1999, Chatterjet al, 2002,
Waters et al, 1996, Gemenianet al, 2003). Alcuni studi hanno
evidenziato il suo coinvolgimento anche nelle fémidive del ciclo
replicativo e nell'infettivita delle particelle \dli (Gemenianoet al,
2003). Essa e in grado inoltre downregolare I'espressione di geni
codificanti enzimi delpathwayubiquitina-proteasoma e fattori coinvolti
nello splicingdel’mRNA, allo scopo di modulare 'ambiente cedté per
permettere la replicazione di FIV (Sundstretral, 2008). Recentemente
e stato dimostrato come Orf-A induca I'accumulo alettore primario,
CD134, a livello dell'apparato di Golgi, portandd ana riduzione dell’
espressione sulla superficie cellulare di CD134sstefavorendo cosi il
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rilascio dalle cellule infette, in modo da minimeze le interazioni tra il
recettore e le particelle virali in gemmazione (genhal, 2010).

v" Rev, a localizzazione nucleare, € deputata al arasglegli mMRNA virali
non processati dal nucleo al citoplasma (TomoreagaMikami, 1996)
grazie al riconoscimento di una sequeRex Responsive EleméRRE)
presente all’estremita 3’ del’mRNA di interesséi{fps et al, 1992).

3.1.3 Ciclo replicativo

Il ciclo replicativo di FIV non e noto nei parti@l, ma si ritiene simile a quello
di altri lentivirus, ed in particolare a quelloHdiV-1 (Figura 3.3).

*
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Proteine
Gage
Gag-Pol
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Virione
Maturo
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Sphiced smgolo

rev mRINA

{: Spliced multipli
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RIVA
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Figura 3.3: Ciclo replicativo di FIV (da Saerend Poeschla, 2004, modificata).

FIV possiede un tropismo esteso che permette ataguasus di infettare
preferenzialmente i linfociti CO4T-helper e CD8, ma anche i linfociti B, i
macrofagi e le cellule del sistema nervoso cenfialger et al, 2008, Willetand
Hosie, 2008).

Il primo evento del ciclo replicativo e rappreséatadall’interazione delle
glicoproteine delnvelopecon specifiche proteine recettoriali presenti sulla
superficie della cellula bersaglio. La glicoprogei®sU prende contatto con il
recettore CD134 (membro della famiglia dei recetiomor necrosis facténerve
growth factor TNFR/NGFR) espresso preferenzialmente sulla superfilelle
cellule feline T CDZ (Shimojimaet al, 2004, De Parsevait al, 2004), che
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rappresentano il bersaglio primario del virus ndlisi iniziali dell’infezione.
Analogamente a quanto avviene nel caso di HIV-Tin&dié FIV penetri
all'interno della cellula bersaglio, deve inoltrerificarsi il legame di TM con il
corecettore CXCR4, principalmente espresso su nitpnlaafociti T e B attivati
(Willett et al, 2003). Il processo poi prosegue con la fusioekadnembrana
cellulare e delenvelopevirale e con l'ingresso dalore del virione all’interno
della cellula.

Dopo I'evento di fusione, 'RNA genomico, associaite proteine virali, viene
liberato nel citoplasma. La retrotrascrittasi irsgecontenuta nel virione lo copia
in una molecola di DNA a doppio filamento con unBRLa ciascuna estremita
(provirus). Il DNA formato si associa ad alcunetpmoe virali, dando origine al
complesso di pre-integrazione (Pi&@geintegration compl@x che viene traslocato
nel nucleo e integrato nel genoma dell’ospite, pgra della proteina virale
integrasi. La LTR, localizzata all’estremita 5° deNA integrato, riconosciuta
dalla RNA polimerasi Il dell’ospite, regola cosintera trascrizione del genoma in
un unico messaggerfull-length. Esso funzionera come genoma che verra
incorporato nella progenie virale, come stampo lpearaduzione delle proteine
virali oppure processato per originare tutti glirialtrascritti (Figura 3.2).
Inizialmente vengono esportati al citoplasma gli M#R dei geni regolatori
sottoposti ad eventi multipli diplicing e, solo quando la proteina Rev raggiunge
una certa concentrazione, anche i trascritti sogt@d eventi singoli diplicinge
quelli non processati, vengono efficientemente pwasiti nel citoplasma e
sottoposti a traduzione. L'assemblaggio della pelia virale avviene tipicamente
a livello della membrana plasmatica e inizia corfdamazione del complesso
Gag-RNA genomico, mediato dalla regione NC delldippoteina Gag e dal
segnale ¥ presente sullRNA. Il precursore Gag dei retrogirmedia il
reclutamento delle proteine di superficie dei \nrial sito di assemblaggio, oltre
che quello del precursore degli enzimi virali Halpoliproteina di fusione Gag-
Pol. Le particelle virali assemblate vengono rilatc per gemmazione dalla
membrana della cellula ospite. In concomitanzailakaio o immediatamente
dopo questo evento, le particelle virali vanno oo a maturazione mediante |l
processamento proteolitico dei precursori proteici.

Alcune evidenze sperimentali sembrano suggerire talhéni virus dotati di
envelope tra i quali HIV-1, si assemblino e gemmino in regwondenza di
microdomini della membrana plasmatica, noti cohped rafts, arricchiti in
sfingolipidi e colesterolo. Tuttavia, I'ipotesi chdipid rafts abbiano un ruolo
nella gemmazione virale non e universalmente aee(iMoritaand Sundquist,
2004). Si ritiene che nei macrofagi e in alcunridipi cellulari, HIV e altri
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retrovirus possano gemmare anche all'interno dsdlula infettata, oltre che a
livello della membrana plasmatica. | siti di rilasdnterno corrispondono ai
multivesicular bodies nei quali i virioni gemmano sottoforma di vesde&o
intraluminali che vengono successivamente esoditelliambiente extracellulare
(Morita and Sundquist, 2004).

3.1.4 Patogenesi dell'infezione

FIV € un lentivirus associato ad una sindrome srilAIDS nel gatto domestico
(Pederseret al, 1987). Il decorso clinico dell'infezione da FI\élnsuo ospite
naturale € caratterizzato da una progressiva camipsione del sistema
immunitario, con andamento sovrapponibile a quekservato nelll'uomo per
HIV-1:

v Fase acuta: rappresenta il periodo immediatamenixessivo al
contagio, spesso clinicamente silente o simile a@hfluenza, dove il
virus colpisce principalmente i linfociti T CD4-ptgi e in minor
percentuale i macrofagi. Questi ultimi risultancsere meno sensibili
all'effetto citopatico di FIV, fungendo cosi da lsatoio per la persistenza
dell'infezione nell'ospite (Beebet al, 1994).

v' Fase di latenza: periodo di durata variabile, davenalattia si presenta
asintomatica.

v' Linfoadenopatia generalizzata: caratterizzata dgnae clinici non
specifici dove pero si riscontra l'inversione dapporto CD4/CD8 dovuto
al declino dei linfociti CD4-positivi.

v' Sindrome da immunodeficienza: in questa fase vha& forte perdita di
linfociti CD4-positivi correlato ad un aumento m@asma del numero di
copie di RNA di FIV. A questo livello compaiono nemese infezioni
opportunistiche, disordini neurologici e tumori diversa eziologia che
portano rapidamente alla morte dell’animale (Gaital, 2000).

In seguito allinfezione da FIV, l'ospite reagisae livello umorale con la
produzione di anticorpi neutralizzanti e con unvel@ risposta cellulo-mediata di
tipo citotossico (Beattyet al, 1996, Songet al, 1992), che determinano nel
complesso un’iniziale riduzione della carica virakd plasma (MooigndHeeney,
2001, Museyet al, 1997). Anche se tale risposta e significativaegesistente
durante il decorso della malattia, non € comunquegrado di arrestarne la
progressione né di impedirne I'esito finale.
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3.1.5 Le poliproteine Gag e Gag-Pol di FIV

La poliproteina Gag ed i prodotti derivanti dal gm@cessamento svolgono un
ruolo chiave nel ciclo replicativo retrovirale. &tfi, € noto come il precursore sia
importante nei processi di assemblaggio e gemmagziarentre i prodotti di
processamento derivati risultano essenziali pefefiivita virale. Come per tutti
gli altri retrovirus, la sola poliproteina Gag diViFé in grado di assemblare e
gemmare dalle cellule in assenza di ogni altroofattvirale (Gottlingeret al,
1991). Tale evento porta al rilascio di particelenil-virali (VLPs, Virus-Like
Particleg immature e non infettive. A tale scopo, tuttg@ieteine Gag retrovirali,
contengono domini necessari per: i) l'indirizzanzeatla membrana plasmatica,;
i) le interazioni Gag-Gag; iii) l'incapsidazioneelsttiva dellRNA genomico
virale (Darlix et al, 1995) e, infine, iv) per il rilascio virale, coe@ndo con
cofattori cellulari dell'ospite in modo da dirotigper completare la formazione e
il rilascio di particelle infettive dalla cellulaspite (Gottlingeret al, 1991, Morita
and Sundquist, 2004).

Il precursore Gag viene prodotto durante le fasliva della replicazione virale e
da origine ad un RNA messaggero che viene tradato,polisomi liberi del
citoplasma della cellula ospite, in una protein& peso di 50 kDa (Pr509
(Egberink et al, 1990, Steinmaret al, 1990). Le proteine Gag dei retrovirus
contengono tre regioni conservate che svolgono idanzdistinte durante
I'assemblaggio virale:

v' dominio matrice (MA): localizzato all’estremita amoterminale, ha il
compito di dirigere la poliproteina Gag alla memmaglasmatica della
cellula ospite, di mediarne l'associazione ad essdi reclutare le
glicoproteine delkenvelopenei virioni. La capacita di indirizzare Gag alla
membrana plasmatica € promossa dalla presenzadigiir basici in MA
ed €& resa possibile dalla modificazione covalentraduzionale
dell’estremita aminoterminale mediante addizion#¥at#do miristico. Il
reclutamento delle proteine deltivelope sembra essere mediato da
interazioni tra la coda citoplasmatica di Env edgione aminoterminale
della matrice (Luttgand Freed, 2010).

v' Dominio capside (CA): in posizione centrale nelgomsore Gag, riveste
un ruolo importante nel promuovere le interaziorag&sag durante
'assemblaggio. Inoltre, CA risulta essere il poprisito essenziale per la
formazione dell'involucro esterno che proteggecalre virale, dove si
trovano I'RNA genomico e le proteine ad esso as$ec{Luttgeand
Freed, 2010). Alcune evidenze sperimentali suggems come CA sia
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coinvolto nelle interazioni tra Gag e le componeidi citoscheletro della
cellula ospite, al fine di promuovere il trasporémterogrado degli
intermedi di assemblaggio virale alla membranarpésa (Luttgeand
Freed, 2010).

v" Dominio nucleocapside (NC): presente all’estremitxbossiterminale
della poliproteina Gag di FIV possiede, in analogpa quelli di tutti gli
altri retrovirus, un elevato contenuto di residasiti e, ad eccezione degli
spumavirus, contiene due copie del un motivo legamco ginc-finger
motif) con la sequenza conservata Cys-X2-Cys-X4-His-X¥4-Esiste un
elevato e inusuale grado di omologia di sequenita regione deglzinc-
fingerstra tutti i lentivirus e, in particolare, il nuntedi aminoacidi che
separa i residui di cisteina e di istidina che downo gli atomi di zinco e
identico tra i nucleocapsidi di FIV, HIV-1 ed EIA¥pn una sola minima
differenza nella regione spaziatrice tra i dugnc-fingers nel
nucleocapside di HIV-1 (Luttgand Freed, 2010). L’'evidenza che ci sia
un elevato livello di conservazione pu0 esseregspée dal fatto che
questo dominio del NC risulta critico durante lplieazione retrovirale in
quanto € coinvolto in molteplici aspetti: i) insiemra CA, media le
interazioni Gag-Gag durante I'assemblaggio; ii)zgraai motivi zinc-
fingers permette la selettiva incorporazione del genorea wvirioni,
mediante il riconoscimento del segnalgdckaging¥ sul’RNA virale; e
iii) ha un ruolo nelle fasi tardive del ciclo regdtivo virale di HIV-1 e, in
particolare, negli eventi di gemmazione e di rilasdei virioni dalla
membrana plasmatica della cellula ospite come tenmmte dimostrato
(Popovet al, 2008, Dussuptt al,, 2009).

v' Peptide p2: situato all’estremita carbossitermirdge precursore Gag di
FIV, corrisponde al peptide p6 di HIV-1 ed e essa@pzper il rilascio dei
virioni assemblati dalle cellule infettate mediahiteterazione con fattori
dell'ospite (Calistriet al, 2009b). p2, come il peptide p6 di HIV-1, non
sembra avere alcun ruolo strutturale nei virionturiadi FIV.

In aggiunta a queste regioni conservate, in mo@bogo ad HIV-1, il precursore
Gag di FIV contiene due regioni spaziatrici, denoee SP1 e SP2,
fiancheggianti il NC (LuttgandFreed, 2010).

In seguito allassemblaggio ed al rilascio viraig, precursore Gag viene
processato da parte dallenzima virale proteasi) (R&8le proteine strutturali
interne al virione maturo: matrice di 14,5 kDa (Mp14), importante per la
morfogenesi e l'infettivita delle particelle virgManriqueet al, 2001); capside
di 24,5 kDa (CA, p24), che forma linvolucro pratei del core del virione; e

19



Introduzione

nucleocapside di 7 kDa (NC, p7), strettamente assnallRNA genomico in un
complesso ribonucleoproteico. La proteina NC intipalare gioca un ruolo
chiave nel ciclo replicativo dei retrovirus. Infattoltre alle proprieta
precedentemente menzionate, essa € implicata: fastbadi retrotrascrizione, con
probabile funzione di protezione degli acidi nucleivirali da parte di
endonucleasi cellulari; nella fase di trasporto B&C al nucleo e nella fase di
integrazione. NC funge inoltre dzhaperonemolecolare per gli acidi nucleici
virali (Thomasand Gorelick, 2008, Luttgeind Freed, 2010) e infine promuove
I'appaiamento del tRNA cellulare con il PBS del gara virale (Manriquet al,
2004).

SLTR [
I:’—{ pol | vif [orrz |—F7
RRE
G fls
| MA CA p1| NC [p2 POL
t
/ \ FRAMESHIFT
RIBOSOMIALE
PRECURSORE Pr506AG M PRECURSORE Pr158GAG-POL
PROCESSAMENTO,
PROTEOLITICO
MA/MATRICE/p14 @ PR/PROTEASI/p14
CAJ/CAPSIDE/p24 @ RT/RETROTRASCRITTASI INVERSA/p65
NC/NUCLEOCAPSIDE/p7 @ DU/DEOSSIURIDINA TRIFOSFATASI/p14

@lN/INTEGRASI/pSl

Figura 3.4: Rappresentazione schematica del processamenttuemane della poliproteina
Gag-Pol (Freeét al, 2008, modificata).

Il precursore Gag-Pol di FIV viene tradotto neiipoimi liberi del citoplasma
della cellula ospite come poliproteina di fusionel88 kDa (Pr158%"%, in
seguito ad un evento fliameshiftribosomale a partire dallo stesso messaggero
che funge da stampo al precursore Gag. La frequéintade evento € del 30%,
determinado cosi un rapporto nella produzione dj €aag-Pol pari a 20:1. |l
motivo consenso che guiddiibmeshifté localizzato nella regione corrispondente
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a quella sovrapposta fra i gagag e pol (GGGAAAC) ed e fiancheggiato da una
sequenza organizzata in una particolare strutareaatria (Morikawaand Bishop,
1992). La poliproteina Gag-Pol viene incorporatdlengarticelle in via di
formazione in virtu di interazioni intermolecoladon Gag. Nella fase di
maturazione in seguito al rilascio del virione, l@En@ssa viene processata
proteoliticamente da parte di PR, dando origine exggtimi virali PR, RT, DU e
IN (rispettivamente dall’estremita amminica a qa@hrbossilica) (Figura 3.4). La
proteasi di FIV & una proteina di 14 kDa, funzienalome omodimero e
responsabile del processamento delle poliproteeg €5Gag-Pol nelle loro forme
mature. Diversamente da HIV-1, la sequenza codifecda proteasi di FIV nel
genepol € esclusa dalla regione di sovrapposizione coRF@igag (Lin et al,
2003). La retrotrascrittasi € una proteina eteredica costituita da due
polipeptidi di 66 kDa e di 51 kDa con attivita dNB polimerasi DNA- 0 RNA-
dipendente e di RNasiH. Tale enzima media la mretsotizione del genoma virale
ad RNA in DNA a doppio filamento. Non essendo dotdi attivita diproof-
reading (attivita esonucleasica in direzione 3'-5’), la Rl FIV, analogamente
all'enzima di HIV-1, & una polimerasi altamentenaad errori, meccanismo alla
base della elevata variabilita genomica di questisv(Amackeret al, 1995).
L’enzima deossiuridina trifosfatasi (dUTPasi, DUg@stituito da tre subunita di
14,3 kDa ciascuna ed e presente nei lentivirusitiedtano i non primati, quali
FIV ed EIAV. La sua attivita consiste nell'idrolidel nucleotide dUTP in dUMP,
al fine di prevenire la sua scorretta incorporagiolurante la sintesi del DNA
provirale. Questa funzione potrebbe essere di qudatie importanza per la
replicazione virale in tipi cellulari che hanno biadivelli intrinseci di attivita
dUTPasica, come i macrofagi non ciclanti (Bendinetlal, 1995). L'integrasi é
una proteina di 32 kDa, attiva in forma multimeriche catalizza I'integrazione
del DNA provirale nel genoma della cellula ospkenk et al, 1994).

La concentrazione delle proteine virali in corrisdenza di determinati siti della
membrana cellulare dell'ospite, le loro interazioeciproche e con specifici
fattori cellulari, nonché, probabilmente, la compme lipidica della membrana
in cui avviene I'assemblaggio, inducono la curvatdella stessa e la conseguente
formazione di particelle virali sferiche provvisie envelopeche gemmano dalla
cellula ospite (Moritand Sundquist, 2004).

Nelle fasi tardive del ciclo infettivo di FIV le nexole di Gag non processate si
assemblano al di sotto della membrana plasmatigedigle particelle virali
immature provviste denvelopegemmano dalla cellula ospite. Successivamente,
la poliproteina precursore Gag-Pol viene processalta proteasi virale codificata
dalla regionepol, senza la collaborazione di altre proteasi diinegcellulare.
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Questi tagli proteolitici sono responsabili del ggesamento delle poliproteine
Gag e Gag-Pol nelle dieci proteine individuali @Zionali di FIV (Elderet al,
1993). La proteasi di FIV e attiva solo come omasliop per questo due
precursori Gag-Pol devono dimerizzare anch’essiamer il processo di
assemblaggio del virus, in modo tale che i loro mhonproteasici possano
diventare attivi e permettere, cosi, il processdamelel precursore. La proteina
PR é anche in grado di regolare la propria attinigdiante auto-proteolisi su
quattro siti all'interno della proteasi stessa (@.atal, 1997).

Il processamento delle poliproteine Gag e Gag-Palnéprocesso finemente
regolato della proteasi stessa e questo risulticarper la maturazione, per
I'infezione e per la replicazione del virus in neogellule bersaglio (Swanstrom
and Willis, 1997, Petittet al, 1998). Infatti, una volta che il virione gemmalld
membrana della cellula ospite, si assiste ad umarngiamento strutturale che
porta alla maturazione dello stesso, nel quale Némwsdensa assieme al’lRNA
genomico in un complesso all'interno del virionéd € assembla assumendo la
forma conica del capside che circonda il compl@$SeRNA, mentre MA rimane
associata all’envelope virale.

3.2 | late domains nella gemmazione dei virus dotati di envelope

La maggior parte dei retrovirus assembla e gemrmnavatso una serie di fasi
distinte, in cui la poliproteina Gag appena traaottene prima indirizzata alla
membrana nel sito di assemblaggio, in seguito $éodie in modo da formare
particelle semisferiche che vengono rilasciate argei un processo di strozzatura
della membrana, permettendo cosi a questi viruatidditenvelopedi acquisire il
pericapside (Moritand Sundquist, 2004). La complessita di questo praceda
limitata informazione genetica presente in questusy ha fatto si che questi
patogeni intracellulari si siano evoluti per sfané e dirottare a loro favore
macchinari cellulari conservati per il rilascio legbarticelle dalle cellule infettate.
Infatti, a riprova di cio, la sola proteina struttle Gag e in grado di guidare
'assemblaggio e la gemmazione di particelle switdli non infettive dalla
cellula, in assenza di qualunque altro fattorel@i(&ottlingeret al,, 1991) .

Studi di delezione e di mutagenesi della regiongbassiterminale p6 della
proteina Gag di HIV-1 hanno portato all'identifitaze di corti motivi
aminoacidici richiesti per [l'efficiente rilascio ke particelle virali. Queste
sequenze sono state chiamate domini tardiaig domainsl.-domainso domini
L) poiché, mutazioni in tale contesto inducono Uocbo nelle fasi tardive del
ciclo replicativo. Le particelle virali, pur asselabhdosi in virioni relativamente
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normali, non si separano in modo efficiente dall&embrana plasmatica,
accumulandosi sulla superficie cellulare (Gottlingeal, 1991).

Questi e altri studi analoghi hanno permesso dngtefche i domini tardivi sono:
1) di tre tipi; ii) caratterizzati da un motivo anmacidico altamente conservato
ricco in prolina; iii) moduli autonomi la cui furame e spesso posizione-
indipendente all'interno della proteina struttural® interscambiabili, in alcuni
casi, tra virus non filogeneticamente correlatiltna; e infine, iv) presenti nelle
proteine strutturali di virus ad RNA a polaritd g e negativa dotati di
envelopgFigura 3.5) (Strackt al.,2002, Moritaand Sundquist, 2004)

Finora sono state caratterizzate tre classi prafioith domini tardivi:

v P(T/IS)AP: il motivo PTAP identificato nel dominidpall’estremita C-
terminale del precursore Gag di HIV-1 (Gottlinget al, 1991),
rappresenta il primo dominio L caratterizzato.

v" PPxY: é stato inizialmente evidenziato nella praeGag del Virus del
Sarcoma di Rous (RSV), tra i domini MA e CA (Parental, 1995).
PPxY rappresenta Iate domaincaratteristico degli oncoretrovirus, nei
quali si localizza tipicamente nella regione ameénotinale di Gag (Strack
et al, 2002). La sequenza riveste il ruolo di dominialitzo anche in altri
retrovirus, in rhabdovirus, filovirus e arenavir(Morita and Sundquist,
2004).

v  YP(X)nL: il motivo YPDL €& stato identificato all'ézmita
carbossiterminale del precursore Gag di EIAV (Ruéeal., 1997). In
seguito, la sequenza correlata YPLTSL é stata iddata all’estremita
carbossiterminale di p6 di HIV-1 (Straekal.,2003).

Un nuovo putativolate domaincon sequenza FPIV é stato identificato nelle
proteine strutturali di orto- e paramyxovirus (Hial, 2003).
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A Retroviruses Rhabdoviruses
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EIAV Gag bl CA TS Tacaribe 7  memm{ Jn
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Marburg VPd) [ — Q YP(X)nL
B .
Retrovirus HIV-1 PEPTAPPEE....YPLASLRSLFG
HTLV DPQIPPPPYVEFTAPQV
MLV LLTEDPPPYRD
RSV TASAPPPPYVG
EIAV TPQTQNLYPDLSEIK
Filovirus EboV MRRVILPTAPPEYMEAI
MarV NTYMQYLNPPPYADHS
Rhabdovirus VSV LGIAPPPYEEDTSMEYAPSAP
RV DDLWLPPPEYVPLKEL
Arenavirus LFV AAPTAPPTGAADSIPPPYSP
LCMV TAPSSPPPYEE
Paramyxovirus SV5 QSIKAEPIVINSDG

Figura 3.5: L Domain: A) organizzazione dei domini e motivi (da Bieniad2Q0@) eB) sequenza
aminoacidica (da Moritand Sundquist, 2004).

L’impiego diffuso di domini tardivi comuni tra divee famiglie di virus ad RNA
dotati dienvelopeé rilevante in quanto fa supporre I'utilizzo di eoanismi di
gemmazione conservati e comuni (Moatad Sundquist, 2004).

Queste evidenze sperimentali hanno suggerito clielL-glomains possano
funzionare come siti di attacco per specifiche gira@ cellulari necessarie per il
rilascio del virus dalla cellula ospite (Calistti al, 2009b). A sostegno di questa
ipotesi, vi & I'evidenza che i domini L virali siarin grado di mimare analoghi
motivi aminoacidici presenti in proteine cellulddcenti parte depathway di
biogenesi dell’organello noto comaultivesicular bodyMVB).

3.3 I multivesicular bodies

I multivesicular bodiesono organelli intracellulari circondati da una nbeama
che delimita diverse vescicole intraluminali (ILMsatraluminal vesicles Nelle
cellule eucariotiche i MVB rivestono un ruolo esgafe in quanto mediano la
degradazione di proteine integrali di membrana Fg3.6). Infatti, dopo la
genesi, imultivesicular bodysi fondono in un successivo momento con i lisosomi
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dove la membrana delle ILV viene degradata dgbasii e dalle idrolasi ed il suo
contenuto processato dalle proteasi lisosomali igCal et al, 2009b).
L’'immissione in questgpathway e permesso mediante 'ubiquitinazione delle
proteine bersaglio, in particolare nella forma adinoubiquitinazione o attraverso
corte catene di poliubiquitinazione, in cui i siignonomeri di ubiquitina sono
uniti tramite il residuo di lisina 63. L'ubiquitizéone del cargo inizia, spesso, a
livello della membrana plasmatica e continua negidosomi (Raiborgand
Stenmark, 2009).

Fegulation of

R ‘:-"‘@-7—_ S
mgﬁ.f"w%w__%b owe (@D ;ﬁgﬁﬁm

@ monoubiquitinatien

J MVB/iate endosome

/=

K\E \___g‘)> AGD

Figura 3.6: Pathwaysecretorio/endocitico (da Mukhopadyaryd Riezman, 2007).

La formazione delle vescicole intraluminali rap@m@s un passaggio chiave per
la biogenesi ed il funzionamento di questo organdlale processo avviene grazie
al sequenziale reclutamento di diverse protein@ptasmatiche note come
proteine Vps Yacuolar protein-sorting di classe E. Studi in lievito hanno
dimostrato come mutazioni a carico di esse inilmedasorting delle proteine al
vacuolo, bloccando cosi la formazione dei MVB e seaugo I'accumulo di
compartimenti endosomali deformati e multilamellanti come compartimenti di
classe E. Per ogni proteina di lievito di classesiste almeno un ortologo umano,
a dimostrazione dell’elevato grado di conservazidekpathwaydei MVB nel
corso dell'evoluzione (Moriteand Sundquist, 2004). La maggior parte delle
proteine di classe E partecipa alla formazione wditijo complessi eteromerici
solubili denominati ESCRTHEndosomal sorting complex required for transport
che vengono reclutati sequenzialmente al sitoatdnesi dei MVB (Figura 3.7) e
sono responsabili: i) del riconoscimento delle gireé bersaglio sulla membrana
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degli endosomi; ii) della deformazione della stepsa consentire al cargo di
essere indirizzato alle invaginazioni intraluminali iii) della scissione della
membrana che porta alla generazione delle ILV (&gibnd Stenmark, 2009).

[l primo complesso, noto come ESCRT-0 o HRS, e astp dalle subunita
proteiche HRS Hepatocyte growth factor Receptor tyrosine kinasbs8atg e
STAM ed ha il ruolo chiave di riconoscere le progeubiquitinate (Raiborgnd
Stenmark, 2009). ESCRT-0 ha la capacita inoltrdodalizzarsi sulla sede di
biogenesi dei MVB grazie all'interazione tra la solia HRS e |l
fosfatidilinositolo 3-fosfato [PI(3)P], lipide amgunente presente a livello degli
endosomi precoci (Reinboret al, 2001). Il complesso successivo, ESCRT-I,
viene reclutato mediante I'interazione tra il motiRSAP di HRS del complesso
ESCRT-0 e TSG10ITumor Susceptibility Gene 10)1niziando cosi la cascata di
eventi che porta allassemblaggio di tutte le preeVPS richieste per la
formazione dei MVB. Oltre a TSG101, fanno parteEECRT-1 anche VPS28,
VPS37 e Mvb12 (Raiborgnd Stenmark, 2009). In particolare ESCRT-1/TSG101
sono in grado di legare le proteine cargo ubiqatgndestinate alle vescicole dei
MVB (Bishop and Woodman, 2001). In successione, viene reclutatoRESIT,
composto da Vps36, Vps22 e Vps25. Tale complessaeado di interagire con
TSG101/ESCRT-I mediante Vps36; tuttavia pud localie a livello della
membrana degli endosomi anche in assenza di ESCRiTMirtu di ulteriori
putativi segnali di reclutamento (Babst al, 2002). Le proteine bersaglio
ubiquitinate passano quindi sequenzialmente atsave complessi ESCRT e
vengono, infine, indirizzate alle ILV in formazioreon l'aiuto del complesso
ESCRT-Ill e dei fattori ad esso associati (Caligttial, 2009b). ESCRT-III
rappresenta il complesso finale reclutato a livelidla membrana endosomale e
sembra essere dore dell'apparato che guida la deformazione e la smesidella
stessa nelle vescicole dei MVB. Nelle cellule dinmmaifero e costituito dalle
proteine CHMP Chromatin modifying proteinsCharged multivesicular body
proteing, strutturalmente relazionate e caratterizzate |'edfdlemita
aminoterminale basica e da quella carbossitermanzta.

Un’altra proteina di classe E coinvolta nelle fésali del pathwaydei MVB é
AIP1/Alix (Apoptosis-linked gene 2 (ALG-2)-interacting prot®j, che e in grado
di interagire con TSG101 attraverso il motivo PTARon CHMP4 mediante il
dominio aminoterminale Brol, creando una connessitmi complessi ESCRT-I
ed ESCRT-III (Straclet al, 2003, Calistret al, 2009b).

Al termine di ogni ciclo di formazione dei MVB, itomplesso ESCRT-III
interagisce con I'enzima AAAATPasi associated with various cellular activi)ies
ATPasi Vps4, proteina di classe E, che ha il rudldisassemblare e rendere di
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nuovo disponibili i complessi ESCRT, permettendsid@avvio di un nuovo ciclo
(Babstet al, 2002, Babst, 2005).

Deubiquitination

/;/ ESCRT complex
disassembly

Figura 3.7: Modello schematico dalortingdelle proteine ubiquitinate attravers@éthwaydei
MVB (da Calistriet al, 2009b).

Studi condotti in quest’ultimo decennio hanno ditrat® che la gemmazione dei
virus dotati dienveloperisulta essere un processo topologicamente ideafia
biogenesi dei MVB, poiché in entrambi i casi siistesall'invaginazione della
membrana lontano dal citoplasma e alla successinaaizione di vescicole di
contenuto citoplasmatico (Pipand Katzmann, 2007). Cio spiega perché, nel
corso dell’'evoluzione, i virus hanno acquisito Epacita di sfruttare ipathway
per la gemmazione e, in particolare, per la faseiale della separazione del
virione dalla membrana cellulare. La gemmazione \dris dotati di domini
tardivi esibisce una significativa sensibilita arsieni mutanti di Vps4 o di
componenti del complesso ESCRT-III (Strathkal, 2003, Calistret al, 2009b).

E’ noto, da numerosi studi indipendenti, che i sithanno evoluto almeno due
diversi meccanismi per sfruttare il macchinariobitbgenesi dei MVB a loro
favore. Il primo, ancora decisamente controversiwolge I'ubiquitinazione di
specifici componenti virali (Moritand Sundquist, 2004). L'ubiquitinazione e una
modificazione post-traduzionale reversibile checgiain ruolo primario nella
regolazione di molteplici meccanismi intracellulara cui la divisione cellulare,
la differenziazione, la trasduzione del segnaldraifficking intracellulare delle
proteine, la degrazione al proteasoma, I'endociosicontrollo della qualita del
DNA (Haglundand Dikic, 2005). L’'ubiquitina € una proteina di 76 awacidi
altamente conservata presente in tutte le celllale molecola si lega
covalentemente ai residui di lisina (Lys) delle tphoe bersaglio. L’'Ub stessa
contiene 7 residui di Lys (Lys6, Lysll, Lys 27, P9s Lys33, Lys48 e Lys63)
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tutti potenzialmente coinvolti nel processo di uwhiipazione (Haglunénd Dikic,
2005). Esistono diverse forme di ubiquitinaziong:nhonoubiquitinazione ¢ il
legame di una singola molecola di Ub alla proteilza,multiubiquitinazione
avviene quando singole molecole di Ub sono legateversi residui di Lys della
proteina bersaglio, la poliubiquitinazione consisi@linterazione tra il target
proteico e una catena di Ub (Mukhopadhgayl Riezman, 2007). Nel caso della
poliubiquitinazione possono esserci almeno sepiediilegame tra le ubiquitine,
in base al residuo di Lys coinvolto. Il legameatarso la Lys48 (UbK48) marca
le proteine per la degradazione al proteasoma,rméntmonoubiquitinazione e la
poliubiquitinazione tramite il residuo in posizio68 (UbK63) sembrano avere un
ruolo importante ngbathwaydell’endocitosi e nell'indirizzamento delle pratei
target al MVB (Mukhopadhyayand Riezman, 2007). Il coinvolgimento
dell'ubiquitinazione nella fase di gemmazione déus dotati dienvelopeé
suggerito dal fatto che i) le particelle retrovirdi RSV contengano circa 100
molecole di ubiquitina libera per virione e quamt#imili sono state ritrovate in
HIV-1, in SIV e in MLV; ii) una parte (circa il 30¥«dell’'ubiquitina associata ai
virioni € coniugata alla poliproteina Gag (Patnatkal, 2000) e iii) I'inibizione
del proteasoma blocca il rilascio di HIV-1 e dirialtetrovirus, probabilmente
perche viene alterato turnover del’'Ub (Schubertet al, 2000). Il secondo
meccanismo con cui i virus sfruttano pathway dei MVB, ben noto ormai,
prevede invece la diretta interazione dei comporteBCRT con i domini tardivi
presenti a livello delle proteine strutturali virdh questo contesto, la maggior
parte delle informazioni sulla relazione tra la geszione dei retrovirus e le
proteine appartenenti ai complessi ESCRT, sone st&tnute a partire da studi di
doppio ibrido in lievito. In particolare, per ogmominio tardivo e stato
identificato il relativopartnerall’interno delpathwaydei MVB (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Rappresentazione schematica delle interazionidracipali late domaine specifici
fattori cellulari coinvolti nepathwaydei MVB (da Calistriet al,, 2009b).

