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Summary

Hepatitis C virus (HCV) is a major public healtroplem. Nearly 3 % of
the world’s population are HCV-infected (Alter HL999). The 80 % of
seropositive individuals develop a chronic infeatievhich causes, in one
third of the cases, liver cirrhosis and eventudigpatocellular carcinoma.
For these reasons, HCV infection is today the ma@ason for liver
transplantation worldwide (Lauer G.Mt al.,2001). The current treatment
for chronic HCV is a-interferon (IFNe), in combination with the
nucleoside analogue ribavirin. However, half of itfected individuals with
chronic disease do not achieve sustained clearahdeepatitis C virus.
Whereas treatment with IFN-a alone achieved onlydesb success, the
addition of the broad-spectrum antiviral agent vika greatly improved
responses. Since HCV isolation in 1989 (Choo €).al, 1989), the
elucidation of the biology of this pathogen has rbee major goal of
researchers in the hepatology field.

HCV is classified within thé-laviviridae family as the sole member of a
distinct genus called hepacivirus. It is a positsteanded RNA virus of
approximately 9.6Kb, packaged into an envelopedig@r The genome
carriers a singledpen reading franie(ORF) encoding a polyprotein that is
proteolytically cleaved, by cellular and viral prates, in at least 10
proteins: Core (C) - E1- E2 - p7 - NS2 - NS3 - NS4ANS4B - NS5A -
NS5B (Bartenschlage R. and Lohmann V., 2000; Griakowt al, 1993a).
The ORF is flanked by 5'- and 3’-non-translatedioseg (NTR), containing
conserved RNA structures essential for the traioslaand replication of
HCV (Thomson B.J. and Finch R.G., 2005). The falsavage products of
the polyprotein are the structural proteins: coretgin (C), forming the
major constituent of the nucleocapsid (Yastial, 1998) and the highly
glycosylated trans-membrane envelope proteins ElEth The structural
proteins C, E1 and E2 are released by host pratemseé directed to the
endoplasmic reticulum (ER) - Golgi complex (Grakadui et al, 1993a;
Martire G.et al.,2001).

The non-structural (NS) proteins are processed vy distinct viral
protease activities (NS2-NS3 and NS3-NS4A) (Grakauet al, 1993b;
Hijikata M. et al, 1993); and participate to the formation of thealv
replication complex. Besides its proteolytic adyiyiNS3 functions also as
NTPase/helicase (Tai C.kt al, 1996; Kim D.W.et al, 1995). NS4B is an
integral membrane protein that has a direct roléhm reorganization of



cellular membranes in a structure, indicated as emibnanous web,
necessary for viral replication (Egger &.al, 2002, Gosert Ret al, 2003).
NS5B has been identified as the RNA-dependent RNlinperase (RARp)
(Behrens S.Eet al, 1996; Lohmann \et al, 1997; Yamashita Tet al,

1998). In contrast, the role of NS5A, a highly phloarylated protein, in
viral replication remains to be fully elucidated sgbe S. etl., 1997;
Kaneko T.et al, 1994; Tanjiet al, 1995).

The study of the viral life cycle has long been pared by the lack of
efficient cell culture systems, in fact because H@dks not efficiently
replicate in cell linesin vitro. The development of HCV replicons,
subgenomic HCV RNAs selected for their ability teplicate in Huh7
hepatoma cells, has been a fundamental advancerfiormp studies on the
virus life cycle. In particular, it allows to deteine the function(s) of
individual HCV proteins during viral replication @nantiviral response
inhibition (Lohmann V.et al, 1999; lkeda Met al, 2002). Very recently,
using a HCV isolated from a patient with fulmindrgpatitis, the replicon
technology has finally allowed to establish of plien able to produce viral
particles infectious for both cultured cells anihghanzees (Wakita et al.,
2005; Zhong Jet al, 2005; Lindenbach B.2t al, 2005).

Since HCV is a relative small virus, in order tocamplish genome
replication and formation of new viral particle, needs to interact with and
subvert the cellular machinery for its own purposdarge number protein-
protein interactions has been observed between H@W host cells.
However to date, most of them are only descripéine their functions in
HCV life cycle remain to be characterized (Tellinggen T.L. and Rice
C.M.; 2002).

NS5A protein of HCV has been shown to interact wathvariety of
cellular proteins implicated in different cellulpathways, however its role in
HCV life cycle and pathogenesis is not yet clear gain further insight into
the function of NS5A, | have attempted to identi§S5A interacting
proteins coupling Tandem Affinity Purification”(TAP) technology and
proteomic analysis (Rigaut @&t al., 1999). In hepatoma Huh7 cells, two
cellular proteins were isolated, the glucose-regdlgrotein 78 (Grp78), and
BIN1.

Grp78, a master regulator of ER functions, is rasfae for; (I)
maintaining the permeability barrier of the ER dgriprotein translocation;
() directing protein folding and assembly; (ItBrgeting misfolded proteins
for retrograde translocation; (IV) contributing ER calcium stores and (V)
sensing conditions of in ER stress (Linda M.H.,£200



BIN1 (Bridging Integrator-1) is a proapoptotic fag widely expressed
in normal cells, implicated in different functiomas (I) tumor suppression;
(1) cell death processes in malignant human c@lly;cell cycle control and
(IV) membrane vesicle trafficking.

A Huh7 cell line carrying a subgenomic HCV replicaras used to
investigate whether the identified proteins plapla in HCV replication. To
this aim, Grp78 and BIN1 expression levels in H@plicon cells were
either increased or decreased by ectopically oxpression or small RNA
interference (si-RNA). No significant alterationt lCV replication were
observed when BIN1 levels were modulated, whergasegulation of
Grp78 expression caused a strong decrease in HOWips expression.
Interestingly, alteration of HCV proteins levels smaot due to a decreased
amount of viral RNA, indicating that Grp78-mediatétCV inhibition
occurs at translational or post translational letrirthermore, | found that
ER stress induced by tunicamycin, which leads t@78r expression,
decreased HCV proteins level in a Grp78-dependeatiner. These data
demonstrate that an antiviral response could bieadet by the ER stress
during HCV infection and Grp78 could play a direote inhibiting HCV
protein expression.

In order to study NS5A protein-protein interactioms a more
physiological, | generated a modified version af HICV replicon in which
two tags (HA and Flag) have been inserted into the NS5Ar@pdequence.
This model allowed the expression of NS5A togethién the other NS viral
proteins in the context of viral replication. A HOVS5A HA-Flag replicon
Huh7 cell line was established by RNA electroporatand selection for
G418 resistance (Rep60 NS5A HA-Flag).

Immunofluorescence analysis showed that NS5A Ipesldifferently
when expresses alone or together with the other H®@w-structural
proteins. Its localization results in fact moretrieted and definite when the
viral protein is together with the other NS progein

Since it is known that HCV replication occurs issaciation with
endoplasmic reticulum (ER) (Hardy R.\&t al.,2003), proteins extract from
this cell compartment were used for NS5A immunojpigtion assays.

ER-enriched proteins fractions were extracted ftdun7 cells, either an
unmodified NS5A replicon (Rep60), or the NS5A-tagigeplicon (Rep60
NS5A HA-Flag), and immunoprecipitated using anti-H#d anti-flag
mAbs. Several specific bands were isolated from6ReNS5A HA-Flag
protein extracts. The number of the isolated proteinds are significantly
increased to those obtained using the TAP systlens, indicating that, as



expected, in a viral replication environment NSSAinvolved in a higher
complexity of interactions. However, only part bese proteins have been
identified until now. Among them | found BIN1, thasnfirming that this
interaction is specific and it is not a consequentehe solely NS5A
overexpression. More interestingly, the VAPs prwdias been identified as
interactors of NS5A.

The VAPs proteins are ubiquitously expressed in dumssues; noted
also as vesicle-associated membrane protein (VAMBYe been already
interestingly shown to interact with NS5A (Tu ét.al., 1999, Gao Let al,
2004, Hamamoti let al, 2005). These cellular proteins have been degtribe
to be involved in vesicle transport; including thegulation of vesicle
transport in the ER/Golgi pathway.

Although the role of VAPs in the HCV replication eus to be
investigated, it is tempting to speculate thatéha®teins could preserve the
replication complex of HCV in association with c#fir membranes. In fact
Hamamoti I. and colleagues have suggested that BARys an important
role in the sequestration of NS5A and NS5B in tHeVHRNA replication
complex; the immunodepletion of VAP-B could supgrése replication of
HCV RNA in a cell-free replication assay (Hamamogt al, 2005).

This interaction between HCV and hVAPs, shown thiou
immunoprecipitation by using of modified replicdRgp60 NS5A HA-Flag),
permits me to work in more physiological conditemd to invest a more real
situation. In conclusion is possible then mainthiat this approach is better
then tandem affinity purification method.

Moreover, all together, these results could helpdtier understand the
intracellular life cycle of HCV.



Premessa

Il virus dell’epatite C (HCV), identificato neglnai '70, ma clonato solo
nel 1989, € un virus a RNA a singolo filamento, aqgnente alla famiglia
deiFlaviviridae.

HCV rappresenta il maggior agente eziologico defiatiti non-A non-B.

Alla fine di questo secolo circa 170 milioni di pene, pari al 3% della
popolazione mondiale, risultavano infettate da tjueisus.

L'introduzione nel 1990 di controlli accurati suhrggyue destinato alle
trasfusioni, la maggior causa di trasmissione de&usy ha ridotto
sensibilmente il rischio di trasmissione ad ess®@ato (Alter H.J., 1999).
Il virus pud essere trasmesso anche per via sesst@h lo scambio di
siringhe infette, da madre a feto e con un’effizeemolto bassa attraverso la
saliva.

L'infezione da HCV puo essere diagnosticata durdatdase acuta
dell'infezione. Manifestazioni cliniche possono saggiungere 7-8
settimane dopo [l'esposizione all'agente virale, massono anche
intercorrere tempi piu lunghi; fino a 26 settimane.

La maggior parte delle persone infettate comunqoa, mostrano alcun
sintomo o solo sintomi lievi. Si incontrano solaamente invece casi di
epatiti fulminanti.

Il problema principale legato all’infezione da H@/rappresentato pero
dall'alta frequenza con la quale il virus cronieiz€irca 1'80% delle persone
infettate da HCV infatti sviluppano un’epatite cimanche, nel 20-40% dei
casi puo portare a cirrosi epatica e nel 4% adoepatinoma; tanto che
attualmente tale patologia rappresenta la maggiasa di trapianto di fegato
negli Stati Uniti (Lauer G.Met al.2001).

Qualora l'infezione acuta evolva in un’infezionegica, la tlearancé
spontanea della viremia e molto difficile e di cegisenza molto rara. Come
gia detto in precedenza inoltre, circa il 20% dazipnti sviluppano cirrosi
epatica. Il lasso di tempo che intercorre fra Ezibne cronica e la cirrosi €
altamente variabile e puo arrivare a raggiungereh@an 20 anni dopo
l'infezione. Alcuni fattori, quali I'alcool o la cinfezione con il virus
dell'immunodeficienza umano di tipo 1 (HIV-1) o cdrvirus dell’epatite B
(HBV), possono accelerare il processo. |l rischio sviluppare
epatocarcinoma pu0 occorrere solo raramente anclaesgenza di Cirrosi

(Fig.1).
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La risposta da parte dei linfociti T citotossici pazienti affetti da
infezione cronica sembra insufficiente a conteh@nrgremia e I'evoluzione
genetica del virus, che varia continuamente. Serpbéra che questa stessa
risposta dell'ospite possa provocare danni epatitaterali, forse in seguito
al rilascio di citochine inflammatorie (Lauer G.Mt al, 200). Sarebbe
quindi proprio il tentativo di “distruggere” il vils a causare i danni piu gravi
al fegato e non il virus di per sé o la sua replmae all'interno delle cellule

epatiche.
% Famala sax, young aga at infaction
T >
B
L)
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Figura 1:

Storia naturale dell'infezione da HCV

Il corso dell'infezione varia sensibilmente da jpers a persona.

Dall'infezione cronica all'insorgenza di cirrosiepatocarcinoma possono intercorrere piu
di trent’'anni. Questo intervallo di tempo diminwgsse se si fa uso di alcool o se si &
gia infettati da altri virus, quali HIV-1 (virus #émmunodeficienza umano di tipo I)

0 HBV (virus dell’epatite B).

Una volta progredita in cirrosi, il rischio di swdpare carcinoma epatocellulare si aggira
intorno all’l- 4% per anno.

(Lauer G.M.et al.,2001.)

In aggiunta a danni epatici poi, Ci possono essemportanti
manifestazioni extra-epatiche dell'infezione. Mattiequeste sindromi sono
associate con la capacita di HCV di replicarsi élute mononucleate del
sistema periferico (PBMC) (Fournier €t al.1998; Cribier B.et al.1995).
Tra queste sindromi le piu frequenti sono certamédatcrioglobulinemie;
affezioni conseguenti allabnorme aumento nel s@irproteine anticorpali
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che presentano una solubilita dipendente dalla eemtypra (crioglobuline)
(Lauer G.M.et al.,2001).

A tutt'oggi la sola terapia possibile per il trattanto dell’epatite C &
rappresentata da alte dosi di interferone di tjoo (IFN-a) da solo o in
combinazione con un analogo nucleosidico della gsiam, la ribavirina,;
solo il 35-40% dei pazienti pero sembrano rispoadpositivamente al
trattamento, che pud causare in alcuni casi anche gffetti collaterali
(Lavanchy D.et al.,, 1999). Inoltre la risposta al trattamento sembra
strettamente legata al genotipo virale.

Un importante passo avanti nella cura di questalqggiti € stato fatto con
lo sviluppo di molecole di interferone modificatallthggiunta covalente di
una molecola di glicole polietilene (Peg-IFN). Quémterferoni pegilati”
hanno infatti una emivita molto piu lunga all'interdell’organismo e questo
risulta in una maggiore attivita del farmaco. Coutillzzo di queste
molecole modificate la risposta positiva nei patziénsalita a circa il 54-
56% (Feld J. e Hoofnagle J., 2005).

La necessita quindi di sviluppare nuove e piu affiderapie antivirali,
unita alle ancora limitate informazioni che si hansulla biologia
molecolare del virus e sulla patogenesi, spingogrsos un accurato studio
del virus e della patologia ad esso associata.
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1. Introduzione

1.1 Un po’ di storia

Intorno al 1970 venne dimostrato che solo il 25% abesi di epatite
associata a trasfusione (TAH) erano causati dakwlell’epatite B (HBV) e
che nessuno era dovuto al virus dell’epatite A (HA&trambi gia noti fin
dagli anni '60. Di conseguenza, circa il 75% desiadi epatite associati a
trasfusione vennero classificati come epatite nameA-B (NANBH).

Solo nel 1978 si riusci a trasmettere NANBH attrageil sangue da
pazienti con epatite associata a trasfusione apsein®. Questo risultato
dimostro chiaramente che la malattia era causatandegente trasmissibile
(Alter H.J.et al.,1978; Tabor Eet al.,1978).