Infatti, il primo late domain ad essere caratterizzato P(T/S)AP funziona
reclutando la proteina TSG101, facente parte delpbesso ESCRT-I, mimando
la sequenza PSAP omologa presente in HRS (Martirau$®et al, 2001, Garrus

et al, 2001). Illate domainPPxY invece, rappresenta la sequenza consenso per
I'interazione con i domini WW, presenti in multip®pie negli enzimi HECT
(Homologous to E6AP C-terminuE3 ubiquitin-ligasi, in particolare, reclutando
membri della famiglia delle Nedd-4Néuronal precursor cell-expressed
developmentally down-regulated 4biquitin-ligasi. L'attivita ubiquitin-ligasica

di questi enzimi puo promuovere il rilascio dellartcelle virali attraverso il
pathway dei MVB, tuttavia il meccanismo attraverso il qual® si realizza
rimane poco chiaro (Moritand Sundquist, 2004, Bieniasz, 2006). Nonostante
'ubiquitinazione della proteina Gag contenentemibtivo PPxY sia collegata
direttamente alla capacita di tale dominio di iatgre con le ubiquitino ligasi
(Harty et al, 2000, Martin-Serran@t al, 2004), € stato dimostrato come una
isoforma nativa di Nedd4-2, Nedd4-2s, rappresemti nuovo meccanismo
attraverso il quale i lentivirus dei primati umg@hunget al, 2008, Usamet al,
2008) e dei non primati (Calistt al, 2009a) possono mettersi in relazione con il
macchinario di gemmazione cellulare anche non pess&® gli elementi chiave
per sfruttarlo, poiché privi di tale motivo amindadico all'interno della loro
proteina strutturale Gag. Tuttavia questi studi gamgcono come i)
'ubiquitinazione di Gag possa facilitare lintere@e con le proteine leganti
ubiquitina appartenenti al MVBathway e ii) l'ubiquitinazione di particolari
fattori appartenenti ai MVB possa influenzare leol@apacita di reclutare Gag
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(Chunget al, 2008, Usamiet al., 2008). Infine, il dominio tardivo YP(XL,
inizialmente proposto qualpartner di legame del complesso adattatore AP-2
(Pufferet al, 1998), promuove la gemmazione virale attraveistetazione con

la proteina AIP1/Alix, che collega i complessi ESGRe ESCRT-III nelpathway
dei MVB (Stracket al, 2003).

3.3.1 Ruolo e caratteristiche della proteina AIP1/Ax

AIP1, o Alix, € una proteina citosolica delle cé&ludi mammifero coinvolta in
numerosi processi che spaziano dalla endocitagiréihg delle proteine ma anche
all'apoptosi e alla citochinesi in virtu della sg#&uttura modulare e alla sua
capacita di interagire con moftartner molecolari. Inoltre, recentemente, questa
proteina e stata ampiamente studiata a causa deta@ovolgimento nelle fasi
finali di gemmazione di retrovirus dotati dnvelope in particolare di HIV-1
(Fuijii et al, 2007, Carltoret al, 2008).

La proteina Alix e costituita da tre maggiori regiocon funzioni strettamente
interconnesse (Figura 3.9):

v il dominio Brol (residui 1-359), localizzato nelagione aminoterminale
della proteina, ha una forma leggermente ricurade Ppeculiarita si pensa
sia necessaria negli eventi che portano alla geivera della curvatura
della membrana durante la formazione dei MVB epanticolare, nella
gemmazione virale. Questo modulo, inoltre, contiesie di legame
conservati per la subunita CHMP4 del complesso ESOIRe per la
tirosin-chinasi Src.

v" Il dominio V (residui 360-702), posizionato centnainte nella proteina,
possiede due braccia di lunghezza variabile checanformano
spazialmente a forma di lettera “V”, da cui derivaome. Il dominio V
contiene il sito di legame per il dominio tardivoP{).L, in
corrispondenza di una tasca idrofobica del braotamgiore. Il braccio
minore, invece, funge da connessione con il domiBrol. Questa
struttura flessibile del dominio V di Alix potrebli@oltre essere coinvolta
nell'interazione intramolecolare diretta delle @gi Brol e del dominio
carbossiterminale PRCP(oline rich domaif), con possibile funzione di
autoregolazione della proteina.

v Il dominio carbossiterminale ricco in prolina, PREsidui 703-868) &
I'ultimo modulo di Alix. Tale regione risulta norsgere strutturata ed e in
grado di interagire con la maggior parte delle gir@ che connettono
Alix ai diversi processi cellulari: i) attraversolegame del motivo PTAP
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di TSG101, permette la connessione di Alix conoinplesso ESCRT-I
dei MVB; ii) via interazione con CIN85, regola inoao negativo
I'endocitosi dei recettori attivati dei fattori direscita; iii) legando le
endofiline, partecipa nella curvatura della membara@ infine iv)

contattando ALG-2, viene collegata @dthwayproapoptotico (Strackt

al., 2003, Odorizzi, 2006, Fujat al, 2007).

A ALIX/AIPA
1 Bro1 Domain 358 362\ Domain 702 PRR B&8
Binding Partners CHMP4 Gag YPX,L TSG1M

Endophiling
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Figura 3.9: Struttura di AIP1/Alix:A) rappresentazione schematica dei domini gdgher
cellulari di legameB) struttura tridimensionale della proteina (da Figteal, 2007).

Alcuni virus dotati dienvelopeutilizzano la proteina AIP1/Alix per accedere al
pathway dei MVB in modo da sfruttarlo a loro favore per processo di
gemmazione. In particolare, la connessione con /IBL € permessa dal
dominio tardivo YP(X)L (Stracket al, 2003, Moritaand Sundquist, 2004). II
late domainmeglio caratterizzato € quello localizzato nellatpina Gag di EIAV,
con sequenza YPDL, che rende questo virus streti@mdipendente dalla
funzionalita di AIP1/Alix per la promozione del agcio virale (Straclet al,
2003). In HIV-1 inoltre, nella regione carbossiterade di p6 Gag, vi € una
sequenza analoga, YPLTSL, che risulta essere dogialegare AIP1/Alix, anche
se l'assenza di questa interazione comporta solomoderato difetto nella
gemmazione di questo virus. Si ritiene, pertant® i rilascio di HIV-1 dalla
cellula sia strettamente dipente dalla funzionalgh dominio tardivo principale,
PTAP, e che il YPLTSL, in grado di legare AIP1/ALI¥ostituisca solamente un
late domainausiliario richiesto per I'efficiente gemmazioneparticolari contesti
e tipi cellulari (Stracket al, 2003, Usamet al, 2007, Fujiiet al, 2007). Tale
ipotesi € avvalorata dalla capacita di AlIP1/Alixyatpra sovraespressa, di
revertire i difetti di gemmazione dei mutanti delnginio tardivo PTAP in modo
dipendente dall'interazione di AIP1/Alix conldte domaimausiliario YPLTSL ed
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a sua volta dall'interazione della stessa con tagma CHMP4 di ESCRT-III
(Usami et al, 2007). Recentemente e stato dimostrato che pezidioare
correttamente, AIP1/Alix coopera, attraverso il siaminio Brol, con i motivi
zinc-finger contenuti nel nucleocapside di Gag di HIV-1. Lastdizione
contemporanea di tali motivi e dieite domainprincipale, PTAP, porta a difetti
nella gemmazione tipici dei mutanti degli-domains nonostante la
sovraespressione di AIP1/Alix. Visto che gli effetell'inattivazione funzionale
degli zinc-fingerse del dominio tardivo PTAP non sono additivi, gotizza che
questi motivi funzionino nello stesspathway dei late domainsdurante la
replicazione virale (Popogt al, 2008, Dussupét al, 2009). Ulteriori evidenze
sperimentali dimostrano come la regione NC-p1 dj Ganferisca dipendenza dal
pathwayESCRT per la produzione di particelle virali (Pop@t al, 2010). Nel
complesso, gli studi finora condotti supportananodello (Figura 3.10) nel quale
la regione nucleocapsidica di Gag di HIV-1 coopaya i domini tardivi PTAP e
YPLTSL del dominio p6 per reclutare i componentil’dpparato proteico
cellulare necessario per la gemmazione del retrevidalla cellula infettata
(Dussuptet al,, 2009).

:pG

ESCRT-|

M.

Figura 3.10: Modello di cooperazione del nucleocapside di Gagld-1 con il pathwaydi
gemmaziond\) LYPX,L/ALIX e B) PTAP/TSG101 (da Dussugt al., 2009).
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3.4 Fattori cellulari dell’ospite in grado di interferire nel ciclo di replicazione
retrovirale

Molti determinanti cellulari possono favorire o t@stare sia le fasi iniziali del
ciclo replicativo virale, tra cui l'ingresso, la agpiazione ed il trasporto del
genoma al nucleo (Cooleggnd Lewin, 2003, Cullen, 2003), sia le fasi terminali,
come l'assemblaggio delle particelle mature edoib lIrilascio (Morita and
Sundquist, 2004). D'altro canto, i virus si sonattati all'ambiente cellulare,
sviluppando appropriate strategie al fine di ottimaire la produzione di progenie
virale.

Scoperte recenti hanno messo in evidenza complgssazioni, precedentemente
valutate solo in parte, tra retrovirus e il propaspite. In particolare, oltre alla
classica risposta immunitaria acquisita e inndtagnho e gli altri mammiferi
hanno evoluto, in milioni di anni di continui cotttacon patogeni virali, fattori
antivirali (host restriction factgr che conferiscono all’ospite una significativa
resistenza all'infezione da parte di questi pataggracellulari. Siccome questi
fattori di restrizione sono in generale costitutnente espressi nell’'organismo
dell'ospite, essi forniscono una piattaforma irdgoa in grado di fornire una
difesa nei confronti delle infezioni virali. Inodty in alcuni tipi di cellule e di
tessuti, questi fattori antivirali possono essedtti in risposta all'interferone di
tipo 1, indicando come essi appartengono al sistemato inducibile. Tali difese
infine, sono efficaci a partire dalla prima intécawe fra 'ospite ed il virus.
L’'importanza di questi fattori di restrizione nelleplicazione e nella patogenesi
dell'infezione da retrovirus e stata messa in ldaemeccanismi con cui alcune
proteine virali si sono evolute in modo da evadereontrastarne [lattivita
antivirale (Malim and Emerman, 2008, Neiand Bieniasz, 2009, Kirchhoff,
2010).

Fino ad ora, studi compiuti su HIV-1 hanno portaibidentificazione di tre
maggiori classi di proteine cellulari ad azioneidrdle, in grado di interferire a
specifici livelli del ciclo replicativo retroviral@Figura 3.11): TRIM&a (TRIpartite
Motif Protein 5 alpha nell'uncoating APOBEC3G Apolipoprotein B mRNA-
editing Enzime, Catalitic polipeptide-like 3@&3G) nella retrotrascrizione del
genoma e teterina nel rilascio delle particell@irTRIM5a e stata inizialmente
identificata come importante determinante dellaisteaza delle cellule di
scimmia all'infezione da parte di HIV-1 (Stremlat al, 2004). In particolare,
TRIM5a € in grado di agire prima dell'integrazione dedyrus nel genoma della
cellula bersaglio, andando a disassemblare in nspéaifico i capsidi retrovirali
in ingresso (Towerst al, 2000, Stremlaet al, 2006). APOBEC3G e un fattore
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antivirale in grado di prevenire I'infezione protiva di HIV-1, nel caso in cui sia
assente la proteina accessoria Vif (Sheethgl, 2002). In assenza di Vif, infatti,
A3G é incorporato nella particella virale durante demmazione, attraverso
I'interazione con 'RNA genomico e con Gag (Bogart Cullen, 2008). Come
conseguenza, A3G é veicolato in una nuova cellatgaglio dove catalizzera la
deaminazione dei residui citidina (C) in uridina) (bel filamento genomico
nascente negativo durante la retrotrascrizione atedla RT. Queste variazioni,
una volta verificatesi, causano un elevato accurdutambiamenti guanosina (G)
verso adenosina (A) nella sequenza del filamensitigo. Questo fenomeno, noto
come ipermutazione “G-A”, e sufficiente a limitdeediffusione di questi virus in
quanto vi e una significativa perdita dell'inforn@ze genetica virale (Harresnd
Liddament, 2004). Nella maggior parte delle infezioda HIV-1, la proteina
accessoria Vif, se presente, e in grado di antagare I'azione di A3G attraverso
il reclutamento dell'ubiquitino ligasi cullin-RING che ne induce la
poliubiquitinazione e la successiva degradaziomeulesto modo, Vif € in grado
di eliminare A3G dalle cellule in cui il virus vienprodotto, impedendone cosi
I'incorporazione nella particella virale (Mehé¢ al, 2004). Infine, un altro fattore
antivirale cellulare identificato di recente é teta (dall'inglese tether, ovvero
trattenere) in grado di inibire il rilascio dellargicelle virali mature trattenendole
(da qui il nome) sulla superficie cellulare (si seBaragrafo 3.5) (Nett al,
2008, Van Dammet al, 2008).
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Figura 3.11: Fattori di restrizione antivirale dell'ospite drripali antagonisti di HIV-1
(da Arheland Kirchhoff, 2010).

By
Reverse | 7
Transcription:

ABOBEC3G ﬂm&

GtoA
hypermutation _ _
— ~ Inactive
y provirus
===

%

g.
A
1

34



Introduzione

La delucidazione dei meccanismi con cui i fattonesstrizione interferiscono con
la replicazione retrovirale, in particolare nel @dslV-1, non risulta ancora del
tutto completa. L'importanza di caratterizzare iaggior dettaglio questi aspetti &
data dalla possibilita di identificare nuove forteeapeutiche per 'AIDS/HIV ma

anche, soprattutto, per lo sviluppo di animali mimdper questa patologia (Neil
and Bieniasz, 2009).

3.5 Teterina

L’attivita antivirale di teterina é stata scopegtazie all'investigazione del gene
accessorio di HIV-1lvpu E’ noto da tempo ormai come Vpu sia in grado di
regolare il rilascio dei virioni maturi e complatialla superficie della cellula
infettata da HIV-1 in modo dipendente dal tipo gldie (Klimkaitet al, 1990,
Varthakaviet al, 2003, Neilet al, 2006). Infatti, in cellule dette Vpu-dipendenti
(es. linfociti T primari, macrofagi, linee celluiar e nella linea cellulare HelLa), i
virioni maturi di HIV-1 Vpu si accumulano sulla superficie cellulare e in
compartimenti intracellulari, senza alcun effetib grocessamento o sul trasporto
della proteina Gag (Goéttlinget al, 1993, Neilet al, 2006, Harilaet al, 2006).
Tali virioni possono essere recuperati in seguittraitamento con specifiche
proteasi, indicando come questo effetto sia mediatbattivita di proteine (Neil
et al, 2007). Esperimenti di eterocarionti tra lineeldali Vpu-dipendenti (es.
HelLa) e Vpu-indipendenti (es. COS-7) hanno diméstreome Vpu diventi
indispensabile per il corretto rilascio virale dMHL, indicando cosi in Vpu stesso
'antagonista virale di tale fattore cellulare (Yfeakaviet al, 2003). E’ stato
inoltre documentato come Vpu aumenti il rilascionrswlo di HIV-1, ma anche
quello del retrovirus della Leucemia Murina (MLV) d VLPs ottenute dalle
proteine strutturali del virus Ebola, indicando @muesta proteina accessoria
antagonizzi un fattore cellulare in grado di bloeca rilascio di diversi virus in
modo non specifico (Gottlingeet al, 1993, Neil et al, 2006). Inoltre,
I'espressione di BST-2 € indotta in seguito ataraento con interferone(Neil et
al., 2007), proteina in grado di scatenare le difegevigali cellulari (Poliet al,
1989), suggerendo la sua appartenenza al sistemanitario innato in grado di
limitare la diffusione di questi tipi di virus. N&008, Neil e colleghi hanno
identificato BST2 Bone Stromal Marrow antigen Type @che riferita teterina,
CD317 o0 HM1.24) come il fattore cellulare in gradianibire il rilascio di HIV-1

in assenza della proteina accessoria Vpu, e hapadato come quest’ultima sia
in grado di contrastarne I'effetto. In particol@stato dimostrato quanto segue: i)
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BST2 é costitutivamente espresso in cellule Vpwewddgenti (HeLa), ma non in
quelle Vpu-indipendenti (cellule embrionali di renemano 293T); i)
'espressione di BST2 e aumentata in alcune linebulari in seguito a
trattamento con interferone; iii) I'espressione di teterina in 293T inibisde i
rilascio di HIV-1 Vpu senza interferire con l'espressione o il processéondi
Gag; e infine iv) la deplezione di teterina in agldl HeLa mediante SiRNA
permette il rilascio di HIV-1 Vpu(Neil et al, 2008).

3.5.1 Caratteristiche generali di BST2

Nelluomo € presente una singola copia del gest@ localizzata nel cromosoma
19p13.2 (Ishikawat al, 1995), che sembra essere relativamente non-pdicno
(Tokarevet al, 2009). Gli ortologhi presenti in altri mammifexdno caratterizzati
non solo da sostanziali polimorfismi, principalmeemiel caso di alcune scimmie
del Nuovo Mondo (McNattet al, 2009, Liu et al. 2010), ma anche da
duplicazioni del gene, in particolare nei ruminaBs tauruse Ovis aries
(Arnaudet al.,2010). BST-2 € espressa costitutivamente in divgrscellulari:
nelle cellule B, nelle cellule T, nelle cellule demiche plasmacitoidi, nei
macrofagi, nei monociti ed in alcune linee cellutamorali derivate dal mieloma
multiplo. Inoltre, 'espressione di BST2 puo esdsedotta in alcune linee cellulari
in seguito al trattamento con l'interferone di tibdNF-1) (Othomoet al, 1999,
Blasiuset al, 2006, Neilet al, 2006, Neilet al, 2008).
La teterina caratterizzata in maggior dettaglionmimento € quella umana. Essa
fisiologicamente e presente come omodimero di massacolare di 30-36 kDa
ed é una proteina transmembrana di tipo Il contapalogia inusuale, condivisa
solamente con un’isoforma della proteina prionidatbmoet al, 1999, Kupzing
et al, 2003). Ogni monomero e costituito dai seguentatijo domini,
riscontrabili anche negli altri ortologhi di mammeib:
v una coda citoplasmatica aminoterminale di lungheazaiabile,
contenente il motivo conservato YXY in grado dideggli adattatori AP1
e AP2 del complesso clatrina, importanti rgdthway di endocitosi
clatrina-dipendente (Rollasaet al, 2007). Tale motivo e presente negli
ortologhi di mammifero (Rollasoet al, 2007, Masuyamat al.,2009) ad
esclusione dei ruminanti ma, nonostante cio, naseciude 'esistenza di
altre vie disorting intracellulare (Liuet al., 2010). Tramite la porzione
citoplasmatica, BST2 interagisce indirettamente itametwork cellulare
subcorticale di actina (Rollasat al, 2009). Negli ortologhi di primati &
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presente inoltre il motivo KxxK (Rollasoat al, 2007), mentre negli
ortologhi primati non umani vi € una sequenza DAGRI (Jia et al,
2009, Zhanget al, 2009).

v" Un dominio transmembrana di topologia predettaldedica (McNattet
al., 2009).

v" Un dominio extracellulare, ectodomain costituito da una singola alfa
elica che forma urcoiled coil parallelo con una seconda molecola di
teterina (Schuberet al., 2010, Hinzet al., 2010, Yanget al., 2010),
mediante formazione di legami disolfuro intermolacioche coinvolgono
tre cisteine presenti in questo dominio (Ohtashal. 1999, Andrewet al.
2009). Nella forma umanagktodomairha una lunghezza complessiva di
circa 110 aminoacidi (90 A), con un’elevata potatitd conformazionale.
Infatti, deboli interazioni tra ilcoiled-coil in associazione ai ponti
disolfuro garantiscono a#éictodomainuna grande dinamicita ed una
capacita di estensione pari al doppio della sughanza (150-180 A)
(Schubertet al., 2010, Hinzet al., 2010, Yanget al., 2010). Inoltre, a
questo livello, sono presenti due siti di N-glidasione (Andrewet al.,

20009).
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Figura 3.12: Struttura cristallografica dedittodomairdi BST2 (da Yangt al, 2010).

v' Infine, nella regione carbossiterminale, un glifosfatidilinositolo
(ancora GPI) permette a BST2 di essere indirizaataft lipidici, ricchi in
colesterolo e sfingolipidi, a livello della membeaplasmatica (Kupzingt
al., 2003). Il segnale dellancora GPI e rimosso @llov del reticolo
endoplasmatico dove viene sostituito con un glifmsfatidilinositolo
(Udenfriendand Kodukula, 1995).

Figura 3.13: Rappresentazione schematica del dimero di tetém#&erez-Caballert al, 2009).
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Teterina € localizzata, oltre che a livello dell@mbrana plasmatica, anche a
livello del sistema endosomiale, in particolare tn@hs-Golgi Network(TGN), e
negli endosomi precoci e di riciclo (Kupzireg al., 2003, Dubeet al., 2009,
Rollansoret al.,2007, Habermanaet al.,2010).

3.5.2 Meccanismo d’azione antivirale di BST2/tetenia

BST2 causa il blocco del rilascio delle particelieali dotate dienvelopesulla
superficie delle cellule infette (Nedt al, 2006, Neilet al, 2008). Teterina € in
grado di trattenere le particelle virali completanteeformate e mature, in cui
I’envelopevirale risulta discontinuo dalla membrana cellejaintervenendo
quindi dopo la formazione della particella virale, modo da prevenirne la
diffusione alle cellule non infettate. In seguito,virioni trattenuti vengono
internalizzati negli endosomi tardivi (compartimedD63+) attraverso endocitosi
mediata dai segnali diorting presenti nella coda citoplasmatica aminoterminale
e, probabilmente, degradati (Nest al, 2006, Miyakawaet al, 2009). Le
particelle virali aggregate a livello della membaaplasmatica risultano essere
meno infettive nel caso in cui vi sia una trasnoisei diretta da cellula a cellula
(Casartelliet al, 2010, Zhangand Liang, 2010), ma anche nel caso in cui
vengano rilasciate in seguito al trattamento castgarsi o metodi fisici (Neiét
al., 2006, Casartelkt al, 2010, ZhangndLiang, 2010).

Questo meccanismo antivirale risulta essere noncifgge in quanto,
teoricamente, qualunque virus dotatoedivelopelipidico che gemmi a livello
della membrana plasmatica puo essere bloccatadaltie di teterina (Evaret
al., 2010). Infatti, lo spettro d’azione di BST2 umamampio in quanto e stato
dimostrato che impedisce il rilascio di virus dothtenvelopea RNA, come alfa-,
beta-, delta-retrovirus, lentivirus (SIV, HIV-1, YH2), spumaretrovirus,
arenavirus (Lassa e Machupo), ninpahvirus, filavivarburg e Ebola), ma
anche a DNA, come I'Herpesvirus del Sarcoma di sapdSHYV) (Gottlingeret
al., 1993, Neilet al, 2008, Jouvenadt al, 2009, Kaletskyt al, 2009, Mansuret
al., 2009, Sakumat al, 2009, Radoshitzket al, 2010). In linea di principio
BST-2, per agire, deve colocalizzare con il virionascente nel sito di
gemmazione (Habermarat al, 2010, Perez-Caballerd al, 2009, Fitzpatriclet
al., 2010): questo restringe l'attivita di BST2 nen@onti di virus che vengono
rilasciati a livello della membrana plasmatica (Evat al, 2010). Il modello piu
semplice attualmente proposto € quello in cui iederomodimerizzando
attraverso il dominio extracellulare, possa tratendirettamentedhvelopedel
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virione ancorandolo alla membrana della cellulaitespttraverso il dominio
trasmembrana e I'ancora GPI (Evahsl, 2010, Yanget al, 2010) (Figura 3.14).
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Figura 3.14: Modello di azione antivirale proposto per teterfda Guptaand Towers, 2009 e
Yanget al, 2010, modificate).

Queste evidenze suggeriscono come le caratteessttutturali generali e le
modalita di ancoraggio alle membrane cellulari rlvidi BST2 siano sufficienti
per I'azione antivirale (Evanst al, 2010). A supporto di questo, infatti, & stato
dimostrato che una teterineompletamente artificiale, ottenuta assemblando
domini di proteine cellulari prive di omologia déguenza primaria, ma in grado
di riprodurre le proprieta strutturali della formald-typedi BST2, € in grado di
bloccare il rilascio di HIV-1. Inoltre, i dati otteti impiegando questa BST2
artificiale dimostrano come [lattivita antiviraleon necessiti dell’ausilio di
ulteriori cofattori cellulari (Perez-Caballeed al, 2009).

3.5.3 Antagonisti virali

Nel corso del tempo i virus hanno evoluto strategiatte ad eludere le restrizioni
indotte a livello cellulare per contrastare la rmegtione del virus e hanno
sviluppato specifiche contromisure in grado di religzarne l'effetto. Queste
ultime possono essere rappresentate sia da prossoessorie virali, non
necessariamente richieste quindi per la replicazi@m da proteine strutturali.
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Dato che teterina agisce direttamente a livelldadsuperficie cellulare, tali
proteine agiscono delocalizzando BST2 lontano d&l di azione, oppure
riducendone i livelli intracellulari (Evaret al, 2010).

Fino ad ora, sono stati identificati sei antagonisali in grado di interferire con
teterina(Figura 3.15):

40

v" Vpu di HIV-1: é stato il primo ad essere scopefteil et al, 2008, Van

Dammeet al, 2008). Molti studi hanno cercato di mettere ircelui
pathwayed il meccanismo con cui Vpu interferisce con B&ihzhe se,
per il momento non esiste un modello definitivoleTproteina accessoria
sembrerebbe essere in grado di rimuoverla dallarfo cellulare e/o di
ridurne i livelli intracellulari, mediante interamie diretta attraverso i
reciproci domini transmembrana (Roeg al, 2009). In virtu della nota
interazione fra Vpu ed il complesgdTrCP-SCF, necessario per la
degradazione del recettore primario CD4 per HIVMargottin et al,
1998), e stato dimostrato come tale meccanismoasievolto anche nella
parziale degradazione proteasomale/lisosomialeSIiZB(Mitchell et al,
2009, Goffinet et al, 2009). Tali osservazioni suggeriscono come
l'interazione fra Vpu e BST2 permetta il reclutarttedel complessd-
TrCP, al fine di coinvolgere teterina n@thwayche riconosce ubiquitina
come segnale dsorting (Mangeatet al, 2009, Mitchellet al, 2009). In
questo modo, Vpu sequestrerebbe BST2, con o seomeomitante
degradazione, a livello del TGN o degli endosomiiciclo, a livello dei
guali queste due proteine colocalizzano, in modalldatanarla dal sito di
azione oppure da impedirne il ritorno alla supéfcellulare (Dubeet al,
2010, Hauseret al, 2010). L'attivita di Vpu s’e dimostrata essere
altamente specie-specifica. Inoltre, Vpu si e dimads in grado di essere
efficace anche nei confronti della teterina di gzamzé e di gorilla (Jiat
al., 2009, McNatet al, 2009, Sauteet al, 2009)

Nef di SIV: essendo privi della proteina Vpu, glolati di SIVsmm gooty
mangabeys e SIVmac thesus macaqugs SIVblu Blue monkey e
SIVagm g@frican green monké@yutilizzano il prodotto del genaef per
difendersi dall’attivita della BST2 della loro cmpettiva specie, ma non
sono in grado di agire nei confronti della formaama (Jiaet al, 2009,
Sauteret al, 2009, Zhangt al, 2009). Nonostante il meccanismo non sia
ancora stato chiarito in dettaglio, € stato dinaistrcome Nef di SIV
interagisca in modo specifico con il motivo D/GDIWKresente
esclusivamente negli ortologhi dei primati non um@nBST2, ma non
nella BST2 umana, in modo da ridurne i livelli mes a livello della
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superficie cellulare (Jiat al, 2009, Zhanget al, 2009). Importanti per
questa funzione di Nef sono il sito di miristilazeg la regione putativa di
riconoscimento del colesterolo e i domini importaper la down
regolazione del CD4 (Zhareg al, 2009).

Env di HIV-2: € noto ormai da tempo in letteratumcora prima
dell'identificazione di teterina, come le proteig@v di alcuni isolati di
HIV-2 possiedano proprieta simili a quelle di VauHIV-1. Infatti, € stato
dimostrato come la loro overespressione permettgpustinare il rilascio
delle particelle di HIV-1 prive di Vpu in cellule pi-dipendenti (Bouet
al., 1996). HIV-2, in contrasto al suo predecessokés®im, utilizza Env
per sequestrare BST2 dalla superficie cellulard@N, senza indurne
contestualmente la degradazione (LeTort@amedNeil 2009, Hauseet al,
2010). HIV-2 Env, infatti, interagisce fisicamentgamite il suo
ectodomaircon il dominio extracellulare di BST2 e con il colesso AP2,
mediando cosi I'endocitosi clatrina-dipendente fadore antivirale. Per
fare cio, HIV-2 Env richiede la presenza del segr@yx» nel dominio
citoplasmatico di gp4l, che lega il complesso ARZi0a, e il sito di
proteolisi in Env fra gp120 e gp41 (LeTortowewd Neil 2009).

Env di SIV: é stato dimostrato che SiglTan African green monkey,
Tantalus monkeyauitilizza, al posto di Nef, la proteina strutt@dnv per
antagonizzare ldetherin della propria specie. In particolare, sono stati
osservati il medesimo meccanismo di azione e gisstdeterminanti virali
di Env di HIV-2 (Gupteet al, 2009).

K5 di KSHV: tra le prime proteine virali ad essestate identificate in
grado di interferire con BST2 umana. K5 &€ un mentdebe ubiquitino
ligasi RING-CH associate alla membrana ed e in@idubiquitinare le
lisine 18 e 28 della coda citoplasmatica di BSTdrinzandola cosi alla
degradazione lisosomiale attraversgathwayESCRT (Mansouret al,
2009, Pardieet al, 2010).

Glicoproteina (GP) dei filovirus: anche i filoviri&bola e Marburg, hanno
evoluto tale antagonista virale per neutralizzage téterina umana
(Kaletskyet al, 2009, Radoshitzkgt al, 2010). Come nel caso del’Env
di HIV-2, GP e in grado di interagire fisicamenteglla sua forma
immatura e non completamente glicosilata, con B$i2,non & grado né
di rimuoverla dalla superficie cellulare né di edtae i livelli intracellulari
(Kaletskyet al, 2009). GP, a differenza del’lENV di HIV-2 o di\&Inon
possiede alcun motivo diorting nella sua coda citoplasmatica e, inoltre,
per la sua funzione non richiede lintegrita deosdi processamento
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proteolitico di GP. Questi due aspetti sembrerabhbedicare come GP
intercetti BST2 durante la sua maturazione in maldo sequestrarla
lontano dai siti di gemmazione del virus (Kaletskyal, 2009).

(a) — HIV-2/ SIV Eny
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(b) BST-2
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Figura 3.15: Antagonisti di teterina e loro possibile meccarasiftazione:a) lentivirus eb) altri
virus eterologhi appartenenti a famiglie diverseqdallaRetroviridae(da Evant al,, 2010).

3.5.4 Ruolo di teterina nell’evoluzione dei lentivus e nella pandemia
dell’lAIDS

| geni codificanti i fattori di restrizione celluka sono soggetti ad una forte
selezione positiva ed evolvono velocemente, in mddadifendere I'ospite da
nuovi patogeni emergenti. Come conseguenza, TRIMBPOBEC3G e teterina
nell’ambito delle diverse specie di mammiferi pesgsino un elevato grado di
divergenza nella loro sequenza, costituendo coai harriera alle trasmissioni
virali zoonotiche (Kirchhoff, 2010). Nonostante ciolentivirus che infettano i
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primati sono riusciti ad evadere queste difeseiverde occasioni, adattandosi in
maniera rapida ed efficiente al nuovo ospite (Fagid.6a).
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Figura 3.16: Adattamento dei lentivirus dei primati nel risjpeait ospite per superare il blocco

imposto da teterinad) Origine dei gruppi M, N e O di HIV-1B) sequenza aminoacidica della

regione aminoterminale di BST2 responsabili deHaribra di trasmissionerossspecie di questi

virus; C) diverso utilizzo degli antagonisti virali di tetea precendenti all’origine di HIV-1 e -2.
(da Sauteet al, 2010).

Negli scimpanzeé, SIVcpz e originato dalla ricombinae fra SIV che infetta le
scimmie red-capped (SIVrcm) e quello delle scimmiecercopithecus
(SIVgsn/mus/mon) (Baileset al, 2003). Successivamente, SlVcpz e stato
trasmesso ai gorilla, creando cosi SlIVgor, e aftiop dando luogo ad HIV-1
gruppo M pandemico, al raro gruppo N e, probabil@eral gruppo O (Van
Heuverswyrand Peeters, 2007).
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Studiando I'evoluzione delle proteine virali di gtieSIV e di HIV-1 nei confronti
di teterina, e stato possibile osservare (Figut&@.come SIVrcm utilizzi Nef, in
quanto sprovvisto del gempuy, e di come SIVgsn/mus/mon impieghi Vpu (Sauter
et al, 2009). Analisi filogenetiche dimostrano come Si¥@bbia acquisito Nef
da SIVrcm e Vpu da SIvVgsn/mus/mon; tuttavia la engs del motivo conservato
D/GDIWK nella coda citoplasmatica di BST2 di scimp& ha permesso a
SIVcpz di servirsi del prodotto del genef per antagonizzarne I'effetto (Figura
3.16b). Dopo la trasmissione di SIVcpz al gorilNef & stato mantenuto come
fattore antivirale di teterina, in quanto la BST@ dorilla differisce di soli due
aminoacidi dalla controparte in scimpanzé (Saeteal, 2010). Nel passaggio da
SIVcpz alll'uomo, invece, e importante precisare AROBEC3G e TRIME non
sembrano aver contribuito in modo significativo I'maporre una barriera di
specie. E’ stato dimostrato infatti come Vif di $pz e in grado di antagonizzare
in modo efficiente lattivita di A3G umano (Gaddisal, 2004) e come il capside
di SIVcpz sia completamente refrattario alla foramaana di TRIM& (Kratovac

et al, 2008). Nelluomo teterina sembra quindi aver gitakl maggiore ostacolo
per questo evento di trasmissioo®ssspecie. Infatti, € stato dimostrato come
BST2 umana risulti completamente refrattaria atbgonismo di Nef di SIVcpz,
in quanto non possiede il motivo D/GDIWK nella codidtoplasmatica,
probabilmente perso nel corso dell’'evoluzione digraorecedenti infezioni di
lentivirus antichi (Zhanget al, 2009). Questa barriera si presuppone sia stata la
causa dellswitchda Nef a Vpu in HIV-1 per I'antagonismo virale serBST2
umana. Inoltre, I'incapacita della proteina NefSdV di agire nei confronti della
teterina umana spiegherebbe come HIV-2, originaoStVsmm e privo della
proteina accessoria Vpu, abbia evoluto Env pergamizzare in modo efficace
BST2 (LeTortoreand Neil, 2009). E’ stato osservato come Vpu di HN\Aldbia
partecipato in maniera rilevante al diffondersila@lgdandemia del gruppo M di
HIV-1, in quanto si & evoluto in modo efficienter @mtagonizzare BST2 umana,
mantenendo I'abilita ddownregolare il recettore CD4. La proteina Vpu del
gruppo O, meno rappresentato invece, pur essendpanio di interferire con
I'espressione del CD4, risulta inefficiente neltagonizzare BST2. Infine, il raro
gruppo N mantiene una limitata attivita nei confrat BST2, ma non e in grado
di indurre la degradazione del recettore CD4 (Saaital, 2009).
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4. OBIETTIVI

Il Virus dellImmunodeficienza Felina (FIV) e il Yis dell'lmmunodeficienza
Umana (HIV-1) condividono numerose similitudini neto ciclo replicativo, nei
target cellulari e nella patogenesi dell'infezione. Quespetti rendono FIV e |l
suo ospite naturale, il gatto domestico, un modaihportante nella ricerca
sull’AIDS, in particolare per lo sviluppo di vaccie di farmaci in grado di
interferire con le fasi del ciclo replicativo vieal Nellambito dei lentivirus,
inoltre, FIV rappresenta uno strumento di grander@sse per lo sviluppo di un
sicuro sistema ddelivery per il trasferimento genico in quanto mantiene la
capacita di integrarsi nel genoma di cellule irefgaiesciente ma, a differenza di
HIV-1, non risulta patogeno per l'uomo. Nonostantenumerosi progressi
compiuti nell'identificare i meccanismi molecolatia base dell'infezione di FIV,
in parte basati sulla comparazione con HIV-1, ma#ipetti della sua biologia
SONo ancora poco noti. In particolare, sono andardefinire in maggior dettaglio
i determinanti virali e cellulari coinvolti nelleasi tardive del ciclo replicativo.
Questa tesi di dottorato si € proposta di contréowd chiarire i meccanismi
molecolari degli eventi tardivi della replicaziordd FIV e si focalizza, in
particolare, sull'investigazione dell'interazionea tproteine cellulari e virali
coinvolte nella gemmazione del virus dalla celinfettata.