Negli anni '80 vennero ottenute ulteriori informazi su NANBH; si
arrivo a determinare la taglia del virus (He L#%. al., 1987) e venne
dimostrato che si trattava di un virus fornito di tivestimento lipidico
(Feinstone S.M.et al., 1983). L'identificazione dell’agente eziologico
dell’epatite non-A non-B ed il suo successivo clygia arrivarono pero solo
nel 1989 (Choo Q.Let al.,1989). Choo Q.L. e collaboratori costruirono una
libreria di DNA complementare (cDNA) partendo daagma di uno
scimpanzé infettato e dalls¢reening di questa libreria con il siero di un
paziente con NANBH isolarono un clone di cDNA dativda una molecola
di RNA di circa mille nucleotidi. Nel giro di un an fu sequenziato I'intero
genoma virale e l'agente responsabile del’NANBH rinominato virus
dell'epatite C (HCV) (Tab.1).

Tenendo conto dell’affinita strutturale e molecelai HCV con i virus
della famiglia deFlaviviridae, il “nuovo” virus fu classificato in un genere a
parte, Hepacivirus, allinterno di questa famididter H.J., 1999).

In base ad analisi di sequenza, il virus dell'apdfl viene classificato in
almeno sei genotipi diversi all'interno dei quakistono molti sottotipi
(Marrone A. e Sallie R., 1996; Okamoto Ildt al., 1992). Una delle
caratteristiche piu importanti di HCV é infatti lapida generazione di
mutanti. Anche nei pazienti infettati dal virus nesiste una singola specie
virale, ma un insieme di varianti che nel complegsongono definite come
“quasispecie”. La produzione di un numero di mutadsi elevato e
principalmente dovuta all’alto tasso di errore agdblimerasi virale, che si
aggira intorno a 10
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1960:
1967; classificazione di due diversi tipi daéte.
1970:
1973; identificazione epatite A.
1974; scoperta che circa il 75% delle epastiogiate a trasfusione sono
causate da NANBH.
1978; trasmissione di NANBH ad uno scimpanzé.
1980:
1983; scoperta che il virus NANBH possiede un riveshto lipidico.
1987; scoperta che il virus NANBH ha un diametirgirca 30-60 nm.
1989; HCV viene clonato, sequenziato e clasidi.

1989; inizio di controlli accurati sul sanguestinato alle trasfusioni; saggi
anti-HCV.

Tabella t Date di interesse storico nella scoperta delvitell'epatite C (HCV)

1.2 Organizzazione del genoma virale

Il genoma virale e costituito da una molecola diAR&Isingolo filamento
con polarita positiva di circa 9.6Kb, contenuto un capside proteico
circondato da un rivestimento lipidico.

Sul genoma virale si possono distinguere tre dévezgioni;

- una regione al 5’ non tradotta (5’NTR) di 340 leatidi, che contiene il

sito di legame per i ribosomi (IRES);

- una regione centrale, che codifica per una sagoliproteina di circa

3000 aminoacidi (aa);

- una regione al 3’ non tradotta (3'NTR);

(Bartenschlager R. e Lohmann V., 2001) (Fig.1.1).

La regione non tradotta al 5’ & necessaria peepdicazione e per la
traduzione dell’RNA virale (Friebe It al.,2001; Wang Cet al.,1993).

Per la replicazione sono sufficienti i 125 nucldo{nt) terminali della
sequenza, ma l'efficienza aumenta se la 5" NTRrepdeta.

La traduzione dipende dall'lRES interno alla regaof@0-340 nt), che
permette il legame diretto dei ribosomi in prossindel codone di inizio
della regione centrale codificante (ORBpen_Reading_Fame’). | primi 40
nt non sono necessari per la funzione dell'IRES.
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La traduzione virale richiede quindi diversi fatt@ellulari di inizio
traduzione (elF2 e elF3) per formare il complesbosomale 48s (Hong J.
et al, 2004).

5 UTR Open reading frame 3 UTR
[ I ] ]
HVR1 HVR 2
\‘Dﬁi-bincling site ISDR
Core | E1 E2 p7 NS2 NS3 NS44A | NS4B NS5A NS5B

| ——
Ervelope
RMNA-dependent

Serine BMNA polymerase
protease Protease cofactor

—/

MNucleocapsid Autoprotease

 E—
Helicase
Figura 1.1

Genoma di HCV e poliproteina prodotta dalla suaurémhe

Il genoma virale é costituito da una molecola di R#A.6Kb divisa come descritto nel testo.

La poliproteina tradotta viene successivamente rattuda proteasi virali e cellulari in un
minimo di 10 prodotti. La regione amino-termine ldgbroteina codifica per le proteine
strutturali core, E1 ed E2; mentre la regione cssbterminale da vita alle proteine non
strutturali (NS2-5B).

HVR1 e HVR2 (‘Hypenariable Region 1 e 2") indicano regioni all'interno di E2 che
mostrano un’elevata variabilita; viene anche indgicd sito di legame per CD81,
I'eventuale recettore o corecettore di HCV.

ISDR (“IFN Sensitivity Determining_Rgiorf), interna ad NS5A, rappresenta la regione che
determina la sensibilita all'lFN.

(Lauer G.M.et al.,2001)

Una predizione al computer della struttura del’SREvela 4 distinti
domini a RNA. Il primo ed il quarto dominio non debbero essere
essenziali per la funzione, il terzo dominio saeelguello centrale ed il
secondo ne aumenterebbe l'efficienza.

La regione non tradotta al 3' € invece necessani@gamente per la
replicazione. E’ costituita da una sequenza tnigadivisa in:
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1) una regione variabile di 40 nt;
2) un poli (U/UC) di lunghezza variabile;
3) unaregione altamente conservata di 98 nt

(Friebe P. e Bartenschlager R., 2002).

La regione variabile di 40 nucleotidi segue il coeadi stop e non e
essenziale per la replicazione. Mutanti deleti desia regione replicano
comunque, anche se con un’efficienza ridotta.

Il poli (U/UC) puo avere lunghezza variabile. Landinezza minima
richiesta per la replicazione & di 26 residui. 8estg regione viene sostituita
con altri omopolimeri la replicazione virale siesta.

La regione altamente conservata di 98 nucleotididéspensabile per la
replicazione di HCMn vivo. Infatti qualunque mutazione in questa regione
fa si che non avvenga la replicazione virale (&b e Bartenschlager R.,
2002; Kolykhalov Aet al.,1996; Kolykhalov Aet al.,2000).

1.3 Proteine virali

La regione centrale codifica per una singola potgina di circa 3000
aminoacidi (aa) che viene successivamente matdeajaroteasi cellulari e
virali in un minimo di dieci prodotti, alcuni deiugli possono subire
modificazioni a livello traduzionale o post-tradorzale (Bartenschlager R. e
Lohmann V., 2000 e referenze all'interno).

Recentemente perd e stato osservato che tramitdittamento della
cornice di lettura durante la traduzione, €& poksilii rilascio di un
undicesimo peptide di 17 KDa chiamato F (Xuéef.al., 2001). La sua
sequenza codificante si sovrapporrebbe a quella gedteina core. L'inizio
di traduzione della nuova proteina dovrebbe esa#fiaterno di uno dei
primi codoni della sequenza di core. Lo slittamedetia cornice di lettura é
probabilmente causato da una sequenza ricca inredéf). Sebbene la
proteina F sia stata identificata all'interno dehgtipo 1a di HCV, si ritiene
che la sua espressione non sia limitata a taletigenoma che la sua
lunghezza possa essere invece specifica del gengitgsso. La funzione di
guesta proteina non € chiara, potrebbe giocareualo nel ciclo vitale di
HCV, ma non risulta comunque essenziale per lacagibne.

La porzione amino-termine della poliproteina cadifiper le proteine
strutturali del virus; core (C), E1 e E2, che dogcono la particella virale
(Fig.1.1). La proteina core € il maggior costiteedel nucleocapside (Yasui
K. et al, 1998), mentre E1 ed E2, proteine altamente gliatesil
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rispettivamente di 21 KDa e 40 KDa, costituiscanaviestimento del virus.
Core € una proteina basica di circa 20 KDa. E’rian@ proteina tradotta
dal’RNA virale e rilasciata da proteasi cellulaon ancora identificate. Non
Si sa ancora con certezza se I'estremita 5’ delienza che codifica per la
proteina faccia o meno parte dell'lRES.

Esistono diversi prodotti del gene che codifica feerproteina del
nucleocapside (Lo S-Yet al., 1995). | maggiori sono p21 (191 aa) e pl19
(173 aa), localizzati entrambi sul reticolo endspiatico; in minor quantita
si trova p16 (151 aa), localizzato essenzialmeetenacleo. Si € ipotizzato
che i diversi prodotti, tenuto conto anche delleedie localizzazioni,
possano avere diverse funzioni.

E1l ed E2 sono entrambe rilasciate dalla polipratgjrazie a proteasi
cellulari non ancora identificate, come la protecwe. Essendo proteine
altamente glicosilate € possibile che siano ritenstille membrane del
reticolo endoplasmatico, come descritto da piufiafuvet S.et al., 1998;
Cocquette Let al.,1999).

Inoltre, Pavio N. e collaboratori hanno descritt@ diorma non glicosilata
della proteina E2 (E2-p38), localizzata principattee nel citoplasma,
contrariamente alla forma glicosilata, significativente meno stabile e
degradata attraverso la via del proteasoma (Pavet B, 2002). Essendo
gia nota l'interazione fra E2 e la protein chinBs{PKR) (Taylor D.et al.,
1999), ed essendo stata dimostrata I'interaziofia dhinasi anche con la
forma citoplasmatica p38, si ritiene che sia pmppiesta variante di E2 ad
interagire con la PKR nel compartimento citoplasoaa{Pavio N.et al,
2002).

La porzione carbossi-terminale della poliproteingece codifica per le
proteine non strutturali di HCV (proteine NS) 2 B,5richieste per la
replicazione del virus (Fig.1.1).

NS2, circa 24 KDa, ed il dominio amino-terminaleN&3, costituiscono
una delle due proteasi virali; NS3, circa 69 KD#akra proteasi virale, ma
ha anche funzione di elicasi ed attivita ATPasRasgnberg S., 2001).

NS4A, una piccola proteina che pesa meno di 6 Kiaziona come
cofattore per NS3, sia per la sua attivita protsashe elicasica; NS4B e
NS5A hanno ancora funzione non nota.

NS4B e una proteina altamente idrofobica di cir@akDa rilasciata
dall'ultimo evento di maturazione della poliprot@inEssendo NS4B una
proteina integrale di membrana si ipotizza che g@@s®re un ruolo diretto
nella riorganizzazione delle membrane cellulari germare strutture
utilizzate da HCV per replicare (Egger &.al, 2002).
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NS5A e una fosfoproteina di circa 50 KDa. E' stampiamente
dimostrato che per la sua iperfosforilazione, dédlana fosforilata p56 a
quella iperfosforilata p58, € necessaria I'espoggsin cis di altre proteine
non strutturali del virus quali; NS2, NS3, NS4A H84B (Tanji Y.et al.,
1995b; Asabe St al.,1997; Liu Q.et al.,1999; Kock J.Oet al.[1999).

La fosforilazione di NS5A sembra avvenire quandpriateina é parte di
una poliproteina NS3-5A, e non quando é inveceessprda sola (Kock J.O.
et al.1999). Questa osservazione avvalorerebbe [lipothsiun ruolo
importante nel processo per le altre proteine M@h strutturali.

Ulteriori lavori parlano perd di una fosforilazionseguente la
maturazione della poliproteina e osservano che N8®&fAe fosforilata a
livello basale anche in assenza delle altre preteimali (Tanji Y. et al.,
1995b). Questo comporterebbe la capacita dell@ip@oti autofosforilarsi o
di essere fosforilata da proteine cellulari, corastasngono altri dati (Reed
K.E.etal.,1997).

La fosforilazione di NS5A avviene inizialmente eelio di alcune serine
(Ser), cosi come l'iperfosforilazione (Ser2197-@&2-Ser2204), anche se
diverse da quelle gia fosforilate in p56. Sebbemefuinzione di questa
proteina sia ancora sconosciuta, diversi studi daientificato molte
interazioni fra NS5A ed alcune proteine cellulaa. proteina virale e inoltre
coinvolta nell’alterazione di diverse vie di tragztne del segnale, compresa
guella dell'lFN; anche se la maggior parte dei dittnuti rimangono ancora
privi di significato.

Anche NS5A, cosi come NS4B, é descritto colocatzzeon 'RNA
virale all'interno di strutture membranose presewi citoplasma, chiamate
“membranous wébLa replicazione virale sembra avvenire all'imerdi
frazioni di membrane resistenti ai detergenti reme ‘lipid rafts’ (Egger
D. et al, 2002; Mottoleaet al, 2002). La localizzazione sulle membrane della
proteina non strutturale 5A sembra dovuta allagmea nella sua regione N-
terminale di und—elica anfipatica, necessaria e sufficiente pegghime alle
membrane stesse (Brasse¥ al, 2002; Elazar Met al, 2003).

Quindi, sebbene su NS5A siano disponibili tant@rnmiazioni, poco o
nulla si sa sulla sua effettiva funzione. Sicurat@eimterferisce con la
risposta del virus all'lFN, come vedremo meglio $eguito, e molto
probabilmente ha anche un ruolo importante nellkgemesi virale. Un
lavoro di Giménez-Barcons M. e collaboratori (GiméiBarcons Met al.,
2001) mostra infatti come in pazienti affetti daatig C che abbiano
sviluppato epatocarcinoma vi sia un numero di aagreh mutati in NS5A,
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circa il 60%, molto piu elevato che nei pazienti VH@ositivi che non
presentano neoplasie epatiche (circa il 6%).

L'ipotesi che NS5A sia importante per il virus e iefezione & anche
avvalorata dall’osservazione che molti “repliconifutati, subgenomi
selezionabili generati dal genoma virale modificatte sembrano avere
un’efficienza di replicazione di molto superioreqaella di HCV (vedi
Sistemi modello), hanno accumulato mutazioni ne#igione che codifica
per questa proteina virale (Blight Ket.al.,2000).

NS5B, una proteina di circa 65 KDa, € I'RNA polimsi RNA
dipendente codificata dal virus.

Oltre queste proteine ne esiste un’altra di cirddD&, denominata p7,
codificata dalla regione fra E2 e NS2, con funzianeora sconosciuta. E’
una proteina altamente idrofobica che attraversaglmbrana per due volte e
sembra localizzarsi sul reticolo endoplasmaticomeole proteine del
rivestimento (Carrere-Kremer &t al.,2002).

1.4 Ciclo vitale del virus

HCV e in grado di replicare principalmente in cllepatiche, ma la
replicazione virale pud avvenire anche in cellulenonucleate del sangue
periferico (PBMC), se pur con minor efficienza (@eir B. et al., 1995;
Fournier Cet al.,1998).

Non avendo avuto a disposizione fino a pochi amhiuin efficiente
modello in vitro per lo studio della replicazione virale e non edse
disponibile un modello animale facilmente gestilptr lo studian vivo, le
attuali conoscenze dei meccanismi molecolari delfdicazione di HCV si
basano principalmente sulle analogie con i virusetati.

Un probabile schema delle diverse fasi dellinfegioe il seguente
(Bartenschlager R. e Lohmann V., 2000):

1) adesione e penetrazione della particella viralénedino
della cellula ospite, seguita dal rilascio del geamovirale nel
citoplasma;

2) traduzione della molecola di RNA virale a polaptsitiva e
maturazione della poliproteina tradotta;

3) formazione del complesso replicativo associato alle
membrane intracellulari;

4) produzione di una nuova progenie virale di RNA &apta
positiva attraverso un intermedio a polarita negati
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5) impacchettamento dei nuovi genomi in nuove paitecel
virali;
6) rilascio della progenie virale (Fig.1.2).

1.4.1 Adesione ed ingresso

La prima fase del ciclo vitale del virus & quindittacco della particella
virale alla cellula ospite.

Questa fase richiede un’interazione specifica fra racettore sulla
superficie della cellula bersaglio ed una protegsposta sulla particella
virale.

Presumibilmente i componenti chiave per I'attaccla @enetrazione di
HCV sono le due proteine di rivestimento E1 ed E2.

Su E1 sono per ora disponibili poche informaziiijpotizza un suo
ruolo nella fusione delle membrane durante l'ingoedel virus nella cellula
ospite (Flint M.et al..1999b), dal momento che E2 da solo non é capace di
mediare la fusione cellulare.

E’ stata inoltre descritta una sua interazioneceia core (Lo S-Yet al.,
1996) che con NS5A (Flajolet Mt al.,2000). Core ed E1 interagirebbero
attraverso le sequenze carbossi-terminali. Sizpatche l'interazione possa
servire per reclutare core sul reticolo endoplagmatove E1 viene ritenuta
in seguito alla sua maturazione. L'interazione leoproteina a funzione non
nota NS5A rimane ancora da chiarire.

Su E2 si possiedono invece piu informazioni; divessidi hanno
identificato CD81 come recettore per il virus dglatite C, dimostrando una
sua stretta interazione proprio con E2 (PileretfPal., 1998; Flint M.et al.,
1999a; Flint M.et al.,1999b).

CD81 (TAPA-1) € un membro della famiglia delle &sanine, proteine
che attraversano quattro volte la membrana; étaitetda due domini extra-
cellulari (EC) chiamati EC1 ed EC2. E’ espressdassiliperficie di diverse
cellule ed e coinvolta in diversi processi biolagiofluenza I'adesione, la
morfologia, I'attivazione, la proliferazione ed differenziamento delle
cellule B, T e di altri tipi cellulari. E’ anche itwwolta nella motilita e nella
formazione di metastasi, nell’attivazione cellul@enella trasduzione del
segnale. CD81 si associa fisicamente e funzionabnson diverse integrine
(Levy S.et al.,1998).

E’' stato ipotizzato che il legame di E2 a CD81 posipendere
principalmente dal dominio EC2 e visto che la deretione a caldo
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(100°C) distrugge l'interazione, il legame potrel@ssere dipendente dallo
stato conformazionale delle due molecole. Un’ipotesche E2 possa
cambiare conformazione nel legare CD81 e che quesidificazione
conformazionale in qualche modo possa facilitargtesso del virus nella
cellula ospite.
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Figura 1.2:

Ipotetico modello di replicazione del virus dell&jte C

Dopo essere entrato nella cellula ospite, il vilibgra il proprio genoma (RNA +) nel
citoplasma. La molecola di RNA viene quindi tradattando vita alla poliproteina. La
poliproteina successivamente viene maturata daasowirali e cellulari producendo le
proteine virali che rimangono associate con le nrambddel reticolo endoplasmatico.

La replicazione avviene attraverso un intermedio RiNAolarita negativa (RNA -). Molto
probabilmente la replicasi virale (NS5B) si assoalle altre proteine non strutturali
formando un complesso (NS3-5B) proprio sul reticehmloplasmatico. L'assemblaggio
delle nuove particelle virali avviene dall'interape delle molecole di RNA neo-
sintetizzate con le proteine strutturali (Core “C%, & E2) che le racchiudono dentro il
capside. Il rivestimento lipidico viene acquisitalld gemmazione attraverso la membrana
del reticolo. Il rilascio avviene in seguito al paggio attraverso I'apparato del Golgi.

(Bartenschlager R. e Lohmann V., 2000)

Flint M. e collaboratori hanno inoltre dimostratbecE2 lega CD81
umano e di scimpanzé, ma non quello di ratto, eildegame avviene solo
con CD81 e non con altri membri della famiglia de#traspanine (Flint M.
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et al.,1999a). Queste osservazioni potrebbero avvalotipmdsi che CD81
sia il recettore specifico di HCV, poiché il virusfetta principalmente
'uomo e lo scimpanzé. Un problema fondamentale pehe in parte si
contrappone a questa ipotesi, € rappresentat@tialdhe CD81 e espresso,
come ricordato in precedenza, in molti tipi divatiscellule, mentre HCV ha
al contrario un elevato epatotropismo.

Questi problemi hanno portato negli ultimi anniieercare molecole
alternative espresse sulla superficie cellulareaciagi interagire con E2, e
che possano spiegare anche un legame di HCV indigoée da CD81.
Recentemente é stata descritta I'interazione di E@n SRBI umano in
cellule epatiche HepG2 (Scarselli Bt al., 2002). SRBI, un recettore
“scavenger di classe B tipo |, appartiene alla superfamigi®36, che
include proteine espresse sulla superficie cebutdre legano lipoproteine
chimicamente modificate e molti altri tipi di ligdo. Potrebbe anche essere
coinvolta nei processi di detossificazione dellduée L'ipotesi che possa
essere SRBI il recettore cercato e inoltre suptmodall’osservazione che E2
non lega SRBI di topo e che questo recettore é@naltte espresso negli
epatociti, cellule bersaglio primarie del virus.dggiunta € stata comunque
dimostrata la capacita di SRBI di internalizzareuioi ligandi naturali,
lipoproteine ad alta densita (HDL) (ScarsellieEal.,2002).

Oltre al legame di E2 con CD81 o con SRBI, é statoche descritto il
legame di HCV, cosi come di altri membri della fgliai dei Flaviviridae,
con recettori lipoproteici a bassa densita (LDLepors) (Agnello Vet al.,
1999). E’ stata osservata infatti una diretta damiene fra il livello delle
protine recettoriali LDL espresse sulla superficedlulare e il numero di
cellule positive all'infezione di HCV trovate.

Non é stato comunque dimostrato in nessun casolesgaime di E2 con
CD81 o con SRBI o il legame di HCV a recettori Lpartino ad infezioni
produttive.

1.4.2 Traduzione e maturazione della poliproteina

Una volta allinterno della cellula ospite il genamvirale viene
direttamente tradotto, dal momento che HCV e aggiitda un filamento di
RNA a polaritd positiva che puo funzionare come RM#gssaggero
(mRNA) (Bartenschlager R. e Lohmann V., 2000).

Il genoma virale non possiede perd un “cappucci@€AP”, guanina
metilata) per dirigere la traduzione; questa n@usejuindi un meccanismo
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CAP-dipendente, ma & mediata da una sequenza antdra permette
'ingresso dei ribosomi (IRES). L'IRES consente ldgame diretto dei
ribosomi in prossimita del codone d’inizio dellaggi@e codificante. Questa
sequenza si trova all'inizio del’RNA virale franucleotidi 40 e 355 e si
ritiene che formi quattro domini strutturali impanti per la sua funzione.
Sequenze a monte di AUG sono inoltre indispensalgiti la funzionalita
delllRES (Wang Cet al.,1993; Friebe Ret al.,2001).

L'IRES lega in modo specifico la subunita 40s debsoma e richiede i
fattori di inizio elF2 ed elF3 per formare il corapto ribosomale 48s, ma
non il complesso elF4 (elFA4G- elF4E- elFAGB- elF4(§pahn C.et
al.,2001; Hong Jet al.,2004). L’'attivita del’'lRES di HCV e influenzata da
diversi fattori; primo fra tutti la regione 3’ temale del genoma virale (Ito
T. et al., 1998). Questa regione, denominat&-tail”, sembra aumentare
I'efficienza di traduzione IRES-dipendente, conmaccanismo che rimane
ancora da chiarire. Inoltre molti fattori cellula®@mbrano legare I'IRES di
HCV e, in diversi casi, stimolarne [Iattivita. Pegsempio, diverse
ribonucleoproteine nucleari eterogenee (hnRNP)idaaproteina legante
tratti poli-pirimidinici (PTB o hnRNP ) o la hnRNR, sono mostrate
interagire con I'IRES virale (Kaminski Aet al.1995; Hahm Bet al.,1998;
Ali N. e Siddiqui A., 1995).

La richiesta da parte dellIRES di fattori cellulpotrebbe anche spiegare
la dipendenza di HCV dal ciclo cellulare della akllospite (Pietschmannn
T., 2001).

Inoltre NS4B, cosi come NS4A, inibisce la sintesitgica cellulare e
sopprime la traduzione di HCV dipendente dallIRE&to J.et al.,2002).
Partendo dal’lRES quindi, viene sintetizzata urd@ippoteina che e poi
traslocata al reticolo endoplasmatico rugoso e ratduwa proteasi cellulari e
virali (Grakoui A. et al., 1993a; Hijikata M.et al., 1991). La porzione
carbossi-terminale della poliproteina viene atttaccka proteasi cellulari non
ancora identificate. Il taglio proteolitico da padi questi enzimi rilascia le
proteine strutturali del virus. Il rilascio dellegbeine non strutturali avviene
invece ad opera di proteasi virali (Hijikata BL al.,1993a, Hijikata M.et
al., 1993b, Grakoui Aet al.,1993a, 1993b).

Dalla maturazione della poliproteina vengono rilascalmeno dieci
prodotti, due dei quali costituiscono appunto lee dorotesi del virus;
NS2/NS3 e NS3.

Il ruolo di NS2/(amino-termine)NS3 sembra limitatal taglio
autoproteolitican cis della giunzione fra NS2 e NS3 (Reedef.al., 1995).
Non & ancora chiara la natura di questa proteeseviPoiché I'attivita viene
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inibita da chelanti, quali TEDTA, é stato suggerithe possa essere una
metalloproteasi (Hijikata M.et al., 1993a). D’altra parte, altre prove
suggeriscono che NS2/NS3 sia una cistein-prot&mibalenya A. e Snijder
E.J., 1998).

Nellambito della replicazione virale di HCV NS2 msembra invece
essere indispensabile (Lohmannée¥ al.1999), anche se viene descritta una
sua partecipazione nella fosforilazione di NS5Au(Q). et al. 1999). Inoltre
é stata osservata l'interazione di NS2 con NS4Aj@t M. et al., 2000),
ma il ruolo di questa associazione rimane ancomhdaire.

NS3 funziona da proteasi insieme ad NS2, come ggaridto, ma la sua
porzione amino-terminale (circa 180 aa) svolge arddn sola la funzione di
serinproteasi (Failla Gat al., 1994; Failla Cet al.,1995; Tomei L.et al.,
1996). L’attivitd proteasica di NS3 permette ilagtio di tutte le proteine
non strutturali a valle della stessa (ManabetSal.,1994; Tomei L.et al.,
1993), seguendo I'ordine non obbligatorio, ma maltonune: NS3/4A-
NS5A/B - NS4A/B — NS4B/5A (Bartenschlager Ret al.1994). E’ stata
osservata anche la richiesta di fattori cellulagll’dspite necessari per la
maturazione della poliproteina virale. Un esempicappresentato da una
“chaperonina cellulare” (HSP90) necessaria pertiVigda di NS2/NS3
(Waxman L.et al., 2001). L'associazione fisica fra HSP90 e la prateas
virale potrebbe essere finalizzata al raggiungimedel ripiegamento
ottimale dellenzima o al posizionamento del sitd tdglio rispetto
all'enzima stesso.

Sebbene NS3 possa da sola svolgere la funzionetdigsi virale, diversi
studi indicano che NS4A ne aumenta l'efficienza estabilita (Tanji Y.et
al., 1995a; Wolk Bet al.,2000; Lin C.et al.,1997). Non si conosce tuttavia
il meccanismo grazie al quale NS4A svolge la funeidi cofattore, ma si
ipotizza che possa avere diversi ruoli; come fae#i la localizzazione di
NS3 ancorandola al reticolo endoplasmatico, stadziie NS3 o permetterne
il giusto ripiegamento (BartenschlagerdR.al.,1995; Wolk B.et al., 2000).
Si pensa che NS4A possa funzionare come regolaliosgerico, facilitando
e stabilizzando una giusta conformazione dell’eazunale.

NS4A svolge la funzione di cofattore anche pertiVaé elicasica di
NS3, aumentandone l'efficienza (Howe Aefal.,1999).

La porzione carbossi-terminale di NS3 (circa 50D cmlifica infatti per
I'attivita elicasica e ATPasica della proteina (TaL. et al.1996; Kim D.W.
et al.1995).

Per NS4A sono state osservate diverse interaziomile altre proteine
non strutturali, quali NS2, NS4B e NS5A (Lin €.al.,1997; Flajolet M.et
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al., 2000). Molto probabilmente la formazione del comspte NS4B5A con
NS4A é richiesta per la maturazione di 4B/5A.

La maturazione della poliproteina porta al rilasaiche di altre proteine
non strutturali, quali NS4B, NS5A ed NS5B. MentrieNS5B € nota la
funzione, come vedremo meglio in seguito, alleeattue non é stato ancora
attribuito un ruolo nel ciclo vitale di HCV. Si g&ro che NS4B e un peptide
altamente idrofobico che si localizza sul reticefwoplasmatico insieme ad
altre proteine virali (Hugle Tet al.,2001). L’'associazione con le membrane
del reticolo avviene contemporaneamente alla tiadezFig.1.3).

Alcuni studi parlano genericamente di membranestesii ai detergenti
(Shi S.T.et al., 2003), altri dilipid rafts, proponendo modelli nei quali
sarebbero le proteine cellulari VAP-33, che inte&gagno con le proteine
virali NS4B (Tu H.et al., 1999), NS5A ed NS5B (Gao let al., 2004;
Hamamoto let al., 2005) a permettere il suddetto legame (Aizaketdal.,
2004). Sembra comunque ormai chiaro che il cicltalei del virus
dell'epatite C avviene si nel citoplasma cellulareg in associazione con
membrane.

Una volta prodotte tutte le proteine virali, HCVgpreplicarsi.

1.4.3 Replicazione virale

La replicazione del genoma virale avviene nel d¢dema e procede
attraverso un intermedio a RNA a polarita negatit@ funziona come
stampo per produrre nuove molecole di RNA a p@agrdsitiva.

L’RNA a polarita positiva puo poi funzionare ul@mnente come mRNA
ed essere tradotto dando vita ad altre proteiradivpud venir usato come
substrato per la polimerasi virale ed essere @plio, nella fase tardiva
dell'infezione, quando si é raggiunto un numerofisigihte di proteine
strutturali, essere incapsidato in nuove particelieali e rilasciato
(Bartenschlager R. e Lohmann V., 2000).

NS5B é il componente chiave della replicazione lejr& stata infatti
scoperta essere I' RNA polimerasi RNA dipendentifoata dal virus.

L'enzima ha la tipica strutturadita-palmo-pollicé (“fingers-palm-
thumb) delle polimerasi (Lesburg C.Aet al.,1999).
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Figura 1.3:
Rappresentazione schematica del genoma virale 'asseltiazione delle proteine, strutturali
e non, alle membrane del reticolo endoplasmatico
(Tardif K.D. et al.,2005)

| singoli eventi che determinano la replicazionel sono ancora quasi
del tutto sconosciuti, ma e owvio ritenere che NS§Bchi un ruolo
principale.