Nella prima parte della ricerca ci si € proposttalatterizzare la regione di Gag al
fine di studiarne il contributo nella fase di gennioaie e di analizzare gathway
cellulare impiegato da FIV durante il rilascio d&ioni dalle cellule infettate. E’
noto infatti come I'espressione della sola polipnoa Gag di FIV, in assenza di
ogni altra proteina virale, porti alla formazionepdrticelle simil-virali (VLPS) in
grado di gemmare dalle cellule. Il processo diatisd delle particelle dalla
membrana della cellula ospite e guidato principat@edai domini tardivi late
domain3 presenti a livello di Gag. A partire da tali esize, sono stati generati
specifici costrutti FIV-derivati, recanti mutazionella regione carbossiterminale
di Gag in combinazione con alterazioni a livelld dacleocapsidee ne e stato
valutato l'impatto sul rilascio di VLPs. Inoltre, &tato caratterizzato il
coinvolgimento della proteina cellulare AIP1/Aliappartenente gbathway di
biogenesi dei MVB, nel cooperare colaie domaine con il nucleocapside nella
gemmagzione di tali virus mutanti.

Nella seconda della ricerca invece e stata invastia presenza di fattori cellulari
potenzialmente in grado di interferire con il rdasdelle particelle virali di FIV.
Studi recenti hanno infatti dimostrato come la @ird cellulare umana teterina
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sia in grado di limitare il rilascio delle partiezlvirali di HIV-1 dalle cellule
infettate. E’ stato inoltre evidenziato come HIVebbia evoluto specifiche
contromisure per antagonizzarne |'effetto. A pariita queste evidenze, e stato
identificato I'ortologo nel genoma felino Bst2umana e né e stato caratterizzato
il ruolo funzionale, valutandone la capacita dienfgrire con il rilascio di
particelle retrovirali. Si € infine proceduto adalnzare i determinanti virali in
grado di antagonizzarne I'effetto.
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5. MATERIALI e METODI

Materiali

5.1 Linee cellulari

Per questo lavoro sperimentale sono state utibzeaseguenti linee cellulari:
293T: cellule embrionali renali umane, a morfologia Istel, che esprimono
costitutivamente l'antigene proteico T del Virus cdalante della Scimmia
(SV40) permettendo in questo modo un’efficiente licegione dei vettori
plasmidici contenenti I'origine di replicazione wile virus. La linea cellulare &
stata gentilmente fornita dal Dott. D. BaltimoreofRfeller University, New
York).

CrEK : (Crandell Feline Kidney cellule fibroblastoidi derivanti dalla porzione
corticale del rene di gatto di 10-12 settimanemite dallAmerican Type Culture
Collection(ATCC CCL-94).

HeLa: cellule epiteliali umane derivate dall’adenocaran@odella cervice uterina,
immortalizzate dal Papillomavirus 18 (HPV-18) otie: dallAmerican Type
Culture Collection(ATCC CCL-2).

Le linee cellulari 293T, CrFK e HelLa sono statetigcate in terreno di crescita
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medignaddizionato con 1% (v/v) degli
antibiotici penicillina (100 U/ml) e streptomicir{d00 pug/ml) e con il 10% (v/v)
di FCS fFetal Calf Seruminattivato a 56°C per 30 minuti.

Le colture cellulari sono state mantenute in intoitea(Hereaus BDD 6220) alla
temperatura costante di 37°C in ambiente umididicat 5% (v/v) di CQ e
sottoposte a periodici controlli per escludere é&valhcontaminazioni.

5.2 Plasmidi

pSVC21: contiene il DNA provirale completo del clone mal&re di HIV-1
HXBc2 (vif* / vpu / vpr / nef).

pSVC21 vpu+:contiene il DNA provirale completo del clone malkge di HIV-
1 HXBc2 con la sequenagou sostituita con quella corrispondemau’, derivata
dal clone molecolare di HIV-1 pNL4.3.
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pPpCDNAS3.1+®: plasmide contenente il promotore del Cytomegalsviomano
(CMV), i geni per la resistenza ad ampicillina eomécina, il promotore e
l'origine di SV40 ed il segnale di poliadenilaziodell’ormone della crescita
bovino (BGH) (Invitrogen®).

pCR®2.1-Topo®: plasmide linearizzato avente una singola deogsiita
(dTTP) a cui e legata covalentemente la Topoisosndralel Virus Vaccino
all'estremita 3’, in grado di catalizzare la fornm®e del legame fosfodiestereo
fra il vettore e frammenti di DNA di interesse, difigati attraverso PCR, aventi
all'estremita 3’ una singola deossiadenina (dATRYifrogen®).

pSP73®:il plasmide presenta I'origine batterica ColE1 e dmotore delle RNA
polimerasi del fago SP6 e del fago T7, rispettivai®@én posizione 5’ e 3’ rispetto
al sito di policlonaggio (Promega®).

PALTR: contiene i gengag, pol, vif, ORF-A, rev, enla sequenza RRE di FIV,
derivanti dal clone molecolare p34TF10. La LTR ‘aéSostituita dal promotore
del CMV e quella al 3' € modificata con il segnalepoli-adenilazione BGH.
PALTR e clonato all'interno del sito di policlonaggétel plasmide di clonaggio
pUC119, mediante inserimento a livello dei sitrestrizione EcoRI e Sall. Sono,
inoltre, presenti le origini di replicazione baiter, ColE1, e fagica, F1, e il gene
per la resistenza all’antibiotico ampicillina. Qteevettore € stato gentilmente
fornito dal Prof. M. Pistello (Universita di Pisa).

pAenvl:il plasmide contiene i gewgjag, pol, vif, orf-A, rewe la sequenza RRE di
FIV, derivanti dal clone molecolare p34TF10. Rispeil genoma di FI\Mwvild-
type pAenvl presenta la LTR all’estremita 5’ sostituitd pl@motore del CMV e
quella all’estremita 3' modificata con il segnalepdliadenilazione del BGH. Il
costrutto reca la delezione di 1 kb nel gem® (Aenv) e manca del segnale di
incapsidazione A¥). pAenvl e clonato allinterno del sito di policlonaggiel
plasmide di clonaggio pUC119, mediante inserimeatdivello dei siti di
restrizione EcoRI e Sall. Sono, inoltre, presambiigini di replicazione batterica,
ColEl, e fagica, F1, e il gene per la resistenfantéibiotico ampicillina. Il
costrutto e stato gentilmente fornito dal Prof. Mistello (Universita di Pisa,
Italia).

pAenvlMut20: derivato dal plasmide Aenvl, nel quale e stata inserita la
mutazione D449A (sequenza aminoacidica del domp@ipposizioni: 438-450:
PSAPPMEEKLLAL).

pAenv1Mut20A: derivato dal plasmideAenv1Mut20, nel quale e stata inserita la
mutazione L447A (sequenza aminoacidica del domp#p posizioni: 438-450:
PSAPPMEEKALAL).
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pAenv1Mut20B: derivato dal plasmideAenv1Mut20, nel quale é stata inserita la
mutazione L448A (sequenza aminoacidica del domp#p posizioni: 438-450:
PSAPPMEEKAAAL).

pAenv1lMut21: derivato dal plasmideA®nv1iMut20B, nel quale é stata inserita la
mutazione L450A (sequenza aminoacidica del domp#p posizioni: 438-450:
PSAPPMEEKAAAA).

pAenvliMut02: derivato dal plasmide A®nvl, nel quale sono state inserite le
mutazioni P438A e P441A (sequenza aminoacidicaddehinio p2, posizioni
438-450: ASAAPMEEKLLDL).

pAenvliMut21-ASAA: derivato dal plasmide A&nv1MutO2 in cui sono state
introdotte le mutazioni L447A, L448A, D449A e L4508equenza aminoacidica
del dominio p2, posizioni 438-450: ASAAPMEEKAAAA).

pAenvliMutAp2: derivato dal plasmide Agnvl, nel quale é stato introdotto il
codone di stop TAA in luogo del codone CCA, codifite la prima prolina del
late domain(P438).

pAenv1lMut6: derivato dal plasmideAgnvl, e stato inserito un codone di stop a
valle del genggag In particolare, la leucina (codone UUA) in posize 10 della
proteasi e stata sostituita con il codone di sté@g\U

pAenviMut21+6, pAenvlMut02+6, pAenvlMutAp2+6: questi costrutti
presentano, oltre alle mutazioni sopra descrittepdone di stop in posizione 10
della proteasi virale.

pSP73GagPal il plasmide contiene la regione Gag-Pol di FIMlalelimensione

di 1540 pb [sequenza nucleotidica 509-2049 (doveulmerazione nucleotidica
riportata considera il primo nucleotide della reggdJ3 della 5’ LTR il nucleotide
+1), relativa al clone molecolare p34TF10 (codiceeaso NC_001482)]. Sono,
inoltre, presenti i promotori delle RNA polimera$el fago SP6 e del fago T7,
posti rispettivamente in 5’ e in 3’ rispetto alosdi policlonaggio, il gene per la
resistenza all’antibiotico ampicillina e I'origirg replicazione batterica ColEL1.
pSP73GagPolMut21 derivato dal plasmide pSP73GagPol, nel quale sbaie
inserite le mutazioni L447A, L448A, D449A e L450AlIndominio p2 di Gag
(sequenza  aminoacidica  del dominio p2, posizioni 8-430:
PSAPPMEEKAAAA).

pSP73GagPolMut02 derivato dal plasmide pSP73GagPol, nel quale sbaie
inserite le mutazioni P438A e P441A a livello delhdnio tardivo PSAP di FIV
(sequenza  aminoacidica  del dominio p2, posizioni 8-430:
ASAAPMEEKLLDL).
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pSP73GagPolMui\p2: derivato dal plasmide pSP73GagPol, nel quale ® sta
introdotto il codone di stop TAA in luogo del codo@CA, codificante la prima
prolina del late domain (P438).

pSP73GagPolMut6; pSP73GagPolMut21+6; pSP73GagPolMi2+6;
pSP73GagPolMuAp2+6: derivati dal plasmide pSP73GagPol, nel qualegoltr
alle mutazioni precedentemente descritte, e staterito un codone di stop a valle
del genegag In particolare, la leucina (codone UUA) in posiz 10 della
proteasi € stata sostituita con il codone di st&@\U

pBJ5: il plasmide consente I'espressione in cellule satehe di sequenze
geniche grazie alla presenza di un promotore ibi{88u), costituito dalla
sequenza del promotore precoce di SV40 fusa coagleni R e U5 derivate dalla
LTR del Virus della Leucemia Umana tipo Human T-cell Leucemia Virus type
1, HTLV-1) (Takebe et a).1988). Il costrutto € stato gentilmente concesalo
Dott. H. Gattlinger (Harvard Medical School, Boston

pBJ5-AIP1HA: derivato da pBJ5, questo costrutto consente ksspone della
formawild typedella proteina cellulare AIP1/AlixALG-2 interacting protein J1
coniugata all’'epitopo emoagglutinina (HA). |l plaisi@ € stato gentilmente fornito
dal Dott. H. Géttlinger (Harvard Medical School,$8on).

pBJ5UbHA: questo plasmide deriva da pBJ5 e consente |'espressdi
monomeri di ubiquitina (Ub) fusi con utag costituito dal peptide dell’
emoagglutinina del virus dell'influenza (HA) alllesmita carbossiterminale
(Stracket al., 2002).

pBJ5Vps4Flag: € un plasmide derivato da pBJ5. A livello dei ditirestrizione
Xhad e EcaRl del sito di clonaggio multiplo e stato inserit@ene esprimente la
proteina Vps4, fusa con la sequenza codificanf@tépo Flag. Il plasmide é stato
gentilmente fornito dal Dott. H. Gottlinger (HardaMedical School, Boston)
(Stracket al, 2003).

pBJ5Vps£??®°Flag: & un plasmide derivante da pBJ5Vps4Flag. In questo
costrutto, il gene codificante la proteina Vps4 tates mutato a livello della
posizione 228 della sequenza aminoacidica, sosttuel residuo di acido
glutammico con I'aminoacido glutammina (Vp$49. Il plasmide & stato
gentilmente fornito dal Dott. H. Gattlinger (HardaMedical School, Boston)
(Stracket al., 2003).

pBluescript®Il KS(+): il plasmide presenta l'origine di replicazioneitag F1, e
batterica, ColE1, e il promotore delle RNA polinsrdel fago T3 e del fago T7,
rispettivamente in posizione 5’ e 3’ rispetto absdi policlonaggio (Stratagene®).
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Per I'amplificazione dei diversi plasmidi in cekuprocariotiche e stato utilizzato
il ceppo DHmW di E. coli [F/endAl hsdR17 (rk-mk+) ginV44 thi-1 recAl gyrA
(Nalr) relAl A (laclZzYA-argF)U169 deoR@80dlaa\(lacZ)M15)] (Biolabs Inc.
®) oppure il ceppo STBL3 dt.coli [F- mcrB mrr hsdS20 (rB—, mB-) recAl3
SUpE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (StrR ) &yl— leu mtl-1] (Invitrogen
®).

| batteri sono stati coltivati in forma liquida terreno Luria-Bertani [L.B.: Bacto-
triptone 1% (p/v), Estratto di lievito 0.5% (p/\NaCl 1% (p/v)] in agitazione a
37°C o0 a 30°C a seconda del plasmide da amplific@ueando necessario, il
terreno e stato solidificato mediante aggiunta daral.5% (p/v). Quando
richiesto, e stato aggiunto I'antibiotico di setars.

5.3 Oligonucleotidi

Nelle reazioni di amplificazione a catena dellaipefrasi (PCR), di mutagenesi e
di sequenziamento sono stati utilizzati oligonutitBo innesco primer)
opportunamente disegnati e riportati in Tabella 5.1

Gli oligonucleotidi contrassegnati dalla sigla NG,R, OrfAMutl o FIVEnvFR1
sono stati impiegati nelle reazioni di mutagengkipligonucleotidi contenenti la
sigla BST-2 sono stati utilizzati per 'amplificarie di teterina; mentre gli
oligonucleotidi FIV2F, FIV2R, FIVseq, M13F, M13RPS, T7, OrfAFW e BGH
sono stati utilizzati per il sequenziamento deedsv plasmidi.
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Nome primer Sequenza nucleotidica (5'-3) Twm
NC390F CCAGGACATCTAGCAAGACAATCTAGAGAAGTGAAAAAAT 73.9°C
NC390R ATTTTTTCACTTCTCTAGATTGTCTTGCTAGATGTCCTGG 73.@°
NC377F AAAGGATCAGGACCAGTGTCTTTTAATTGTAAAAAACCAGGACAT 773°C
NC377R ATGTCCTGGTTTTTTACAATTAAAAGACACTGGTCCTGATCCTTT 78°C
NC396F TAGAGAAGTGAAAAAATCTAATAAATGTGGAAAACCTGGTCATGTAG 74.6°C
NC396R CTACATGACCAGGTTTTCCACATTTATTAGATTTTTTCACTTCTCTA 746°C
NC409F CCTGGTCATGTAGCTGCCAAATCTTGGCAAGGAAATAGAAAGAAT 81°C
NC409R ATTCTTTCTATTTCCTTGCCAAGATTTGGCAGCTACATGACCAGG 81C

K371F GTTCAAGTAGTGCAATCAAGAGGATCAGGACCAGTGTGT 78.4°C
K371R ACACACTGGTCCTGATCCTCTTGATTGCACTACTTGAAC 78.4°C
K381/382F CCAGTGTGTTTTAATTGTAGAAGACCAGGACATCTAGCAAGA 8.3°C
K381/382R TCTTGCTAGATGTCCTGGTCTTCTACAATTAAAACACACTGG @.3°C
R388F AGACCAGGACATCTAGCAGCACAATGTAGAGAAGTGAAA 76.8°C
R388R TTTCACTTCTCTACATTGTGCTGCTAGATGTCCTGGTCT 76.8°C
R391F GGACATCTAGCAGCACAATGTGCAGAAGTGAAAAAATGTAATAAA 77.9°C
R391R TTTATTACATTTTTTCACTTCTGCACATTGTGCTGCTAGATGTCC 79°C
OrfAMutlF TTATGGTCGGGAGAATTATGAATGTAAGCAATAATAGTATTATTCAATAGG | 78.4°c
OrfAMutlR CCTATTGAATAATACTATTATGTCTTAACATTCATAATTCTCCCGACCATAA | 78.4°C

FivVEnvFR1FW GTTTAGAAGAGCAAGATTTTTAATCGGTATTCTGATGAAAGTGTATT 73.5°C

FivEnvFR1RV AATACACTTTCATCAGAATACCGATTAAAAATCTTGCTCTTCTAAAC 73.5°C

cBST-2FW GCCACCATGGCACCTGCTTTTTACCACTATTGG 79.5°C

CcBST- GCCACCATGGATTACAAGGATGACGACG 86.2°C

2FlagFwW ATAAGGCACCTGCTTTTTACCAC

cBST-2RV CTACAGTCTTTCCACCTCCACCGAAGCGTTCTG 78.7°C

3'cBST-2RV TCAGGCCAGCAGAGCAACGAAG 72.9°C

hBST-2FW GCCACCATGGCATCTACTTCGTATGAC 72.4°C
hBST- GCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAG 84.1°C
2FlagFwW GCATCTACTTCGTATGAC

hBST-2Rv TCACTGCAGCAGAGCGCTGAGG 74.5°C

cBST2bRV CTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCAGTTCCCTTTTCTCAG 76.7°C

cBST2cFW GATTACAAGGATGACGACGATAAGGAGACCTCGAGCAAG 79°C
hBST2bRV CTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGTAGTACTTCTTGTC 73.0°C
hBST2cRV GATTACAAGGATGACGACGATAAGCCCAGCTCCCAGGAC 82.3°C
M13F GTAAAACGACGGCCAG 50°C
M13R CAGGAAACAGCTATGAC 50°C
FIV2F GCATGGTATCTCGAGGCATT 50°C
FIV2R TAATGCTTTTATACTCAAGTC 61°C
FIVseq ATGTGGAAAACCTGGTCATGT 67°C
SP6 CTGGTTCTATAGTGTCACCTAAAT 69°C
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 48°C
OrfAFw GCCACCATGGAAGACATAATAGTATTATTCAATAGGGTCA 74°C
BGH TAGAAGGCACAGTCGAGGC 50°C

Tabella 5.1: Oligonucleotidi utilizzati e loro principali catatistiche.
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M etodi

5.4 Quantificazione degli acidi nucleici

Quando necessario, la quantita di DNA plasmidicst&a determinata allo
spettrofotometro NanoDrop 1000 Spectophotometefhermo Scientific®)

mediante lettura della densita ottica (D.O.) duidiloni degli acidi nucleici alla
lunghezza d’onda di 260 nm, corrispondente al masgicco di assorbimento
per le basi azotate.

La concentrazione del DNA e stata ricavata grakael@gge di Lambert-Beer:

A=c¢*I*C

dove A e l'assorbanza del campion, il coefficiente di estinzione molare (pari a
6600 M™*cm™ per il DNA a doppio filamento e 6220 ¥cm™ per 'RNA a
singolo filamento), | € la lunghezza del camminticot (pari a 0.1 cm) e C la
concentrazione dell'acido nucleico in soluzione. paesenza di eventuali
contaminazioni di tipo proteico e stata rilevataleazando la lunghezza d’onda di
280 nm, alla quale il legame peptidico presenpacito massimo di assorbimento.
Sono state considerate pure le preparazioni inilcuapporto AsdAzgo €ra
compreso tra i valori 1.8 e 2.0.

5.5 Competenza e trasformazione batterica

| plasmidi e i prodotti delle reazione di ligazioseno stati utilizzati per la
trasformazione di cellule battericlie coli, ceppo DHb oppure ceppo STBL3,
rese artificialmente competenti mediante la tecdmlecloruro di calcio.

La competenza batterica e stata ottenuta facereszene le colonie batteriche a
37°C in 3 ml di terreno liquido LB contenente MgQ5 mM, in assenza di
antibiotico per circa 12 ore. In seguito I'inocwdostato trasferito in 400 ml dello
stesso terreno. Una volta raggiunta la densitéaotti 0.4 alla lunghezza d’onda di
600 nm, la coltura é stata raffreddata in modod@apn ghiaccio al fine di
interrompere la crescita batterica; i batteri sm@tati quindi sedimentati per
centrifugazione a 3500 rpm a 4°C per 15 minutis®gpesi in una soluzione
fredda contenente Mng#H,O 10 mM, CaCGl 50 mM, MES P-(N-
morpholino)ethanesulfonic adidl0 mM pH 6.3. | batteri sono stati poi
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ricentrifugati, delicatamente risospesi in 10 mllalenedesima soluzione fredda
addizionata di glicerolo al 15% (v/v) e quindi alajati e conservati a -80°C.

La trasformazione batterica e stata effettuata ueggindo il DNA plasmidico
(100-300 ng) oppure i prodotti di ligazione a 50 il batteri competenti,
incubando poi in ghiaccio per 30 minuti. In seguibatteri sono stati sottoposti a
shock termico mediante esposizione a 37°C per 2itmimaffreddati in ghiaccio e
incubati a 37°C per un’ora in 200 ul di LB, conssrto cosi I'espressione e la
sintesi della proteina che conferisce la resistesfantibiotico di selezione.
Infine, tutta la sospensione é stata seminataastq@ Petri contenenti LB-Agar
addizionato con ampicillina 100 pg/ml e incubata de a 37°C al fine di
selezionare i batteri trasformati.

5.6 Preparazione di DNA plasmidico

I DNA plasmidico é stato estratto dal ceppo DHppure dal ceppo STBLS3 .
coli con il metodo della lisi alcalina applicato peeparazioni plasmidiche in
piccola scalariniprep per piccoli volumi di coltura batterica (1-2 mQuesta
procedura utilizza il potassio acetato ad elevatdaria (5 M) per precipitare le
molecole di DNA ad alto peso molecolare. [I DNA icastenuto e stato
precipitato con alcool etilico e successivamerdgespeso in TE (Tris-HCI 10 mM
pH 8; EDTA 1 mM pH 8) contenente RNASsi pancreag®a.g/ml.

Per ottenere preparazioni plasmidiche ad elevaadaydi purezza e in grande
scala (naxi prep adatte alla trasfezione delle cellule eucariajcii DNA
plasmidico € stato estratto utilizzando @IAGEN Plasmid MAXI Kit basato
sull'utilizzo di colonne a scambio anionico QIAGEN Attraverso questo
procedimento il DNA plasmidico si lega alla residalla colonna utilizzando
tamponi a bassa concentrazione salina, mentre yericato da RNA, proteine
e impurita ad alto peso molecolare. Il DNA plasmidiviene poi eluito dalla
colonna per mezzo di tamponi ad elevata concentiazsalina. Il plasmide, in
seguito, viene concentrato e pulito da sali mediaprecipitazione con
isopropanolo e lavaggio con etanolo al 70% (v/v).

I DNA ottenuto e stato controllato mediante re@stme enzimatica, mentre la
presenza di eventuali contaminazioni e la resaata stalutata tramite tecniche
spettrofotometriche (si veda Paragrafo 5.10).
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5.7 Mutagenesi

Le mutazioni effettuate in questo lavoro sperimiensano state eseguite con il kit
“QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis "K{Stratagene®). Il protocollo
prevede la sintesi del filamento mutante a partie¢ templato di interesse
mediante PCR, la digestione del DNA parentale meénfa trasformazione della
molecola mutante in cellule &i. coli (ceppo DH%) competenti.

La procedura sperimentale prevede, innanzituttorelazione di sintesi del
filamento mutante mediante PCR. Si prepara la seguaiscela: u di buffer di
reazione 10X (Stratagene®), circa 50 ng di DNA tietgpa doppio filamento,
125 ng di oligonucleotidi innesco contenenti latsozsione nucleotidica (si veda
Tabella 5.1), 1ul di miscela contenente i 4 dNTPs (Applied Biosys® ed
acqua milliQ fino a volume di 5@l. Successivamente si & aggiuntoulldi
PfuUltra™ High-Fidelity DNA polimerasi (2.5 UQil). Vengono effettuati 16 cicli
di amplificazione in termociclatore, comprendentiaufase di denaturazione a
95°C per 30 secondi, una fase di appaiamento dégbnucleotidi a 55°C per 1
minuto e una fase di elongazione a 68°C per chileldi vettore stampo. Allo
scopo di denaturare il DNA stampo e di attivar@déimerasi, i 16 cicli vengono
preceduti da un’incubazione delle miscele di reazia 95°C per 30 secondi.
Dopo la reazione di amplificazione, la miscela eiencubata in ghiaccio per 2
minuti al fine di raffreddarla e, di seguito, vieaggiunto 1ul di endonucleasi di
restrizione Dpnl (10 W) allo scopo di digerire il DNA parentale emimatt o
metilato. La reazione viene centrifugata per 1 ndra 13000 rpm e incubata a
37°C per 1 ora.

L'ultima fase prevede la trasformazione di 1 uDiNA trattato con Dpnl in 50 pl
di batteriE. coli competenti (ceppo DH¥, incubando poi la miscela in ghiaccio
per 30 minuti. In seguito i batteri sono stati gptisti a shock termico mediante
esposizione a 42°C per 45 secondi, raffreddatihiadrio e incubati a 37°C per
un’ora in 500 ul di LB, consentendo cosi I'espressie la sintesi della proteina
che conferisce la resistenza all'antibiotico dieg@ne. Infine, meta della
sospensione viene seminata in piastre Petri comtiehB-Agar addizionato con
ampicillina 100 pg/ml e incubata 16 ore a 37°Ciaé fdi selezionare i batteri
trasformati.

Le colonie batteriche ottenute vengono incubat@ iml di terreno liquido LB
contenente ampicillina 100 pg/ml e lasciate incakar37°C per circa 16 ore in
agitazione. Il DNA plasmidico mutato viene infinargficato medianteminiprep
(si veda Paragrafo 5.6) e successivamente seqterigiaveda Paragrafo 5.12),
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per valutare l'inserimento della mutazione desitker& primer utilizzati per il
sequenziamento sono riportati in Tabella 5.1.

5.8 Estrazione dell’lRNA e tecniche di RT-PCR

L’'RNA totale di cellule HeLa e CrFK é stato estoathediante I'impiego del
sistema RNeasy Mini Kit (QIAGEN) basato sull'utilizzo di colonne ad affia,

in cui la membrana é costituita da un gel di siliQeieste colonne consentono di
purificare gli RNA di lunghezza superiore a 200 ipetiamente da un lisato
cellulare. La procedura sperimentale ha previsisialelle cellule in presenza di
un tampone contenente guanidina isotiocianato (gITGe inattiva le RNASI
cellulari, e B-mercaptoetanolo, un agente in grado di ridurrentpdisolfuro.
Quindi, dopo l'aggiunta di etanolo al 70% (v/v)edtratto cellulare e stato
trasferito in colonna dove é stato centrifugato 30D rpm per 15 secondi.
L’eluato e stato eliminato e la colonna sottopoatdavaggi con opportuni
tamponi, necessari per rendere il legame dellRMNArestrittivo. Infine, 'RNA é
stato eluito in 30 pl di acqua DEPC.

L’'RNA, dopo essere stato quantificato allo spetitoimetro, & stato retrotrascritto
utilizzando la retrotrascrittasi (RT) di MoMLV, enza in grado di
retrotrascrivere 'RNA a DNA in presenza di ioni gm&sio. Sono stati utilizzati
oligonucleotidi innesco universali. La reazionevade |'utilizzo del’RNA totale
estratto (5ug), di un tampone (5 mM KCIl e 1 mM Tris HCI pH 8.8) MgCl,
(5.5 mM), di una miscela contenente i quattro dNT®4 mM), di 2.5uM di
primer universali (Applied Biosystem), di RNAsimipitore del’/RNAsi, 20 U) e
infine della RT di MoMLV (125 U). Tutti i reagentitilizzati sono della Applied
Biosystem. Il volume totale della reazione e sfadotato a 50ul aggiungendo
acqua DEPC. Tale miscela € stata posta nel tertatimie (Termal Cycler 2400,
Perkin Elmer) che é stato impostato a 25°C per itD(fase di attivazione), 42°C
per 50 min (fase di allungamento), 95°C per 5 mifigise di inattivazione). |
trascritti sono stati poi sottoposti a reazionePdR (si veda Paragrafo 5.9), in
particolare sono stati amplificati 1@l della miscela di retrotrascrizione,
contenente il cDNA, con la coppia di oligonucleotidnesco (Tabella 5.1)
specifica per il trascritto ricercato.
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5.9 Reazione a catena della polimerasi (PCR)

Per I'amplificazione di opportuni frammenti di DNAniva utilizzata la tecnica
PCR. Generalmente venivano preparate delle miscetgenenti 5ul di un
tamponelOx PCR buffe(Tris-HCI pH 8.3 e KCI 500 mM, 1.5-3l di MgCl, (25
mM)) (Applied Biosystem) o di tampon&0Ox PfuUltra HF reaction buffer
(Stratagene®) a seconda della polimerasi utilizzatd pl di ciascuno degli
opportuni oligonucleotidi innesco (M), 5 ul di dNTPs (100 mM), 0.5 - {ul di
AmpliTaqg GoldDNA polimerasi (5 Udl) (Applied Biosystem) oPfuUltra™
High-Fidelity DNA polimerasi (2.5 Ull) (Stratagene®) a seconda dell’esigenza,
50-200 ng di DNA ed acqua deionizzata fino ad umuwe di 50 pul. Si
effettuavano 35-40 cicli di amplificazione in terondatore (Termal Cycler 2400
Perkin Elmer), comprendenti una fase di denatureza95°C, appaiamento degli
oligonucleotidi alla temperatura richiesta e dinglazione a 72°C. In ogni caso Si
procedeva ad un’incubazione delle miscele di remzia 95°C per 2-5 minuti
prima dei cicli di PCR. Questo allo scopo di derate il DNA e di attivare, se
richiesto, la polimerasi. | frammenti ottenuti wesano caricati in gel di agarosio di
opportuna concentrazione (p/v) utilizzando marc¢atdr peso molecolare
(Roche/Boehringer) per verificare che le dimensideil'amplificato fossero
corrette.

5.10 Restrizioni enzimatiche

In questo lavoro sperimentale, le diverse reazdiniestrizione del DNA sono
state effettuate utilizzando gli opportuni enzifidlabs®) nei rispettivi tamponi
di reazione. Le reazioni sono state condotte alt@peratura ottimale dell’enzima
(in genere 37°C) per il tempo richiesto, a secoddhtipo di enzima e delle
quantita di DNA da digerire. Al termine della digese, i campioni sono stati
diluiti in colorante [Glicerolo al 5% (p/v), Blu doromofenolo 0,15% (p/v),
Xilene cianolo allo 0,02% (p/v) e EDTA 0,002 M]fate di visualizzare il fronte
di migrazione della corsa elettroforetica e faaikt 'entrata del campione di DNA
nel pozzetto d’agarosio all'l% (p/v) (Seakem). Ag¢l gd’agarosio e stato
addizionato bromuro di etidio (04/ml), molecola fluorescente che si intercala
fra le basi di DNA, rendendolo visibile quando diato con luce UV. Per la corsa
elettroforetica e stato utilizzato il tampone salilBE 1X (Tris-borato 0,009 M,
EDTA 1 mM pH 8). Inoltre, per verificare la corr@ttlimensione dei frammenti
sono stati utilizzati opportuni marker di peso neolare noto, tra cui il Marker

57



Materiali e Metodi

VII” (0,25 pug/mi; bande
576/7427/6106/4899/3639/2799/1953/1882/1515/14&2//0P2/710/492/359
pb); il “Marker 11" (0,25 ug/ml; bande 23130/9416/6557/4361/2322/2027/564

pb); e il “Marker Vi (0,25 pug/mi; bande
1114/900/692/501/489/404/320/242/190/147/124/113/634/26/19 pb)
(Roche/Boehringer).

5.11 Tecniche di clonaggio

La strategia di clonaggio prevede di ottenereahfmento da clonare mediante
restrizione enzimatica a partire dal plasmide appato. Alla fine della reazione
la miscela viene sottoposto a corsa elettroforetiqgel d’agarosio per controllare
la corretta dimensione dei frammenti, medianteiliazio di marker di peso
molecolare noto. Il frammento di gel, contenentdadada corretta, viene inciso
con un bisturi ed il DNA viene purificato attraverSuso del kit QUIAGEN®
“QIAquick gel extraction Kit Questo sistema e basato sulla solubilizzazione
dell’agarosio e sul successivo legame specificdi degli nucleici alla membrana
di silice-gel di una colonna a scambio anionico presenza di un agente
caotropico. La separazione finale del DNA lineaaipzda sali ed enzimi e resa
possibile attraverso una serie di eluizioni progirgs Dopo il taglio enzimatico,
la sequenza € inserita nel plasmide opportuno, 'e@ss trattato mediante
reazione enzimatica per permettere I'introduzioelefihmmento. Per tale scopo e
usata la DNA ligasi del batteriofago T4 (4X10/ml) (Biolabs), enzima in grado
di catalizzare in vitro la formazione di legamifiediesterici tra il residuo fosfato
in 5" ed il gruppo idrossilico in 3’ delle estremiadiacenti. Le reazioni sono state
effettuate in un volume finale di 20, impiegando 1 unita di ligasi e incubate a
16°C per 16 ore.

Le quantita di vettore ed inserto da utilizzardanedazione di ligazione vengono
determinate utilizzando la seguente formula:

X(ng)=[Ypbx300ng]/Vpb
Dove: X = ng inserto
Y pb = paia di basi dell'inserto

300 ng = 300 ng di vettore
V pb = paia di basi del vettore plasmidico
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| prodotti di ligazione sono poi utilizzati per teasformazione dei batteri come
descritto nel Paragrafo 5.5.

Le colonie resistenti all’ampicillina vengono in@ib in 5 ml di terreno LB, in
presenza di antibiotico (1Q@y/ml), e fatte crescere 16 ore a 37°C in agitazione
La presenza del DNA plasmidico viene verificata nasa il protocollo delle
“minipreg (si veda Paragrafo 5.6). Successivamente il DN&smidico viene
controllato mediante reazione enzimatica, gel relfeitesi e sequenziamento (si
veda Paragrafo 5.12).