L’enzima puo iniziarein vitro la sintesi tle novo” del’RNA virale,
sembra quindi necessario e sufficiente per la caplone virale; mostra
inoltre una spiccata preferenza per il GTP rispalfdTP come nucleotide
iniziale (Zhong W.et al., 2000). E’ poi stata dimostrata un’interazione
specifica fra NS5B e il 3' dellRNA virale, che uka necessario per la
replicazione del virus. NS5B puo legare per diyittemplato a DNA oltre
che a RNA, sebbene con un’efficienza molto riddttheng J.Cet al.,
1999).

Anche san vitro NS5B non necessita per svolgere la sua funzioaérdi
fattori virali o cellulari (Lohmann Vet al.1997), & ormai opinione comune
che I'enzimain vivo formi insieme alle altre proteine virali ed a gioe
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cellulari un complesso replicativo associato cormiembrane del reticolo
endoplasmatico (Lin Cet al., 1997; Shmidt-Mende Jet al., 2001). A
sostegno di questa ipotesi sono state osserva@rsdivinterazioni fra la
polimerasi virale e le altre proteine di HCV.

Molti studi indicano che la maggior parte, se nottetle proteine virali
formano con NS5B un complesso di replicazione aggbpcon le membrane
intracellulari, come abbiamo visto in precedenzahe questo complesso,
molto probabilmente, contenga anche proteine eelllshido S.et al.,
1998; Lohmann Vet al.,1997; Shmidt-Mende &t al.,2001; Piccininni S.
et al.2002).

Sono state infatti descritte diverse interaziord fe proteine virali,
soprattutto fra le proteine non strutturali, quali:

NS2 — 4A (Flajolet Met al.2000),

NS3 — 4A (Wolk Bet al.,2000 ; Ishido Set al.,1998 ),

NS3 — 4B (Piccininni St al.,2002),

NS3 — 5B (Ishido et al.,1998),

NS4A — 4B — 5A (Lin Cet al.,1997),

NS5A — 5B (Shirota Yet al.,2002).

Questi sono solo alcuni esempi delle interaziosepste, altre ancora
infatti sono state descritte, anche fra proteimattstrali e non strutturali,
quali per esempio la proteina core (Flajolet &.al.2000; Uchida M.et
al.,.2002). Si e inoltre osservato come NS3 sia un compie essenziale del
complesso replicativo (Kolykhalov At al.,2000), importante per esempio
nel modulare il riconoscimento da parte di NS5Btdeiplato (Piccininni S.
et al.,2002); che NS5A modula I'attivita di NS5B (Shirotaet al.,2002), e
che NS4B funziona come regolatore negativo del dessp NS3/5B
(Piccininni S. et al., 2002). Inoltre in un recente studio condotto da
Shimakami T. e collaboratori si € messo in evidec@ae l'interazione fra
NS5A ed NS5B, gia descritta in precedenza, siaspwtisabile per la
replicazione virale; mutazioni che portano all'abione di questa
interazione infatti sopprimono la replicazione dtYA (Shimakami Tet al.,
2004).

Infine bisogna ricordare che NS5B, come le RNA ipeliasi in genere,
ha un elevato tasso di errore, ed e sicuramentedali@ cause primarie
dell’enorme variabilita caratteristica del virudlggatite C (Okamoto Het
al., 1992; Marrone A. e Sallie R., 1996).

Oltre ad NS5B quindi, anche altre proteine nontstrali del virus sono
importanti per il processo di replicazione.
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La porzione carbossi-terminale di NS3 (circa 500cadlifica inoltre per
I'attivita elicasica e ATPasica della proteina (TaL. et al.,1996; Kim D.W.
et al.1995). Possedendo attivita elicasica NS3 risulispensabile non
solo per la traduzione e maturazione della polgnat virale, ma anche per
la replicazione. L'elicasi virale puo funzionarediversi substrati quali;

singolo filamento 3' - 5’,

singolo filamento 3' — 3’,

ma non su un singolo filamento 5’ o su un doppianiiento (Tai C.Let
al., 1996). E’ stato poi dimostrato che puo legare eifumare anche su un
singolo filamento di DNA, ma non su un doppio fiemo RNA/DNA
(Gwack Y.et al.,1996). Svolgerebbe la sua attivita seguendo &zitine 3’
- 5. Per la sua attivita elicasica necessita di AVB" e M’ (Kim D.W.
et al.,, 1995). Non si sa bene se l'elicasi funzioni comenamero o
oligomero. La maggioranza degli studi strutturadirlano di un enzima
monomerico (Rosenberg S., 2001), d'altra parte studlio suggerisce al
contrario che I'enzima sia un dimero (Cho Hegal.,1998).

L'importanza di NS3 nella replicazione virale &€ gedta anche
dall'interazione della proteina con la polimerass3B (Ishido S.et al.,
1998); NS3 modula infatti, come gia ricordato, i€onoscimento del
templato da parte della RdRp (Piccininnefal.,2002).

L’'associazione di NS4B con le membrane del reticamoloplasmatico
inoltre ha fatto ipotizzare che questa proteiniadgiale ancora non € nota
la funzione, faccia parte del complesso di repima virale e che possa
proprio lei stessa essere responsabile della riteezdel complesso sulle
membrane cellulari. Tale ipotesi viene ulteriorneentavvalorata
dall'osservazione che solo il precursore NS4A/Barglo espresso in cellule,
altera il trasporto cellulare dal reticolo al Gokgil altera la funzione e la
struttura dell’'apparato secretorio dell'ospite (Ei§) (Konan K.V.et al.,
2003).

In aggiunta alle proteine virali anche componenéllutari sono
probabilmente coinvolti nella sintesi del genomeahka. Candidati possibili
sono le ribonucleoproteine nucleari eterogenee NRRI e C, che
interagiscono in modo specifico con la regione 3ndtradotta, che
ricordiamo essere indispensabile per la replicazivinale (Chung R.T. e
Kaplan L.M., 1999, Gontarek Ret al., 1999). Un altro candidato € la
gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi (GAPDH), cbgal la sequenza poliU
nella 3' NTR (Petrik Jet al.,1999).

Come abbiamo gia ricordato inoltre sia la porzibhterminale che la 3’
terminale del genoma virale sono indispensabili [eer replicazione.
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Mutazioni in determinate regioni allinterno di cgte sequenze
diminuiscono l'efficienza di replicazione o ne detéano un blocco
completo (Friebe Ret al.,2002; Kolykhalov Aet al.,2000).

La replicazione di HCV é quindi guidata dalla padirasi virale che gioca
un ruolo centrale, ma verosimilmente questa sicdasoproteine virali e non
nel formare un complesso macchinario di replicazion

1.4.4 Produzione e rilascio dei nuovi virioni

Con il proseguire della replicazione vengono prtalah numero elevato
di copie dellRNA virale e dalla traduzione di gteesanche una quantita
sufficiente di proteine per poter formare i nuowiioni. L'assemblaggio
delle particelle virali di HCV non é mai stato sttd dettagliatamente. Un
possibile approccio € stato la produzione di peltgcvirus-simili (VLR)
esprimendo le proteine strutturali in sistemi dtegbi; ma per HCV questa
tecnica ha presentato diverse difficolta (Bartelzgydr R. e Lohmann V.,
2000).

Molto probabilmente la formazione delle particellgali inizia con
l'interazione della proteina core con 'RNA del wér (Shimoike Tet al.,
1999).

La proteina core ha varie funzioni, sia nel cidplicativo del virus sia
come modulatore di processi cellulari all'internelld cellula ospite. Nel
ciclo replicativo di HCV core sembra intervenire r pgermettere
lincapsidamento dei nuovi genomi legando I'RNAale in 5 NTR e
bloccandone la traduzione (Shimoikeet al.,1999). E’ stato dimostrato che
core lega in maniera preferenziale la sequenzaeb’génoma di HCV.
Questo legame non solo dovrebbe servire all'impeitamento del genoma,
ma sembra anche reprimere la traduzione IRES-deg#addal momento
che non c’e piu necessita di produrre altre preteirali.

Non & noto che tipo di complesso formi la proteina I'RNA virale, ma
e stato osservato che siavitro chein vivo core interagisce con sé stessa
attraverso la porzione amino-terminale, formandaodimeri (Matsumoto
M. et al., 1996). Queste interazioni potrebbero essere natespar
I'assemblaggio e la formazione delle nuove paitcdtali.

L'acquisizione del rivestimento lipidico potrebbevéce avvenire dal
“budding attraverso le membrane del reticolo endoplasroatiove sono
ritenute E1 ed E2 (Duvet 8t al.,1998; Cocquette Let al.,1999).
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Sembra inoltre interagire con la proteina E1 (L&.Set al., 1996).
L’interazione con E1, che avviene attraverso leueage carbossi-terminali,
servirebbe, come gia detto, per reclutare coreresidolo endoplasmatico
dove EL1 viene ritenuta in seguito alla sua matorezi

Sebbene per anni non sia stato possibile averspasizione un sistema
per lo studio della formazione e del rilascio dgdlagenie virale, come
vedremo meglio in seguito nel 2005 si € messo appun sistema che
supporta la replicazione del genoma completo di HICVitro permettendo
la formazione di una progenie di particelle virdlindenbach B.Det al.,
2005; Wakita Tet al.,2005; Zhong Jet al.,2005).

1.5 Sistemi modello per lo studio della replicagmirale

Come abbiamo gia accennato, HCV si replica pririgipate in epatociti
e con minor efficienza e in minor misura nelle aellmononucleate del
sangue periferico (PBMC) (Fournier €.al.,1998; Cribier Bet al.,1995).

Lo studio della biologia cellulare del virus e deteplicazione virale é
stato, fino a pochi anni fa, & stato limitato datk@ancanza di un modello
cellulare di replicazione del virus. Fino ad allofenico modo per studiare
il virus dell’epatite C era rappresentato da:

- virus correlati;

- modelli animali;

- modelli murini.

1.5.1 Virus correlati

HCV appartiene alla famiglia d€laviviridae ed é strettamente correlato
con i pestivirus, come il virus della diarrea bavim con il virus dell’epatite
G (Bartenschlager R. e Lohmann V., 2000). Pocheo denidentita di
sequenza a livello del genoma fra questi virus é/H@a molte sono le
somiglianze a livello organizzativo del genoma. dtadio quindi di questi
virus correlati potrebbe aiutare per esempio arichi@ome HCV si replichi
all'interno della cellula ospite. Bisogna pero temeesente che, a parte
gueste somiglianze, esistono comunque differenztasoiali che non
possono essere trascurate.
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1.5.2 Modelli animali

Il solo animale capace di sostenere la replicazamievirus dell’epatite C
ed essere quindi infettato & lo scimpanzé (Bartdager R. e Lohmann V.,
2000). Il vantaggio di utilizzare questo modellgtgaro; I'animale infatti e
altamente simile geneticamente all'uomo (circa8il596). Sullo scimpanzé
sono stati condotti tutti gli studi sull’epatite & B, poiché tutti e cinque i
principali virus delle epatiti (A-B-C-D-E) sono igrado di infettarlo; ed
anche i primi approcci e le prime scoperte su H@viosstate permesse
dall'uso di questo animale. Un altro vantaggio cegiva dall'uso dallo
scimpanzé come modello animale per l'infezione d@/Hleriva dal fatto
che la progressione della malattia segue un deadirsico molto simile a
quello osservato nei pazienti. Sia 'uomo che lompanzé infatti passano
per una fase acuta della malattia, nella qualesserwano elevati livelli di
aminotrasferasi nel siero. La fase acuta porta dlluppo di una risposta
immune. Inoltre in entrambi I'infezione tende a gistere nel tempo e a
cronicizzare provocando evidenti danni epatici. Wndmpanzé infettato
cronicamente inoltre, ha sviluppato epatocarcinooame avviene non di
rado nell'uomo.

Questo modello pero presenta anche diversi lithisiuo utilizzo e il suo
mantenimento richiedono elevati costi e mezzi, treokagioni etiche ne
limitano I'uso (Bartenschlager R. e Lohmann V., @0Grakoui A.et al.,
2001).

Altri mammiferi, quali per esempio la tupaia e lammotta, sembrano
permissivi all'infezione da HCV, ma vengono comuaqpoco utilizzati
(Grakoui A.et al.,2001).

1.5.3 Modelli murini

Per modelli murini si intende sia I'uso di topirisgenici, sia I'uso di topi
immunosoppressi trapiantati con cellule di fegat@noo infettato da HCV.

Poiché HCV non infetta il topo e non si replicaesso, questo non puo
rappresentare un modello di infezione da epatiten@; d’altra parte
rappresenta un modello utile perché possiede digers omologhi a geni
umani e soprattutto perché il suo genoma pud verigevolmente
manipolato. Inoltre il suo utilizzo e sicuramentgeno problematico rispetto
a quello dei primati.
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Sono stati sviluppati diversi modelli di topi traesici per poter
esaminare i potenziali effetti patogeni delle pragevirali, quali per esempio
la proteina strutturale core (Moriya Kt al.,1998), o le glicoproteine E1 ed
E2 (Koike K.et al.,1995) sugli epatociti. Alcuni di questi esperimdrgnno
per esempio dimostrato che la proteina core indeatocarcinoma se
espressa in topi transgenici.

Un’ulteriore possibilita & rappresentata dal trafwadi cellule di fegato
umano o di cellule mononucleate del sangue peasdarifettate dal virus in
topi immunocompromessi (Grakoui A&t al.,2001). Anche se gli epatociti
primari infettati e trapiantati in topo non sosteng in modo ottimale lo
sviluppo e la replicazione di HCV, attraverso ifianto xenogenico é
possibile fare in modo che gli epatociti mantenganwivo una serie di
interazioni con le altre cellule del fegato e rigew una serie di fattori di
crescita che ne permettono lo svolgimento di tetygrincipali funzioni; cosa
che naturalmente risulta impossibile vitro. La costruzione di un simile
modello quindi, non é finalizzata tanto allo studiel decorso dell'infezione
o della replicazione virale, ma principalmente ahntenimento delle
funzioni caratteristiche degli epatociti. Questornpette di studiare la
risposta dell’ospite al virus in un contesto fisigico.

1.5.4 Repliconi

L'utilizzo dei modelli sopra citati ha permesso divanzare nella
conoscenza del virus, dell'infezione e della pategevirale; ma il problema
fondamentale continuava ad essere la mancanzasisteéma modello per lo
studio in vitro della replicazione virale. HCV infatti si replica icolture
cellulari con un’efficienza molto bassa. La repdicae virale, determinata
tramite tecniche di RT-PCR per quantificare I'imbexdio di replicazione con
polarita negativa, risulta sempre estremamenteabass

In vitro diverse linee cellulari epatiche e cellule monoreat# del sangue
periferico (PBMC) vengono infettate dal virus, m&W all'interno delle
cellule replica sempre molto lentamente e pocociefitemente. Nelle
migliori condizioni possibili, le replicazione di GV viene determinata
intorno a 10 equivalenti genomici rilasciati da Y@ellule in coltura
(Bartenschlager R e Lohmann V., 2000).

Questo problema ha costituito per diversi anni dggior limite allo
studio di HCV, ma é stato risolto dalla messa at@ui un sistema che
permette la riproduzione degli eventi di replicamo virale in vitro
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(Lohmann V.et al., 1999). Questo sistema si basa sulla costruzione di
subgenomi selezionabili, chiamati “repliconi’, gesité dal genoma virale
modificato, che sembrano avere un’efficienza diliceagione di molto
superiore a quella di HCV.