5.11.1 Ottenimento dei plasmidi penvl recanti le mutazioni a livello del
nucleocapside e ddiate domain

| costrutti mutanti sono stati ottenuti mediante@zieni di mutagenesi sito-
specifica dirette contro la sequenza nucleotidicadificante il dominio
nucleocapside del precursore Gag:
VVQSKGSGPVCENCKKPGHLARQ®EVKKCNKCGKPGHVAAKCWQ
(posizioni 367-411 a partire dal primo residuo &gGl motivizinc-fingerssono
sottolineati nella sequenza).

Le mutazioni sono state introdotte nei plasmidi p8PagPol o nei costrutti
mutanti da esso derivati, disponibili in laboratorche presentano il frammento
genicogag-poldi FIV (1540 pb) rispettivamente con sequewdd-typeo recante

le mutazioni a livello della regione p2 di Gag @mafo 5.2). Le reazioni di
mutagenesi si sono avvalse dellimpiego di coppigodimer opportunamente
disegnati (Tabella 5.1), mentre I'avvenuta intradoe delle mutazioni desiderate
e stata valutata mediante il sequenziamento ddrutbhsottenuti con iprimer
FIV2F e SP6.

| frammenti genicgag-poldi FIV contenenti le mutazioni desiderate sondi,sta
seguito, inseriti nel plasmideApnvl, che dispone di tutti gli elementi necessari
per I'espressione di geni lentivirali in cellulecawiotiche. A questo scopo sono

stati effettuati due successivi passaggi molecalagi hanno previsto I'impiego di
specifiche endonucleasi di restrizione e l'allestto di opportune reazioni di
ligazione. In particolare, sono stati, dapprimatemati i costrutti mutanti
intermedi @\envlApol, caratterizzati dalla presenza della sequenag-F®| di
FIV derivante dai plasmidi pSP73GagPol e dalla zletee di un ampio
frammento del gengol, e, in seguito, i plasmidi mutantiApnvl, mediante
inserimento del frammento del gepel nei costrutti intermedi. | costrutti ottenuti
in ciascuna fase di clonaggio sono stati contiiaftetdiante restrizione enzimatica
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e sequenziati per valutare la presenza delle nurtaziesiderate nella regione
Gag-Pol di FIV e il corretto orientamento dell’ime

EcoRv 2308y o 7 Pol Gag !
N\ - /50/ 'S, ¢ Pol Gag
Sact 7681 L v ) é
P 2 ¥ A,
pSPgagpol ColE] i
phenvi 2086 bp o Mutagenesi pSPgagpolMut ColE

3986 bp Jori |

11867 bp

Restrizione con Restrizione con
EcoRV e Kpnl EcoRV e Kpnl
Rev
PN
paAenvl Agagpol 8158 pb gagpolMut# 1540 pb

Sacl pol  2EcoRv

gagpol 1540 pb

ECDRVECGRV

Pol 2169 pb

Ligazione

Screening:
-Restrizione EcoRV e
BamHI
-Sequenziamento con
FIV2F, FIVseq

pAenv1Mut# Apol

9698 bp
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pAenviMut# Apol

9698 bp

Restrizione EcoRV

Defosforilazione

Rev
RN
EcoRV Airk];l parazd l EcoRrV EcoRV. Pol EcoRV

Pol 2169 pb
pAenv1Mut# Apol 9698 pb © P

Ligazione

pAenv1Mut# Screening:

-Restrizione EcoRV e
Kpnl
-Sequenziamento con
FIV2F

11867 bp

Figura 5.1: Rappresentazione schematica dell’'ottenimento dstrutd mutanti intermedi fenvilApol,
mediante ligazione del vettoreAgnvlAgagApol, ottenuto dal plasmideAgnvl, con linserto Gag-Pol
recante le mutazioni di interesse, estratto dadrpide pSP73GagPoR}, e di quello dei plasmidi mutanti
pAenvl, mediante ligazione dei costrutti intermetdepvlApol, ottenuti nella precedente fase di clonaggio,
con il frammento del gengol, estratto dal plasmideAgnvl B). Gag: porzione della ORF del geg&g pol:
ORF del gengol; Vif, Orf-A, Rev: ORFs minori di FIV rappresentantgeni vif, orf-A e rey Aenv 1kb:
delezione di 1 kb a carico del geray, pCMV: promotore del Citomegalovirus (CMV); BGH-poly-A
segnale di poliadenilazione dellormone della dtasbovino; ColE1: origine di replicazione batteridal
Ori: origine di replicazione fagica; Afipgene per la resistenza all’ampicillina.
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5.11.2 Ottenimento del plasmide pALTRENVFR1

Al fine di introdurre il frameshifta livello della sequenza codificante Env di
PALTR, preliminarmente é stato sviluppato un plasnidittigeo per la mutagenesi
contenente il segmento genico di interesse. |l fnamo env-bgh(3060 pb) &
stato estratto tramite opportune endonucleasi strizeone e clonato nel vettore
pSP73. Il plasmide cosi ottenuto e stato denomin@®PENVBGH.
Successivamente, mediante reazione di mutagenespscifica (Paragrafo 5.7)
diretta contro la sequenza nucleotidica codificamedi FIV, sono stati introdotti

I nucleotidi TC in posizione 268 bp (a partire gaimo nucleotide del geneny)
attraverso l'impiego di una opportuna coppia geimer FivEnvFR1FW e
FivEnvFR1RV (Tabella 5.1). L’avvenuta introduziodella mutazione desiderata
e stata valutata mediante il sequenziamento poimier T7 e SP6.

Il frammento genicaenv-bghcontenente iframeshiff in seguito, & stato inserito
nel plasmide ALTR, che dispone di tutti gli elementi necessari [fEspressione
di geni lentivirali in cellule eucariotiche, medtanspecifiche endonucleasi di
restrizione e l'allestimento di opportune reazidniigazione. Il costrutto ottenuto
e stato controllato mediante restrizione enzimagicgequenziato per valutare la
presenza della mutazione desiderata nella regemedi FIV e il corretto
orientamento dell’'inserto.
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Kpnl Sall

pALTR pSP73

ColE

12835 bp 2464 bp Jori

Restrizione con
Sall e Kpnl

Restrizione con
Sall e Kpnl Defosforilazione

Kpnl 00”_51 Sall
v Ori
Rev pSP73 2438 pb
Kpnl {H Pol |Gag m_{pBgﬁzsau

PALTR AEnvBgh 9775 pb

Rev\

b
Kpni;  EnV -Sall

EnvBgh 3060 pb

Ligazione

Screening:

-Restrizione con Kpnl e

Sall pSPEnvBgh
-Sequenziamento con i

primer SP6 e T7 5701 pb
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o {_ g P [0 "5

pSPEnvBghFR1 PALTR AEnvBgh 9775 pb

5703 pb

Restrizione con Kpnl e
Sall

Rev.
\

Kpnl Env sall

EnvBghFR1 3062 pb

Ligazione

Screening: ;
-Restrizione con Kpnl e I

Sall ' pALTRENnv#
-Sequenziamento con i ‘

primer OrfAFw e BGH 'a,‘. 12837 bp

Figura 5.2: Rappresentazione schematica dell’ottenimento dgiwito intermedio pSPEnvBGH, mediante
ligazione del vettore pSP73, con l'inseetav-bgh estratto dal plasmideAL TR (A), e di quello del plasmide
mutante pLTRFR1, mediante ligazione del frammemov-bghFR1recante la mutazione di interesse, ed il
frammento pALTRAENVBGH, ottenuto nella precedente fase di clonaggtoatto dal plasmideAh TR (B).
Gag: porzione della ORF del gegag pol: ORF del gengol; Vif, Orf-A, Rev: ORFs minori di FIV
rappresentanti i genif, orf-A e rey env: ORF del geneny pCMV: promotore del Citomegalovirus (CMV);
BGH-poly-A: segnale di poliadenilazione dell'ormodella crescita bovino; ColE1: origine di replicazon
batterica; F1 Ori: origine di replicazione fagi¢anp™: gene per la resistenza al’ampicillina.
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5.11.3 Ottenimento del plasmide pLTROrfAStop

Allo scopo di rendere il gen&f-A non funzionale, e stato introdotto un codone di
stop dopo il codone di inizio della traduzione dedequenza codificante Orf-A di
PALTR. Preliminarmente, & stato sviluppato un plagmidloneo per la
mutagenesi contenente il segmento genico di irgexafsorf-A (2180 pb), estratto
tramite opportune endonucleasi di restrizione @atio nel vettore pcDNA3.1. I
plasmide cosi ottenuto & stato denominato pcDNAKMAO Successivamente,
mediante reazione di mutagenesi sito-specificaa@afo 5.7) diretta contro la
sequenza nucleotidica codificard-A di FIV, é stato introdotto il codone di stop
attraverso l'impiego di una opportuna coppia piiimer, OrfAMutlF e
OrfAMutlR (Tabella 5.1). L'avvenuta introduzionelldemutazione desiderata e
stata valutata mediante il sequenziamento qoimer T7 e BGH.

Il frammento genicwif-orf-A contenente la mutazione a livello del genkA, in
seguito, e stato inserito nel plasmid&LpR, che dispone di tutti gli elementi
necessari per I'espressione di geni lentiviralicellule eucariotiche. A questo
scopo sono stati effettuati due successivi passagigcolari che hanno previsto
'impiego di specifiche endonucleasi di restriziomd'allestimento di opportune
reazioni di ligazione. In particolare, sono statteouti il costrutto mutante
intermedio penvlApolOrfAStop, caratterizzato dalla presenza dellgusaza
Orf-A di FIV derivante dal plasmide pcDNAVifOrfASpoe dalla delezione di un
ampio frammento del gergol e, in seguito, il plasmide finaleApnv1OrfAStop,
mediante inserimento del frammento del geé nel costrutto intermedio. I
plasmide penv1OrfAStop € stato controllato mediante restrigi@nzimatica e
sequenziato per valutare la presenza della mut@aziesiderata nella regioeav
di FIV e il corretto orientamento dell'inserto.
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PCDNA3.1 +

12835 bp 5432 pb

Restrizione con Kpnl e Restrizione con Kpnl e
EcoRV EcoRV

4+

Rev

1
Kpnl ’ R l EcoRV Kpn! Cglrliil EcoRV

PALTRApol, vif, orfA 8486 pb pPCDNA3.1 5432 pb

EcoRV: EcoRV

Pol 2169 pb
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Ligazione

Screening:
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Rev
Rev
/ I
- Kpnl pEiRo22 Gal SECORV
Vif-OrfAStop2180 pb PALTRApol, vif, orfA 8486 pb
Ligazione

Screening:
-Restrizione con Kpnl e
EcoRV

pALTRApol -S_equen_ziamento coni

OrfAStop primer FivSeq

10666 bp
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C R
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p“eg‘ Env
Y /Gag

v

pALTRApol
OrfAStop

10666 bp

~
Restrizione
con EcoRV e
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Figura 5.3: Rappresentazione schematica dell'ottenimeitp del costrutto intermedio pcDNAVIfOrf-A,
mediante ligazione del vettore pcDNA3.1 con lineevif-orf-A, estratto dal plasmideApTR; (B) del
plasmide mutante ;L TROrfAStopApol, originato mediante ligazione del frammentborf-AStop,recante
la mutazione di interesse, con il frammentd PRApol,vif,orfA, ottenuto nella precedente fase dinaggio
estratto dal plasmideAhTR e (C) del plasmide finale mutanteAhTROrfAStop, generato mediante
ligazione del costrutto intermedicApTROrfAStopApol, ottenuto nella precedente fase di clonaggia, it
frammento del genpol, estratto dal plasmideAh TR. Gag: porzione della ORF del gegag pol: ORF del
genepol; Vif, Orf-A, Rev: ORFs minori di FIV rappresentantjenivif, orf-A e rey env: ORF del geneny,
pCMV: promotore del Citomegalovirus (CMV); BGH-poly-8egnale di poliadenilazione dell’lormone della
crescita bovino; ColE1: origine di replicazionetbeita; F1 Ori: origine di replicazione fagica; Afgene
per la resistenza allampicillina; N&agene per la resistenza alla neomicina.
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5.11.4 Ottenimento del plasmide pLTROrfAStopEnvFR1

E’ stato generato un ulteriore costruttaLf ROrfAStopEnvFrl, che combina le
mutazioni precedentemente descritte a livello di Eraragrafo 5.11.2) e di Orf-A
(Paragrafo 5.11.3). Mediante specifiche endonucleds restrizione e
l'allestimento di opportune reazioni di ligazion@ partire dal costrutto
PALTROTrfAStop, e stato estratto il frammento gen&ov-bghwild type (3060
pb) ed e stato sostituito con la medesima contteparutata ottenuta da
PALTRENvFrl. Il costrutto ottenuto e stato contralamediante restrizione
enzimatica e sequenziato per valutare la presegifmmdutazione desiderata nella
regioneenve orf-A e il corretto orientamento dell'inserto.
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Figura 5.4: Rappresentazione schematica dell'ottenimento dednpide mutante AL TROrfAStopEnvFR1,
mediante ligazione del frammentmv-bghFR1recante la mutazione di interessstratto dal plasmide
PALTRENVFR1, con il frammento ALTROrfAStopAENVBGH, ottenuto mediante estrazione dal plasmide
PALTROrfAStop. Gag: porzione della ORF del gegeg, pol: ORF del gengol; Vif, Orf-A, Rev: ORFs
minori di FIV rappresentanti i geniif, orf-A e rey env: ORF del geneny, pCMV: promotore del
Citomegalovirus (CMV); BGH-poly-A: segnale di poliadleazione dell'ormone della crescita bovino;
ColE1: origine di replicazione batterica; F1 Oriigime di replicazione fagica; Anipgene per la resistenza
all'ampicillina.
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5.11.5 Ottenimento dei plasmidi esprimenti teterinaimana e felina

L’mRNA estratto dalle cellule HeLa e CrFK e stagtrotrascritto (Paragrafo 5.8)
e in seguito amplificato attraverso reazione di RBRragrafo 5.9) mediante gli
opportuni primer (Tabella 5.1) per ottenere rispettivamente la tforumana e
felina di teterina priva di epitopo (felina: cBST& e 3'cBST2-RV; felina priva
del segnale di addizione del glicosilfosfatidiliiiok: cBST-2FW e cBST-2RV; e
umana: hBST-2FW e hBST-2RV) e con lepitopo FLAG porzione
aminoterminale (felina: cBST-2FlagFW e 3'cBST2-R¢lina priva del segnale
di addizione del glicosilfosfatidilinositolo cBSTFAgFW e cBST-2RV; umana:
hBST-2FlagFW e hBST-2RYV).

In sequito, il prodotto di amplificazione mediai®ER e stato clonato nel vettore
pCR®2.1-TOPQ. | plasmidi cosi ottenuti sono stati denominafiopohBST?2,
contenente la forma umana di teterina; pTopohBSA@F) contenente la forma
umana di teterina con I'epitopo Flag nella regian@noterminale della proteina;
pTopocBST2, contenente la forma felina di teterip@,opocBST2Flags’,
contenente la forma felina di teterina con l'epdof-lag nella regione
aminoterminale della proteina; pTopocBRIZPI, contenente la forma felina di
teterina priva della regione contenente il segngler l'addizione del
glicosilfosfatidilinositolo; e pTopocBST&GPIFlag5’, contenente la forma felina
di teterina priva della regione contenente il ségnper I'addizione del
glicosilfosfatidilinositolo e con I'epitopo Flag It@ regione aminoterminale della
proteina. | costrutti ottenuti sono stati verificatediante restrizione enzimatica e
sequenziati conprimer M13F e M13R (Tabella 5.1).

Il frammento genico di BST2 di interesse, in semuit stato inserito nel plasmide
PCDNAS3.1+, che dispone di tutti gli elementi ne@sper I'espressione di geni
in cellule eucariotiche, mediante specifiche endteasi di restrizione e
I'allestimento di opportune reazioni di ligazionlecostrutti ottenuti sono stati
controllati mediante restrizione enzimatica e seqiao conprimer T7 e BGH
(Tabella 5.1). | plasmidi cosi ottenuti sono stiEtnominati hBST2, hBST2Flag5’,
cBST2, cBST2Flag5’, cBSTEGPI e cBSTAGPIFlag5s'.
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Figura 5.5: Rappresentazione schematica dell’ottenimento derto intermedio pTopoBST2, mediante
ligazione del vettore pCR®2.1-TOPO®, con linselist2 (A), e di quello del plasmide mutante BST2,
mediante ligazione del frammenbst2 e del vettore pCDNA3.1+B)). Bst2: contiene il genbst2 umano,
felino oppure felino privo dell’ancora glicosilfagfdilinositolo; Plac: promotore lac; LacZ: genaliiwante i
primi 146 amminoacidi del gene depegalattosidasi dE.coli; M13 Anti-senso e senso: siti di legame per i
primer M13; pb: paia di basi.CMV: promotore del Citomegaios (CMV); BGH-poly-A: segnale di
poliadenilazione dell’ormone della crescita bovi@mlEL: origine di replicazione batterica; F1 Orniigine

di replicazione fagica; Amip gene per la resistenza al’ampicillina; Negene per la resistenza alla
neomicina.
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L’inserimento dell’epitopo Flag a valle del dominextracellulare €ctodomaii
nella forma umana, felina e felina priva di ancGfl di teterina e stato ottenuto
mediante tecnica PCR SOE (Hortenhal, 1989) (Figura 5.6). In particolare, a
partire dai plasmidi codificanti la forma umana airfa di teterina, mediante
successive reazioni di PCR (Paragrafo 5.9) conggortuniprimer (Tabella 5.1),
sono stati generati iniazialmente il frammento ARelifa: cBST-2FW e
cBST2bRYV; felina priva del segnale di addizione dktosilfosfatidilinositolo
cBST-2FW e cBST2bRW; e umana: hBST-2FW e hBST2bBW) frammento
CD (felina: cBST2cFW e 3'cBST-2; e umana: hBST2cEAhBST-2RV). In
seguito, mediante una successiva reazione di Pi@Rasdo gli amplificati AB e
CD come stampo € stato ottenuto il frammento ficale I'epitopo FLAG nella
posizione desiderata che & stato successivamenatal nel vettore pCR.1-
TOPC’. | plasmidi cosi ottenuti sono stati denominatfopohBST2Flag3’,
contenente la forma umana di teterina; pTopocBSA@F| contenente la forma
felina di teterina; e pTopocBSA&PIFIagl3’, contenente la forma felina di
teterina priva del segnale per l'addizione del agitfosfatidilinositolo con
I'epitopo Flag nella regione extracellulare dellatpina. | costrutti ottenuti sono
stati controllati mediante restrizione enzimaticgequenziati conprimer M13F e
M13R (Tabella 5.1).

Il frammento genico di BST2 di interesse, in semuit stato inserito nel plasmide
PCDNAS3.1+, che dispone di tutti gli elementi ne@sper I'espressione di geni
in cellule eucariotiche, mediante specifiche endteasi di restrizione e
I'allestimento di opportune reazioni di ligazionlecostrutti ottenuti sono stati
controllati mediante restrizione enzimatica e seqiati con primer T7 e BGH
(Tabella 5.1). | plasmidi ottenuti sono stati demmati hBST2Flag3’,
cBST2Flag3’'e cBSTRGPIFlag3'.
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Figura 5.6 Rappresentazione schematica dell'ottenimento detraibo intermedio pTopoBST2Flag3’,
mediante successive PCR),(il frammento contenente il genest2 con I'epitopo Flag in posizione
carbossiterminale, € stato inserito mediante lgazidel vettore pCR®2.1-TOPO®)( e di quello del
plasmide BST2Flag3’, mediante ligazione del frammdst2e del vettore pPCDNA3.1+c). Bst2: contiene il
genebst2 umano, felino oppure felino privo dell’ancora glilfosfatidilinositolo con I'epitopo Flag nella
regione extracellulare; Plac: promotore lac; LagZne codificante i primi 146 amminoacidi del ger#ad3-
galattosidasi dE.coli; M13 Anti-senso e senso: siti di legame pgrrimer M13; pb: paia di basi.CMV:
promotore del Citomegalovirus (CMV); BGH-poly-A: setmdi poliadenilazione dell’lormone della crescita
bovino; ColE1: origine di replicazione batterica; ©ti: origine di replicazione fagica; Afipgene per la
resistenza all’ampicillina; Néogene per la resistenza alla neomicina.
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5.12 Sequenziamento dei plasmidi

Oltre all’analisi mediante restrizione enzimati¢agostrutti ottenuti in questo
lavoro sono stati controllati tramite sequenziaroeAttal fine, e stato utilizzato il
kit “Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Redctiyplied Biosystem),
basato sul metodo di Sanger modificato (Samged., 1977), in cui si utilizza la
DNA polimerasi AmpliTag® per sintetizzare copie@NA a singolo filamento.
Nella miscela di reazione, oltre ai quattro deasdeotidi trifosfato (ANTPs), &
stata aggiunta una miscela di dideossinucleotiftisfiato (ddNTPs), ognuno dei
quali & coniugato ad un diverso cromoforo. Talipgiylegati ai ddNTPs per non
interferire stericamente con la reazione di polizeazione, quando eccitati alla
stessa lunghezza d’onda di 448 nm, sono in gradendittere fluorescenza a
lunghezze d’onda diverse comprese tra 500 nm eni#0(5i ottiene cosi una serie
di filamenti di DNA di sequenza complementare a@tampo, interrotti in punti
casuali dai ddNTPs fluorescenti. | diversi frammeengono quindi separati per
gel elettroforesi capillare e rilevando la lunghezfonda di emissione associate
ai diversi dideossinucleotidi € possibile ricogteda sequenza del DNA in analisi.
La reazione di sintesi & stata allestita in un n@ufinale di reazione di 10l
contenente: 300 ng di DNA estratto dalle preparazumasmidiche, il primer di
innesco alla concentrazioneuM, 1 pl di buffer 5X (Tris-HCI 200 mM, pH 9,
MgCl, 5 mM), 1ul della miscela del kit e acqua milliQ per arrivarevolume.
Come inneschi sono stati utilizzati opportuni otigoleotidi riportati in Tabella
5.1.

Sono stati effettuati 35 cicli di amplificazionetgrmociclatore, comprendenti una
fase di denaturazione a 95°C per 10 secondi, us@ @& appaiamento degli
oligonucleotidi a 50°C per 10 secondi e una faseldigazione a 62°C per 4
minuti. Allo scopo di denaturare il DNA stampo eatiivare la polimerasi, i 35
cicli sono stati preceduti da un’incubazione detliscele di reazione a 95°C per
10 minuti. | campioni sono stati mantenuti a 4°@ofial momento della
purificazione. Il prodotto della reazione di seqziamento € stato precipitato in
presenza di 1/10 del volume di sodio acetato 3M4gie 2 volumi di etanolo e
risospeso in acqua.

L’elettroforesi capillare dei prodotti di estenstone stata eseguita nel
sequenziatore automatico ABI PRISM 3100 (Appliedsystem).
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5.13 Tecniche di trasfezione

Nel presente lavoro sperimentale sono state imfgedjiae diverse metodiche per
introdurre DNA esogeno all'interno delle cellule, particolare la tecnica del
calcio fosfato e la lipofezione.

Trasfezione con Calcio Fosfatocellule 293T sono state seminate alla densita di
1.2 x 16, in fiasche da 25 cfhrdi superficie (Falcon), in 4 ml di terreno DMEM
completo, 24 ore prima della trasfezione. Il giosuzcessivo le cellule sono state
trasfettate secondo le seguenti modalita:
v trasfezione del costruttoAgnvl o dei costrutti mutanti da esso derivati
precedentemente descritti:

pAenvl o j\envlMutante 1.2hg
pBluescripPIl KS(+) 2 g
CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HGIA volume fino a 16Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.2: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il plasmide
pAenvl o con i costrutti mutanti da esso derivati.

v’ cotrasfezione del costrutta\pnvl o dei costrutti mutanti da esso derivati
con il plasmide esprimente la proteina Vpaitl typeo mutata (E228Q):

pAenvl o g\envliMutante 1.2hg
pBJ5, pBJ5Vps4Flag o pBJ5VPsSA Flag | 2 ug
CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HCI | A volume fino a 16Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.3: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lperotrasfezione di cellule 293T con il plasmide
pAenvl o con i costrutti mutanti da esso derivatbe it plasmide esprimente la proteina pBJ5Vps4Flag o
pBJ5Vps4B®QFlag.
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v’ cotrasfezione del costrutta\pnvl o dei costrutti mutanti da esso derivati
con il plasmide esprimente la proteina Ubiquitina:

pAenvl o j\envlMutante 1.2hg
pBJ5 o pBJ5SUbHA 29
CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HGIA volume fino a 16Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.4: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lperotrasfezione di cellule 293T con il plasmide
pAenvl o con i costrutti mutanti da esso derivae it plasmide esprimente la proteina Ubiquitina.

v’ cotrasfezione del costrutta\pnv1 o dei costrutti mutanti da esso derivati
con il plasmide esprimente la proteina AIP1/Alix:

pAenvl o p\envlMutante 1.2hg
pBJ5 o pBJ5-AIP1HA 29
CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HGIA volume fino a 16Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.5: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpecotrasfezione di cellule 293T con il plasmide
pAenvl o con i costrutti mutanti da esso derivate it plasmide esprimente la proteina AIP1/Alix.

v’ cotrasfezione del costrutto pSVC21 o pSVC21Vpu

pSVC21 o pSVC21Vpu 1.25ug
PCDNAS.1(+) 2ug
CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HGIA volume fino a 16Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.6: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il plasmide
pSVC21 o pSVC21Vpu
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v’ cotrasfezione del costrutto pSVC21 o pSVC21Vmon i plasmidi
esprimenti la forma umana o felina della proteilsT B:

pSVC21 o pSVC21Vpu 1.25ug
hBST2/cBST2/cBSTARGPI con I'epitopo 1.5ug

FLAG in diverse posizioni della proteina (5’ 0 3)

PCDNAS3.1(+) 0.5ug

CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HCI A volume fino a 16Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.7: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il plasmide
pSVC21 o pSVC21Vpue con i plasmidi esprimenti la forma umana o elitella proteina BST2.

v cotrasfezione del costruttdApTR, pALTREnvFR1, pA\LTROrfAStop o

PALTROrfAStopEnvFR1:
PALTR, PALTRENVFR1, ALTROrfAStop 0| 1.25ug
PALTROrfAStopEnvFR1
PCDNA3.1(+) 2ug
CaCb 250 mM
TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HCI A volume fino a
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8] 160ul

Tabella 5.8: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il plasmide
PALTR, pALTRENVFR1, pLTROrfAStop o ppLTROAStopENVFR1.
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v’ cotrasfezione del costruttdApTR, pALTREnvFR1, jALTROrfAStop o
PALTROrfAStopEnvFR1 con i plasmidi esprimenti la fanumana o
felina della proteina BST2:

PALTR, PALTRENVFR1, AALTROrfAStop 0| 1.25ug
PALTROrfAStopEnvFR1

hBST2/cBST2/cBSTARGPI con I'epitopo 1.5ug

FLAG in diverse posizioni della proteina (5’ 0 3’)

PCDNAS.1(+) 0.5ug

CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HCI A volume fino a
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8] 160l

Tabella 5.9: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con il plasmide
PALTR, pALTRENVFR1, ALTROrfAStop o p\LTROrfAStopEnvFR1e con i plasmidi esprimenti la forma
umana o felina della proteina BST2.

Alle soluzioni costituite da DNA risospeso in TELQ/e CaCl sono stati aggiunti
160 pl del tampone HPB2X pH 7.1 [NaCl 280 mM, HEPES 5MmH 7.1,
NaoHPO, 1.5 mM] e, dopo un’incubazione di 30 minuti a tergiura ambiente,
la sospensione € stata trasferita nel mezzo direottelle cellule. Sei ore dopo la
trasfezione, le cellule sono state sottoposte avaggi con terreno DMEM
completo e, infine, incubate con 7 ml di terreno Bl completo. La raccolta
delle cellule trasfettate e dei relativi mezzi ditara é stata effettuata 24 ore dopo
la trasfezione.

Negli esperimenti di trasfezione di cellule 293Tol&v al fine di indagare
I'incorporazione della proteina AIP1/Alix nelle VisPsono state apportate alcune
variazioni al protocollo di trasfezione precedergaie descritto. In particolare, le
cellule 293T sono state seminate alla densitasik4@, in fiasche da 75 chi
superficie (Falcon), in 11 ml di terreno DMEM coreqa, 24 ore prima della
trasfezione. Il giorno successivo le cellule sorates trasfettate secondo la
seguente modalita, in triplice copia per ogni adsbranalizzato:
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v' cotrasfezione dei costrutti derivati dAgnv1 non esprimenti la proteasi di
FIV con il vettore di espressione della protein® AAlix:

pAenvlMutante+6 1Qg
pBJ5 o pBJ5-AIP1HA g
CaCb 250 mM

TE 1/10 [diluizione 1:10 di TE: Tris-HGIA volume fino a 45Qul
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8]

Tabella 5.10: schema delle quantita dei reagenti utilizzati gercotrasfezione delle cellule 293T con i
costrutti derivati da fpenvl non esprimenti la proteasi di FIV e con ilte di espressione della proteina
AIP1/Alix, allo scopo di indagare I'incorporaziodella proteina cellulare nelle particelle similalir

Alle soluzioni costituite da DNA risospeso in TELQ/e CaCl sono stati aggiunti
500 pl del tampone HPB2X pH 7.1 e, dopo un’incubazione3d minuti a
temperatura ambiente, la sospensione e stataritasiel mezzo di coltura delle
cellule. Sei ore dopo la trasfezione, le cellulecsstate sottoposte a 2 lavaggi con
terreno DMEM completo e, infine, incubate con 12 dil terreno DMEM
completo. La raccolta delle cellule trasfettateserdlativi mezzi di coltura é stata
effettuata 36 ore dopo la trasfezione.

Trasfezione con liposomitecnica di trasferimento genico mediata da lipdsom
Le cellule 293T sono state seminate alla densiadik 16, in fiasche da 25 cm
di superficie (Falcon), in 5 ml di terreno DMEM wmi di antibiotici, contenente
10% (v/v) di FCS, 24 ore prima della lipofezionemodo tale da raggiungere una
confluenza ottimale del 90-95%. Il giorno seguente, cellule sono state
trasfettate con i plasmidi esprimenti la forma umarfelina della proteina BST2:

hBST2/cBST2/cBSTARGPI con I'epitopo 1.5ug

FLAG in diverse posizioni della proteina (5’ 0 3)

pCDNA3.1(+) 6.5ug

DMEM serum free A volume fino a 50Qul

Tabella 5.11: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con i plasmidi
esprimenti la forma umana o felina della protein@ BS

Alle soluzioni costituite da DNA risospeso sonotistaygiunti quindi 20ul di
Lipofectamine 2000 (1 mg/ml, Invitrogen), secondandicazioni del produttore.
Dopo 6 ore il terreno € stato sostituito con tesrencoltura completo fresco in
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modo da limitare I'effetto citotossico dei lipososenza diminuire I'efficienza di
trasfezione. La raccolta delle cellule trasfett@atdei relativi mezzi di coltura é
stata effettuata 24 ore dopo la trasfezione

Per gli esperimenti di immunofluorescenza le celR®3T (3.5 x 10cellule) sono
state seminate 24 ore prima della trasfezione pasip vetrini, collocati in 6aell
da 1.6 cridi superficie per pozzetto (Falcon), in 2 ml dié@o DMEM completo
privo di antibiotici, contenente 10% (v/v) di FCBgiorno seguente, le cellule
sono state trasfettate con i plasmidi esprimentiofana umana o felina della
proteina BST2:

hBST2FLAG3 0 cBST2FLAG3' 4 nug
DMEM serum free A volume fino a 25Qu

Tabella 5.12: schema delle quantita dei reagenti utilizzati lpetrasfezione di cellule 293T con i plasmidi
esprimenti la forma umana o felina della protein@ BS

Alle soluzioni costituite da DNA risospeso sonotistaggiunti quindi 10ul di
Lipofectamine 2000 (1 mg/ml, Invitrogen), secondandicazioni del produttore.
La raccolta delle cellule trasfettate e stata efégéa 24 ore dopo la trasfezione.

5.14 Immunofluorescenza

Le cellule 293T sono state piastrate su vetrinrioggetto da immunocitochimica
pretrattati con una soluzione di Poli-Lisina (0.§/ml, Sigma) ad una densita di
3.5x10 cellule. Dopo 24 ore dalla trasfezione (si vedamgeafo 5.13), le cellule
sono state lavate con tampone fosfato [PBS: NaGl a4, KCI 2.7 mM,
NaoHPO, 10 mM, KH,PO, 1.8 mM, pH 7.4] e sono state fissate 20 minuti a
temperatura ambiente con paraformaldeide (PFAY@irRtampone fosfato.

In seguito le cellule sono state incubate per 3Quihia temperatura ambiente in
soluzione di bloccaggio [BSABEvine Serum Albumin&% in tampone fosfato].
Successivamente, le cellule sono state incubate uper notte a 4°C con
I'anticorpo monoclonale di topo anti-Flag (Sigmayido 1:200. | campioni sono
stati quindi lavati con tampone fosfato ed incul@r un'ora a 37°C con le
immunoglobuline di pecora antitopo coniugato arfésceina isotiocianato (FITC)
(Santacrutz Biotechnology) diluito 1:100. Dopo laeaggi in tampone fosfato ed
uno in acqua distillata, i vetrini sono stati mdng vetrino portaoggetti, su cui
era stata precedentemente aggiunta una goccia ldzimme di montaggio
[glicerolo 90% (v/v) in PBS, N-propilgallato 0.2%/¢)] (Vectashield H-100,
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Vector Laboratories) e analizzati al microscopiofocale con obiettivo 63C ad
immersione (LEICA DM IRBE).

5.15 Produzione di virus-like particles (VLPSs) e dvirioni

L’espressione della sola poliproteina Gag di FIM505%9 & sufficiente per
guidare I'assemblaggio ed il rilascio di particalienil-virali (VLPS) non infettive

e immature (Gottlingeet al, 1991, Luttgeet al, 2008, Calistret al, 2009b).

Nel presente lavoro, attraverso la trasfezioneetlule della linea 293T sono state
ottenute VLPs con il plasmideApnvl o con i costrutti da esso derivati; oppure
sono stati prodotti virioni completi a partire dastrutti HIV-1- o FIV-basati
(Paragrafo 5.13).

La raccolta del mezzo di coltura, nel quale vengdasciati i virioni o le VLPs, &
stata effettuata 24 ore dopo la trasfezione. Hetey e stato raccolto in tubi da
centrifuga (Falcon) da 15 ml e sottoposto a cargeafione a 1200 rpm per 10
minuti a 4°C, al fine di sedimentare i detriti cédlri in esso presenti. Il surnatante
e stato successivamente filtrato (048, Millipore).

Nel caso in cui gli esperimenti di trasfezione tossfinalizzati alla rilevazione
dell'incorporazione della proteina AIP1/Alix nell€LPs, i mezzi di coltura
contenenti le VLPs sono stati raccolti 36 ore ddacatrasfezione in tubi da
centrifuga (Falcon) da 50 ml, nei quali sono gdiatiiti i terreni derivanti dalle tre
copie ripetute della medesima trasfezione. QuesisEsgggio, unitamente alla
trasfezione di un maggior numero di cellule rispett protocollo di trasfezione
che non prevede I'analisi dell'incorporazione doteine cellulari nelle VLPs, ha
consentito di aumentare la concentrazione di VLétsmezzo di coltura, rendendo
possibile I'eventuale individuazione di AIP1/Alix iesse incorporata. | mezzi di
coltura raccolti sono stati, infine, centrifugdfiltrati e conservati secondo le
modalita precedentemente descritte.

5.16 Purificazione delle VLPs mediante centrifugamine su cuscino di
saccarosio (virion pelleting)

| virioni e le VLPs, ottenute come descritto nelrdgmafo 5.15, sono state
purificate dal mezzo di coltura mediante centrifzigae su cuscino di saccarosio.
La tecnica prevede la stratificazione dell'inteaume di surnatante contenente le
VLPs su una soluzione di 4 ml di saccarosio al 4p%¢) in tubi da centrifuga
(Polyallomer Centrifuge Tubes4 x 89 mm, Beckman), che vengono, in seguito,
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sottoposti a centrifugazione a 27000 rpm per 2ao48C. Dopo eliminazione del
terreno di coltura e dello strato di saccarosio iargd aspirazione, il sedimento
virale é stato risospeso in@di RIPA 1X [NaCl 150 mM, IGEPAL CA-630 1%
(v/v) (Sigma), acido deossicolico 0.5% (p/v), SD% (p/v) (Bio-Rad), Tris-HCI
50 mM pH 8.0] e sottoposto a SDS-PAGE (Paragrdi8)s.

Nel caso in cui i mezzi di coltura contenenti le R4 fossero stati ottenuti in
seguito alla trasfezione condotta secondo il puaitocvolto alla rilevazione
dell'incorporazione di AIP1/Alix, un volume di temo pari a 10.5 ml e stato
stratificato su una soluzione di 6 ml di saccarosio20% (p/v) in tubi da
centrifuga Polyallomer Centrifuge Tube&zb x 89 mm, Beckman), sottoposti, poi,
a centrifugazione a 27000 rpm per 2 ore a 4°C. Dapoinazione del terreno di
coltura e dello strato di saccarosio, il sedimeritale e stato risospeso in H0di
RIPA 1X e sottoposto a SDS-PAGE (Paragrafo 5.18).

5.17 Preparazione dei lisati cellulari

Le cellule trasfettate sono state staccate dalopditcoltura con tripsina e lavate
dal terreno di coltura per 3 volte con tamponedtws{PBS: NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, NaHPO, 10 mM, KHPO, 1.8 mM, pH 7.4] freddo, mediante
centrifugazione a 1200 rpm per 10 minuti. In seguie cellule sono state lisate
tramite risospensione in 350 di soluzione di lisi [RIPA 1X con l'aggiunta dall
miscela di inibitori delle proteastompletelX (Estratto di pancreas, Pronasi,
Termolisina, Chimotripsina, Tripsina, Papaina) (R@8oehringer)] ed incubate
per 30 minuti a 4°C. In questo modo si favorisce lia cellulare e la
solubilizzazione delle proteine, bloccando I'atévidelle proteasi intracellulari
che, una volta rilasciate, potrebbero degradapedeeine di interesse. | campioni
sono stati successivamente centrifugati a 13000p@nB80 minuti a 4°C, al fine
di separare le proteine in soluzione dai detritiutai. Il surnatante ottenuto e
stato sottoposto a corsa elettroforetica denaterangel di poliacrilamide (SDS-
PAGE) (Paragrafo 5.18).

5.18 Elettroforesi di proteine denaturante (SDS-PAG)

Le proteine contenute nelle VLPs, nei virioni e iti cellulari (Paragrafi 5.16 e
5.17) sono state analizzate mediante corsa eletétioda in gel di poliacrilamide
in condizioni denaturanti e successivo WesterntBigt | campioni sono stati
diluiti nel tampone di caricamento LaemmBliffer 2X [Tris-HCI 200 mM pH 6.8,

86



Materiali e Metodi

SDS 4% (p/v), glicerolo 20% (p/v), blu di bromofém®.2% (p/v), DTT 200 mM,

in presenza o0 meno @mercaptoetanolo 5%] e bolliti a 100°C per 5 minuti
prima di essere caricati in gel. Al fine di verdre la corretta dimensione delle
proteine di interesse, & stato impiegato il mareatlb peso molecolaf@age Ruler
Prestained Protein LaddefFermentas; proteine 170/130/95/72/55/43/34]/ 26/17
kDa).

La corsa elettroforetica dei campioni e avvenutayeh di poliacrilamide delle
dimensioni di 200 x 200 mm e dello spessore di 1 mnm minigel delle
dimensioni di 60 x 80 mm e dello spessore di 1.5 pm@parati come da ricetta:

v Gel di concentrazionesfacking gel al 4.5% (p/v) di acrilammide,
costituito da 4 ml di Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 2.4 mdklla soluzione
acrilammide/bis 37.5:1 al 30% (p/v), 160di SDS 10% (p/v) (Bio-Rad),
20 pl di N,N,N,N’,N’-tetrametiletilenediammina, TEMEDB(o-Rad), 80
ul di ammonio persolfato (APS) 10% (p/v) (Bio-Radpa@tato al volume
finale di 16 ml con acqua deionizzata.

v' Gel di separazioneséparating gel al 10% (p/v) di acrilammide,
costituito da 12.5 ml di Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, 6ml della soluzione
acrilammide/bis 37.5:1 al 30% (p/v) (Bio-Rad), 5dai SDS 10% (p/v)
(Bio-Rad), 40ul di TEMED (Bio-Rad), 20Qul di APS 10% (p/v) (Bio-
Rad) e portato al volume finale di 50 ml con acdaenizzata.

La migrazione elettroforetica e stata effettuatan ao’intensita di corrente

costante (80V per circa 12 ore, nel caso dei gé demensioni di 200 x 200 mm,;
90V per 2 ore e 30 minuti, nel caso di minigel),piresenza di un tampone di
corsa [Tris 0.25 M (Bio-Rad), glicina 1.9 M (Bio-&a SDS 0.1% (p/v) (Bio-

Rad) pH 9.2].

5.19 Western Blotting

Le proteine separate in gel di poliacrilamide, cotescritto al paragrafo 5.18,
sono state trasferite elettricamente su una merabrdn nitrocellulosa
(PROTRAN pure nitrocellulose transfer and immobilization mimane
Whatman - PerkinElmer), utilizzando I'apparato getrasferimentoTrans-Blot
Cell (Bio-Rad). Prima del trasferimento, la membrana iledjel sono stati
equilibrati per 30 minuti nell'appropriato tampodietrasferimento [Tris 0,25 M
(Bio-Rad), glicina 1.9 M (Bio-Rad), metanolo 20%\). Il trasferimento & stato
condotto per 2 ore a temperatura ambiente, al ggibacostante di 50 V.
Successivamente, allo scopo di saturare i sitghme aspecifici, la membrana é

87



Materiali e Metodi

stata incubata per un tempo minimo di 45 minutagitazione con una soluzione
bloccante [latte scremato in polvere al 5% (p/vio{Bad) in tampone fosfato

PBS + 0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma)]. In seguito lamibrana é stata immersa in
una soluzione contenente lI'anticorpo primario sjpexiper le proteine oggetto di

analisi ed incubata a 4°C per 16 ore circa in agitee. Di seguito é riportata la
Tabella 5.13 che riassume gli anticorpi impiegdé Bro modalita di utilizzo:

Anticorpo Diluizione Soluzione

1RO di utilizzo saturante

Monoclonale di topo anti-p24Gag 1:1000 | latte scremato 1 % (p/\
(FIV) (AbD Serotec)

N

Monoclonale di coniglio anti-p24Gag 1:1000 | latte scremato 5 % (p/v)
(HIV-1) ( Advanced Biotechnologies)

Monoclonale di topo anti-HA 1:2000 | latte scremato 5 % (p/yv)
(Covance)

Monoclonale di topo anti-Flag 1:2000 | latte scremato 5 % (p/yv)
(Sigma)

Tabella 5.13: Anticorpi primari utilizzati e loro principali catteristiche. In PBS 1X addizionato dello 0,1%
(v/v) di Tween 20.

Dopo trattamento con l'anticorpo primario, la meara e stata sottoposta a 3
lavaggi di 10 minuti ciascuno in PBS addizionattal®.1% (v/v) di Tween 20 e,
in seguito, incubata per 1 ora con l'anticorpo selesio immunoglobuline di
pecora antitopo o anticoniglio coniugate all’enzipexossidasi di rafano (HRP,
horseradish peroxida3eNel caso in cui I'anticorpo primario fosse apfi4Gag
di FIV, l'anticorpo secondario e stato diluito 1010 nella soluzione di latte
scremato in polvere allo 0.5% (p/v) (Bio-Rad) imfone fosfato PBS + 0.1%
(v/v) Tween 20, mentre, nel caso in cui I'anticogranario fosse anti-HA o anti-
FLAG, I'anticorpo secondario € stato diluito 1:20@0atte scremato in polvere al
5% (p/v) in tampone fosfato PBS + 0.1% (v/v) Tw@én Per I'anticorpo primario
anti-p24Gag di HIV-1, I'anticorpo secondario antikiglio e stato diluito 1:2000
nella soluzione di latte scremato in polvere alkh %p/v). Dopo 3 ulteriori
lavaggi, analoghi ai precedenti, la membrana e dtatata per un'ultima volta
solamente in PBS. Successivamente si € procedutanadcubazione per 1
minuto con una soluzione contenente il substrator p& reazione
chemioluminescente della perossidaBCL Plus Western Blotting Detection
system Amersham Bioscience) con cui sono state impreasio le lastre
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fotografiche Biomax light film Kodak) sovrapponendole alla membrana. Le
lastre sono state esposte alla membrana per urotean@bile tra 30 secondi e 5

minuti e successivamente sviluppate mediante l'appi dell’apparatoHyper
processoi(Amersham Biosciences).
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6. RISULTATI

RUOLO DELLA REGIONE GAG DI FIV
NELL'INTERAZIONE CON PROTEINE  CELLULARI
COINVOLTE NELLA GEMMAZIONE

Premessa

| virus a RNA dotati dienvelopesfruttano organelli cellulari, multivesicular
body (MVB), per I'assemblaggio e la gemmazione. In galeei virus impiegano
due strategie principali per dirottare il macchioati biogenesi dei MVB: i) la
monoubiquitinazione di specifiche proteine viradi;ii) la diretta interazione tra
proteine cellulari deEEndosomal Complexes Required for TransgaSCRT) e
corti motivi ricchi in prolina, detti domini tardiylocalizzati in diverse proteine
virali strutturali. In particolare, sono stati idditati tre late domaine i loro
rispettivi partner di legame all'interno dphthwaydi biogenesi dei MVB: i) il
motivo PPxY che interagisce con le ubiquitino-ligdella famiglia Nedd4ike; ii)

il motivo P(T/S)AP che recluta la proteina tumoppgressor gene 101 (TSG101)
ed iii) il motivo YPX.L che contatta la proteina AIP1/Alix. Tuttavia,dpecifiche
interazioni virus/cellula e le necessita delle siagspecie virali si differenziano
nelle diverse famiglie virali, e a livello di virudi una stessa famiglia adattati a
specie diverse (Calistet al, 2009b). Ci siamo proposti di analizzare in maggio
dettaglio gli aspetti molecolari degli eventi tafddella replicazione retrovirale,
impiegando  FIV  come modello, concentrandoci sullaasef di
assemblaggio/rilascio di particelle virali infettiv

L'espressione della poliproteina Gag, in assenogdii altra proteina virale, porta
alla formazione di particelle simil-virali (VLPshigrado di gemmare dalle cellule
(Gottlinger et al, 1991). Nello specifico, la poliproteina Gag diVFe
caratterizzata da un’elevata variabilita del peptichrbossiterminale p2, che
corrisponde al p6 in HIV-1. Nonostante cio, il doioi tardivo PSAP sembra
essere altamente conservato (Manrigete al, 2004). A partire da queste
osservazioni, nel nostro laboratorio sono statelqgite una serie di chimere virali
ingegnerizzando la poliproteina Gag di FIV a divdrelli. In questo modo e
stato possibile analizzare nello specifico il rude dominio tardivo del virus nel
corretto assemblaggio e rilascio delle particellealv E’ stato inoltre
caratterizzato I'impiego depathway dei MVB nella gemmazione del virus
andando ad analizzare, in particolare, il coinvalgito della proteina AIP1/Alix
nel rilascio delle VLPs e le regioni di Gag impteaella sua putativa azione. Gli
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esperimenti sono stati condotti su due linee caliud in particolare su cellule
CrFK e cellule 293T. Le prime infatti, fibroblastella porzione corticale del rene
di gatto, derivano dall’'ospite fisiologico di FIVaquindi rappresentano le cellule
d’elezione per lo studio di questo virus. Le se@nckllule embrionali di rene
umano, sono state scelte in quanto vengono normééméilizzate per ottenere
una elevata espressione di proteine. L'utilizzodde linee cellulari di origine

diversa ci permette inoltre di valutare eventuatidmeni cellulo/specie-specifici.

6.1 Caratterizzazione dei domini tardivi della regone Gag di FIV

Con l'obiettivo di valutare il contributo del domin PSAP nella gemmazione
virale, a partire dal costrutto plasmidicagnvl (considerato come costruttdd
typedi riferimento, Tabella 6.1) codificante la reggo@ag-Pol, sono stati ottenuti
guattro costrutti, mediante mutagenesi sito-spexifi caratterizzati dalla
sostituzione di uno (MutO1l, ASAP) o di entrambi @2, ASAA) i residui di
prolina del motivo PSAP con alanina, in combinagionmeno con l'introduzione
di un codone di stop al posto del’amminoacido osipione 10 della proteasi
(Tabella 6.1).

438 1439 [440 441 442 [443 [aaa |45 [446 |47 [448 [449 JA50
pAenvl PIS|A|P|PMI|E|E |K|L L |D (L PSAP-LLDL
pAenv1iMut6 PISI|IA|P|P MI|E |E [K]|L |L |[D|L |+STOP PSAP-LLDL + STOP
pAenvliMutOl A|S|A|P|P M|E |E |K|[L |L D |L ASAP-LLDL
pAenvliMutO1+6 (A |S |[A [P |[P (M |E |[E |K |L |L |D |L | +STOP ASAP-LLDL + STOP
pAenvliMut02 A|S|A|IA|P M|E |E |K|[L L D |L ASAA-LLDL
pAenvliMut02+6 |A |S |[A [A |P M |E |[E |K |L |L |D |L | +STOP ASAA-LLDL + STOP

Tabella 6.1:. Schema delle mutazioni inserite a livello dekgione p2 della poliproteina Gag di FIV. Il
dominio tardivo PSAP é evidenziato in blu. Evidesizin rosso i residui aminoacidici sostituiti. &fto sono
indicate le posizioni aminoacidiche, consideranoime 1 il primo residuo di Gag di FIV.

Al fine di valutare gli effetti delle mutazioni irtdotte a livello del motivo PSAP
sulla gemmazione virale, il DNA ricombinante relati ai costrutti mutanti
pAenviMutOl (ASAP-LLDL) e penviMut02 (ASAA-LLDL) é stato trasfettato
sia in cellule 293T che CrFK. A distanza di 24 deecellule sono state raccolte,
lisate e le proteine estratte. | sovranatanti, éeyesono stati purificati su cuscino
di saccarosio e trattati con opportuni buffer di.lil campioni proteici, cosi
ottenuti, lisati cellulari e sovranatanti, sonctissattoposti a corsa elettroforetica
in gel di poliacrilamide e successivo Western Bhgtt L'impiego di un anticorpo
diretto contro la proteina p24 di FIV, che riconr®so modo specifico questo

92



Risultati |

epitopo, permette di visualizzare tutte le proteain® contengono la suddetta
sequenza aminoacidica, in particolare la proteR¥a (CA) stessa, l'intermedio di
processamento p37 (CA-p1-NC-p2) ed il precursorB0Pf Come si pud
osservare in figura la (Capitolo 12) il mutante @uicorsia 2 ASAA, VLPs,
Figura 1a), che presenta la completa distruzioheaminio tardivo PSAP, porta
ad una significativa inattivazione della funzioteli del motivo stesso
indipendentemente dalla linea cellulare consider&a visibile, infatti, una
drastica riduzione nelle VLPs sebbene la proteirz0 Rrenga efficientemente
prodotta e correttamente processata in modo paahgen al wild type
Interessante osservare come, in contrasto con a@uawitiene in HIV-1, la
mutazione a livello della sola prima prolina di FSPASAA) non sia sufficiente
per compromettere il rilascio di particelle virédorsia 1 ASAP, VLPs, Figura 1a,
Capitolo 12). Infatti, nel caso del costrutto Mut@lVLPs continuano a gemmare
in modo paragonabile a quanto avviene per il ctistqppdenvl. | nostri risultati
dimostrano come il dominio tardivo PSAP sia essdazper il rilascio delle
particelle virali di FIV.

Si é voluto, successivamente, analizzare il conapuehto dei mutanti MutO1
(ASAP-LLDL) e Mut02 (ASAA-LLDL) anche in assenza giroteasi attiva.
Infatti, in HIV-1 é stato dimostrato come vi sia legame funzionale tra la
regione p6 ed il processamento proteolitico delcymsore Gag nella fase di
rilascio della progenie virale. In particolare,neancanza di proteasi attiva porta
ad un recupero della capacita di gemmare di costdifettivi a livello del
dominio tardivo(Huanget al, 1995). Allo scopo di verificare tale fenomeno in
FIV, i costrutti mutanti penvilMutO1+6 e penvliMutO2+6 caratterizzati dalle
mutazioni precedentemente descritte in combinazmore I'introduzione di un
codone di stop al posto dell’aminoacido 10 dellaiguasi (indicato come + 6), che
porta alla mancata espressione della componentéddflal poliproteina Gag-Pol,
sono stati trasfettati sia in cellule 293T che Cri&distanza di 24 ore dalla
trasfezione, le cellule sono state raccolte edigar I'estrazione delle proteine,
mentre i surnatanti, contenenti le VLPs, sono spairificati su cuscino di
saccarosio e, in seguito, lisati. | campioni pateitenuti dal processamento di
cellule e surnatanti sono stati sottoposti a coesettroforetica in gel di
poliacrilamide e a successivo Western Blotting raeti I'impiego di un
anticorpo diretto contro la proteina p24.

In contrasto con HIV-1, linattivazione del motiv8SAP ha un forte impatto
anche nel contesto della proteasi inattiva (si v@dara 1b, Capitolo 12). Infatti,
il rilascio di VLPs da parte del campione relat@omutante Mut02+6 (corsia 2
ASAP, VLPs, Figura 1lb, Capitolo 12) viene quasi ptetamente inibito,
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portando di conseguenza ad un accumulo intracedldalla proteina precursore
Pr50.

Al fine di confermare il coinvolgimento delathwaydei MVB nella gemmazione
di FIV, & stata utilizzata una forma dominante niegaVps422®9 della proteina
cellulare AAA ATPasi Vps4, essenziale per la bicggrdei MVB. | dominanti
negativi di questa proteina inibiscono la formaeiodelle vescicole che,
gemmando sugli endosomi, portano alla formaziondvi#éB ed inoltre sono in
grado di arrestare il processo di gemmazione disviecanti domini tardivi di
classe diversa (Calistet al, 2009a). Il blocco depathway dovuto a questi
mutanti € quindi piu generale rispetto a quello shettiene agendo sulle diverse
proteine a monte, che interagiscono direttamente icdiversi domini tardivi
finora caratterizzati. Cellule 293T e CrFK sonotestpertanto trasfettate con i
plasmidi p\envl o p\envlMut6 e con quelli esprimenti Vps4 nella formid
type o caratterizzata dalla mutazione E228Q. A distatizd84 ore i campioni
proteici ottenuti, lisati cellulari e sovranatantipno stati sottoposti a corsa
elettroforetica in gel di poliacrilamide e successiWestern Blotting con
anticorpo diretto contro la proteina p24 Gag. ultati dimostrano un significativo
blocco del rilascio di VLPs da parte delle cellegprimenti Vps#?*? sia nel
caso delle 293T che delle CrFK, indipendentemenl&a dunzionalita o meno
della proteasi virale (Figura 2, Capitolo 12). Quessultati dimostrano
chiaramente che FIV utilizza pathwaydei MVB per gemmare dalla cellula
ospite.

Studi riportati in letteratura hanno dimostratgplasenza di forme modificate di
Gag nelle VLPs di diversi retrovirus e la loro @azione con la funzionalita dei
domini tardivi (Stracket al, 2000). Come si puo osservare nei risultati degli
esperimenti prima descritti, anche nel caso delld*d/di FIV prodotte dalla
trasfezione di cellule CrFK e 293T, sono visibikride di Gag ad alto peso
molecolare, in particolare per i costrutti mutaditiFI\VV contenenti il codone di
stop al posto dell'aminoacido 10 della proteasli eome esse siano correlate alla
funzionalita del dominio tardivo. Al fine di confeare lipotesi che le forme di
Gag a piu alto peso molecolare rappresentino fopnmeeiche ubiquitinate, i
costrutti p\envlMut6 e penviMut02+6 sono pertanto stati cotrasfettati don i
plasmide pBJ5UbiHA, esprimente monomeri di ubiguaitfusi con I'epitopo HA.
Dopo 24 ore dalla trasfezione, i campioni protestienuti, lisati cellulari e
sovranatanti, sono stati sottoposti a corsa efetgtica in gel di poliacrilamide e
successivo Western Blotting. L'impiego dell’antipordiretto contro la proteina
p24 Gag ha reso possibile dimostrare che, anctedrsistema di cotrasfezione, i
mutanti di FIV vengono correttamente espressi. Quifimpiego dell’anticorpo
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monoclonale diretto contro I'epitopo HA ha permedseisualizzare il livello di
ubiquitinazione di Gag. Dai risultati ottenuti, censi puo vedere in figura 4,
capitolo 12, & possibile confermare che le banderappresentano le forme di
Gag coniugate ad ubiquitina sono realmente indidtia presenza dell’domain

e scompaiono in presenza delle mutazioni che inflaro la funzionalita del
dominio L (Mut02, ASAA). In conclusione questi datiggeriscono I'esistenza di
una correlazione tra I'ubiquitinazione della proteiGag di FIV ed il dominio L in
essa contenuto.

A partire dalla dimostrazione che il mutante MutbBe presenta la sequenza del
late domainPSAP distrutta (ASAA), € completamente incapaceildsciare
VLPs (si veda Figura 1la, Capitolo 12), e stato tbamazato il contributo
dell'intera regione p2 di FIV nella gemmazione eublo di proteine cellulari
coinvolte in questo processo.

E’ stato osservato che in HIV-1 il difetto nel g8@o di mutanti del dominio
tardivo PTAP viene ripristinato dalla sovraesprassi della proteina cellulare
AIP1/Alix ed, inoltre, che questo fenomeno diperadl'integrita del sito di
legame per AIP1/Alix all'interno della regione p6@&ag (LYPL) che ricorda il
motivo YPDL di EIAV (Usamietal., 2007).

Al fine di valutare se il rilascio del mutante MAtqASAA), potesse essere
ripristinato in seguito all'overespressione di AIRIix, cellule 293T sono state
cotrasfettate con il costrutto mutante di FMemv1iMutO2 e con fenvl in
presenza o meno del plasmide esprimente la protegtialare AIP1 (pBJ5-
AIP1HA).

A distanza di 24 ore dalla trasfezione, i campiproteici ottenuti, cellulari e
sovranatanti, sono stati sottoposti a corsa efet&tica in gel di poliacrilammide
e successivo Western Blotting. L'utilizzo dell’'ardrpo diretto contro la proteina
p24 ha permesso di visualizzare tutte le proteimne contengono la suddetta
sequenza aminoacidica.
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Figura 6.1: Cellule 293T sono state co-trasfettate carenvl (PSAP-LLDL) e penviMut02 (ASAA-
LLDL) come indicato, singolarmente (corsie 1 e 3h@ombinazione con pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, corsie
2 e 4). Dopo 24 ore dalla trasfezione i lisati welfi (Lisati) e le particelle simil-virali (VLPs3ono state
analizzate in WesternBlot utilizzando un anticorponaclonale diretto contro la p24 di Gag di FIV. MW:
marker di peso molecolare (PageRuler™ PrestainedteiRro Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Come e possibile osservare in Figura 6.1, AIP1/glixta ad un ripristino nella
capacita di gemmare da parte del costrutto mutdinkdV contente IL domain
completamente distrutto (corsia 4).

A partire da questa evidenza, analizzando in daitdg regione p2, & stato
possibile identificare un motivo LLDL (aminoacid##-450, considerando come
aminoacido 1 il primo di Gag), a valle delte domainPSAP (tabella 6.1),
reminiscente il dominio tardivo YPDL (Puffet al, 1997), che in EIAV risulta
essere essenziale per la gemmazione virale in guatgragisce con la proteina
cellulare AIP1/Alix (Straclet al, 2003).

Per verificare se tale motivo avesse la funzionéadninio tardivo per FIV, sono
stati sviluppati dei costrutti mutanti che presentda regione PSAP (posizioni
438-442) inalterata ed una regione LLDL (posiziddi7-450) parzialmente o
completamente distrutta. In particolare, si sorteraiti mutanti caratterizzati dalla
progressiva sostituzione dell’acido aspartico cotalanina in posizione D449A,
(Mut20) e delle leucine con alanine rispettivamentdle posizioni L447A
(Mut20A), L448A (Mut20B) e L450A (Mut21) (Tabella®.
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438 T439 [440 441 (42 |43 [4ad [a45 Jaae 447 (48 P49 |50
pAenvl PIS|A|P P MI|E |E |K|L|L |[D|L PSAP-LLDL
pAenv1Mut20 PIS|A|P|P [M|E |E |[K]|L |L [D|L PSAP-LLAL
pAenv1Mut20A PISI|IA|P|P MI|E |E |K|A]|L |A|L PSAP-ALAL
pAenv1Mut20B PISI|IA|P|P MI|E |E |K|A]JAI|A|L PSAP-AAAL
pAenvlMut21 PISI|A|P |P MIE |E |K|A|A A A PSAP-AAAA

Tabella 6.2:. Schema delle mutazioni inserite a livello dekgione p2 della poliproteina Gag di FIV. Il
dominio tardivo PSAP ¢ evidenziati in blu. Evidaizin rosso i residui aminoacidici sostituiti. &fto sono
indicate le posizioni aminoacidiche, consideranaime 1 il primo residuo di Gag di FIV.

Al fine di valutare il rilascio di particelle simitirali, cellule 293T sono state
trasfettate con i mutantiAgnvlMut20 (PSAP-LLAL), penvlMut20A (PSAP-

ALAL), pAenviMut20B (PSAP-AAAL), penvliMut2l (PSAP-AAAA) e con

pAenvl (PSAP-LLDL). A 24 ore dalla trasfezione, ldlide sono state quindi
lisate e le proteine estratte, mentre i surnatsonio stati purificati su cuscino di
saccarosio. | campioni proteici sono stati sepanaddiante corsa su gel di
poliacrilamide e quindi analizzati con Western Bhg mediante I'impiego

dell’'anticorpo monoclonale di topo diretto conteoproteina p24.

= PSAP-LLAL
N PSAP- ALAL
w PSAP-AAAL
& PSAP-AAAA
o C-

© PSAP-LLDL
— PSAP- LLAL
N PSAP- ALAL
w PSAP-AAAL
B PSAP-AAAA

o C-
o PSAP-LLDL

MW

—55kDa

Pr5002  —p
— 40kDa

p37 —_ — 35kDa
(CA-p1-NC-p2)

p24 —_—

Lisati VLPs
WB: anti-p24 Gag FIV

Figura 6.2: Cellule 293T sono state co-trasfettate conemvlMut20 (PSAP-LLAL, corsia 1),
pAenviMut20A (PSAP-ALAL, corsia 2),AenviMut20B (PSAP-AAAL, corsia 3),AenviMut21 (PSAP-
AAAA, corsia 4) o Aenvl (PSAP-LLDL, corsia 6). C-: controllo negatiopo 24 ore dalla trasfezione i
lisati cellulari (Lisati) e le particelle simil-ati (VLPs) sono state analizzate in Western Bldiazéndo un
anticorpo monoclonale diretto contro la p24 di GlagIV. MW: marker di peso molecolare (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Fermentas) proteinel3d@/00/70/55/40/35/25/15/10 kDa.
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Come si evince dalla Figura 6.2, € possibile ossereche non vi sono differenze
sostanziali nella capacita di rilascio di VLPs atijpa da questi costrutti recanti le
progressive mutazioni inattivanti a carico del motiLLDL (Corsie 1, 2, 3 e 4).
Attraverso la distruzione del motivo LLDL, abbiampotuto dimostrare come esso
non contribuisca in alcun moae! rilascio di FIV.

6.2 AIP1/Alix ripristina il rilascio dei mutanti de | late domain PSAP in modo
indipendente dal motivo LLDL

Come anticipato in precedenza, € noto in lettesatime illate domainYPDL,
presente a livello della proteina p9 di Gag di EJA¥ essenziale per la
gemmazione virale in quanto media linterazione dan proteina cellulare
AIP1/ALIX (Puffer et al, 1997; Straclet al, 2003), permettendo cosi al virus di
sfruttare a suo vantaggio il macchinario dei MVBali€tri et al, 2009b).
Nonostante PSAP in HIV-1 sia essenziale per isdla delle particelle virali, il
motivo YPLTSL, anch'esso mappante in p6 Gag, furicomelate domain
ausiliario e media, in alcuni casi, il coinvolginterdi AIP1/Alix nel rilascio di
HIV-1 (Stracket al, 2003). Inoltre, & stato dimostrato come mutantHIV-1
privi del sito di legame per TSG101 in p6 Gag esiého un marcato difetto nel
rilascio, implicando che il sito di AIP1 non siaffstiente per un’efficiente
gemmazione virale. In contrasto pero, il rilasciogdesti mutanti puo essere
ripristinato aumentando il livello di espressioraldare di AIP1, mantenendo
pero intatto il sito di legame per ALIX in p6 (Usket al, 2007).

Dato che il motivo LLDL, identificato nella regior@terminale del peptide p2 di
Gag, non sembra essere importante nella gemmazioale nel contesto del
dominio tardivowild type é stato indagato se tale motivo potesse funzeodar
late domain ausiliario nel contesto del Gag di FIV, mimand&-Domain
YPLTSL di HIV-1. Si e quindi voluto analizzare lagacita di AIP1 di ripristinare
la gemmazione di mutanti di FIV (Tabella 6.3) caatzati del motivo PSAP in
ASAA (Mut02, ASAA-LLDL) in combinazione alla compi distruzione del
motivo LLDL in AAAA (Mut21-ASAA, ASAA-AAAA) ed un mutante in grado
di esprimere la poliproteina Gag di FIV in assedebdominio p2 Ap2, STOP).
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438 439 W40 P41 a2 [443 [44a [445 [446 [a47 448 49 P50
pAenvl P |ISIA|P|PM|E |E|K|L L |D]|L PSAP-LLDL
pAenviMUTO02 A |SIAJAPIMIE |E |[K|L |L [D]L ASAA-LLDL
pAenviMut21-ASAA | A |SIAIA|IPIMI|E |[E [K]A A A A ASAA-AAAA
pAenviMut Ap2 STOP|S |A [P |P M |[E |[E [K]|L [L |[D]L STOP

Tabella 6.3: Schema delle mutazioni a livello della regionedella poliproteina Gag di FIV. Il dominio
tardivo PSAP é evidenziati in blu. Evidenziati @ss0 i residui aminoacidici sostituiti. In alto sandicate le
posizioni aminoacidiche, considerando come 1 ihprresiduo di Gag di FIV.

Per questo, cellule 293T sono state co-trasfettatei plasmidi penvl (PSAP-
LLDL), pAenviMut02 (ASAA-LLDL), ppenviMut21-ASAA (ASAA-AAAA), e
pAenvlAp2 (STOP) in presenza o meno del costrutto esptamémP1/Alix
(pBJ5-AIP1-HA). Dopo 24 ore, i campioni proteicitexuti, lisati cellulari e
sovranatanti, sono stati sottoposti a corsa efetetica in gel di poliacrilamide e
successivo Western Blotting. L'impiego di un antmpm monoclonale diretto
contro uno specifico epitopo della proteina p24 YGK FIV ha permesso di
visualizzare tutte le proteine che contengono fdstta sequenza aminoacidica,
in particolare la proteina p24 stessa, la protegn® (CA-pl-NC-p2) e il
precursore Pr569

- | - < <_l_|

33 %%99 83 %399

-+ DA - = D

[ 12 I O NG JRE g Rt @ g O 7)) o o00CIC <N,
AIP1-HA: R S s -+ - - -+ -+ -4+

123456782910 12 3456 7 8910

£
=

Pr50Ga  — —55kDa

p37 —_
(CA-p1-NC-p2)

p24 —_—

Lisati VLP
WB: anti-p24 GAG FIV

Figura 6.3: Cellule 293T sono state co-trasfettate cakemvl (PSAP-LLDL), Mut21-AAAA(ASAA-
AAAA), MutO2(ASAA-LLDL) o Ap2 (STOP) come indicato, singolarmente (corsie ,17,5e 9) o in
combinazione con pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, corsie 286¢ 10 ). C-: controllo negativo. Dopo 24 ore aall
trasfezione i lisati cellulari (Lisati) e le paeite simil-virali (VLP) sono state analizzate in $¥ernBlot
utilizzando un anticorpo monoclonale diretto codtt@24 di Gag di FIV. MW: marker di peso molecelar
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentaiipe 170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.
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Come €& possibile osservare in figura 6.3, AIP1/Aixn grado di ripristinare il

rilascio di questi mutanti difettivi per la gemmaaze in modo del tutto

indipendente dal motivo LLDL. E’ possibile affernsainoltre che nessuno degli
elementi contenuti in p2 (corsia 8, STOP, VLP) sembssere responsabile
dell’'effetto di AIP1. A differenza di quello che @ade in HIV-1, sembra quindi
che questo motivo in FIV non funzioni tide domainaccessorio.

A partire da queste osservazioni, sono stati quutidizzati costrutti contenenti

specifiche mutazioni a livello del motivo tardivan icombinazione con

l'inattivazione della proteasi virale (Tabella 6.4)

438 439 440 |441 |442 443 444 |445 446 AT 1448 449 450
pAenvl P [SIAP|PMIE |E |K|L|L |D|L PSAP-LLDL
pAenv1+6 P [S|IA|P|PMI|E |E |K|L|L |[D|L |+STOP PSAP-LLDL+STOP
pAenvIMUTO02+6 A |SIAJA|IPM|E |E |[K|L |L ID|L |+STOP ASAA-LLDL+STOP
pAenviMut21+6 A |ISIAIAIPIMIE |[E [K]A |A |JA |A |+STOP PSAP-AAAA+STOP
pAenviMut Ap2+6 [STOP |S |A |[P |P [M |E |E |K |L |L |[D |L | +STOP STOP+STOP

Tabella 6.4: Schema delle mutazioni a livello della regioned®la poliproteina Gag di FIV. Il dominio
tardivo PSAP é evidenziati in blu. Evidenziati @ss0 i residui aminoacidici sostituiti. In alto sandicate le
posizioni aminoacidiche, considerando come 1 impriresiduo di Gag di FIV. Tali costrutti inoltre
presentano un codone di stop al posto dell’'amimtmatd della proteasi.