Nel 1999 quindi, per aggirare molti dei problemicdntrati nel far
replicare HCV in coltura, € stato sviluppato quesistema di coltura
cellulare alternativo basato sulla replicazione bitga di subgenomi
selezionabili a RNA chiamati appunto repliconi (bmdmn V.et al., 1999).
Queste molecole sono derivate dal genoma viraleidet dell’epatite C di
genotipo 1b, ottenuto dal fegato di un pazientenicm sottoposto a
trapianto. Il genoma ha subito poi le seguenti filcatiioni:

- delezione della regione che codifica per le pnetestrutturali da core a
p7 e spesso anche per NS2, non indispensabila peplicazione di HCV;

- inserzione di un gene che codifica per la neamidiosfotrasferasi
(Neo) che conferisce alla cellula resistenza cdfardgibiotico G418;

- inserzione dellIRES del virus dell'encefalomiodie (EMCV) fra il
gene Neo e la regione che codifica per le proteingi non strutturali
(Fig.1.4).

Il replicone risulta quindi bicistronico, poiché teaduzione del primo
cistrone (neo) e diretta dalllRES di HCV, mentreetfa del secondo
cistrone (NS(2)3 — 5B) dall'lRES di EMCV. Andandotrasfettare queste
molecole in cellule di epatoma umano Huh7, e setezido con G418, si
ottenevano pero solo un basso numero di colong cohtenevano, come si
vide da successive analisi, RNA di HCV capaci giioazione autonoma.
La presenza dei repliconi poteva essere individaathe per Northen-blot e
le proteine virali potevano essere trovate esciusente nel citoplasma, in
stretta associazione con le membrane del reticadogasmatico, che venne
quindi ipotizzato essere il sito di replicazionellBNA virale, come
avveniva per molti virus a RNA a polarita positivi.ohmann V.et al.,
1999).

Nelle linee cellulari che supportano la replicaeodel replicone non
sono stati osservati segni di citopatogenicitatiegapunto alla replicazione
di queste molecole (Pietshmann &t. al., 2001). Le cellule continuano a
crescere senza evidenti alterazioni a livello ¢aty e morfologico. In
cellule continuamente passate e tenute in seleziorepliconi possono
mantenersi stabili per piu di due anni, ma se lezgme viene interrotta, per
qguanto i repliconi si mantengano comunque per alowesi, diminuisce
gradualmente l'efficienza di replicazione. Inoltie, cellule confluenti, i
livelli di replicone sono bassi, come se la re@ioae e/o la traduzione
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Figura 1.4:

Rappresentazione schematica del metodo usato gwlirstéinee cellulari all'interno delle
guali si replica il replicone

La struttura del genoma di HCV & schematizzata rplde alta della figura; al di sotto &
riportata I'organizzazione dei subgenomi virali idati dal genoma di HCV, chiamati
appunto repliconi. Queste molecole sono derivatgeiaoma virale del virus dell’epatite
C di genotipo 1b che ha subito le seguenti modiftraz

- delezione della regione che codifica per le pnatestrutturali da core (C) a p7 e spesso
anche per NS2 (uno dei due esempi);

- inserzione di un gene che codifica per la neamidosfotrasferasi (neo) che conferisce alla
cellula resistenza contro I'antibiotico G418;

- inserzione dell'IRES del virus dell'encefalomiodie (E-I) fra il gene neo e la regione che
codifica per le proteine virali non strutturali.

Il replicone risulta quindi bicistronico.

Il replicone viene poi trasfettato in cellule diadpma umano Huh7 e le cellule tenute in
selezione con G418. Solo le cellule nelle qualeglicone si replica sopravvivono, per la
presenza al loro interno del prodotto del gene neo.

(R. Bartenschlager e V. Lohmann, 2000)

dipendessero da fattori cellulari che variano neerdi momenti della
crescita cellulare (Pietshmannét.al.,2001).
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Sebbene i repliconi si replichino comunque ad wellb piu elevato
rispetto al genoma virale completo, si ottiene ssidbasso numero di cloni
dopo trasfezione e selezione (Blight kedlal.,2000).

Il sequenziamento di questi cloni resistenti mosteccumulo di
mutazioni adattative che aumentano il livello dplieazione tanto da
conferire resistenza alla G418 nelle cellule tridsfe. Vennero trovate
mutazioni in diverse regioni, nella regione cheittcal per NS3, per NS5B,
ma la maggior parte delle mutazioni adattativeaigvano nella regione che
codifica per la proteina NS5A (Fig.1.5). Una di sige mutazioni, una
delezione, venne identificata nella regione cheostrata interagire con la
PKR (Gale M.Jet al.,1997; Gale M.Jet al.,1998).

Queste alterazioni del genoma interne ad NS5A merdano la
traduzione fino a circa ventimila volte (Blight Ket al., 2000), ma il livello
di adattamento varia significativamente al var@dele mutazioni.

Non & ancora chiaro il perché queste mutazionira@éno un miglior
adattamento ed una replicazione piu efficienteedeiblecole; e d’altronde
se nel caso di NS3 o NS5B le mutazioni potrebbevdutare I'attivita degli
enzimi virali ed alterare la replicazione, per NS$cui funzione & ancora
sconosciuta, tutto € ancora del tutto speculat8iouramente il fatto che
mutazioni in questa regione siano adattative pudpfatizzare una funzione
importante per la proteina nel ciclo vitale di HCV.

La possibilita comunque di avere a disposizionestpianolecole ha
permesso fino ad oggi di poter studiamevitro la replicazione di HCV. In
guesto modo é stato possibile osservare nel costpldistutte le proteine
virali non strutturali quelle interazioni fra prate che fino ad oggi potevano
essere osservate solo singolarmente, ed é indéte gossibile valutare e
tentare diverse terapie antivirali. Si é visto itifehe la replicazione dei
repliconi e sensibile all'lFN¥, che ne determina una riduzione di circa 10
volte (Guo J.Tet al.,2001), e che repliconi adattati sono comunque biinsi
all'lFN-a (Blight K.J.etal., 2000).

E’ vero d’'altronde che la mancanza della porziogleggnoma virale che
codifica per le proteine strutturali in questi sebgmi e quindi la mancanza
delle stesse proteine, potrebbe costituire un proé) poiché anch’esse
potrebbero essere coinvolte nella risposta alllEN-come € stato
ampiamente mostrato per E2 (TaylordDal.,1999).

Un altro importante fattore da tener presente presgentato dal fatto che
solo cellule Huh7 supportano con elevata efficiefeareplicazione dei
repliconi, mentre le altre linee cellulari, commreguelle permissive per
HCV, quali per esempio HepG2 o PH5CH, non ne s@paci, 0 ne sono
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capaci solo limitatamente. Questo potrebbe dipendmyme gia detto, da
fattori presenti nelle cellule ospiti importantirpkevirus, che differiscono fra
Huh7 e le altre linee cellulari (PietshmanreTal.,2001).
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Figura 1.5:

Schematizzazione delle mutazioni “adattative” spnae che possono avvenire nel replicone;
frequenza relativa ed efficienza di replicazione

Nella parte alta della figura € riportata la stidt del genoma di HCV e del subgenoma
(replicone) costruito a partire da questo. Vienessaein evidenza la regione ISDR
(“regione che determina la sensibilita al’lFN"ténna ad NS5A.

Nella parte bassa sono riportate le mutazioni pguenti nella regione che codifica per la
proteina virale NS5A con la relativa posizionegfrenza ed efficienza di traduzione (%).

Si ritiene che questa proteina della quale noma& stncora definita la funzione sia importante
per la replicazione di HCV, anche perché molte matazche rendono il replicone
“adattato” cadono proprio nella regione che codifier NS5A.

Viene evidenziata da una cornice verde la mutazidme caratterizza il replicone che ho
utilizzato nel mio lavoro di tesi.

(Modificata da Blight K.Jet al.,2000)

Un altro enigma € 'osservazione che solo replicmstruiti a partire dal
genotipo virale 1b risultano funzionali, € non lone invece repliconi
costruiti da altri genotipi, quali per esempio Blight K.J. et al., 2000). II

perché non e ancora chiaro, ma evidenzia una démzaddel successo del
lavoro dal genotipo prescelto.
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1.5.5 Replicazione completa del virus dell’epafiten cellule in coltura

Solo nel 2005 é stato possibile superare anchdintal scoglio
rappresentato dall’assenza di replicazione viraengieta in cellule in
coltura. Certo, la costruzione dei repliconi hanpesso negli ultimi anni un
enorme passo avanti nello studio e nelle conoscealaive al virus
dell’epatite C, ma la possibilitd di avere a dispiese oggi un modello di
infezione completa, con produzione di progenie l@jrapermette un
grandissimo avanzamento e pone nuove domande al#é sara forse
possibile dare ora una risposta.

Contemporaneamente Wakita T. e Lindenbach B.D.rexpéttivi gruppi
di ricerca hanno pubblicato lavori nei quali venivdizzato un “replicone
completo” di HCV, capace di replicare in colturanz® necessita di
mutazione adattative e capace di secernere péatigadli infettive (Wakita
T. et al.,2005; Lindenbach B.[Det al.,2005).

I genoma utilizzato e stato isolato da un indiddeon epatite
fulminante. Questo genoma completo di HCV, apparén al genotipo
virale 2a (FL-JFH), replica efficientemente in aédl Huh7 e non richiede
appunto alcuna mutazione. La trasfeziameitro del trascritto completo in
cellule Huh7 risulta nella secrezione di particeilali che sono a loro volta
infettive per colture cellulari e per scimpanzé @i&aT. et al.,2005).

Anche Lindenbach B.D. raggiunge lo stesso risultatiizzando un
genoma completo formato da due diverse porziotiagrbe di genotipo 2a.
Una prima regione core-NS2 viene dal genotipo B (dentre la seconda
deriva da un replicone gia utilizzato in precedeareh’esso di genotipo 2a,
che replica in cellule in coltura senza bisognandtazioni adattative (SRG-
JFH1). L'unione di queste due parti risulta in waplicone completo” (FL-
J6/JFH) competente per la replicazione e che peodcharticelle virali
infettive (Lindenbach B.Det al.,2005).

Adesso si ha quindi a disposizione un modello cetopper lo studio del
virus dell’epatite C, con la possibilita di infagacellule Huh7, e di studiare
fasi del ciclo vitale di HCV, come l'ingresso orilascio delle particelle
virali, che era impossibile studiare con I'utilizdei repliconi.

1.6 Interazioni virus - ospite

37



Alcune interazioni, quali per esempio quelle did®ad CD81 o con SRBI,
importanti per l'ingresso del virus nella cellul@rbaglio, sono state gia
descritte nei paragrafi precedenti. Qui di segaiteoffermeremo sulle molte
alterazioni da parte di HCV di diverse vie di trasdne del segnale nella
cellula ospite (schema seguente).

Le alterazioni dellospite da parte del virus somrssenzialmente
finalizzate ad evadere la risposta immune e adaa#tela proliferazione
cellulare con la conseguente induzione di tumorvasione della risposta
immune € legata principalmente alla possibilita ¢fze HCV di variare
continuamente non permettendo che possa montarsi Kisposta
immunitaria capace di distruggere il virus. E2 eushmente una delle
proteine piu importanti, insieme a NS5A, nellevas del virus dalla
risposta immune dell’'ospite (Zibert At al., 1995; Farci Pet al., 2000).
Infatti, E2 contiene una regione ipervariabile omsga HVR-1 altamente
antigenica, verso la quale l'ospite produce angicoPoiché per0 questa
regione € in continuo variare, gli anticorpi pradobntro HVR-1 al fine di
neutralizzare il virus e l'infezione, non dannodoaal risultato desiderato e
il virus riesce ad evadere la risposta immunitéfeaci P.et al.,1996).

Alcuni autori hanno ipotizzato che HCV vari contamoente per adattarsi
ai diversi “ambienti” cellulari, e che con il temp@dano selezionandosi
varianti piu resistenti; ma al contrario altri iiano che il virus abbia la
possibilita di variare perché [l'ospite non rispondefficacemente
all'infezione e non il contrario, e che li doves@ invece una buona risposta
immune dell'ospite, non vengano a generarsi fornagiamti o siano
comungue molto piu limitate (Farci €t al.,2000 e referenze all'interno).

L’alterazione della cellula ospite e del suo cicilulare possono avere
diverse interpretazioni, molto piu evidente é irevela finalitd legata
all'alterazione della via di trasduzione dell'lFNh gharte di NS5A e di E2.
Interferire con questa via € infatti una delle tetgée virali per bloccare la
risposta immunitaria da parte dell'ospite.
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Schema _INTERAZIONI VIRUS-OSPITE IMPORTANTI PER :

e INGRESSO DEL VIRUS NELLA CELLULA OSPITE:
- E2 - CD81 (Pileri Pet al, 1998),
-E2-LDLy (Agnello V.et al, 1999),
- E2 — SRBI (Scarselli Eet al, 2002).

e ALTERAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE:

- Core — TNFR (Zhu N.et al, 1998).

- Core — LTBy (Matsumoto Met al., 1997).

- Core attiva NF-kB inibendo la morte cellulare programanat
mediata da Fas e da TNF (Marusawaetal., 1999 Ray
R.B.et al.,1998),
ha funzioni trasformanti in collaborazione con togene
Ras (Ray R.Bet al.1996a; Ray R.Bet al.,1996b), in topi
transgenici sembra indurre epatocarcinoma (MoriyaeK
al., 1999),
regola negativamente p53 (Ray ReBal, 1997),
aumenta il livello di espressione della ciclina®h¢ J.W et
al., 2001),
aumenta la degradazione degli inibitori di NF-KRB43,
aumentando il segnale indotto dalla linfotossirif82 o da
TNF-a (Li R.Y. et al.,1999).

- NS3sembra avere la capacita di trasformare cellule3VBH
(Sakamuro Det al, 1995).

- NS5A - p53 (Majumder Met al, 2001),

- NS5A - SRCAP (Ghosh A.Ket al, 2000),

- NS5Aregola negativamente p21 (Ghosh Adal.,1999), altera i
livelli di calcio (Cza+), provocando stress ossidativo e
attivando i fattori trascrizionali STA e NF-kB (Gong G.

et al.,2001),

- NS5A - PI3K (subunita p85) (He ‘et al., 2002),

-NS5A- Bax (Chung Y-Let al, 2003),

- NS5A—-TRAF2 - TRADD

(Park K.&t al, 2002; Park K.Jet al, 2003),

-NS5A - cdkl (Arima Net al, 2001).
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e ALTERAZIONI DI ALTRE FUNZIONI CELLULARI:
- NS3- subunita C della PKA (Borowski Bt al, 1996),
- NS3- ELKS-0 (Hidajat R.et al,, 2005),
- NS3- ELKS-a (Hidajat R.et al., 2005),
- NS3 -LMP7 (Khu Y.L. et al, 2004),
- NS3- Sm-D1 (Iwai A.et al, 2003).

- NS5A — apolipoproteina Al (Shi 8t al, 2002),

- NS5A— hVAP-33 SNARE-like protein (Tu Het al, 1999),
- NS5A - hVAP-B (Hamamoti let al, 2005),

- NS5A — Amphiphysin 1l (Zech Bet al, 2003),

- NS5A - La protein (Spangberg Kt al, 1999),

- NS5A-HSP27 (Choi Y.Wet al., 2004).

- NS5B- hVAP-33 SNARE-like protein (Tu Het al, 1999),
- NS5B - hVAP-B (Hamamoti let al, 2005),

- NS5B- hPLIC1 (Gao Let al, 2003),

- NS5B—a—actinina (Lan Set al, 2003).

e ALTERAZIONE DELLE VIE DI TRASDUZIONE DELL'IFN :
- E2 - PKR indotta dall'lFN (PePHD) (Taylor [t al, 1999).

- NS3- TBK1 (Otsuka Met al, 2005).

- NS5A - PKR indotta dall'lFN
(Gale M.et al, 1998; Gale Met al, 1999),
- NS5A - Grb2 (Tan S.Let al, 1999),
- NS5A—I1L-8 (Polyak S.Jet al.,2001),
- NS5A - Fyn (Macdonald Aet al, 2004),
- NS5A - 2'-5" OAS (Taguchi Tet al, 2004).

E’ stato infine visto che le proteine virali inibno i segnali di traduzione
indotti dall'lFN-a (pathway Jak-STAT) (Heim Met al.,1999).

INTERAZIONI VIRUS-hnRNP:
- Core— hnRNP K (Hsieh T.Yet al.,1998).

-IRES HCV - hnRNP L (Hahm Bet al.,1998),
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hnRNP E1 —(Spangberg K. e Schwarz S., 1999),
PTB (Ali N. édliqui A., 1995),
-3'NTR HCV - PTB (Chung R.T. e Kaplan L.M., 1999),
hnRNP C (GontareleRal.,1999)

1.6.1 Alterazione della proliferazione

La proteina core, componente principale del nuepsitle, sembra
essere la principale responsabile per le alterazimtia proliferazione
indotte dal virus. Il suo esatto ruolo nel modulkreproliferazione rimane
ancora da definire, essendo stata descritta conae pwateina sia con
funzione proapoptotica che antiapoptotica.

Come proteina proapoptotica core viene descritgarke il dominio
citoplasmatico del recettore della linfotossigLT[3) e del recettore del
fattore di necrosi tumorale (TNFall'interno di cellule HeLa, rendendo tali
cellule piu sensibili alla morte cellulare prograatm (Zhu N.et al., 1998).
La proteina virale non aumenta il livello del’lRNAessaggero del recettore
del TNF o della LB, per cui si ritiene che possa alterare la seitsilaella
cellula verso I'apoptosi.

Un ulteriore ruolo di core come proteina proapdp#oé stato descritto da
Ruggeri A. e collaboratori (Ruggeri Aet al., 1997); la proteina virale
sembrerebbe aumentare la sensibilita delle cedilifee morte per apoptosi
mediata da Fas, senza pero alterarne I'espressione.

Al contrario altri dati mostrano una proteina canfione antiapoptotica;
core viene vista attivare NF-kB e quindi inibire aorte cellulare
programmata mediata da Fas e da TNF (Marusaved &.,1999; Ray R.B.
et al.,1998).

Controverse sono anche le informazioni su un ipmietuolo della
proteina core nella trasformazione cellulare. Latgina virale viene infatti
descritta reprimere lattivita del promotore di pb8 cellule COS-7 e in
cellule HeLa (Ray R.Bet al., 1997). Il decremento dell’espressione di p53
causerebbe nelle cellule un aumento dell'instabginetica.

Funzioni trasformanti della proteina del nucleoidgssono state
osservate anche in fibroblasti primari di embriciheatto in collaborazione
con 'oncogene Ras (Ray R.Bt al.,1996a; Ray R.Bet al.,1996b) o in topi
transgenici, dove core sembra indurre epatocar@n(voriya K. et al.,
1998).
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Al contrario altri lavori mostrano che la proteicare non ha la capacita
di trasformare fibroblasti embrionali di ratto iroaperazione con Ras
(Chang Jet al.,1998). In realta core sembra avere la capacitasidrmare
le cellule, ma non di immortalizzarle.

Core sembra poi aumentare I'espressione dellaai@iaumentandone la
guantita di mRNA, promovendo quindi la proliferazocellulare (Cho J.W.
et al.,2001).

La proteina core interferisce inoltre con diverse di trasduzione
cellulari. In cellule Huh7 e in cellule HelLa, étst@sservato che la proteina
virale aumenta la degradazione degli inibitori di-kB, 1kB-3, aumentando
il segnale indotto dalla linfotossinal32 o da TNFa (You L-R. et al.,
1999). Core non sembra alterare il livello di espigne di NF-kB, ma
potrebbe interferire sulla sua traslocazione neleu

Core sembra anche interagire con la porzione cisophtica del recettore
della LTB, coinvolto nella via di trasduzione del segnaleciotossicita
(Matsumoto Met al.,1997; Chen C.Met al.,1997).

Altre proteine virali in grado di alterare la pfeliazione cellulare sono
NS3 e NS5A.

NS3 sembra avere la capacita di trasformare cal#8T3 (Sakamuro
D. et al.,1995). Da questo lavoro risulta che nella trasfaiore puo essere
coinvolta la regione amino-terminale della proterirale.

NS5A e mostrata modulare geni che regolano il cicidlulare e
promuovere la crescita cellulare. Per esempio, laegegativamente p21
promovendo il passaggio dalla fase G alla fase Scido cellulare.
L’inibizione di p21 sarebbe causata da un blocdosde stesso promotore
modulato dalla proteina virale (Ghosh Adf.al.,1999).

E’ stata inoltre dimostrata l'interazione fisica INS5A e p53 (Majumder
M. et al.,2001). Questo legame, dimostrato con la tecnicaalgpio ibrido,
permetterebbe ad NS5A di trattenere p53 sulla manabperinucleare e di
modulare cosi anche p21, attivato da p53. In questdo NS5A potrebbe
mediare la patogenesi virale.

Lo stesso Ghosh A.K. e collaboratori (Ghosh Adf.al., 1999) hanno
osservato che lintroduzione della proteina virate cellule NIH3T3
promuove la formazione di tumori in topi nudi.

D’altra parte NS5A viene anche descritta alterbeiio cellulare agendo
sul complesso cdkl1/2 — ciclina inibendo la crescédulare. NS5A & stato
dimostrato appunto interagine vivoedin vitro con cdkl; questa interazione
comporterebbe un’inibizione della crescita cellelaad una conseguente
perturbazione del ciclo, che vede incrementareate fG2/M. La cdkl e
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infatti principalmente richiesta proprio per larns&ione dalla fase G2 alla
fase M (Arima Net al.,2001).

NS5A interagisce inoltre con la porzione carbossminale del fattore di
trascrizione cellulare SRCAP (Ghosh A#t. al., 2000). La proteina virale
co-precipita con SRCAP endogeno e colocalizza coestg. Poiché in
presenza di SRCAP NS5A inibisce p2l1 piu efficierdata, questa
interazione potrebbe essere uno dei meccanisravatso i quali la proteina
di HCV modula la crescita cellulare contribuenda ghatogenesi virale.

Nella cellula NS5A poi altera i livelli di calcicceﬂ), provocando stress
ossidativo e attivando i fattori trascrizionali ST8 e NF-kB (Gong Get
al., 2001). Si ipotizza che la proteina virale possaiirgl stress ossidativo,
seguito dal rilascio del ¢4 aumento delle Ras ed attivazione di NF-kB.
NF-kB una volta attivato andrebbe ad accendere pgsestettivi e/o anti-
apoptotici.

NS5A quindi causerebbe ad un aumento del livelioRE@S all'interno
della cellula ospite e questo comporterebbe un atovaei livelli di STAT3.
Interagendo e modulando inoltre Fyn, molecola chentrolla la
fosforilazione di STAT3, NS5A controllerebbe un’etgale trasformazione
neoplastica a carico degli epatociti (Macdonale@tal, 2004).

Ancora per quanto riguarda la modulazione di NF-kB, cellule
HEK293, 'aumentata espressione di NS5A inibisedtivazione di NF-kB
indotta da TNFa e TRAF2, interagendo con TRAF2, ma al contrario non
altera la sua attivazione se indotta da MEKK1 e BK&uggerendo una
specifica azione di NS5A per mezzo di TRAF2 stedark K.J.et al,
2002). Sempre nello stesso schema si discute rbinitene di NS5A con
TRADD, si ipotizza infatti che si formi nella celauinfettata un complesso
ternario NS5A-TRAF2-TRADD che ha come scopo appuqtello di
perturbare il ciclo cellulare inibendo il segnalegdto a TNFx e
I'attivazione di NF-kB (Park K.Jt al., 2003).

Sempre classificabile come alterazione della prdifione é stata
studiata l'interazione della proteina non strut@irdA con Bax. In cellule
dove viene indotta I'apoptosi NS5A e Bax colocaliza nel nucleo,
cambiando quindi la loro localizzazione e passaddbcitosol al nucleo
(Chung Y.L..et al.,2003).

Nella patogenesi da HCV e anche molto importaraelazione della
cascata di trasduzione di AKT. E’ stata riferitatérazione di NS5A con la
fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K); la proteinarale legherebbe la subunita
p85 dellenzima, portando un’aumentata attivita BiI3K. Questa
modulazione positiva risulterebbe in un aumentattivita proprio di AKT
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(He Y.et al, 2002). L'interazione di NS5A con I'enzima promecebbe la
sopravvivenza cellulare e sembra anche permettemdireitamente
l'interazione della proteina di HCV con un’altraopgina cellulare, Gabl
(Grb2-associated binder 1). L'associazione di N86A Gabl sembra infatti
indiretta e molto probabilmente dipendente propgablegame della proteina
con PI3K e non dal legame con Grb2, come si efézgatio.

1.6.2 Alterazioni di altre funzioni cellulari

NS3 inibisce la fosforilazione mediata da una prethinasi (PKA)
dipendente da AMP ciclico (CAMP) (Borowski & al.,1997). La proteina
di HCV lega la subunitd C della PKA inibendolo inode cAMP
indipendente. PKA e una protein-chinasi che silleza normalmente nel
citoplasma come tetramero formato da due subungadRe subunita C. In
seguito ad un determinato stimolo cAMP lega le sitAR e le due subunita
C migrano nel nucleo per svolgere diverse funzidWs3 sembrerebbe
bloccare o comunque ritardare questa migrazionenneleo delle due
subunita, riducendo in tal modo I'attivita della RK

NS3 sembra anche alterare altre vie cellulariyagisce per esempio con
ELKS-0e con la sua variante di splicing ELKSproteine coinvolte nel
trasporto intracellulare e nella via secretgHadajat R.et al,, 2005).

La proteina virale interagisce inoltre con un comgte delle
ribonucleoproteine nucleari (snRNP) associate cauerse malattie
autoimmuni, Sm-D1 (lwai Aet al, 2003). Questa interazione, in cellule che
sovra-esprimono Sm-D1, comporta un cambio di lazakione di NS3, che
generalmente citoplasmatica, diviene nucleare. uazibne di questa
interazione non & nota, cosi come non e chiaran&ith dell’interazione
della stessa proteina di HCV con LMP7, componente
dell'immunoproteasoma (Khu Y.let al, 2004).

NS5A interagisce con alcune proteine cellulari gliapolipoproteina
Al, coinvolta nel metabolismo dei trigliceridi (SBLT. et al., 2001) e le
proteine  SNARE-simili h-VAP33 (VAP-A), coinvolte hetrasporto
vescicolare (Tu Het al.,1999).

Anche NS5B interagisce con h-VAP33 (Tuéd.al.,1999) legandone la
porzione amino-termine.

Dopo Tu H. ed i suoi collaboratori altri due lavdescrivono interazioni
fra le proteine virali non strutturali e le “pratel associate alle vescicole”.
Nel 2004 linterazione fra hVAP-33 e le proteinennstrutturali viene
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descritta mediare la formazione del complesso plia&zione di HCV su i
lipid raft. In questo studio si vede come l'esp@ss di un dominante
negativo della proteina cellulare o la sua modola&i negativa tramite
“RNA-intereferencein cellule all'interno delle quali replica il réipone di
HCV comporta una inibizione dell'associazione delieteine non strutturali
del virus con le membrane resistenti ai detergeidijcendo i livelli di
espressione dello stesso NS5A e dellRNA di HCVqGaet al, 2004).

Solo un anno piu tardi anche l'altra isoforma VARABNne vista essere
coinvolta nella replicazione virale attraverso s snterazione con le due
proteine NS5A ad NS5B (Hamamotcet.al, 2005).

Essendo le proteine h-VAP (A e B) associate allanbrana, questa
interazione potrebbe essere importante per il legalml complesso di
replicazione virale costruito intorno ad NS5B aflembrane cellulari.

Nel lavoro di Hamamoto I. e dei suoi collaboratoéne infatti proposto
un modello di interazione fra le proteine NS delsie le VAP secondo il
guale omo- o etero-dimeri delle proteine VAP pdbexio interagire con
NS5A e NS5B attraverso due diversi domini. NS4B@htrario potrebbe
associarsi direttamente con le membrane resisiedétergenti (ipid raft”)
ed interagire con NS5A (Hamamoteet.al, 2005).

NS5A interagisce anche con proteine con diverseitatte di queste
interazioni non é del tutto chiara la funzione. E®gmpio é stata descritta la
sua interazione con la proteina cellulare amfifisin(Amph 1), e si & visto
che questa interazione inibisce la fosforilazioe#ladproteina virale stessa
(Zech B.et al, 2003; Masumi Aet al, 2005). Interagisce poi con una
proteina, La, che e stata gia vista interagireleamgioni non tradotte 5’ e 3’
del genoma virale (Houshmand ét.al, 2003).

Anche la polimerasi virale, NS5B, €& stata desciittaragire con altre
proteine cellulari. L'aumento di espressione dplateina ubiquitina-simile
hPLIC1, con la quale interagisce, riduce I'emivitella proteina di HCV
aumentando la sua poliubiquitinazione. Riducendosila cellula la
concentrazione della polimerasi del virus dell'&pat, la sovra-espressione
della proteina cellulare hPLIC1 riduce di consegaaeanche l'espressione
del’RNA virale (Gao L.et al, 2003).

Inoltre e stata studiata la sua interazione comattinina, che risulta
essenziale per la replicazione del virus, anchenx@e se ne conosce la
funzione nel ciclo vitale di HCV (Lan &t al, 2003).

1.6.3 Alterazione delle vie di trasduzione dell'lFN
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La terapia con I'lFNa, da solo o in combinazione con un analogo
nucleosidico, la ribavirina, € attualmente l'uniterapia possibile per il
trattamento dell'epatite C (Bartenschlager R. e rhahn V., 2000).
Purtroppo solo una percentuale bassa dei pazieatiati rispondono
positivamente alla terapia, che presenta inoltevagh citotossicita. La
possibilita di capire se e come le proteine vigdissano interferire con
I'azione antivirale dellIFN accende una nuova sipea nella cura di questa
malattia.

Gli interferoni costituiscono una famiglia eterogan di citochine
caratterizzate da attivita antivirale, antiprol#gva ed immunomodulatoria;
tali attivita biologiche sono prevalentemente medidalla regolazione di
geni specifici.

Sono classificati in base alle loro differenti d¢seastiche antigeniche in
IFN di tipo | (@, B, 8, T e w) e di tipo Il (IFNy) (Samuel C.E., 2001 e
referenze all'interno).

L'IFN- a quindi, utilizzato come terapia antivirale peviilus dell’'epatite
C, appartiene agli IFN di tipo | ed e, insieme [l uno dei meglio
caratterizzati. E’ prodotto da tutte le cellule ldeganismo in seguito ad
infezione virale, al trattamento con RNA a doppilaniento oppure in
risposta alla somministrazione di alcune citoclurfattori di crescita.