Per questi studi di incorporazione, cellule 293Masoo-trasfettate con i plasmidi
pAenvlMut6 (PSAP-LLDL+STOP), fenvliMut02+6 (ASAA-LLDL+STOP),
pAenviMut21+6 (PSAP-AAAA+STOP), o AenviAp2+6 (STOP+STOP) in
presenza 0 meno del costrutto esprimente AIP1/@BJ5-AIP1-HA). Inoltre, e
stato anche verificato che AIP1/Alix non venissasgiata in modo costitutivo nel
sovranatante delle colture cellulari trasfettater. uesto, cellule 293T sono state
trasfettate esclusivamente con il costrutto esprimda proteina AIP1/Alix
(pBJ5-AIP1-HA). Dopo 36 ore, i campioni proteicitesuti, lisati cellulari e
sovranatanti, sono stati sottoposti a corsa efetetica in gel di poliacrilamide e
successivo Western Blotting con anticorpo direttato la proteina p24 Gag di
FIV. In parallelo é stata valutata I'espressiondlene/LPs delle proteina
AIP1/ALIX mediante Western Blotting con un anticorgiretto contro I'epitopo
HA.
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Figura 6.5: Cellule 293T sono state co-trasfettate caeqp1lMuté (PSAP-LLDL+STOP), fenviMut21+6
(PSAP-AAAA+STOP), penvlMut02+6 (ASAA-LLDL+STOP), fienvlAp2 (STOP+STOP) come indicato,
singolarmente (corsie 1, 3, e 5) o in combinaziooe pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, corsie 2, 4 e 6). C-:
controllo negativo. Dopo 36 ore dalla trasfeziorisati cellulari (Lisati) e le particelle simil-kali (VLPS)
sono state analizzate in Western Blot utilizzanpun anticorpo monoclonale diretto contro la p24 dgG
di FIV e B) un anticorpo monoclonale diretto contro il tag H®). Western Blotting dei lisati cellulari e dei
sovranatanti derivati da cellule 293T trasfettate d plasmide pBJ5-AIP1HA: lisati cellulari (corsig e
sovranatanti (corsid). MW: marker di peso molecolare (PageRuler™ PnesthProtein Ladder, Fermentas)
proteine 170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Dalla figura 6.5 e possibile notare come nessunva@resente in p2 Gag di FIV
sia strettamente necessario per l'incorporaziorlRll/Alix nelle VLPs di FIV.
Infatti, né il motivo PSAP (corsia 6, ASAA-LLDL, paello B, VLP) né il motivo
LLDL (corsia 4, PSAP-AAAA, pannello B, VLP) e nemneel’intero p2 (corsia
8, STOP+STOP, pannello B, VLP) é responsabile @ fanomeno. E’ stato
possibile anche dimostrare come AIP1/Alix non verilgsciata costitutivamente
nel surnatante delle cellule trasfettate con iksplale codificante tale proteina
(pannello C).
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6.3 Mutagenesi della regione nucleocapside di GagEV

Recenti lavori pubblicati hanno dimostrato che,aiggiunta al motivo YPLTSL,
anche il dominio NC di Gag di HIV-1 svolge un rualella gemmazione virale, in
virtu dell'interazione con la proteina AlP1/Alix ¢Bov et al, 2008). In particolare,
Popov e collaboratori hanno identificato i due mwiotzinc-fingersdel NC quali
interattori del dominio Brol di AIP1/Alix, evideramido come [linattivazione
combinata dell'ultima cisteina degli stessi (C2&849) sia sufficiente per ridurre
significativamente l'interazione del NC con AIP1ifAl(Popov et al, 2008). Studi
successivi hanno confermato ed esteso questi aisuttimostrando che anche i
residui basici localizzati a livello della meta awterminale della regione del NC di
Gag partecipano all'interazione con Brol (Dussifal, 2009).

In seguito a comparazione bioinformatica tra il MiGF1V e quello di HIV-1 (Figura
6.4B), é stato possibile verificare che tra le tegioni vi € un alto tasso di omologia,
in particolare proprio a livello dei motivinc finger.

1°ZINC FINGER 2°ZINC FINGER
A 381 38\2
\L\(PGHé 3?8 GKPGH V
% \ P 300 396 \ _7 409
77— % R 2 A/
VVQSI|<GSGPV REVKK WQGNRKNS
371 391
B
S R

Figura 6.4: A) Rappresentazione schematica del nucleocapsidevd{za! residui, posizioni aminoacidiche
367-417, a partire dal primo residuo della matdeé&ag); B) comparazione bioinformatica della sequenza
aminoacidica del NC di Gag di HIV-1 con quella dvFMetodo ClustalW2 e BOXSHADE. Gli aminoacidi
in nero sono identici; i residui conservati o siredno in grigio; gli aminoacidi non correlati soimobianco.

A partire da queste evidenze, sono stati quinénoti una serie di costrutti basati sul
plasmide penvl recanti specifiche sostituzioni aminoacidiehévello del NC di
Gag in combinazione, o meno, a mutazioni dellaomgip2 contenente iate
domain In particolare, i codoni conservati dei residuciteina (C377, C390, C396
e C409) nel NC sono stati mutati in serina (S) eelsidui basici, arginine (R388 e
R391) e lisine (K371, K381 e K381), della porzioaminoterminale sono stati
sostituiti rispettivamente con alananine (A) edirarg (R). Tali mutazioni a livello
del nucleocapside sono state eseguite a livetlelidominio tardivowild type PSAP
(pAenvl) o completamente inattivato, ASAAA@nv1Mut02); ii)in combinazione
alla completa distruzione del motivo LLDL in AAAApfenvIMut2l) ed, infine,
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iii) anche nel contesto del mutante in grado driesgre la sola poliproteina Gag
di FIV in assenza del dominio pRAenvlAp2) (Figura 6.6).
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! i !

Figura 6.6: Costrutti FIV-derivati recanti le mutazioni a lil@ldegli A) zinc fingerso B) dei residui basici
della regione aminoterminale del nucleocapside.
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6.4 Ruolo delle cisteine in posizione 377, 390, 3@09 deglzinc-fingers del
nucleocapside e dei domini tardivi mutati di Gag skrilascio delle particelle
simil-virali

Alla luce dei risultati fino ad ora ottenuti e duanto riportato in letteratura
relativamente ad HIV-XPopovet al, 2008) e stato valutato se la capacita di
AIP1/Alix di revertire i difetti di gemmazione denutanti difettivi a livello del
late domainfosse dipendente dalla regione del nucleocapside special modo,
dai residui chiave di cisteina.

A tale scopo, sono stati generati diversi costikiti-basati recanti le sostituzioni
C390S e C409S a livello deglinc-fingerdel nucleocapside in presenza o meno
di mutazioni a livello del p2 di Gag (Figura 6.6A).

Allo scopo di verificare se la sovraespressionéAi1/Alix fosse in grado di
aumentare il rilascio di questi mutanti, cellule3Z9%ono state cotrasfettate con i
costrutti pAenvl (PSAP-LLDL), penv1/390, 409 (§0405/PSAP-LLDL),
pAenviMut2l (PSAP-AAAA), penvl/390, 409/Mut2l (§50408 /PSAP-AAAA),
pAenviMut02 (ASAA-LLDL), prenv1/390, 409/Mut02 (§504065/ASAA-LLDL),
pAenvlMutAp2 (STOP) o penv1/390, 409/Mutp2 (Ggo 408> /STOP), in presenza o
meno del plasmide esprimente la proteina AIP1/ApBJ5-AIP1-HA. Dopo 24
ore, i campioni proteici ottenuti, lisati cellulaisovranatanti, sono stati sottoposti
a corsa elettroforetica in gel di poliacrilamideseccessivo Western Blotting
utilizzando un anticorpo specifico contro diretiqoroteina p24 Gag.
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Figura 6.7: Cellule 293T sono state co-trasfettate conemvl (PSAP-LLDL); penv1/390, 409
(C390,4085/PSAP-LLDL), fAenviMut2l (PSAP-AAAA), penvliMut21/390, 409 ($504085/PSAP-AAAA),
singolarmente (corsie 2, 4, 6, 8) o in combinaziong pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, corsie 3, 5, 7, 9). C-:
controllo negativo costituito dal costrutto pBluegt®ll KS. Dopo 24 ore dalla trasfezione i lisagllcilari
(Lisati) e le particelle simil-virali (VLP) sono ate analizzate in Western Blot utilizzando un amgoo
monoclonale diretto contro la p24 di Gag di FIV. MWarker di peso molecolare (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Fermentas) proteine 170/130/1085/80/35/25/15/10 kDa.
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Figura 6.8: Cellule 293T sono state co-trasfettate caemp/1Mut02 (ASAA-LLDL), pAenv1Mut02/390,
409 (Ggo 408/ASAA-LLDL), pAenviAp2 (STOP), penvlAp2/ 390, 409 (Gyo406/STOP), singolarmente
(lane 2, 4, 6, 8) 0 in combinazione con pBJ5-HA A[RIP1- HA, corsie 3, 5, 7, 9). C-: controllo neigat
costituito dal costrutto pBluescript®ll KS. Dopo te dalla trasfezione i lisati cellulari (Lisa®) le
particelle simil-virali (VLP) sono state analizzate Western Blot utilizzando un anticorpo monocl@nal
diretto contro la p24 di Gag di FIV. MW: markerpso molecolare (PageRuler™ Prestained Protein Ladde
Fermentas) proteine 170/130/100/70/55/40/35/250LkMa.
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Dalle figure 6.7 e 6.8, &€ possibile evidenziare epmel complesso, vi sia una
riduzione della gemmazione dei mutanti a livellollalesequenza del
nucleocapside (corsie 4 e 8) rispetto ai corrispaticcostrutti caratterizzati dalla
sequenzavild-type(corsie 2 e 6).

Inoltre, come si osserva dalla figura 6.7, i castmecanti la sequenaaild-type
del dominio tardivo di FIV gemmano in VLPs maturedipendentemente
dall'espressione della proteina AIP1/Alix4dg4065/PSAP-LLDL, Ggo, 4085/PSAP-
AAAA, corsie 4, 5, 8 e 9). La figura 6.8 evidenziavece come la
sovraespressione della proteina AIP1/Alix inducane dimostrato in precedenza
(Figura 6.1), il ripristino della capacita di gemmmadei mutanti caratterizzati
dall'inattivazione del dominio tardivo o dalla deiene della regione p2 di Gag
(ASAA-LLDL, STOP, corsie 3 e 7). Analogamente, Iprago dei costrutti che, in
aggiunta a tali mutazioni, recano la doppia saatie dei residui di cisteina nelle
posizioni 390 e 409 del nucleocapside, induce upregzabile aumento del
rilascio in presenza di sovraespressione di AIFL/AC3g04085/ASAA-LLDL,
C300,4085/STOP, corsie 5 e 9).

Si e quindi proceduto ad indagare se la proteir@1Adlix venisse incorporata
nelle particelle simil-virali prodotte a partire idanedesimi costrutti privi
dell’attivita proteasica, a causa dell'introduziahein codone di stop in posizione
10 della proteasi virale (Figura 6.6A).

A tale scopo, cellule 293T sono state trasfettate C mutanti penv1/390,
409/Mut6 (Go0,405/PSAP-LLDL+STOP), penv1/390, 409/Mut21+6
(C390,408/PSAP-AAAA+STOP), penvl/390, 409/Mut02+6 (g0 .4085/ASAA-
LLDL+STOP) o mpenv1/390, 409/Mutp2+6 (Ggo40S/STOP+STOP), in
presenza o0 meno del plasmide codificante AIP1/Allopo circa 36 ore dalla
trasfezione, le cellule sono state lisate e legmmet estratte, mentre i surnatanti
sono stati purificati su cuscino di saccarosio re,seguito, lisati. | campioni
proteici ottenuti sono stati sottoposti a cors#étrforetica in gel di poliacrilamide
e a successivo Western Blotting utilizzando l'ampo monoclonale diretto
contro la proteina p24, per valutare l'espressiedeil processamento della
poliproteina Gag, e l'anticorpo diretto contro iEpo HA, per analizzare
I'incorporazione della proteina AIP1-HA nelle VLPs.
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Figura 6.9: Cellule 293T sono state co-trasfettate comemvlMut6 (PSAP-LLDL+STOP),
pAenvliMut6/390, 409  (£50408/PSAPLLDL+STOP), fpenvliMut21+6 (PSAP-AAAA+STOP),
pAenviMut21+6/390, 409 ({504085/PSAP-AAAA+STOP) penvliMut02+6 (ASAA-LLDL+STOP),
pAenv1iMut02+6/390, 409 (5o 4083/ASAA-LLDL+STOP), p\envlAp2+6 (STOP+STOP), AenvI1Ap2+6/
390, 409 (Ggp 4085/STOP+STOP), singolarmente (corsie 2, 4, 6, 8) oombinazione con pBJ5-HA AIP1
(AIP1-HA, corsie 3, 5, 7, 9). C-: controllo negatigostituito dal costrutto pBluescript®Il KS. Dopd are
dalla trasfezione i lisati cellulari (Lisati) e farticelle simil-virali (VLP) sono state analizzate Western
Blot utilizzando un anticorpo monoclonale direttato la p24 di Gag di FIV in combinazione o mena co
un anticorpo monoclonale diretto contro I'epitopd\.HMW: marker di peso molecolare (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Fermentas) proteinel300Y00/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Come dimostra la figura 6.9, si verifica un’effiote incorporazione della proteina
cellulare AIP1/Alix nelle particelle simil-viralinpdotte a partire da tutti i costrutti
di FIV analizzati.

A differenza di quanto accade in HIV-1lelncomplesso questi risultati non
consentono di inferire un ruolo per le posizioniimmacidiche 390 e 409 del
nucleocapside di FIV nel mediare il coinvolgimemtella proteina AIP1/Alix nella
gemmazione virale.

Alla luce dei risultati ottenuti, si € voluto quinthvestigare il contributo al
rilascio di particelle simil-virali delle cisteinea posizione 377 e 396 dello stesso
dominio di Gag, in associazione ai residui precéden

Sono stati generati ulteriori costrutti FIV-basegcanti le sostituzioni C377S,
C390S, C396S e C409S a livello degihic-fingerdel nucleocapside in presenza o
meno di mutazioni a livello del p2 di Gag (Figurés).

Per analizzare se la sovraespressione di AIP1fABse in grado di aumentare il
rilascio di questi mutanti, cellule 293T sono stassfettate con i costruttiygnvl

(PSAP-LLDL), penv1/377, 390, 396, 409 48 s90306405/PSAP-LLDL),
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pAenvlMut2l  (PSAP-AAAA), penvl1//377, 390, 396, 409/Mut21
(C377,390,396.400/PSAP-AAAA), p\enviMut02 (ASAA-LLDL), penvl1/377, 390,
396, 409/Mut02 (&77,390,396,409/ASAA-LLDL), pAenviMuiz\p2 (STOP) o
pAenv1/377, 390, 396, 409/MMp2 (CGs77,390,396,409/STOP), in presenza 0 meno
del plasmide esprimente la proteina cellulare AMHL/ A distanza di 24 ore
dalla trasfezione, i campioni proteici ottenutsalii cellulari e sovranatanti, sono
stati analizzati mediante corsa elettroforeticgenhdi poliacrilamide e successivo
Western Blotting con I'impiego di un anticorpo dtcecontro la proteina p24.

377,390,396,409S I PSAP-LLDL

377,390,396,409S / PSAP-LLDL
377,390,396,409S | PSAP-AAAA

377,390,396,409S | PSAP-AAAA

377,390,396,409S / PSAP-LLDL
377,390,396,409S / PSAP-LLDL

SAP-AAAA
SAP-AAAA

377,390,396,409S I PSAP-AAAA
377,390,396 409S I PSAP-AAAA

PSAP-LLDL
SAP-LLDL
PSAP-LLDL
SAP-LLDL

poO0oaa 00 da ao0oaa 00

AIP1-HA: -

'
+
'
+
'
+
'
+
=
1
+
'
+
'
+
'
+

MW

— 55kDa
Pr50%a  —p

= 40kDa

p37 —_—

(CA-p1-NC-p2) —35kDa

— 25kDa

Lisati VLP

WB: anti-p24 GAG FIV
Figura 6.10: Cellule 293T sono state co-trasfettate caenpvl (PSAP-LLDL), penv1/377, 390, 396, 409
(C377.390.306.409 /PSAP-LLDL), menviMut2l (PSAP-AAAA), AenviMut21/377, 390, 396, 409
(Cs77,:390.396.400 /PSAP-AAAA), singolarmente (corsie 2, 4, 6, 8jnocombinazione con pBJ5-HA AIP1
(AIP1-HA, corsie 3, 5, 7, 9). C-: controllo negatigostituito dal costrutto pBluescript®Il KS. Dopd are
dalla trasfezione i lisati cellulari (Lisati) e fmrticelle simil-virali (VLP) sono state analizzate Western
Blot utilizzando un anticorpo monoclonale direttonto la p24 di Gag di FIV. MW: marker di peso
molecolare (PageRuler™ Prestained Protein Laddemédtgas) proteine 170/130/100/70/55/40/35/25/15/10
kDa.
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Figura 6.11: Cellule 293T sono state co-trasfettate caemp/1Mut02 (ASAA-LLDL), pAenv1Mut02/377,
390, 396, 409 (§7300306409 /ASAA-LLDL), pAenvlAp2 (STOP), penvlAp2/ 377, 390, 396, 409
(C377,390,396.409 /STOP), singolarmente (corsie 2, 4, 6, 8) o imlwoazione con pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA,
corsie 3, 5, 7, 9). C-: controllo negativo costitutdal costrutto pBluescript®ll KS. Dopo 24 ore ldal
trasfezione i lisati cellulari (Lisati) e le paeite simil-virali (VLP) sono state analizzate in B¥ern Blot
utilizzando un anticorpo monoclonale diretto corie@24 di Gag di FIV. MW: marker di peso molecelar
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentasipe 170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Dalle figure 6.10 e 6.11, e possibile evidenziayme, nel complesso, vi sia una
riduzione della gemmazione dei mutanti a livellollalesequenza del
nucleocapside (corsie 4 e 8) rispetto ai corrispaticcostrutti caratterizzati dalla
sequenzavild-type(corsie 2 e 6).

In modo analogo alla mutazione dei residui mutafienposizioni 390 e 409,
anche in questo caso si evince come la sovraegpressella proteina AIP1/Alix
non sia in grado di determinare un aumento sigtifio del rilascio di VLPs
prodotte a partire dai costrutti mutati nelle pasiz 377, 390, 396 e 409 del
nucleocapside (Figura 6.10342390396,400/PSAP-LLDL e G77 390,396 409/PSAP-
AAAA, corsie 4, 5 8 e 9; Figura 6.11, 3£390396.408/ASAA-LLDL e
C377.390,396,409/STOP, corsie 4, 5, 8 € 9).

Si e quindi proceduto ad indagare se la proteir@1Adlix venisse incorporata
nelle VLPs prodotte a partire dai medesimi costiuii dell’attivita proteasica
(Figura 6.6A).

A questo scopo, cellule 293T sono state trasfettatei costrutti penvl/377,
390, 396, 409/Mutb (§7,300 396 409/PSAP-LLDL+STOP), penv1/377, 390, 396,
409/Mut21+6  (G77,390,396,409/PSAP-AAAA+STOP), penvl/377, 390, 396,
409/Mut02+6 (G77,390,396,400/ASAA-LLDL+STOP) o penv1/377, 390, 396,
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409/MutAp2+6 (G77,390,396,409/STOP+STOP), in presenza o meno del plasmide
pBJ5-AIP1HA.

Dopo 36 ore dalla trasfezione, i campioni protestienuti, lisati cellulari e
sovranatanti, sono stati analizzati mediante casbsttroforetica in gel di
poliacrilamide e visualizzati tramite Western Bilogt attraverso I'impiego
dell'anticorpo monoclonale diretto contro la p24 ag, per valutare
I'espressione ed il processamento della polipratgdag, e I'anticorpo diretto

contro I'epitopo HA, per valutare l'incorporaziodella proteina AIP1-HA nelle
VLPs.
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PSAP-AAAA+STOP
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WB: anti-p24 GAG FIV anti-HA

Figura 6.12: Cellule 293T sono state co-trasfettate comemvlMuté (PSAP-LLDL+STOP),
pAenviMut6/377, 390, 396, 409 {Gz00306408 /PSAP-LLDL+STOP), penviMut21+6 (PSAP-
AAAA+STOP), pAenviMut21+6/377, 390, 396, 409G 300306 405/P SAP-AAAA+STOP) penviMut02+6
(ASAA-LLDL+STOP), pAenvIMut02+6/377, 390, 396, 409 Gs00306405/ASAALLDL+STOP),
pAenviAp2+6 (STOP+STOP), ABnviAp2+6/ 377, 390, 396, 409 {8 300306408 /STOP+STOP),
singolarmente (corsie 2, 4, 6, 8) 0 in combinaziooe pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, corsie 3, 5, 7, 9). C-:
controllo negativo costituito dal costrutto pBluest®ll KS. Dopo 24 ore dalla trasfezione le partiee
simil-virali (VLP) sono state analizzate in West@tot utilizzando un anticorpo monoclonale direttmtro

la p24 di Gag di FIV (pannello di sinistra) e urtieorpo monoclonale diretto contro I'epitopo HA (peello

di destra). MW: marker di peso molecolare (PageRYl&restained Protein Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Dall’analisi della figura 6.12, si riscontra l'inquorazione della proteina
AIP1/Alix nelle particelle simil-virali prodotte partire da tutti i costrutti di FIV
esaminati (@77,39013961408/PSAP-LLDL+STOP, 6,\77,390,396,405/PSAP-

AAAA+STOP, Q77,390,396,408/ASAA-LLDL+STOP,
C377,390,396,408/STOP+STOP, corsie 3, 5, 7e 9)

Nel complesso, le evidenze sperimentali ottenutdicamo |'assenza di
coinvolgimento dei residui di cisteina in posizidié/, 390, 396 e 409 dei motivi
zinc-fingersdel NC di FIV nel ripristino della gemmazione di tanti dellate
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domain in presenza di sovraespressione di AIP1/Alixelincorporazione della
stessa proteina cellulare nelle particelle virali.

6.5 Ruolo dei residui basici aminoterminali del nuleocapside e dei mutanti
del late domain di Gag sul rilascio di particelle simil-virali

Mutazioni a livello degli aminoacidi basici dellagione aminoterminale di NC,
causano la mancata reversione dei difetti di gemonazdi mutanti del dominio
tardivo di HIV-1, in presenza di sovraespressionalB1/Alix, e determinano la
riduzione del rilascio di virioni che presentandaie domainintatto (Dussupet
al., 2009).

A partire da queste osservazioni, sono stati ottezastrutti FIV (Figura 6.4B)
recanti la sostituzione delle lisine con arginieelelle arginine con alanine, nella
regione del nucleocapside che si estende tra igippsaminoacidiche 367 e 392,
comprensiva del primainc-finger(Ks71.3s1 38R, Rsss.30A\), in combinazione con
le mutazioni al dominio tardivo della regione p2@Ghg. A partire dai medesimi
costrutti inoltre, sono stati generati le relatigentroparti prive dell’attivita
proteasica (Figura 6.6B).

Sono stati quindi valutati il rilascio di VLPs e ¢apacita di AIP1/Alix, qualora
overespressa, di revertire i difetti di gemmazidnguesti mutanti. A tale scopo,
cellule 293T sono state cotrasfettate con i costrutti ntufaeenvl (PSAP-LLDL),
pAenvl/RKI (PSAP-LLDL/RKI), p\enviMut21 (PSAP-AAAA),
pAenvl/Mut21/RKI  (PSAP-AAAA/RKI), menvliMut02 (ASAA-LLDL),
pAenvl/RKI (ASAA-LLDL/RKI), pAenv1MutAp2 (STOP) 0
pAenv1MuiAp2/RKI (STOP/RKI), in presenza o meno del plasnadprimente la
proteina cellulare AIP1/Alix. A distanza di 24 odalla trasfezione, i campioni
proteici ottenuti, lisati cellulari e sovranatarstpno stati analizzati mediante corsa
elettroforetica in gel di poliacrilamide e successiWestern Blotting con
I'impiego di un anticorpo diretto contro la protaip24.
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Figura 6.13: Cellule 293T sono state co-trasfettate caenqpvl (PSAP-LLDL), penvl/ RKI (PSAP-LLDL/
RKI), pAenviMut21 (PSAPAAAA), penviMut21l/ RKI (PSAP-AAAA/ RKI), singolarmente (coes?, 4, 6,

8) 0 in combinazione con pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, der8, 5, 7, 9). C-: controllo negativo costituitald
costrutto pBluescript®Il KS. Dopo 24 ore dalla tezgbne, i lisati cellulari (Lisati) e le particelémil-virali
(VLP) sono state analizzate in Western Blot utilimd@ un anticorpo monoclonale diretto contro la p24
Gag di FIV. MW: marker di peso molecolare (PageRtfld?Prestained Protein Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.
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Figura 6.14: Cellule 293T sono state co-trasfettate caenmpviMut02 (ASAA-LLDL), ppenviMut02/ RKI
(ASAA-LLDL/ RKI), pAenviAp2 (STOP), penvlAp2 (STOP/ RKI), singolarmente (corsie 2, 4, 6, 8h o
combinazione con pBJ5-HA AIP1 (AIP1-HA, corsie 3759). Dopo 24 ore dalla trasfezione, i lisatiweri
(Lisati) e le particelle simil-virali (VLP) sono ate analizzate in Western Blot utilizzando un amgoo
monoclonale diretto contro la p24 di Gag di FIV. MWarker di peso molecolare (PageRuler™ Prestained

Protein Ladder, Fermentas) proteine 170/130/1085/80/35/25/15/10 kDa
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Dalle figure 6.13 e 6.14, e possibile evidenziayme, nel complesso, vi sia una
riduzione della gemmazione dei mutanti a livellollalesequenza del
nucleocapside (corsie 4 e 8) rispetto ai corrispaticcostrutti caratterizzati dalla
sequenzawild-type (corsie 2 e 6). | risultati indicano inoltre coméP1/Alix,
gualora overespressa, sia in grado di incremeritail@scio di particelle simil-
virali prodotte da parte di costrutti mutati nellagione aminoterminale del
nucleocapside (Figura 6.13, PSAP-LLDL/RKI e PSAPAMKRKI, corsie 4, 5, 8
e 9), in particolare da quelli conldte domainPSAP distrutto o privi del dominio
p2 (Figura 6.14, ASAA-LLDL/RKI e STOP/RKI, corsie 8, 8 e 9).

Allo scopo di indagare se la proteina AIP1/Alix isse incorporata nelle
particelle simil-virali prodotte da tali mutantieltule 293T sono state trasfettate
con i costrutti penviMut6/RKI (PSAP-LLDL+STOP/RKI),
pAenviMut21+6/RKI (PSAP-AAAA+STOP/RKI), fenv1iMut02+6/RKI
(ASAA-LLDL+STOP/RKI) o pAenvliMutAp2+6/RKI (STOP+STOP/RKI), in
presenza o meno del plasmide esprimente AIP1/Alwopo 36 ore dalla
trasfezione, i campioni proteici ottenuti, lisaéllalari e sovranatanti, sono stati
analizzati mediante corsa elettroforetica in gelpdliacrilamide e visualizzati
tramite Western Blotting attraverso I'impiego dafiticorpo monoclonale anti-
p24, per valutare I'espressione ed il processamdeta poliproteina Gag, e
I'anticorpo diretto contro I'epitopo HA, per valué l'incorporazione della
proteina AIP1-HA nelle VLPs.
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Figura 6.15: Cellule 293T sono state co-trasfettate carenqviMuté/ RKI (PSAP-LLDL+STOP/RKI),
pAenviMut21+6/ RKI (PSAP-AAAA+STOP/ RKI), AenvlMut02+6 (ASAA-LLDL+STOP/ RKI) e
pAenvIlAp2+6 (STOP+STOP/ RKI), singolarmente (corsia %,48) o in combinazione con pBJ5-HA AIP1
(AIP1-HA, corsia 3, 5, 7, 9). Dopo 24 ore dallasfezione, le particelle simil-virali (VLP) sono wa
analizzate in Western Blot utilizzando un anticomponoclonale diretto contro la p24 di Gag di FIV
(pannello di sinistra) e di un anticorpo monoclendiretto contro I'epitopo HA (pannello di destr&)W:
marker di peso molecolare (PageRuler™ PrestainedteiRro Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Come e possibile evincere dallimmagine 6.13, tutthutanti a livello della
regione aminoterminale incorporano AIP1/Alix neWlePs (Figura 6.15, PSAP-
LLDL+STOP/RKI, PSAP-AAAA+STOP/RKI, ASAA-LLDL+STOP/RI o
STOP+STOP/RKI, corsie 2,4, 6 e 8).

Nel complesso, le evidenze sperimentali fino adottenute indicano che i residui
basici del nucleocapside di FIV non partecipanoripglstino della gemmazione
di mutanti del late domain ad opera di AIP1/Alix e nemmeno nella sua
incorporazione nelle VLPs.
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7. RISULTATI

FATTORI CELLULARI DELL'OSPITE IN GRADO DI
INTERFERIRE NELLA GEMMAZIONE DI FIV: TETERINA

Premessa

E' noto in letteratura come alcune proteine celiell’ospite interferiscano con
il ciclo replicativo dei virus a RNA a diversi lille nell’ uncoating nella
retrotrascrizione inversa e nel rilascio viraleréBelet al, 2009). In particolare,
per quanto riguarda la fase di gemmazione, é staentemente riportato che la
proteina BST2, rinominata teterina, rappresenfatibre cellulare dell'immunita
innata in grado di bloccare il rilascio di variwgr dotati dienvelopel virus hanno

a loro volta evoluto proteine virali atte ad antaigaarne la funzione (Neét al,
2008, Evanet al, 2010).

In tale contesto, lo scopo della ricerca é sta&llqudi valutare I'esistenza di una
teterina, espressa nelle cellule feline, ortologaguwella umana, capace di
interferire con la gemmazione di FIV. A tale propoms abbiamo eseguito
un’accurata analisi bioinformatica nel genoma detaal fine di identificare tale
proteina. Essa e stata quindi clonata a partirecaelmle fibroblastoidi della
porzione corticale del rene di gatto (CrFK), ch@prasentano le cellule di
elezione per la produzione di questo virus. Si@djproceduto ad esaminare la
sua attivita contro FIV, iniziando cosi ad analizzBeventuale presenza di una
proteina accessoria e/o strutturale in FIV in grallcantagonizzarne I'effetto.
Inoltre, per valutare la specie-specificita & statelizzata la sua capacita di
interferire con il rilascio virale di HIV-1. Comepntrollo é stata clonata la forma
umana di teterina a partire da cellule epitelialhame di cancro alla cervice
(HeLa) che esprimono costitutivamente tale protéheil et al, 2008). Tutti gli
esperimenti di caratterizzazione di BST2 sono ssgiguiti in cellule embrionali
di rene umano (293T) in quanto non presentanalili@atogeni significativi della
forma umana di teterina (Negt al, 2008).

7.1 ldentificazione e clonaggio del prodotto del ge bst2 del genoma felino

Le cellule di mammifero possiedono un’attivita a&imdle, costitutiva o indotta
dall'interferonea, capace di inibire il rilascio delle particellerali di vari virus
dotati dienvelope In tale contesto, nelle cellule umane e statoodinato che la
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proteina BST2, o teterina, rappresenta il fattareestrizione dell’ospite in grado
di trattenere le particelle completamente formatélly-1 sulla superficie delle
cellule infettate; € stato riportato inoltre coraepfoteina accessoria Vpu di HIV-1
si sia evoluta in modo da contrastare I'effettd&T2, permettendo cosi al virus
di gemmare (Neiét al, 2008).

Molti studi presenti in letteratura dimostrano coesstono numerosi ortologhi
della proteina umana teterina in altre specie dnmédero e di come essi risultino
funzionali nell’antagonizzare il rilascio di variirus dotati di envelope In
particolare, sono state identificate BST2 nel tatte topo, nella scimmia e negli
ovini ed e stato dimostrato che esse siano in grdidanterferire con la
gemmazione di diversi virus dotati dnvelope(Arnaudet al, 2009, Goffinetet
al., 2009, Kaletskyt al, 2009, Jia et al., 2009, Zhaagal, 2009)

Al contrario, per quanto riguarda il gatto domested i felini non sono stati
riportati studi relativi all'identificazione delliwologo felino di teterina umana. E’
stata quindi effettuata un’analisi informatica ialerno del genoma del gatto
domestico, completamente sequenziato e depositako2007 da Pontius e
collaboratori (Pontiust al, 2007).

Sfruttando la  piattaforma web di  Ensemble Genome owBer
(http://www.ensembl.org), e stato possibile eseguira ricercdlastnutilizzando
comequeryla sequenza nucleotidica codificante la forma umdingtherin Il
risultato e stato il riscontro di un’ipotetica foandi BST2 felina comprensiva
della mappa degli esoni che la codificano (GendDXSFCAG00000001009;
MRNA: ENSFCATO00000001009; Proteina: ENSFCAP00000dQay).

A partire da cio, € stato interrogato un ulterictatabase bioinformatico
contenente il genoma del gatto domestico: NCBI Magiewer
(http://www.ncbi.nlm.gov/mapview/genome/quidejcailramite la piattaforma
web e stato possibile compiere, anche in questm cas ricercdlastnall'interno
del genoma felino utilizzando, in parallelo, le seqze nucleotidiche della forma
umana ditetherin e quella ottenuta precedentemente dal databasemibhs
Entrambe le ricerche hanno dato come esito, in naigtonto, il medesimaontig
ottenuto da whole genome sequenceon numero di accesso in NCBI
ACBE01053987, localizzato a livello del cromosom2 del gatto. A partire da
questo risultato, tale porzione genomica ottenwtata allineata con la sequenza
nucleotidica della forma umana di teterina ed slitato e stato quindi vagliato
manualmente, in modo da identificare nel genoma egioni. Tramite
comparazione con la forma umana di BST2 e statcilpites prevedere la

topologia presunta della forma felina (Figura 7.1).
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Figura 7.1: Rappresentazione schematica degli introni ed eselfa fbrma felina di teterina con relativa
predizione topologica.

Tale risultato ha permesso il disegno di specpiomer che sono stati impiegati
per amplificare il prodotto genico di interesse atipe dal cDNA ottenuto in
seguito alla retrotrascrizione del’RNA totale @elinea cellulare felina CrFK. II
frammento genico di interesse é stato quindi clomatun opportuno vettore di
espressione eucariotico e la sequenza analizzatambe sequenziamento (Figura
7.2). Il costrutto e stato nominato cBST2.