Gli IFN di tipo | condividono tutti lo stesso retmte. Sia nelluomo che
nel topo sono stati identificati due diversi gemidificanti le subunita
recettoriali IFNAR 1 (0 IFNARY) e IFNAR 2 (o IFNARB).

IFNAR 1 codifica per una glicoproteina di membralh#&attamento della
cellula con IFN di tipo | induce la fosforilaziordd IFNAR 1 a livello di
specifici residui di tirosina.

IFNAR 2 codifica nell'uomo per tre diverse isoforme

Gli IFN attivano piu di una via di trasduzione delynale all’interno della
cellula. La principale via di attivazione che podd una modulazione
dell’espressione genica é rappresentata dallaaki®SIAT.

Il legame tra I'lFN di tipo | ed il suo recettor=NAR) attiva le tirosin
chinasi Tyk2 e Jakl della famiglia delle Jak (aorandi “Janus_Knase$)
associate alle catene recettoriali, portando akdofilazione di IFNAR 1 e
IFNAR 2 a livello di specifici residui di tirosinalle catene recettoriali dei
IFNAR fosforilate in tirosina dalle Jak si assowaSTAT1 e STAT2
(acronimo diSgnal Trasducers and étivators of Tanscriptior). L'IFN di
tipo | promuove la fosforilazione delle proteine/STL e STAT2 che una
volta fosforilate omo- o eterodimerizzano portaralta formazione dei
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fattori trascrizionali ISGF3 (STAT1-STAT2-p48) eA6 (omodimero
STAT1). p48 & una proteina non-STAT che appartialtee famiglia dei
fattori di trascrizione IRF (hterferon_Regulatory Factors’), e che consente
al complesso trascrizionale ISGF3 di legarsi alguenza di DNA altamente
conservata detta ISREIFNa Simulated_Rsponse Ement”) (Fig.1.6).

g Figura 1.6
Via di trasduzione dell'lEN di tipo |
. (o /B)

@ L'attivita biologica dell'lFN inizia
con il legame a specifici recettori.
@@ () Questo determina I'attivazione di
p tirosin-chinasi ad essi associate
@ (Tyk2 e Jakl della famiglia delle
Jak). Queste chinasi fosforilano

fattori di trascrizione della

famiglia degli STAT, che quindi
possono traslocare nel nucleo,

- formare omodimeri (STAT1-
STAT1) o eterodimeri ISGF3
(STAT1-STAT2-p48) e legarsi a
specifici promotori.

I legame con questi promotori
determina la trascrizione di
specifici geni bersaglio.

ISRE ; elemento che si trova nei geni
trascritti dall'lFN di tipo 1.

(Modificata da Gale M.J. e Foy E.M.
2005)

1Ak STAT_{
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L'IFN e inoltre in grado di attivare direttamenteofeine ad azione
antivirale. Le piu caratterizzate sono:

protein chinasi R (PKR);

2',5’ oligoadenilato sintetasi (OAS);

GTPasi Mx.
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PKR e una protein-chinasi dipendente da RNA a dopjgaménto
(dsRNA). Si attiva per autofosforilazione in prezemi dsRNA. Una volta
attivata catalizza la fosforilazione di diversi strati, fra i quali la subunita
o del fattore di allungamento della sintesi elF (2. Questa
fosforilazione porta all'inibizione di elFe2 e al conseguente blocco della
sintesi proteica. Questa via rappresenta quindimodo generico per
bloccare la sintesi proteica del virus.

La 2',5" oligoadenilato sintetagporta alla degradazione di RNA virali.
L'OAS catalizza la sintesi di oligomeri adenilicort legame fosfodiestere
2',5". Questi si legano alla ribonucleasi L (RNa3iinattiva attivandola.
L'attivazione di questa endoribonucleasi porta akmradazione del’RNA
virale.

Le proteine_MxA e Mxldella famiglia Mx sono GTPasi attivate
dall'lFN di tipo I. Sono sufficienti da sole perdaicare la replicazione virale
anche in assenza delle altre proteine indotte IBAI' a/pf. L'attivita
antivirale delle diverse Mx dipende dalla localizpme delle stesse proteine
e dal virus stesso. Si ritiene che il bersagliguieste proteine possa essere
rappresentato dal nucleocapside virale e che ifclggamodo vadano ad
inibire la sintesi del’'RNA (Fig.1.7).

HCV ha sviluppato una serie di meccanismi per ldoecl'azione
dell'lFN; ad esempio E2 inibisce l'attivita dellagtein chinasi R (PKR)
(Taylor D. et al., 1999). Probabilmente l'azione inibitoria svolta &2
dipende da una sequenza di 12 aa interna allaipaptguasi identica al sito
di fosforilazione della PKR e di elFa2 La scoperta di questa regione,
definita PePHD (PKR - dF-2a Phosphorylation_tdmology_mairi) ha
fatto ipotizzare che E2 possa funzionare come mseulstrato della PKR
inibendone cosi la funzione.

In realta vi sono altre evidenze che l'inibiziordld PKR da parte di E2
non dipende semplicemente dalla competizione caitadldi fosforilazione
della chinasi cellulare, ma che vi possano essitiengeccanismi ancora
sconosciuti (Taylor Det al.,2001).

NS5A e descritto in diversi lavori legare la PKRueg3ta interazione
sembra abolire la fosforilazione di elB-2Gale M.Jet al.,1999).

Altri lavori ipotizzano invece che NS5A possa inébla PKR legandosi
al suo sito di dimerizzazione (Gale Met. al., 1998), ed evitando cosi la
formazione del dimero attivo.
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AZIONE ANTIVIRALE DELL'IFN
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Figura 1.7:

Funzioni delle proteine indotte dall'lEN di tipo |

L'IFN e in grado di attivare direttamente protein@ azione antivirale. Le piu caratterizzate
sono: la protein chinasi R (PKR); la 2',5’ oligoadato sintetasi (OAS); le GTPasi Mx.

La PKR inibisce la traduzione attraverso la fosézibne del fattore di inizio della sintesi
proteica elF-2 che viene cosi inibito; 'RNasi L, attivata dalla %2 oligoadenilato
sintetasi (OAS), media la degradazione del’RNAfdeiglia delle GTPasi Mx sembra
avere come bersaglio il capside virale virale giféesi del’RNA.

(Modificata da Samuel C.E., 2001)

All'interno dalla proteina di HCV e stata ident#ita una regione ISDR
(regione che determina la risposta all'lFN) che lsenessere importante per
la risposta all'lFN.

Daltra parte diversi dati descrivono un’attivitantizirale di NS5A
indipendente dal legame con la PKR in cellule HUb@si secondo alcuni
autori (Squadrito Get al., 1997; Squadrito Get al., 1999) non vi € una
correlazione fra NS5A e la resistenza all'lFN dat@alel virus, mentre per
altri (Enomoto Net al.,1995,1996) vi & una correlazione sostanziale.
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E’ indirettamente legata all'azione dell’'lFN l'intezione di NS5A con
una proteina adattatrice, detta Grb2, che attive &ta cascata delle MAP
chinasi che fosforilano STAT e con il promotorel'dgkrleuchina 8 (IL-8)
(Tan S.L.et al., 1999; Polyak S.Jet al.,2001). Siccome infatti la cascata
delle MAP chinasi e importante per l'espressioné gieni dell’lFN, é
possibile che NS5A interferisca nella risposta &depia antivirale anche
tramite questa via. Inoltre un’induzione da partellad proteina virale
del’'mRNA dell'lL-8 ed il conseguente aumento detlaochina, potrebbe
portare ad un blocco dell'lFM; gia mostratan vitro.

Un recente lavoro indica inoltre che la proteinaale NS5A interagisce
con la 2’5" oligoadenilato sintetasi ed inibisae questo modo I'attivita
antivirale dell'IFN (Taguchi Tet al, 2004).

Tantissimi sono quindi i dati che farebbero pensareina diretta azione
della proteina NS5A sulla cascata dell'lFN al fidebloccarla ed evitare
quindi che la cellula ospite “elimini” il virus, maffettivamente non si e
ancora riusciti ad assegnare una specifica funzadaeroteina.

Anche la proteina di HCV NS3 altera d'altra part&zione dell'IFN.
L'alterazione legata a questa proteina riguardacgalmente i fattori che
regolano l'interferone (IRF). In un lavoro pubblicanel 2003 sulla rivista
“Sciencg Foy E. ed i suoi collaboratori descrivono coraeploteina virale
possa bloccare la funzione di IRF3 bloccandon@séofilazione (Foy Eet
al., 2003). IRF3 viene infatti attivato nella cellyer la presenza di RNA a
doppio filamento (dsRNA) e quindi risulta attivocke nelle cellule dove
replica il virus dell’epatite C; la sua attivazioaeviene ad opera di chinasi
cellulari (IKKe e TBK1). Una volta fosforilata IRF3 trasloca neicteo ed
attiva la cascata dell'interferone. In cellule ialerno delle quali replica
HCV non avviene questa fosforilazione/attivazigo®prio a causa di NS3 e
del suo cofattore NS4A. Foy E. e colleghi descrivdattivita proteasica
della proteina virale come responsabile della nicaiione (Fig.1.8). Molte
sono le informazioni che si hanno sull'interferemizdla proteina virale nel
pathway dellIFN. In un lavoro viene descritta pesempio la proteolisi
specifica di TRIF (Toll-IL-1 receptor domain-containing adaptor indaogi
IFN-£") proprio ad opera di NS3/4A (Li Ket al, 2005; Ferreon Xt al,
2005). Funzionando TRIF come adattatore per IRFB3,Lla sua proteolisi
potrebbe ridurne I'abbondanza ed inibirne quindfuazione, inibendo di
conseguenza anche [lattivazione del pathway di IRF®Itre NS3
interagisce con TBK1, che abbiamo detto fosforilappo IRF3. Il legame
risulterebbe nell'inibizione dell’associazione fiea chinasi ed IRF3 con il
seguente blocco della sua attivazione (Otsukathl, 2005).
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Figura 1.8:
RaiE Risposta immune dell'ospite al
virus virus HCV mediato da IRF-3
Quando il virus entra nella cellula
la molecola RIG-I si attiva per

RV VLV VN la presenza di una RNA a
T "‘Y doppio  filamento.  Questo
: - comporta l'attivazione di IRF-3
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A G nucleo. portando alla
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4
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_ (Modificata da Gale M.J. e Foy
S — E.M., 2005)
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D’altra parte Breiman A. e collaboratori parlanaudi inibizione a monte
della fosforilazione di IRF3, negando un bloccdalé&sforilazione da parte
di IKKe e TBK1. Nello stesso lavoro affermano invece ch83MA
bloccherebbe TRIF, come gia dimostrato precedemteme quindi IRF3
come conseguenza (Breiman &l.al, 2005).

Sempre nello stesso ambito si possono collocaaeoril che riguardano
I'alterazione del signaling di RIG-I Retinoic acid-nducible_gne-I"). RIG-
| & una proteina citosolica di 925 aminoacidi clmtiene una regione
amino-terminale CARD Caspase Ativation and_Rcruitment @mairf) ed
a valle una regione DexD/H box elicasi, dominio d¢bga I'RNA. RIG-I
dirige la fosforilazione e quindi I'attivazione tRF3 proprio in seguito alla
presenza nella cellula di dsRNA. Diversi ricercatalescrivono la
distruzione del signaling di RIG-I ad opera dell@tpasi virale NS3/4A
(Foy E. et al, 2005; Sumpter R et al, 2005). Sumpter R. e colleghi
propongono un modello nel quale I'RNA a doppio rfiento del virus
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verrebbe legato dal dominio elicasico di RIG-1;westo punto il dominio
CARD della molecola legherebbe a sua volta un teffet contenente
anch’esso uno stesso dominio CARD e questo potieralta fosforilazione
di IRF3 ed alla sua conseguente attivazione. NS3Mé&cherebbe proprio
guesta attivazione.

Sembra quindi abbastanza chiaro che la proteirmdeviiS3/4A in realta
altera la funzione dell'interferone proprio attresela sua attivita proteasica
agendo pero a piu livelli. Interferisce infatti gian il pathway mediato da
RIG-I sia con quello mediato da TRIF. In entrambicasi ne risulta
comunque un blocco della fosforilazione di IRF3etlalsua fosforilazione
(Fig.1.9). E’ stato infine visto che le proteingali inibiscono i segnali di
traduzione indotti dall'lFNa (pathway Jak-STAT) (Heim Met al., 1999).
L’inibizione avviene dopo la fosforilazione di STASTi residui di tirosina.

Le proteine virali infatti non inibiscono la fosflazione di STAT e
nemmeno la sua traslocazione nel nucleo, ma priobatie bloccano il
legame di STAT al DNA. L'interferenza di HCV consiegnali indotti
dall'lFN-a attraverso la via Jak/STAT potrebbe avere un rémmdamentale
nella resistenza del virus alla terapia con Brlsservata in molti pazienti.
Potrebbe infatti costituire un’ulteriore strategramite la quale il virus
sfugge alla risposta immunitaria persistendo a#ino dell’organismo
ospite.

1.6.4 Proteine VAP e HCV

Le proteine VAP o VAMP sono proteine associate atlembrane
(“Vesicle-Asociated _Mmbrane _Potein”), ubiquitariamente espresse in
cellule di mammifero e presenti in diverse membraekulari. Nell'uomo
sono presenti due diverse isoforme di VAP, VAP-XAP-B, codificate da
geni separati; mentre VAP-C é una isoforma di spglicdi VAP-B. VAP-B
mostra un’omologia del 63% con VAP-A (Nishimura &t. al., 1999). La
proteina hVAP-33 (hVAP-A), é stata vista interagign NS5A e NS5B gia
nel 1999,in vivo e in vitro. Le due proteine di HCV interagiscono pero con
la proteina VAP in due regioni differenti. Mentnefatti NS5A interagisce
con la regione coiled-coil' della proteina, NS5B interagisce con la regione
N-terminale. Gia in questo primo lavoro si era ipmdato che l'interazione
potesse essere sfruttata dal virus per formaremniptesso di replicazione
delle proteine non strutturali associato alle meanbrcellulari (Tu Het al,
1999).
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Figura 1.9:
Attivazione di RIG-I e controllo del segnale da padt NS3/4A
Come descritto nel testo, RIG-I contiene una regaméo-terminale CARD ed a valle una
regione DexD/H box elicasi, dominio che lega 'RNRIG-I dirige la fosforilazione e
quindi I'attivazione di IRF3 proprio in seguito alfesenza nella cellula di ds-RNA.
L'RNA a doppio filamento del virus verrebbe legatal dominio elicasico di RIG-1; a
questo punto il dominio CARD della molecola legheeekdb sua volta un effettore,
contenente anch’esso uno stesso dominio CARD e qpesterebbe alla fosforilazione di
IRF3 ed alla sua conseguente attivazione.
NS3/4A bloccherebbe proprio questa attivazione.
(Modificata da Gale M.J. e Foy E.M2005)

Alcuni anni dopo, nel 2004, un altro studio analizk meccanismo di
associazione delle proteine NS di HCV alle membaetieilari, dimostrando
che benché le proteine non strutturali del virugliazate individualmente,
siano localizzate nella frazione citosolica, le tpime NS analizzate in
presenza delle altre NS, nel complesso del remicdn HCV, sono
localizzate principalmente su membrane resistantletergenti. In questo
lavoro sono stati analizzati dominanti negativi l[dWAP-33 e condotti
esperimenti di si-RNA per la stessa proteina VAP.

| risultati dimostrano che si-RNA della proteina AR-33 inibiscono
'associazione delle proteine NS di HCV con le mesnle resistenti ai
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detergenti; e dominanti negativi della stessa halmmcstesso risultato,
portando inoltre alla riduzione dei livelli di esgsione della proteina NS5A
e dellRNA virale in cellule allinterno delle quateplica il replicone di
HCV. Trovando inoltre, nello stesso lavoro, l'asaamne intrinseca
esclusiva di NS4B dipid raft, anche questi autori ipotizzano un modello nel
guale HCV legherebbe le hVAP attraverso NS5A ed BIgBr formare il
complesso di replicazione virale. In questo mod@lamportante anche
NS4B, che come proteina integrale di membrana leghe
contemporaneamente NS5A ed NS4A per stabilizzazeniplesso (Gao L.
et al.,2004).