SEQUENZA NUCLEOTIDICA (561nt):
ATGGCACCTGCTTTTTACCACTATTGGCCTGTGCCCAGGACTGACTACTCA

GAGTCAATGGTACCAGGTCGGAGTCTTGGGTGGCAGAGGTGGCTGGGGG
GCTTTCTGATCCTGGCGGTGCTGGGTCTGTCCGCGGCCCTGGTCATCTTT
GTTGTCAAGGCCAACAGCAAAGCCTGCAAGGATGGCCTCCTAGCAGAGGA
GGAGTGTCACGGTGTCACCCGCCTCCTGGAGGTCCGGCTAACCCAAGCCT
GGGAAGGCTTACTGAGGAACGAGGTCCAGGCTGCCACCTGCAACAAGACT
TTGGTAACCCTGTTGGCTTCCCTGGAGATTGAGAAGGCCCAGAGCCAGGA
GTGGCTCGCGAAAGGGAAGGAGCTTTGGGGAGAGATTGAGGAGTTGAAG
CACAAGCTGCAGAACGCTTCGGTGGAGGTGGAAAGACTGAGAAAAGGGA
CTGAGACCTCGAGCAAGAAAAAGGAAGTCGCGTCTGCCAGCTCCTTGAAA
GCGCTCAGCCCCTTGGTGGTCTCTGTGCACCTGCTCCTGGCCTTCGTTGC
TCTGCTGGCCTGA

SEQUENZA AMINOACIDICA (186aa, 20.5kDa):
MAPAFYHYWPVPRTDYSESMVPGRSLGWQRWLGGFLILAVLGLSAALVIFVVKANSK
ACKDGLLAEEECHGVTRLLEVRLTQAWEGLLRNEVQAATCNKTLVTLLASLEIEKAQS
QEWLAKGKELWGEIEELKHKLQNASVEVERLRKGTETSSKKKEVASASSLKALSPLV
VSVHLLLAFVALLA

Figura 7.2: Sequenza nucleotidica, ottenuta da sequenziameragminoacidica, predetta con il programma
Expasy Tools Translate, dBST2

La sequenza di cBST2 e stata quindi esaminata mtedima serie di strumenti
bioinformatici e paragonata con la forma umanatéirtna(Figura 7.3).
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Figura 7.3: Allineamento di teterina umanélgman e felina Cat) con il metodo ClustalW2 e BOXSHADE.
Gli aminoacidi in nero sono identici; i residui g@mvati o simili sono in grigio; gli aminoacidi naorrelati
sono in bianco. Inoltre sono presenti le caratiehe strutturali predette mediante analisi infoticea Gli
asterischi (*) rappresentano le cisteine conservageadrati @) i siti di N-glicosilazione e i riquadri vuotii]

i siti di addizione dell'ancora GPI.

La BST2 felina da noi identificata condivide il 37éb omologia di sequenza
aminoacidica con la BST2 umana. Essa presentéegtieati strutturali tipici della
proteina BST2, ovvero possiede una coda citoplasandtial’aminoacido 1 al
30), un dominio transmembrana (dall’aminoacido 31 5a3), un dominio
extracellulare (dal’aminoacido 53 al 160) ed, atbossitermine, il segnale di
addizione per il gruppo glicosilfosfatidilinositolm ancora GPI (posizione 161).
cBST2 possiede inoltre 3 cisteine nel dominio edHalare, presenti anche nel
caso della forma umana, e due siti di N-glicosdae, uno conservato ed uno
posto piu a valle rispetto a hBST2.

In seguito sono state generate due forme di tetéelima con un opportuntag al
fine di permettere la rilevazione della proteina. particolare, € stato inserito
I'epitopo FLAG in posizione aminoterminale (costautinominato cBST2Flag5’)
e nella porzione extracellulare (costrutto cBST@Blp(Figura 7.4).
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Figura 7.4. Rappresentazione schematica di teterina felidlalength con epitopo Flag localizzato nella
regione aminoterminale (pannello superiore) ed lee el dominio extracellularee¢todomaih (pannello
inferiore) (da Perez-Caballeet al, 2009, modificata).

La scelta della posizione pertég alla fine dellectodomaimon é stata semplice
in quanto non vi sono a disposizione alcune infaiord né strutturali né da
precedenti studi. Inoltre, la collocazione di taj@topo puo risultare critica per la
funzionalita della proteina. Infatti, sia la regodell’ectodomairche il segnale di
inserimento del gruppo glicosilfosfatidilinositolma anche la corretta spaziatura
fra questi due elementi, riveste un ruolo impoeantlla capacita antivirale di
BST2 umana (Neikt al, 2008, Perez-Caballeret al, 2009). Analizzando la
regione carbossiterminale di cBST2 e comparandola guella della forma
umana (Hinzet al, 2010) e stato possibile identificare, mediantealian
bioinformatica, un possibile sito per I'inserimendell’epitopo. Quest’ultimo e
stato quindi posizionato in una regione non strateu (posizione aminoacidica
150) tra la fine del dominio extracellulare e laim del sito per I'addizione
dell'ancora GPI, ricapitolando quanto e stato fattecedentemente per la forma
umana o per la forma ovina (Neit al, 2008, Arnaucet al, 2009). A partire dai
costrutti cBST2Flag5’ e cBST2Flag3’, sono stateegate le relative controparti
prive del segnale di addizione del gruppo glicosilatidilinositolo,
cBST2AGPIFlag5’ e cBSTAGPIFlag3' (Figura 7.5). Questi costrutti risultano
idonei per caratterizzare la funzionalita dellanfarfull length di teterina in
quanto la presenza di entrambe le regioni codificenancore trasmembrana
(dominio trasmembrana e ancora GPIl) sono un priien@ssenziale per la sua
corretta attivita antivirale (Nedét al, 2008, Perez-Caballest al, 2009).
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Figura 7.5. Rappresentazione schematica di teterina felina pdeancora GPI, con epitopo Flag
localizzato nella regione aminoterminale (pannedlaperiore) ed a valle del dominio extracellulare
(ectodomaih (pannello inferiore) (da Perez-Caballetaal, 2009, modificata).

E’'stata clonata anche la forma umana di hBST2 & i utilizzarla come
controllo. A partire dalla sequenza presente néhldsse di NCBI Entrez Gene
(GenelD: 684; Cromosoma: NC_000019; mRNA: NM_00433oteina:
NP_004326) sono stati disegnati gli opportpnmer. Dopo estrazione dellRNA
dalla linea cellulare umana Hela, esprimente eldixadlli di BST2 endogena
(Neil et al, 2008), I'RNA totale, trattato precedentemente EWASiIl, & stato
retrotrascritto e sottoposto a PCR diretta. Il fnanto genico di interesse e stato
clonato in un opportuno vettore di espressione ratg@ e controllato mediante
sequenziamento (Figura 7.6).

SEQUENZA NUCLEOQTIDICA (543 bp):

ATGGCATCTACTTCGTATGACTATTGCAGAGTGCCCATGGAAGACGGG
GATAAGCGCTGTAAGCTTCTGCTGGGGATAGGAATTCTGGTGCTCCTG
ATCATCGTGATTCTGGGGGTGCCCTTGATTATCTTCACCATCAAGGCC
AACAGCGAGGCCTGCCGGGACGGCCTTCGGGCAGTGATGGAGTGTC
GCAATGTCACCCATCTCCTGCAACAAGAGCTGACCGAGGCCCAGAAG
GGCTTTCAGGATGTGGAGGCCCAGGCCGCCACCTGCAACCACACTGT
GATGGCCCTAATGGCTTCCCTGGATGCAGAGAAAGCCCAAGGACAAAA
GAAAGTGGAGGAGCTTGAGGGAGAGATCACTACATTAAACCATAAGCTT
CAGGACGCGTCTGCAGAGGTGGAGCGACTGAGAAGAGAAAACCAGGT
CTTAAGCGTGAGAATCGCGGACAAGAAGTACTACCCCAGCTCCCAGGA
CTCCAGCTCCGCTGCGGCGCCCCAGCTGCTGATTGTGCTGCTGGGCC
TCAGCGCTCTGCTGCAGTGA

SEQUENZA AMINOACIDICA (180aa, 19.7 kDa):

MASTSYDYCRVPMEDGDKRCKLLLGIGILVLLIIVILGVPLIIFTIKANSEACRD
GLRAVMECRNVTHLLQQELTEAQKGFQDVEAQAATCNHTVMALMASLDA

EKAQGQKKVEELEGEITTLNHKLQDASAEVERLRRENQVLSVRIADKKYYP

SSQDSSSAAAPQLLIVLLGLSALLQ

Figura 7.6: Sequenza nucleotidica, ottenuta da sequenziameraminoacidica, predetta con il programma
Expasy Tools Translate, dBST2.
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Come nel caso di cBST2, sono state generate doeefdr hBST2 contenenti un
opportunotag. Basandosi su studi precedenti (Natlal, 2008, Jouvenedt al,

2009), e stato inserito I'epitopo FLAG in posizioaainoterminale (costrutto
rinominato hBST2Flag5’) o nella porzione extrackalta (costrutto hBST2Flag3’)
(Figura 7.7), fra la fine delf’ctodomaire I'inizio del segnale di riconoscimento
per I'aggiunta del gruppo glicosilfosfatidilinosito(posizione aminoacidica 154).
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Figura 7.7: Rappresentazione schematica di teterina untma epitopo Flag localizzato nella regione
aminoterminale (pannello superiore) ed a vallediehinio extracellulareectodomaih (pannello inferiore)
(da Perez-Caballeret al, 2009, modificata).

E’ stata quindi valutata I'espressione delle digefesrme di teterina felina ed
umana in cellule 293T, che non possiedono liveltiageni di hBST2 significativi
(Neil et al, 2008). A tale scopo, cellule 293T sono statdettte con i plasmidi
cBST2Flag3’, cBST2Flag5’, hBST2Flag5’ e hBST2Flag8'distanza di 24 ore
dalla trasfezione, i lisati proteici sono statitspbsti a corsa elettroforetica in gel
di poliacrillamide e successivo Western Blottingdma@te anticorpo diretto contro
I'epitopo Flag.
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Figura 7.8: Cellule 293T sono state trasfettate con i costp@IDNA3.1 (corsia 1, C-), cBST2Flag3’ (corsia
2, cBST2Flag3’), cBST2Flag5’ (corsia 3, cBST2FlaghhBST2Flag3’ (corsia 4, hBST2Flag3’) e
hBST2Flag5’ (corsia 5, hBST2Flag5’). Dopo 24 ore alalasfezione i lisati cellulari (Lisati) sono stat
analizzati in Western Blot utilizzando un anticorponoclonale diretto contro I'epitopo Flag. MW: merrkli
peso molecolare (PageRuler™ Prestained Protein LaddeFermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa

In figura 7.8 & possibile osservare come entraralferine di teterina, sia felina
che umana, siano espresse correttamente. Studtatipon letteratura hanno
dimostrato come la teterina umana sia presenteeasoitoforma di dimeri
(Ohtomoet al, 1999). Come si puo osservare dalla figura, laTB& in grado di
dimerizzare. Interessante da notare invece conferifaa felina sembra essere
espressa in forma dimerica.

Successivamente, € stata quindi saggiata la capauaitivirale di hBST2
nell'interferire con il rilascio delle particellei dHIV-1, in presenza ed assenza
dell’'antagonista virale Vpu (Nedt al, 2008).

Per questo, cellule 293T sono state cotrasfettatei @lasmidi hBST2Flag3’ e
hBST2Flag5’ unitamente o meno ad i costrutti pSWJaL e pSVC21,
esprimenti I'intero genoma di HIV-1 (clone molea@ddXBc2) in associazione
(pSVC21Vpu) o meno (pSVC21) della proteina accessoria Vpu.

A distanza di 24 ore dalla trasfezione, i campiprateici, lisati e sovranatanti,
sono stati sottoposti a corsa elettroforetica ihdygoliacrillamide e successivo
Western Blotting mediante anticorpo diretto condérproteina p24 Gag di HIV-1.
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Figura 7.9: Cellule 293T sono co-trasfettate con pSVC21 (paarwlkinistra, HIV-1 Vpu-) o pSVC21Vpu+
(pannello di destra, HIV-1 Vpu+) come indicato,agsenza (corsia 1) o in presenza di hBST2Flag3sigo

2) o hBST2Flag5’ (corsia 3). Dopo 24 ore dalla &agfne, i lisati cellulari (Lisati) e le particell@rali
(Virioni) sono state analizzate in Western Blotimziando un anticorpo monoclonale diretto contrp24 di

Gag di HIV-1. MW: marker di peso molecolare (PagelRiM Prestained Protein Ladder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Dalla figura 7.9 € possibile osservare, in accardo la letteratura (Neit al,
2008), come entrambe le forme di hBST2 siano furadiced in grado di bloccare
il rilascio di HIV-1 in assenza della proteina ass@ia Vpu (corsie 2 e 3, virioni).
Quando presente invece, essa € in grado di antzgoei hBST2, permettendo
cosi un’efficiente gemmazione di HIV-1 (corsie B,esirioni).

7.2 Valutazione della capacita antivirale di tetema felina

E’ ormai ampiamente dimostrato come il fattore\drdle teterina sia in grado di
bloccare il rilascio delle particelle virali dotadeenvelopedalle cellule infettate e
di come questi virus abbiano evoluto meccanismi cigpgpecifici per

antagonizzarne l'effetto (Sautetr al, 2010, Evanst al, 2010).

Data la funzione antivirale conservata delle digeeterine identificate fino ad
ora, e stata testata lattivita dell’ortologo idénato nel genoma felino nei
confronti di un virus che normalmente non infettagatto domestico, in
particolare HIV-1. In tale condizione € possibileingli valutare la capacita di
cBST2 di interferire nel rilascio delle particel@ali di HIV-1 per effetto della

specie-specificita. Come controllo, € stata utdiazla forma umana.
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A tale scopo, cellule 293T sono state co-trastettain i plasmidi pSVC21 e
pSVC21Vpd in presenza di cBST2Flag3’, hBST2Flag3’ o di cBEEg3AGPI.

A distanza di 24 ore, i campioni proteici ottenliati e sovranatanti, sono stati
sottoposti a corsa elettroforetica in gel di pailamide e successivo Western
Blotting mediante anticorpo diretto contro la progep24 Gag di HIV-1.
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Figura 7.10: Cellule 293T sono co-trasfettate con pSVC21 (pdonei sinistra, HIV-1 Vpu-) o
pSVC21Vpu+ (pannello di destra, HIV-1 Vpu+) come igado, in presenza (corsia 1) o in assenza di
cBST2Flag3’ (corsia 2), hBST2Flag3’ (corsia 3) o cBBIBR3'AGPI (corsia 5). C-: controllo negativo
(corsia 4). Dopo 24 ore dalla trasfezione, i ligallulari (Lisati) e le particelle virali (Viriopisono state
analizzate in Western Blot utilizzando un anticonmpanoclonale diretto contro la p24 di Gag di HIVMW:
marker di peso molecolare PageRuler™ Prestained eiRrotLadder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

Come é possibile osservare dalla figura 7.10, cB&TA& grado di bloccare il
rilascio di HIV-1, sia nel contesto Vpu+ che Vpue(sia 2, pannello a sinistra e a
destra, virioni), anche se con un’efficienza irdegirispetto a quella riscontrata in
presenza di teterina umana (corsia 3, pannelloistis e a destra, virioni). Inoltre
teterina felinafull length risulta essere piu efficiente rispetto alla corisipa
forma priva dell’ancora GPI (corsia 5, pannellarassra e a destra, virioni).

Quindi i dati suggeriscono la capacita di cBST&dlirre il rilascio di HIV-1.

7.3 Localizzazione cellulare di cBST?2

E’ stato ampiamente dimostrato come nelle diversecis la proteina BST2
risieda in modo predominante a livello della memhraplasmatica e in
compartimenti intracellulari corrispondenti agli dasomi tardivi (CD63+)
(Kupzing et al, 2003, Neilet al, 2007, Neilet al, 2008). Inoltre, &€ noto come
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I'azione antivirale di teterina si esplichi sullaperficie cellulare, andando a
trattenere i virioni maturi proprio a questo live(Neil et al., 2008).

Si e voluto quindi esaminare la localizzazione Bi5¢2 a livello della superficie
cellulare. A tale scopo, cellule 293T sono stateisate su appositi vetrini e
trasfettate con la forma felina di teterina cortag localizzato nella porzione
extracellulare deléctodomain(cBST2Flag3’). Come controllo & stata utilizzata
hBST2 (hBST2Flag3’). Dopo 24 ore, le cellule sotaiesfissate e processate per
I'analisi in immunofluorescenza utilizzando un antpo primario diretto contro
I'epitopo Flag ed un secondario coniugato al fldioro FITC. | vetrini sono stati
visualizzati al microscopio confocale.

cBST2 hBST2

Figura 7.11: Cellule 293T sono trasfettate con cBST2Flag3’ (pdoneBST2) o hBST2Flag3’ (pannello
hBST2). Dopo 24 ore dalla trasfezione, le cellulecsstate fissate e processate per 'immunofluorescdn
figura é presente la scala (i0).

Dalla figura 7.11 e possibile osservare come lagimma felina teterina (pannello di
sinistra, cBST2) si localizzi in modo evidente \&lio della superficie cellulare,
in accordo con la forma umana (pannello di destB&T2) e con i dati riportati in
letteratura (Kupzingt al, 2003, Neilet al, 2008).

7.4 Dimerizzazione di cBST2

La forma umana di teterina e in grado di dimeriezattraverso le tre cisteine
(C53, C63, C91) presenti a livello del dominio ex#llulare (Ohtomeet al,
1999). Tale proprieta sembra essere critica peiblZione da parte di hBST2 del
rilascio delle particelle di HIV-1, ma non risultassenziale per la sua
I'espressione sulla superficie cellulare (Perezdllalo 2009).

E’ stato quindi verificato se anche BST2 felinas®sapace di formare dimeri, in
guanto anche essa presenta tre residui cisteinpogsizione 59, 69 e 97
dell’ectodomain Cellule 293T sono state trasfettate con i costasprimenti la
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teterina felina nella formdull length (cBST2Flag5’) o priva dell’ancora GPI
(cBST2AGPIFlag5’) e, come controllo, la forma umana di BRIMBST2Flags’).

A distanza di 24 ore, i lisati cellulari proteidit@nuti sono stati sottoposti a corsa
elettroforetica in gel di poliacrilamide in condmni riducenti (+ -
mercaptoetanolo) e non riducenti {-mercaptoetanolo) e successivo Western
Blotting con anticorpo diretto contro I'epitopo Ela
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Figura 7.12: Cellule 293T sono state trasfettate con i costp@DNA3.1 (corsia 1, C-), cBST2Flag&GPI
(corsia 2, cBSTAGPI), cBST2Flag5’ (corsia 3, cBST2) o hBST2Flag5s’ §t@#, hBST2). Dopo 24 ore dalla
trasfezione, i lisati cellulari (Lisati) sono statiricati in gel SDS-PAGE in condizioni riducerpiafinello di
sinistra, BMerc) o non riducenti (pannello di destrMerc) ed in seguito analizzati in Western Blot
utilizzando un anticorpo monoclonale diretto contiepitopo Flag. MW: marker di peso molecolare
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentasipe 170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

In figura 7.12, dopo aver verificato la corrett@ressione delle BST2 (pannello di
sinistra, +pmerc), & possibile osservare come la forma felintetgérina sia in
grado di formare dimeri (cBST2, corsia 3merc) e di come essa non richieda
'ancora GPI per tale processo (cBRI&PI, corsia 4, fmerc). Inoltre, dalla
figura si puo notare come l'efficienza di formazodei dimeri di cBST2 sia
inferiore a quella della forma umana (hBST2, codsiadmerc).

7.5 Attivita antivirale di teterina felina nei confronti del Virus
dellImmunodeficienza Felina (FIV)

Successivamente, e stata valutata la capacitatéédiana felina di antagonizzare

il rilascio delle particelle virali del lentivirughe infetta naturalmente il gatto
domestico: FIV. A tale scopo, € stato utilizzatoamstrutto esprimente il genoma
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wild typedi FIV petaluma 34TF10 (codice accesso NCBI: NC482), con le
LTR al 5’ e al 3’ sostituite rispettivamente dabprotore del Cytomegalovirus
(CMV) e dal segnale di poli-adenilazione dell’orneoella crescita bovino
(BGH), al fine di ovviare i problemi legati allanfitata espressione delle LTR di
FIV in cellule umane (Mustafet al, 2005).

Cellule 293T sono state pertanto co-trasfettateilcoostrutto ALTR in presenza
o meno dei plasmidi esprimenti cBST2Flag3’ o hBS&gB'. A distanza di 24
ore, i campioni proteici ottenuti, lisati e sovrtardi, sono stati sottoposti a corsa
elettroforetica in gel di poliacrilamide e successiWestern Blotting con
anticorpo diretto contro la proteina p24 Gag di FIV parallelo e stata valutata
I'espressione intracellulare della proteina cBSE8Bl e hBST2Flag3’ mediante
Western Blotting con anticorpo diretto contro l'epo Flag.
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Figura 7.13: Cellule 293T sono co-trasfettate colLTR come indicato, da singolarmente (corsia 1 pdanel
A; corsia 2 pannello B) o in combinazione con cBS&gB’ (corsia 2 pannello A; corsia 3 pannello B) o
hBST2Flag3’ (corsia 3 pannello A; corsia 4 panné)o C-: controllo negativo (corsia 1 pannello B) @op
24 ore dalla trasfezione, i lisati cellulari (Liga le particelle virali (Virioni) sono analizzaiie Western Blot
utilizzando un anticorpo monoclonale diretto conffpla p24 di Gag di FIV ) I'epitopo Flag. MW:
marker di peso molecolare PageRuler™ Prestained eiRrotLadder, Fermentas) proteine
170/130/100/70/55/40/35/25/15/10 kDa.

| dati riportati in figura 7.13 sembrano indicateeda forma felina di teterina non
abbia effetto (pannello A, corsia 2, virioni) sulascio di FIV, a differenza di

quanto accade per HIV-1 (Figura 8.10, corsia dpwi)y, nonostante la proteina
sia correttamente espressa nelle cellule (panilloorsia 3). In particolare, €
possibile notare come I'efficienza di gemmazionguksto virus non sia per nulla
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influenzata dalla presenta di cBST2. Tale risulsgmbrerebbe indicare che FIV
possieda un antagonista virale in grado di antagangé |'effetto della proteina
teterina felina. E’ interessante notare invece cdandST2 umana (corsia 3,
virioni) impedisca il rilascio dei virioni di FIV eome questo virus, che in natura
infetta i non primati, non sia in grado di conteaee Ieffetto mediante
I'espressione di una proteina virus-specifica.

7.6 Ricerca di un fattore virale in FIV in grado di antagonizzare I'effetto di
teterina felina: Envelope e Orf-A

| risultati finora ottenuti ipotizzano I'esistengzia un antagonista virale in FIV in
grado di interferire con [lattivita della teterinilina. Mentre nel contesto
dell'infezione da parte di HIV-1 e la proteina ass&ria Vpu a contrastare
I'effetto di BST2, le evidenze sperimentali risa@té nel caso di SIV e HIV-2
identificano la proteina Env come il fattore virategrado di delocalizzare BST2
permettendo cosi il rilascio dei virioni (Boat al, 2009, Gupteet al, 2009, Le
Tortorecand Neil, 2009). Dal momento che il genoma di FIV nardifica la
proteina accessoria Vpu, € stato inizialmente a&bull contributo della proteina
strutturale Env.

Per indagare tale aspetto, € stato sviluppatosiratio pALTRENnvFR1, derivato
da pALTR, ma con il prodotto del gerevreso non funzionale dall'introduzione
di un frameshift Cellule 293T sono state quindi cotrasfettate pahTR o0
PALTRENVFR1 in presenza o meno dei plasmidi esprimeB6T2Flag3’ o
hBST2Flag3'. Dopo 24 ore, i campioni proteici otténlisati e sovranatanti, sono
stati sottoposti a corsa elettroforetica in gel pdiliacrilamide e successivo
Western Blotting mediante I'impiego dell’anticorpoetto contro la proteina p24
Gag di FIV. In parallelo e stata valutata I'espr@se intracellulare delle proteina
cBST2Flag3’ e hBST2Flag3’ tramite Western Blottiaglizzando un anticorpo
diretto contro I'epitopo Flag.
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Figura 7.14: Cellule 293T sono co-trasfettate coALTR o pALTREnvFR1 come indicato, singolarmente
(corsie 1 e 4, pannello A; corsia 2 e 5 pannell@ B) combinazione con cBST2Flag3’ (corsia 2 e Sngiin

A; corsia 3 e 6 pannello B) o hBST2Flag3’ (corsia 8 pannello A; corsia 4 e 7 pannello B). C-: colidr
negativo (corsia 1 pannello B). Dopo 24 ore dalesfezione, i lisati cellulari (Lisati) e le partilgevirali
(Virioni) sono analizzate in Western Blot utilizzandn anticorpo monoclonale diretto con&kd la p24 di
Gag di FIV eB) I'epitopo Flag. MW: marker di peso molecolare FRgler™ Prestained Protein Ladder,
Fermentas) proteine 170/130/100/70/55/40/35/250LkMa.

Come é possibile osservare dalla figura 7.14, $emza del prodotto del geapv
cBST2 ¢ in grado di interferire nel rilascio di F(¥orsia 5, pannello A, virioni)
con elevata efficienza.

Questi dati suggeriscono che la proteina struguEatv di FIV rappresenta un
potenziale antagonista virale di cBST2. E’ intea@$s notare come BST2 umana
impedisca il rilascio dei virioni di FIV anche nedso del mutante di FIV privo di
Env (corsia 6, pannello A, virioni).

E’ noto come la proteina accessoria Orf-A di FI\&ttd anche Orf-2, svolga
molteplici funzioni nel ciclo replicativo di questirus non ancora completamente
chiarite, ma simili a quelle attribuite alle prateiaccessorie Vpr, Vpu e Vif di
HIV-1 (Gemenianoet al, 2004). In particolare, € stato evidenziato um su
coinvolgimento nelle fasi tardive del ciclo repliva (Gemenianet al, 2003).

Al fine di valutare il contributo di Orf-A quale tagonista virale nei confronti di
teterina felina, e stato ottenuto il costrutibLy ROrfAStop, derivato dapLTR,
caratterizzato dal gerwf-A reso non funzionale in seguito ad introduzioneardi
codone di stop dopo I'ATG. Inoltre, e stato genmran ulteriore costrutto,
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PALTROTrfAStopEnvFrl, che combina le mutazioni precegdmente descritte a
livello di Env e Orf-A, al fine di analizzare la gsbilita che entrambe queste
proteine agiscano sinergicamente nell’antagonizizsffetto di cBST2.

Cellule 293T sono state quindi cotrasfettate calTR, pALTREnvFR1 o
PALTROTrfAStop e pALTROrfAStopEnvFR1 in presenza o meno dei plasmidi
esprimenti cBST2Flag3’ o hBST2Flag3'. Dopo 24 oregcampioni proteici
ottenuti, lisati e sovranatanti, sono stati sotstipa corsa elettroforetica in gel di
poliacrilamide e successivo Western Blotting metghiamticorpo diretto contro la
proteina p24 Gag di FIV.

pALTROrfAStopEnvFR1 + cBST2
pALTROrfAStopEnvFR1 + hBST2

o PALTRENnvFR1 + cBST2

~ PpALTREnvFR1 + hBST2

© pALTROrfAStop + cBST2
pALTROrfAStop + hBST2
pALTROrfAStopEnvFR1

w PALTR +cBST2
» pALTR +hBST2
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Figura 7.15. Cellule 293T sono co-trasfettate comMLFR, pALTREnvFR1, @MLTROrfAStop o
PALTROrfAStopEnvFR1 come indicato, singolarmente ¢@r2, 5, 8 e 11) o in combinazione con
cBST2Flag3’ (corsia 3, 6, 9 e 12) o hBST2Flag3’ (@o¥s 7, 10 e 13). C-: controllo negativo (corsia 1)
Dopo 24 ore dalla trasfezione, i lisati cellulakis@ti) e le particelle virali (Virioni) sono anafiate in
Western Blot utilizzando un anticorpo monoclonalettio contro la p24 di Gag di FIV. MW: marker dispe
molecolare PageRuler™ Prestained Protein Laddemédtens) proteine 170/130/100/70/55/40/35/25/15/10
kDa.

Dalla figura 7.15 é possibile notare come in asasealetla proteina strutturale Env
e della proteina accessoria Orf-A, cBST2 sia indgrdi impedire il rilascio di

FIV (corsia 12 virioni) con elevata efficienza, pgonabile a quella ottenuta in
presenza dalla forma umana di teterina (corsiaid@m). Per quanto riguarda il
contributo della sola proteina accessoria Orf-Aet®; non e possibile inferire
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sulla sua potenziale azione nel contrastare teieietina (corsia 9 virioni) in
quanto il costrutto recante tali mutazioni risukasere poco funzionale nel
mediare il rilascio di particelle virali (corsiav@ioni).
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8. DISCUSSIONE

Diversi aspetti molecolari e patogenetici renddndiiius dell’Immunodeficienza
Felina (FIV) un modello attraente per la ricercd’AEDS. Nonostante a livello
genomico  presentino  differenze  significative, FIV el Virus
dell'lmmunodeficienza Umana di tipo 1 (HIV-1) soaccumunati da numerose
similarita a livello del ciclo biologico e dei meamtsmi patogenetici. Inoltre, FIV
e stato proposto come modello non solo per testaogi farmaci contro HIV-1 e
per analizzare in maggior dettaglio i fenomeni é@sistenza ma anche per |l
disegno di vaccini. L’identificazione di meccanisrohe sono condivisi 0
altamente divergenti tra questi due virus ha proéoimplicazioni: per I'impiego
del gatto domestico come modello non primate pAtDS e per i requisiti
molecolari alla base dello sviluppo di vettori Hidsati per la terapia genica
(Luttgeet al, 2008).

Date le significative potenzialita e la rilevanaatV per la ricerca sull’AIDS, in
questi anni sono stati compiuti numerosi progreati ad identificare i
meccanismi molecolari alla base dell'infezione, jparte basati su studi
comparativi condotti su HIV-1 ed altri lentivirum tale contesto, restano ancora
da delucidare in maggior dettaglio gli eventi tardiel suo ciclo vitale, in
particolare la fase di gemmazione.

Nella prima parte del progetto di ricerca svoltoathie questo dottorato sono state
caratterizzate le interazioni tra proteine viraifalari coinvolte nelle fasi finali
del ciclo replicativo di FIV, nonche pathwayattraverso cui FIV fuoriesce dalla
cellula infettata.

Interazioni tra retrovirus @athwaycellulari sono evidenti ad ogni stadio della
replicazione virale, in particolare a livello disasblaggio/rilascio dei virioni
dalla cellula infettata. L'espressione della palipma Gag (che codifica le
proteine strutturali del virus), in assenza di ogltfa proteina virale, porta alla
formazione di particelle simil-virali (VLPS) in gia di gemmare dalle cellule
(Gottlingeret al, 1991). Il processo di assemblaggio & guidatocppaimente da
elementi interni a Gag, come il dominio di indigraento alla membrana (M), il
dominio di interazione Gag-Gag (I) necessario pdotmazione delle particelle, e
i domini tardivi (domini L olate domain necessari per il distacco del virione
dalla membrana della cellula ospite. In particqolardivello di Gag cosi come di
altre proteine strutturali di virus ad RNA dotatieshvelopesono stati descritti tre
domini tardivi, definiti canonici PPXY, P(T/S)AP anyP(X)nL (Calistriet al,
2009b). Mutazioni che interferiscono con le normfainzioni di questi corti
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motivi amminoacidici impediscono la loro interazéorcon specifici fattori
cellulari che intervengono nella biogenesi neiltivesicular bodiegMVB) e nel
trafficking proteico. E' stato dimostrato che i) le ubiquitligasi della famiglia
Nedd4-like legano il motivo PPXY; ii) il tumor sumssor gene 101 (TSG101)
lega il motivo P(T/S)AP; iii) AIP1/Alix lega il mato YP(X)nL (Calistriet al,
2009b). Nonostante per alcuni virus un singolo dooniardivo sia sufficiente per
il rilascio delle particelle, molti virus presentamlomini L multipli, e in tale
contesto uno ricopre il ruolo principale in manisditamente cellulo-specifica.
Questo suggerisce che la presenza di piu di unrdoni sia necessario per
rendere efficiente il rilascio dei virioni nei digetipi cellulari infettatiin vivo.

La poliproteina Gag di FIV é contraddistinta daalevata variabilita del peptide
carbossiterminale p2, che corrisponde al p6 in HI\Nonostante cio, il dominio
tardivo PSAP sembra essere altamente conservatarifva et al, 2004). A
partire da queste osservazioni, nel nostro laboca@stata prodotta una serie di
mutanti, ingegnerizzando la poliproteina strutter@ag di FIV, che come € noto,
e in grado di assemblarsi e gemmare dalle celinlassenza di qualunque altro
fattore virale (Gottlingeet al, 1991). | diversi mutanti sono stati testati s du
linee cellulari: cellule CrFK, fibroblasti della poone corticale del rene di gatto
che rappresentano le cellule di elezione per Idistdi FIV in quando derivano
dal suo ospite naturale, e cellule 293T, cellulébeomali di rene umano che
permettono un’elevata espressione proteica e norerde vengono utilizzate per
lo studio di aspetti legati alla gemmazione di HIVLi'utilizzo di due linee
cellulari di origine diversa ha permesso inoltr@ @i valutare eventuali fenomeni
cellulo/specie-specifici sia di analizzare il caoito di fattori cellulari coinvolti
in particolari fasi del ciclo replicativo virale.

Sono stati ottenuti quattro costrutti caratterizdatla sostituzione di uno (Mut01,
ASAP) o di entrambi (Mut02, ASAA) i residui di pimo& del motivo PSAP con
alanina, in combinazione o0 meno con l'introduzicih@n codone di stop al posto
dell’amminoacido in posizione 10 della proteasiglresto modo € stato possibile
dimostrare come il motivo PSAP sia essenzialelpéascio delle particelle virali
e come la sostituzione di entrambe le proline daniaa (Mut02, ASAA) porti ad
una significativa inattivazione della funzionalitlel motivo stesso in modo
indipendentemente dalla linea cellulare considelataressante osservare come,
in contrasto con quanto avviene in HIV-1, la mutagi a livello della sola prima
prolina di PSAP (ASAA) non sia sufficiente per cammpettere il rilascio di
particelle virali. Si & voluto, successivamentealenzare il comportamento dei
mutanti MutO1 e Mut02 anche in assenza di protatisia. Infatti, in HIV-1 é
stato dimostrato come vi sia un legame funzionate la regione p6 ed Il
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processamento proteolitico del precursore Gag fedka di rilascio della progenie
virale. In particolare, la mancanza di proteasivatporta ad un recupero della
capacita di gemmare di costrutti difettivi a livellel dominio tardivqHuanget
al., 1995). In contrasto con HIV-1, l'inattivazionel eieotivo PSAP in FIV ha un
forte impatto anche in assenza di proteasi attiva.

A partire dai dati ottenuti, si & voluto studiaeeilspathwaydei MVB giocasse un
ruolo determinante nella gemmazione di FIV. In ipatére, € stata utilizzata una
forma dominante negativa della proteina cellulaiiéPAsi Vps4, essenziale per la
biogenesi dei MVB, in grado di inibire la formazerdelle vescicole che,
gemmando negli endosomi, portano alla formazione MB. Tali mutanti
inoltre sono in grado di arrestare il processo eiinmazione di virus recanti
domini tardivi di classe diversa (Caliset al, 2009b), senza identificare la fase
esatta depathwayespressamente interessata. | risultati dimosttan@e vi sia un
significativo blocco del rilascio di VLPs da partielle cellule esprimenti il
dominante negativo di Vps4, indipendentemente Ldgdé domainanalizzato e
dalla funzionalita o meno della proteasi virale e&o dimostra il coinvolgimento
del pathwaydei MVB nella gemmazione di FIV.

Dagli esperimenti appena descritti e da altri @spemti condotti nel nostro
laboratorio, & stato osservato come nelle VLPsIidrano visibili bande di Gag
ad alto peso molecolare, in particolare nel casaca#itrutti mutanti di FIV
contenenti il codone di stop al posto dellamindaciO della proteasi, e di come
esse siano correlate alla funzionalita del domitaadivo. Studi riportati in
letteratura hanno dimostrato la presenza di forrodificate di Gag nelle VLPs di
diversi retrovirus (Strackt al, 2000), correlate in particolare con la funzidtaal
dei domini tardivi, che rappresentano forme detesso coniugate all’'ubiquitina.
E’ stato possibile confermare quindi che le bardi@léo peso molecolare di Gag
sono le forme dello stesso coniugate ad ubiquéidacome esse siano indotte in
presenza dell domainfunzionale. La considerazione che il Gaidd typedi FIV

e ubiquitinato in maniera evidente costituisce Uahore risultato a favore del
fatto che questo virus, cosi come altri virus adARdtati dienvelope utilizza il
pathway dei MVB per gemmare dalla cellula infettata (Mat8erranoet al,
2004, Straclet al, 2003)

A partire dalla dimostrazione che il mutante Mutb@ratterizzato dalla sequenza
del late domainPSAP distrutta (ASAA), € completamente incapacelasciare
VLPs, nel tentativo di caratterizzare ulteriormeitteuolo dell'intera regione p2
nella gemmazione di FIV, é stato osservato cheyacita di tale mutante poteva
essere ripristinata over-esprimendo nelle stesdellecda proteina cellulare
AIP1/Alix.
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Significativamente, e stato possibile identifical€interno della regione p2 un
motivo LLDL a valle delate domainPSAP, che ricorda il dominio tardivo YPDL
(Puffer et al, 1997), coinvolto nell'interazione di AIP1/Alix i&IAV (Puffer et

al., 1997, Straclet al, 2003). Per verificare se tale motivo avesse hifine di
dominio tardivo per FIV, sono stati sviluppati usexie di mutanti che presentano
il late domainPSAPwild typein combinazione alla distruzione progressiva del
motivo LLDL (PSAP-LLAL, PSAP-ALAL, PSAP-AAAL e PSARAAAA).
Dall’'analisi del rilascio delle VLPs é stato posl®evidenziare come tale motivo
non rappresenti uklate domainper FIV, in quanto la sua completa distruzione non
ha alcun effetto sulla capacita di gemmazione. @des, da un lato confermano
il ruolo essenziale svolto dal dominio PSAP, dittanon escludono che il
motivo LLDL possa avere una funzione nella matwagigemmazione virale,
almeno in specifiche condizioni.

Come noto, nonostante PSAP in HIV-1 sia fondamenpar il rilascio delle
particelle virali, il motivo YPLTSL, anch'esso pesse in p6 Gag, funziona come
late domainausiliario e media, in alcuni casi, il coinvolginterdi AIP1/Alix nel
rilascio di HIV-1 (Stracket al, 2003). Inoltre, & stato riportato che mutanti di
HIV-1 privi del sito di legame per TSG101 in p6 Gagibiscono difetti nella
produzione di VLPs, implicando che late domainausiliario YPLTSL non é
sufficiente per mediare la gemmazione virale (Usatnal, 2007). In contrasto, il
loro rilascio puo essere ripristinato aumentandovdllo di espressione cellulare
di AIP1, in modo dipendente dall’integrita del sdblegame per AIP1/Alix nella
regione p6 (Usanet al, 2007, Popoet al, 2008, Dussupet al, 2009).

Dal momento che il motivo LLDL, identificato nelleegione C-terminale del
peptide p2 di Gag, non sembra essere importanta geinmazione virale nel
contesto del dominio tardivaild type & stato indagato se tale motivo potesse
funzionare ddate domainausiliario nel contesto del Gag di FIV, mimando il
motivo YPLTSL di HIV-1. Per verificare tale ipotesi, € staquindi analizzata la
capacita di AIP1/Alix di ripristinare la gemmaziodemutanti che presentano |l
motivo PSAP distrutto in ASAA in combinazione o memlella completa
distruzione del motivo LLDL in AAAA e di un mutania grado di esprimere la
poliproteina Gag in assenza del dominio p2. Datldrasfezione di tali costrutti
assieme alla proteina cellulare AIP1/Alix, si eytotdimostrare che AIP1/Alix é
in grado di ripristinare il rilascio di questi matadalle cellule trasfettate, in modo
del tutto indipendente dal motivo LLDL. Inoltre,idati ottenuti & stato possibile
affermare che nessuno degli elementi contenutlisgembra essere responsabile
dell’effetto di AIP1/Alix. E' stato recentementambstrato che, nel caso di HIV-1,
non solo il motivo YPLTSL funziona da sito di legarper AIP1, ma anche il
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doppio motivo mc-finger presente nel nucleocapside di Gag sembra essere
coinvolto in tale interazione. Mediante comparaeidmoinformatica tra i NC di
HIV-1 e FIV e stato possibile affermare che vi ealevato livello di omologia tra
di essi, in particolare proprio a livello dei moatainc-finger Attraverso |'utilizzo
dei medesimi costrutti esprimenti la sola protef@ag, ottenuta per mezzo
dell'introduzione di un codone di stop a valle dehegage stato quindi possibile
dimostrare come AIP1/Alix sia efficientemente inporata nelle VLPs di FIV e
di come nessun motivo presente in p2 Gag (né P8ARLDL, ma neanche lo
stesso p2) sia strettamente necessario per lio@xne. Tale evidenze
sembrerebbero indicare come altre regioni di Gagpeonno con la regione p2 per
la funzione di ripristino del rilascio dei mutadiiFIV da parte di AIP1/Alix e per
la sua incorporazione nelle VLPs. | risultati iretho quindi che il motivo LLDL
di FIV, a differenza del dominio tardivo YPLTSL HilV-1, non rappresenta un
late domairausiliario.

Popov e colleghi hanno recentemente dimostratoirchelV-1 le mutazioni a
carico degli zinc-fingers del nucleocapside e, in particolare, la sostituzion
combinata dell’'ultimo residuo di cisteina di ciasoudei due motivi leganti zinco,
causano: i) la marcata riduzione del rilascio ditipelle virali e 'accumulo
intracellulare di forme intermedie di processamenio Gag conseguenti a
mutazioni introdotte a livello ddate domain ii) la perdita della capacita della
proteina cellulare, qualora sovraespressa, distipare i difetti di gemmazione
dei mutanti dei domini tardivi; e iii) la mancatacorporazione di AIP1/Alix nei
virioni, prodotti a partire da costrutti mutatiigdllo dellate domainausiliario di
HIV-1. Poiché é stato appurato che tali mutazionagco del nucleocapside non
hanno conseguenze sull’assemblaggio delle padial virus, i dati ottenuti
depongono a favore di un ruolo per tale domini&édg nel rilascio di HIV-1, in
virtu dell'interazione con la proteina AIP1/Alix ¢Pov et al, 2008). Nel
complesso quindi, le evidenze sperimentali ottepeteHIV-1 hanno permesso la
formulazione di un modello nel quale il dominiodimo P(T/S)AP coopera con
altre regioni di Gag e, in particolare, con il daioi nucleocapsidico, al fine di
promuovere l'efficiente gemmazione del virus dak#iula ospite.

Alla luce dei risultati sovra riportati, si € ind#g sulla possibilita che la regione
del nucleocapside svolga un ruolo nel rilascioelekrticelle virali di FIV. Si é
quindi effettuata la sostituzione combinata dellteine in posizione 390 e 409
degli zinc-fingerscon serina (Gso.4083), analogamente a quanto svolto per HIV-1
da Popov e colleghi (Pop@t al, 2008) cosi come la mutazione contestuale delle
cisteine in posizione 377, 390, 396 e 409/{Go0.39640%), al fine di ottenere la
completa distruzione dei motivinc-fingers Le sostituzioni della regione del

139



Discussione

nucleocapside di FIV sono state combinate a spbeifmutazioni della regione
p2 di Gag nel plasmideAgnvl. Queste ultime, comprendono: la sostituzicie d
motivo aminoacidico LLDL con alanina AenvlMut2l), per ottenere la
distruzione di un putativo sito di interazione p&HP1/Alix; linattivazione
funzionale del dominio tardivo PSAP, mediante $oztbne delle proline con
alanina (penvlMut02); I'introduzione di un codone di stoppaisto della prima
prolina dellate domain per bloccare la traduzione della regione p2 dg Ga
(pAenvliMutAp2); e, infine, I'associazione di queste mutazmwon l'inattivazione
della proteasi virale @enviMut6, @AenviMut21+6, penvlMut02+6,
pAenv1MuiAp2+6).

| risultati ottenuti con la distruzione delle cisie in posizione 390 e 409 degli
zinc-fingerscon serina (Go,408), contrariamente a quanto osservato per HIV-1
(Popov et al, 2008), non consentono di inferire un ruolo perplesizioni
aminoacidiche 390 e 409 del nucleocapside di FI'gul& gemmazione virale, né
sulla costituzione di un putativo sito di legame feeproteina AIP1/Alix. E’ stata
riscontrata una riduzione del rilascio di partieedimil-virali e del ripristino della
gemmagzione, in condizioni di sovraespressione d1AAlix, per il costrutto
deleto della regione p2 di Gag in presenza delleamni a carico delle cisteine
390 e 409 del nucleocapside. Tuttavia, AIP1/Alixeng efficientemente
incorporata nei virioni prodotti a partire da tuttiostrutti mutanti testati, a riprova
dell'integrita del suo putativo sito di interaziooen specifici componenti virali. |
risultati ottenuti con linattivazione simultaneali@ cisteine nelle posizioni 377,
390, 396 e 409 (§7.390,396.409), COnservati fra i vari retrovirus ed importapdr

la funzionalitd deglzinc finger(Dorfmanet al, 1993, Greerand Berg, 1990),
hanno dimostraro una diminuzione nel rilascio diPél_sia nel caso dei mutanti
recanti illate domaindi FIV wild-type sia nei mutanti a livello della regione p2 di
Gag. Inoltre, é stata osservata una riduzione deltacita di AIP1/Alix, qualora
sovra espressa, di ripristinare la gemmazione dsilesimi mutanti in modo
analogo a quanto ottenuto in seguito all'inattiea® dei residui cisteina in
posizione 390 e 409. AIP1/Alix inoltre risulta essséncorporata nelle particelle
simil-virali prodotte a partire da tutti i mutanéinalizzati. In conclusione, le
evidenze sperimentali ottenute indicano I'assenzaidvolgimento dei residui di
cisteina in posizione 377, 390, 396 e 409 dei mativc-fingersdel nucleocapside
di FIV, sia nel ripristino della gemmazione di mitiadellate domainin presenza
di sovraespressione di AIP1/Alix, che nell'incorgpione della stessa proteina
cellulare nelle particelle virali.

Recentemente, i lavori di Dussupt e colleghi hadnoumentato a livello del
nucleocapside di HIV-1 altri residui importanti owolti nell'interazione di
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AIP1/Alix. Specificatamente, la mutazione dei residbasici della regione
aminoterminale del nucleocapside determina una atendduzione del rilascio
dei virioni di HIV-1 e, nel contesto déhte domainPSAP distrutto, l'incapacita
AIP1/Alix, qualora overespressa, di ripristinarelifetti di gemmazione di tali
mutanti (Dussupet al, 2009).

Alla luce di tali risultati, € stato quindi analawo il contributo degli aminoacidi
basici del nucleocapside di FIV nella gemmaziome.particolare, sono stati
ottenuti costrutti basati suApnvl recanti la sostituzione delle lisine con argn

e delle arginine con alanine, a livello della regiodel nucleocapside che si
estende tra le posizioni aminoacidiche 367 e 38&)prensiva del primainc-
finger (Ks71381.38R, Rsss39A). Tali sostituzioni sono state combinate con le
mutazioni della regione p2 di Gag sopra riportéwemodo analogo a quanto
ottenuto con i mutanti a livello degtinc-finger e stata riscontrata una riduzione
del rilascio di particelle simil-virali. In generlla capacita di AIP1/Alix, qualora
sovraespressa, di ripristinare la gemmazione deéiesimi mutanti risulta ridotta
ma, come in precedenza, AIP1/Alix risulta esseo®nporata nelle VLPs di tali
mutanti. Nel complesso, questi risultati sembramgicare I'assenza di un ruolo
dei residui basici aminoterminali del nucleocapsitie=1V nel ripristino della
gemmazione di mutanti dellate domain da parte di AIP1/Alix e
nell'incorporazione della stessa proteina cellutaglte particelle virali.

Le mutazioni introdotte a livello dei residui basim particolare la sostituzione
delle lisine in arginine (k1,3s1,38R), a differenza di quelle effettuate nel contesto
di HIV-1 (Dussuptet al, 2009), non portano ad un cambio sostanziale della
regione in quanto entrambi gli aminoacidi apparterg allo stesso gruppo.
Nonostante cio, tale scelta & motivata dal fatte éhnostra intenzione valutare
aspetti legati all’ubiquitinazione della polipratai Gag in relazione sia alla
regione nucleocapsidica sia alla funzionalita dmhohio tardivo. Pertanto, resta
da indagare la possibilita che la completa distmei dei medesimi residui,
mediante sostituzione con alanine, possa in qualcio influire sulla capacita di
AIP1/Alix del ripristino della gemmazione e nelldarporazione della stessa nelle
VLPs.

Nel complesso, i dati ottenuti permettono di che@ralcune caratteristiche
peculiari della poliproteina Gag di FIV e mettonoluce importanti differenze
nelle interazioni molecolari che si instaurano t@mponenti virali e fattori
cellulari durante le fasi tardive del ciclo reptiva di FIV. Inoltre, i nostri
risultati forniscono informazioni utili nel caso oui FIV venga impiegato come
modello per lo studio della patogenesi nellinfemoda HIV-1, per testare
specifiche terapie anti-HIV-1 o per disegnare styag volte all’'ottimizzazione dei
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processi di produzione della proteina Gag, che guusstrovare importanti
applicazioni biotecnologiche.

Molti determinanti cellulari possono favorire o t@stare diverse fasi del ciclo
replicativo virale, sia quelle iniziali, tra cuiingresso, la spogliazione ed il
trasporto del genoma al nucleo (Cookeyd Lewin, 2003), sia quelle terminali,
come l'assemblaggio delle particelle mature edoib lIrilascio (Morita and
Sundquist, 2004). Daltro canto, i virus si sonattadi all'ambiente cellulare,
sviluppando appropriate strategie al fine di ottimaire la produzione di progenie
virale. E’ ormai chiaro che nel corso del tempasaeno evoluti meccanismi di
restrizione della replicazione virale sia a livallicbarriera di specie e/o di cellulo-
specificita, sia a livello di immunita innata chesgono agire nelle diverse fasi del
ciclo biologico del virus. Di conseguenza, i vienno evoluto strategie adatte ad
eludere tali blocchi grazie a specifiche interazitma proteine cellulari/virali
strettamente dipendenti dal tipo di cellula e dajp@cie a cui essi stessi si sono
adattati. La specie specificita e evidente anchevedlo di processi che sono
ampiamente conservati tra i virus.

L’'uomo e, in generale, i mammiferi sono semprei statontatto con patogeni
virali di vario tipo durante I'evoluzione. Quest@ Ipermesso lo sviluppo di
specifiche proteine dell'ospite in grado di coracg la diffusione e, soprattutto,
di prevenire le trasmissioni cross-specie di queatogeni virali. Definiti come
fattori di restrizione cellulare dell'ospitédst restriction factgr, queste proteine
sono componenti essenziali della risposta immuaitannata in grado di
interferire a diversi livelli del ciclo replicativairale. Tali elementi possono essere
costitutivamente espressi o0 indotti dall'interfezan (IFN-a) in seguito
all'infezione virale. Fino ad ora, sono state idgdte tre maggiori classi di
fattori antivirali attivi nei confronti dei retromas: APOBEC3G, che induce la
ipermutazione del genoma retrovirale; TRIMEhe colpisce il capside retrovirale
in ingresso; ed infine teterir{aota come BST2 o CD317), in grado di impedire il
rilascio delle particelle retrovirali dalle cellulaefettate (Malimand Emerman,
2008, Neiland Bieniasz, 2009, Sautext al, 2010). A loro volta, i virus hanno
evoluto specifiche contromisure atte ad antagonezfaffetto di tali fattori di
restrizione (Strebedt al, 2009).

La proteina strutturale Gag dei retrovirus risdtitadamentale in molti processi
del ciclo replicativo virale, tra cui assemblaggitale, rilascio delle particelle ed
ingresso del virus nella cellula bersaglio. Prewdeim considerazione le diverse
classi di fattori antivirali, &€ possibile notarenoe questi ultimi colpiscano spesso
la proteina Gag o le fasi del ciclo replicativocim € coinvolta (Luttgend Freed,
2009). In particolare, per quanto riguarda HIV-1stato dimostrato che: i)
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APOBECS3G ¢ incorporato nei virioni attraverso GBgdenand Cullen, 2008)
durante I'assemblaggio virale (Sheelyal, 2002); ii) TRIM%x colpisce il capside
virale nelle fasi posentry (Towerset al, 2000) e infine, iii) teterina inibisce |l
rilascio delle particelle virali dotate dnvelopemature e completamente formate
(Neil et al, 2008),stepguidato dalla poliproteina Gag (Gottlingsral, 1991).

Nel contesto di FIV, solo di recente e stato ingeso il ruolo dei fattori antiviral
nel suo ospite, il gatto domestico. E’ stato infditmostrato come la proteina
felina APOBEC3H inibisca linfettivita dei virionidi FIV in assenza della
proteina accessoria Vif (Zielonkat al, 2010). Per quanto riguarda TRIM, nel
gatto e stato documentato come siano presentigiligeni codificanti tali classi di
proteine ma la loro attivita antivirale non € statecora provata. In generale, le
cellule dei felini possiedono la proteina TRIM5ma essa risulta tronca e non
funzionale nei confronti di FIV (McEwamt al, 2009). Per quanto riguarda
teterina invece, in letteratura non vi sono stude caratterizzano I'eventuale
presenza di tale fattore antivirale nelle celldknie.

Con l'obiettivo di analizzare gli aspetti molecolaalla base della specie-
specificita degli eventi tardivi della replicazion FIV ed in particolare allo
scopo di identificare fattori cellulari potenzialnte in grado di limitarla, ci siamo
focalizzati nella ricerca, nel genoma felino, ralblogo di teterina umana. Una
volta identificata la teterina felina, ne é statdutata la funzionalita e la capacita
di bloccare il rilascio di FIV, iniziando cosi a ra#terizzare gli eventuali
determinanti virali in grado di antagonizzarne fetto. Parallelamente, abbiamo
anche valutato il potenziale effetto di teterininge nei confronti di HIV-1, virus
non specie-specifico per il gatto.

E’ stato dimostrato che, nelluomo, la proteina BSTrinominata teterina
(hBST2), rappresenta il fattore cellulare innatayrado di bloccare il rilascio di
HIV-1 e che questo virus utilizza la proteina ascem Vpu per antagonizzarne
I'azione antivirale (Neikt al, 2008). Numerosi studi hanno in seguito dimostrat
che BST2 e presente in numerose specie di mamraidegiin grado di interferire
con il rilascio di numerosi virus dotati dnvelopeDi conseguenza, i virus hanno
a loro volta evoluto specifiche strategie in modamterferirne con I'attivita (Neil
et al, 2008, Jouvenett al, 2009, Kaletskyet al, 2009, Mansurit al, 2009,
Sakumeet al, 2009, Radoshitzkegt al, 2010, Evanst al, 2010).

E’ stato dimostrata I'esistenza di numerosi ortbiodgi BST2 umana in diversi
mammiferi quali il ratto, il topo, la scimmia e fsecora, e la capacita di tali
proteine di essere funzionali nell'antagonizzareléscio di vari virus dotati di
envelope(Arnaudet al, 2009, Goffinetet al, 2009, Kaletskyet al, 2009, Jiaet
al., 2009, Zhangt al, 2009). A partire da queste evidenze, abbiamougsegna
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profonda analisi informatica all'interno del genontel gatto domestico,
completamente sequenziato e depositato in reteti(Roat al, 2007), con
I'obiettivo di identificare un’ipotetico genlest2 Sfruttando le piattaforme web di
Ensemble Genome Browser (http://www.ensembl.org)N&BI Map Viewer
(http://www.ncbi.nlm.gov/mapview/genome/guide/cat)e  stato  possibile
identificare nel cromosoma A2 del gatto un ipotetigene bst2 felino con
funzione non nota, rinominato cBST2 o teterinanfeliE’ stata quindi clonata la
sequenza genica a partire da cellule di fibrobldeita porzione corticale del rene
di gatto (CrFK), derivate dall’'ospite fisiologica BIV. Mediante comparazione
bioinformatica con la forma umana di teterina,acpossibile predire che BST2
felina condivide il 37% di omologia di sequenza moaicidica con hBST2.
Tramite specificitool bioinformatici, € stato generato un ipotetico nilmde
strutturale. In particolare, nonostante la bass@logn di sequenza primaria,
cBST2 ricapitola gli elementi strutturali tipici ke proteina BST2, ovvero
possiede una coda citoplasmatica (dall’aminoacidcal130), un dominio
transmembrana (dallaminoacido 31 al 52), un dominextracellulare
(dallaminoacido 53 al 160) ed, al carbossitermisegnale di addizione per il
gruppo glicosilfosfatidilinositolo o ancora GPI gmnone 161). cBST2 e dotata
inoltre di 3 cisteine nel dominio extracellularegegenti anche nel caso della forma
umana, e di due siti di N-glicosilazione, uno cowat® ed uno posto piu a valle
rispetto a quanto riscontrato in hBST2.

Al fine di caratterizzare in maggiore dettaglio d&@Ssono state generate due
forme con un opportundag in posizione aminoterminale e nella porzione
extracellulare, in modo analogo a quanto riportso latetherinumana (Neilet
al., 2008, Perez-Caballert al, 2009). In particolare, per la forma con I'epitopo
nell’ectodomaintramite analisi bioinformatica e comparazione b&%$T2 e stato
possibile identificare un sito appropriato per dénimento detag. Esso é stato
posizionato infatti in una regione non strutturdla la fine del dominio
extracellulare e prima del segnale per I'addiziaie glicosilfosfatidilinositolo
(ancora GPI), in modo da non alterare le propriat&zionali di BST2 (Perez-
Caballercet al, 2009). Inoltre, sono state generate la relatorgroparti prive del
segnale di addizione del gruppo glicosilfosfatithkitolo. Tali costrutti risultano
particolarmente idonei per caratterizzare la funziba della formdull length di
teterina, in quanto I'assenza di uno dei domimsraembrana e responsabile della
perdita dell’attivita antivirale di BST2. Infattia presenza di entrambe le regioni
codificanti il dominio trasmembrana e dell’ancoraPIGe un prerequisito
essenziale per la corretta attivita antivirale @TR (Neil et al, 2008, Perez-
Caballercet al, 2009).
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In parallelo, a partire dalla linea cellulare umadela, esprimente elevati livelli
di BST2 endogena (Nedt al, 2008), e dalla sequenza presente nel database di
NCBI Entrez Gene, e stata clonata anche la formananditetherin (hBST2), al
fine di utilizzarla come controllo e ne e statagata la funzionalita nei confronti
di HIV-1.

Data la funzione conservata delle diverse tetescwperte fino ad ora e data la
significativa specie-specificita dei fattori antadi (Evanset al, 2010, Sauteet
al., 2009, Kirchhoff, 2010), é stata testata la capadi cBST2 di bloccare |l
rilascio virale di un virus, HIV-1, che, non infetido in natura il gatto domestico,
e ipotizzabile che non codifichi alcuna proteingagonista a BST2 felina. In tale
condizione e possibile quindi valutare se cBST2amkeffettivamente da teterina.
A tale scopo, € stato utilizzato HIV-1 nel contest@aui Vpu € funzionale o meno
e, come controllo, € stata impiegata la forma untdirnaterina precedentemente
ottenuta. E’ stato quindi possibile dimostrare colmecBST2 identificata dal
nostro gruppo di ricerca sia in grado di bloccdreilascio di HIV-1 con
efficienza, sia nel contesto Vpu+ che Vpu-, ancheqaesta risulta inferiore
rispetto a quella riscontrabile con I'impiego di$B2. Inoltre, in accordo con la
specie-specificita, HIV-1 non presenta alcuna pnateaccessoria o strutturale,
capace di interferire con l'effetto di cBST2. Irdinteterindelina nella form&ull
lengthrisulta essere piu efficiente rispetto alla cqreitiva forma in cui € assente
I'ancora GPI, indicando come entrambi i domini tn@snbrana, siano necessari
per mediare tale azione antivirale. In generalgyiadi possibile affermare che la
forma di cBST2 da noi identificata possiede I'atéivantivirale specifica di una
proteina teterinacapace di bloccare il rilascio di particelle viralotate di
envelopein particolare di quelle generate da HIV-1.

Successivamente, la teterina felina e stata cearaié¢a negli aspetti considerati
importanti per la sua azione antivirale: la locadizione e la capacita di formare
omodimeri (Neilet al, 2008, Perez-Caballeet al, 2009). E’ stato ampiamente
dimostrato come nelle diverse specie, la protei®&I B si localizzi in modo
predominante a livello della superficie della meama plasmatica e nei
compartimenti intracellulari corrispondenti agli dasomi tardivi (CD63+)
(Kupzing et al, 2003, Neilet al, 2007, Neilet al, 2008). Inoltre, &€ noto come
'azione antivirale di teterina si esplichi proprisulla superficie cellulare,
mediante la ritenzione dei virioni maturi e comalaente formati a questo livello
(Neil et al, 2008). Attraverso studi di localizzazione metkan
immunofluorescenza é stato possibile confermareatiohe la cBST2, in modo
analogo alla forma umana, si localizza a livellolladesuperficie cellulare.
Successivamente, abbiamo valutato la capacitatetinia felina di dimerizzare.
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Studi presenti in letteratura hanno infatti docutatn come tale proprieta sia
critica per I'inibizione, da parte di hBST2, delagcio delle particelle di HIV-1,
ma risulti superflua per la sua l'espressione (B&aballeroet al, 2009). La
forma umana di BST2 ¢ in grado di formare dimeriaaerso le tre cisteine (C53,
C63, C91) presenti a livello del dominio extrackelie (Ohtomeet al, 1999) e tali
residui risultano essere conservati anche a livaglta forma felina. Analizzando
il comportamento di cBST2 in condizioni non ridutere stato possibile
confermare che anche la forma felina & presenteeacmme omodimeri.
Successivamente, e stata valutata la capacitatdéediana felina di antagonizzare
il rilascio delle particelle virali di FIV. A talscopo, € stato utilizzato un costrutto
esprimente il genomwaild typedi FIV petaluma 34TF10 conle LTR al 5’ e al 3
sostituite rispettivamente dal promotore del Cytgaievirus (CMV) e dal
segnale di poli-adenilazione dell’ormone della citesbovino (BGH). La scelta é
stata compiuta in quanto le cellule utilizzate gahmente per testare
I'antagonismo virale sono di origine umana ed Ie tntesto I'espressione delle
LTR di FIV risulta limitata (Mustafaet al, 2005). E’ stato possibile constatare
come l'efficienza di gemmazione di FIV non risuissere influenzata dalla
presenza di teterina felina. Tale risultato, incedo con quanto accade per HIV-1
wild typein presenza di hBST2 (Nedt al, 2008), indica che FIV possiede un
antagonista virale in grado di antagonizzare lwdfedi teterina del suo ospite
naturale. In parallelo, e stata dimostrata, com#rotio, la capacita della BST2
umana di impedire il rilascio dei virioni di FIV dicando che questo virus, che in
natura infetta i non primati, non possieda un garede in grado di contrastarne
I'effetto. Tali risultati estendono i dati preseittiletteratura dimostrando come |l
rilascio di FIV, e non solo delle VLPs ottenute ras@ndo i soli elementi
strutturali Gag-Pol di FIV (Jouvenet al, 2009), venga bloccato dall’azione di
hBST2. La dimostrazione che la gemmazione di FRheialterata dalla presenza
di teterina umana enfatizza la specie-specificitguisti fattori antivirali che si
sono appunto evoluti per impedireci®sstrasmissione dei patogeni virali.

A partire da queste considerazioni, € stato valutaventuale contributo di
proteine di FIV nell'interferire con I'azione di B2 felina. La nostra attenzione
s’é quindi focalizzata inizialmente sulla protesteutturale Env, date le evidenze
sperimentali riscontrate nel caso di SIV e HIV-2 pgquali e stato dimostrato che
'Envelope e in grado di delocalizzare BST2, peterao cosi il rilascio virale
(Bour et al, 2009, Gupteet al, 2009, LeTortore@and Neil, 2009). Per indagare
tale aspetto e stato sviluppato il costruttd PREnvFR1 che presenta il prodotto
del geneenvreso non funzionale dall'introduzione di @mameshift In questo
modo e stato possibile dimostrare come cBST2 sigrado di interferire nel
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rilascio di FIV in assenza dellEnv. Successivaraeststato valutato il contributo
della proteina accessoria Orf-A di FIV in tale m@muemo, in quanto € stato
documentato come essa sia coinvolta nelle fasiiviardel ciclo replicativo
(Gemeniano et al, 2003). A tale scopo, €& stato ottenuto il cosbrutt
PALTROTrfAStop che possiede il gerwf-A reso non funzionale in seguito ad
introduzione di un codone di stop dopo I'ATG. A sauwlella ridotta capacita di
rilascio di tale costrutto, non € stato possibilseguire una dissezione
approfondita sul contributo di Orf-A nei confronliiBST2 felina. Attualmente, in
laboratorio, sono in corso gli esprimenti volti @wtidare il possibile apporto di
Orf-A in tale processo. Nonostante cio, € statdiagla possibilita che FIV,
vista la semplicita del suo genoma se comparateetiagdi HIV-1, contrattacchi
I'effetto di teterina felina attraverso l'azionensrgica di Env e di Orf-A. A tal
fine, & stato generato il mutanteAlPrROrfAStopEnvFrl che combina le
mutazioni precedentemente descritte a livello @il gnve orf-A. E’ stato quindi
possibile provare come, in assenza di entrambeokeipe, teterina felina blocchi
completamente il rilascio delle particelle di FIVali risultati fanno ipotizzare
come FIV abbia evoluto due proteine, Env ed Orfalfine di antagonizzare
I'attivita antivirale della teterina del suo ospitaturale, il gatto domestico.

Questi risultati rappresentano un punto di partet&an lato per caratterizzare in
maggior dettaglio teterina felina e, dall’altrof p@vestigare i meccanismi con cui
FIV ne limita I'azione. Inoltre, questi studi perttano di delucidare le complesse
interazioni che si instaurano tra i patogeni viediil loro ospite e che rivestono
un ruolo chiave nello sviluppo di FIV e del gattontestico come modelli per la
ricerca sull’AIDS.
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A
AAA
AIDS
AlP-1
Alix

Abbreviazioni

9. ABBREVIAZIONI

alanina

ATPase associated with various cellular activities
Sindrome dell'lmmunodeficienza Acquisita
ALG-2 interacting protein 1

ALG-2 interacting protein x

APOBEC3G Apolipoprotein B mRNA-editing Enzime, Cataliticipeptide-like

ATCC
ATP
BGH
BSA
BST2
C

CA
CAEV
CHMP
CrFK
DEPC
DLS
DMEM
DNA
dNTP
dTTP
dUMP
dUTP
D.O.
DU

EIAV
ECL
ESCRT
FBS
FCS
FITC

3G

American Type Colture Collection
adenosina trifosfato

Bovine Growth Hormone

Albumina di Siero Bovino

Bone stromal marrow antigen type 2
Cisteina

proteina capsidica

Virus dell’Artrite e Encefalite Caprina
charged multivesicular body protein
Crandell Feline Kidney
dietil-pirocarbonato

Dimer Linkage Structure

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
acido desossiribonucleico
desossiribonucleotide trifosfato
desossitimidina trifosfato
desossiuridina monofosfato
desossiuridina trifosfato

densita ottica

deossiuridina trifosfatasi

acido glutammico
Virus dell’Anemia Infettiva Equina
Enhanced Chemioluminescence
Endosomal Sorting Complexes Required for Transport
siero fetale bovino

siero fetale di vitello

Fluoresceina isotiocianato
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FIV Virus delllmmunodeficienza FelinaFgline Immunodeficiency
Virus)

GPI Glicosilfosfatidilinositolo

HA emoagglutinina

HCMV Citomegalovirus Umano

HECT Homologous to E6AP C-terminus

HIV-1 Virus dellImmunodeficienza Umana di tipo 1

HIV-2 Virus dellImmunodeficienza Umana di tipo 2

HRP horseradish peroxidase

HRS Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kimasibstrate

HTLV-1 Virus della Leucemia Umana di tipo 1

ILV intraluminal vesicles

IN integrasi

INF-I Interferone di tipo |

K lisina

kb chilo basi

kDa chilo Dalton

KSHV Herpesvirus del Sarcoma di Kaposi

L leucina

L late

LB Luria Bertani

LTR Long Terminal Repeat

Lys lisina

M metionina

MA proteina della matrice

MLV Virus della Leucemia Murina

MVB Multivesicular Body

NCBI National Center for Biotechnology information

Nedd4 Neuronal precursor cell-expressed developmentallpwrd
regulated-4

NC proteina nucleocapsidica

Nef Negative Factor

ORF Open Reading Frame

P prolina

pb paia di basi

PBS tampone fosfato

PCR reazione a catena della polimerasi

PIC Preintegration complex
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PPT
PPxY
PRD
PSAP
PTAP
P(T/S)AP
PR

p/v

R

rpm

RNA
RNAsiI
RRE
RSV

RT

SDS
SIvV
SuU
SVv40

TBE

TE
TEMED
TGN
™

Tm
TRIMS5a
TSG101
U

U3

S}

Ub

UTP
uv

VIF
VLPs
VPS

Abbreviazioni

Polypurine Tract

Pro-Pro-x-Tyr

Proline Rich Domain
Pro-Ser-Ala-Pro
Pro-Thr-Ala-Pro
Pro-(Thr/Ser)-Ala-Pro

proteasi

peso su volume

arginina

rivoluzioni per minuto

acido ribonucleico

ribonucleasi

Rev Responsive Element

Virus del Sarcoma di Rous
retrotrascrittasi inversa

serina

sodio dodecil-solfato

Virus dellImmunodeficienza di Scimmia
proteina di superficie

Virus Vacuolante della Scimmia 40
treonina

Tris Borato EDTA

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

proteina transmembrana
temperatura di fusione
TRIpartite Motif Protein 5 alpha
tumor susceptibility gene 101
unita enzimatica

sequenza unicain 3’
sequenza unicain 5’

ubiquitina

uridina trifosfato

luce ultravioletta

Fattore di infettivita virale

Virus Like Particles

Vacuolar Protein Sorting
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Y tirosina
YPxL Tyr-Pro-x-Leu
viv volume su volume
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come mi vorrei / come un miracolo la vita &€ qui @atv a me...non voglio che
cambi, resta come sei!

Michele
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Pubblicazioni Allegate

12. PUBBLICAZIONI ALLEGATE

Parte della ricerca condotta durante questo dottoe stata oggetto di
pubblicazioni di seguito allegate:

Calistri A, Del Vecchio C, Salata C, Celestino Mesl€yato M, Gattlinger H, Palu
G, Parolin C. 2009. Role of the Feline Immunodeficly Virus L-domain in the
presence or absence of Gag processing: involveofembiquitin and Nedd4-2s
ligase in viral egresd. Cell. Physiol218: 175-82.
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