Infine, nel 2005, anche I'isoforma hVAP-B é stasctitta interagire con
NS5A ed NS5B; e la sua delezione risulta nella seggione della
replicazione virale. Il Knockdowh dellendogeno VAP-B tramite si-RNA
inoltre provoca una diminuzione dei livelli di espsione di NS5B, ma non
di NS5A. Questi risultati indicano che anche hVAPeBsi come hVAP-A é
una parte importante del complesso di replicazigivale, portando a
formulare un modello molto simile a quello gia poefp da Gao L. e
collaboratori un anno prima (Fig.1.10) (Hamamodtlal, 2005).

1.7 Stress del reticolo endoplasmatico (ER Stress)

Se vogliamo definire in generale uno stress, possidire che “lo stress é
la risposta di un sistema a qualunque perturbazi@hesuo normale stato”
(Schroder M. e Kaufman R.J., 2005). Nelle cellulkeagiotiche il reticolo
endoplasmatico (ER) e il primo compartimento nella secretoria.
All'interno di questo organello, che si estendeaattrso il citoplasma della
cellula ed e contiguo alla membrana nucleare, letepre vengono
sintetizzate, correttamente ripiegate per assutaegasta conformazione e
modificate per renderle infine funzionali. Le piiog ripiegate e modificate
correttamente vengono poi traslocate al complessio Gblgi, mentre
vengono trattenute nel reticolo quelle non ancipiagate correttamente o le
proteine che devono essere degradate. L’alterazitbneno qualsiasi di
guesti processi causa ER stress. La capacita dellala di sentire,
rispondere e risolvere quest’alterazione e essengier mantenere appunto
il suo “stato normale”, cioé la sua omeostasi (8dar M. e Kaufman R.J.,
2005; Rutkowski D.T. e Kaufman R.J. 2004). Quandoctllula viene
esposta ad un qualsiasi stress, una delle consaegpeincipali € 'accumulo
proprio nel lume del reticolo di proteine non riggage correttamente. Proprio
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per mantenere la sua omeostasi la cellula attieadikiinte risposte; una é la
“Unfolded PRotein Responsé UPR, la quale porta all’attivazione
trascrizionale di geni che codificano per molecodsidenti nel reticolo
endoplasmatico e che facilitano il corretto ripimgato delle proteine.

VAP homo- or helerodimer VAP monomer

Figura 1.10:
Modello di interazione fra le proteina NS di HCMeeproteine VAP proposto da Hamamoto
l. e collaboratori
Le proteine VAP possono interagire con le protamo@ strutturali di HCV attraverso la
formazione di monomeri o dimeri. L'interazione aavé attraverso il legame con le due
proteine virali NS5A ed NS5B, che interagiscono tstessa proteina VAP, ma in due
regioni diverse. NS4B pu0 associarsi invece copid Iraft ed interagire direttamente con
NS5A.
Probabilmente queste interazioni permettono la &aiome del complesso di replicazione di HCV
e la sua associazione alle membrane del reticolo.
(Hamamoto let al, 2005)

Queste molecole, chiamatechaperoni, quali Bip/Grp78 e Grp94,
favoriscono appunto il giusto ripiegamento delleotpine cercando di
tamponare I'aumento di proteine non ripiegate. ttaatisposta € invece una
radicale e rapida repressione della sintesi pratgier evitare che vengano
sintetizzate altre proteine e che il reticolo vergasraccaricato in un
momento di difficoltd. La repressione della sintgsoteica avviene in
risposta allo stress in cellule di mammifero agrae I'aumento di
fosforilazione di elF2. elFax fosforilato interferisce con la formazione del
complesso di inizio traduzione bloccando la tradoei stessa. Nelle

55



condizioni di ER stress elB2viene fosforilato da PKR e PEK/PERK, come
vedremo in seguito, reprimendo la sintesi. La fokfpione di elF2 é la
sola via nota che regola la soppressione dellasiptroteica in risposta allo
stress del reticolo (lwawaki €t al, 2001).

L'UPR daltro canto ha inizio non appena viene coompesso
I'equilibrio all'interno del reticolo endoplasmatic Tre diverse proteine
transmembrana residenti nel reticolo sono statetifttate come “sensori”
della presenza di ER stress: IRE1g[3), una chinasi ed endoribonucleasi, la
chinasi PERK ed il fattore di trascrizione ATF8 € ). IRE1 e PERK,
attivate in seguito a stress, omodimerizzano, tfasforilano e quindi si
attivano, mentre ATF6 trasloca nel Golgi, dove eigilagliato dalle due
proteasi S1P e S2P generando un fattore di trasueeiattivo (Fig.1.11).

L'effetto combinato dell'attivazione di tutte e trgueste molecole
comporta una regolazione positiva di geni che owatio per chaperoni e per
proteine coinvolte nella degradazione ed una regmi@ negativa della
sintesi proteica e del conseguente afflusso depretnascenti all'interno del
reticolo.

L'attivazione di tutti e tre i componenti dellUPRlipende dalla
dissociazione dalle stesse di una quarta moleealarmemente abbondante
nel lume del reticolo, Grp78/Bip (Rutkowski D.T.Kaufman R.J. 2004 e
referenze all’interno). Bip & una ATPasi, membrdadamiglia delle heat
shock 70 protein family In cellule non stressate IRE1, ATF6 e PERK sono
ritenute nel lume del reticolo da Bip, che si agsatloro dominio luminale.
Bip d'altra parte € anche il principale chaperomdiadcellula, si associa
quindi anche con le proteine di nuova sintesi pemetterne il giusto
ripiegamento (Zhang K. e Kaufman R.J., 2004). Ia gallula non stressata
Bip € in continuo equilibrio tra il legame alle peme da ripiegare ed il
legame ai sensori di stress. Se pero un qualdigsissporta alllaumento
delle proteine non ripiegate correttamente, I'éfrid si sposta, la maggior
parte di Bip si trova legato alle proteine che dev@ssere ripiegate ed i
sensori, IRE1, ATF6 e PERK sono liberi e possotigaati. Come abbiamo
detto IRE1 e PERK sono liberi di omodimerizzareuandi autofosforilarsi,
mentre ATF6 e libero di transitare al complesso@@yi e li essere tagliato
dalle sue due proteasi. Data limportanza di Bipllaneregolazione
dell'attivazione dellUPR, sembra abbastanza ragyote che la sua attivita
possa essere a sua volta regolata dalla modifitazatella sua attivita
ATPasica (Rutkowski D.T. e Kaufman R.J. 2004 erezfee all’interno). A
tal proposito é stata identificata una “proteinacagata a Bip” (BAP) che
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potrebbe stimolare I'idrolisi del’ATP e quindi molére il rilascio di Bip in
diverse condizioni (Chung K.Et al, 2002).

ER lumean
@EP @E&P @sr
NHZ [ [ER] my
ER membrana :

_ Linket

Ser/Thr elF2e b-ZIP
Cylosol kinase kinase
RMase T ko
COOH !
CooH
IRE1 PERK ATF6

Figura 1.11:

Legame di Bip ai tra sensori transmembrana IRE1, PERKF6

Legando le regioni delle tre proteine all'interrel thme del reticolo la proteina Bip mantiene
le proteine legate alla membrana e quindi inattive.

(zhang K. e Kaufman R.J., 2004)

Benché IRE1, PERK e ATF6 siano tutte attivate siamdamente dalla
dissociazione di Bip, ognuna delle vie da quedivath & temporalmente
distinta. Questo permette che diverse parti delasa UPR siano regolate
ognuna da diverse molecole (Rutkowski D.T. e KaufrRal. 2004). Dopo
I'esposizione allo stress la via attivata piu rapngnte € la repressione della
sintesi proteica mediata da PERK (Fig.1.12-B). RéieIF2 e diretto
substrato della chinasi, la sua fosforilazione emgi immediatamente e
blocca in tempi molto rapidi la traduzione cellelgNovoa l.et al, 2003).

Anche il taglio proteolitico di ATF6 e quindi la suattivazione
avvengono rapidamente dopo l'avvenuto stress, ewpiéssione dei geni
sotto il suo controllo richiede comunque la traalbone nucleare del suo
dominio citoplasmatico attivato, lI'induzione deliaascrizione e la sintesi,
quindi tempi piu lunghi. Siccome I'attivazione diTR6 porta all'induzione
di molti geni per chaperoni, quali per esempiot&Esso Bip e Grp94, questo
aumenta le capacita del reticolo di ripiegamentibederoteine e quindi il
ristabilimento dell'omeostasi. Seguendo il blocallal sintesi operato da
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elF20 questo puo essere visto in un certo modo comexdredo stadio della
risposta UPR (Fig.1.12-A) (Okada ét al, 2002).

Durante 'UPR la trascrizione € anche regolatatpasnente da ATF4,
un fattore trascrizionale membro dell@AMP responsedement-linding
(CREB) family. ATF4 richiede per la sua traduzione la fosfaitme di
elF2n. Questo fattore trascrizionale infatti contienesab 5’ non-tradotto
delle ORF che in condizioni normali non ne permmetda traduzione, ma
che in presenza di elB2fosforilato vengono “bypassate” permettendo la
produzione di ATF4 (Hardin H.Pet al, 2000a e 2000b). Anche i geni
attivati da ATF4 sono importanti per il recuperd’dgquilibrio in una cellula
colpita da stress.

Anche I'attivazione di IRE1 porta ad induzione tré&onale, ma il pieno
avviamento di questa via avviene comunque sucaessinte all’attivazione
di ATF4 e ATF6. Infatti il substrato di IRE1, 'mRNdi XBP1, & espresso
solo a livelli molto bassi in cellule non stressaeé aumenta in conseguenza
dello stress del reticolo proprio grazie ad ATF6ue§o comporta un
sostanziale ritardo di questa ultima risposta ttepalle altre due. Avendo a
disposizione il suo substrato IRE1 pud tagliare gglicing I'mRNA di
XBP1e portare all’attivazione di tutta una serie daig&lon si hanno molte
informazioni su questi geni, ma certamente comportan aumento della
degradazione di proteine nascenti non ripiegataettamente presenti
all'interno del reticolo (Yoshida Het al, 2003). La degradazione proteica
potrebbe quindi rappresentare il terzo stadio d&jaosta UPR, seguente al
blocco della traduzione ed allaumento della sindéshaperoni (Rutkowski
D.T. e Kaufman R.J. 2004) (Fig.1.12).

Come qualsiasi via di traduzione anche la rispadRR necessita di
meccanismi di controllo teedback), positivi e negativi, per evitare una
iperattivazione o un anticipato spegnimento. Uno féedback negativi
interessa la via di PERK ed in particolare € medida due molecole
distinte; GADD34 e p58°.

GADD34, membro della famiglia di geni indotti dant@® al DNA e
arresto della crescita cellulare, richiede I'attieme della chinasi PERK per
essere regolato positivamente; molto probabilméatsua espressione é
sotto il controllo di ATF4. GADD34 si associa com protein fosfatasi-1
(PP1), che defosforila elB2 L'attivazione quindi di GADD34 permette a
PP1 di defosforilare el che una volta defosforilato € di nuovo attivo nel
permettere la sintesi proteica. Inoltre GADD34 eéchen richiesto per
'espressione di numerosi chaperoni in rispost® aliress del reticolo
(Rutkowski D.T. e Kaufman R.J. 2004 e referenZengdino).
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Figura 1.12:

(A) UPR signaling mediato da IRE1 e ATF6

ATF6, rilasciato da Bip in seguito all'accumulo dofeine da ripiegare nel reticolo, trasloca
al Golgi dove viene tagliato da due proteasi pedprre la molecola attiva ATF6 (p50)
che raggiunge il nucleo dove attiva le sequenze ERSE

IRE1 in seguito al rilascio puo dimerizzare e atsvaUna volta attiva puo tagliare per
splicing 'mRNA di XBP1e portare all’attivazione di tutta una serie diige

(B) UPR signaling mediato da PERK

PERK una volta attiva dimerizza e fosforila il fagodi trascrizione elR2 |l fattore di
trascrizione cellulare una volta fosforilato & that e di conseguenza viene bloccata la
traduzione cellulare dipendente dal CAP.

(zhang K. e Kaufman R.J., 2004)

Anche p58* viene regolato positivamente in risposta allosstrena la
sua attivazione & pill lenta nel tempo rispetto elguli GADD34. p58“
interagisce con PERK regolando negativamente ltoriitezione e quindi
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l'attivita della chinasi cellulare. Vista la suanfiione e la sua tarda
attivazione durante 'UPR, si ipotizza che il suolp possa essere quello di
porre termine alla risposta UPR quando I'ER steestato ormai superato
(Rutkowski D.T. e Kaufman R.J. 2004 e referenZatdno).

Questi meccanismi di controllo negativi sono neagg®er I'attenuazione
della risposta UPR, d'altro canto meccanismi ditamlo positivi sono
altrettanto essenziali per permettere che la riapeBnanga attiva ed
efficiente finché persiste lo stress. Uno di quesintrolli &€ affidato alla
proteina XBP1. La trascrizione &BP1 puo infatti essere attivata anche
dalla stessa proteina XBP1, attivando cosi un faekbpositivo di
autoregolazione che mantiene in funzione la rigp@dtraverso la via di
IRE1, anche dopo che le altre due vie, quella dRIRE di ATF6, piu rapide,
sono state regolate negativamente (Yoshidetldl, 2001).

In aggiunta a tutto quello che e stato appena tiescfinalizzato a
superare l'accumulo di proteine non ripiegate dtamente nel reticolo
endoplasmatico e lo stress che ne deriva per lalael’UPR inizia in
parallelo I'attivazione di una via di trasduziormegpoptotica, nel caso in cui
i tentativi di eliminare la causa che ha provocktostress e tornare
all'omeostasi falliscano. Una UPR insufficiente qmrterebbe [linizio
dell’apoptosi attraverso l'attivazione di JNK, @dettaspasi-7 e della caspasi-
12. Si ritiene quindi che Il'apoptosi indotta dalétress del ER possa
coinvolgere entrambe le vie note, quella estringegaella intrinseca e che
differenti stimoli di stress possano promuoveréedénti pathway apoptotici.
Questo fa pensare che lo stimolo di stress sia fitape nel determinare
come e quando I'apoptosi possa essere indotta ¢Reki D.T. e Kaufman
R.J. 2004 e referenze all'interno).

1.7.1 HCV e ER stress

La replicazione di HCV avviene in associazione denmembrane
cellulari e, come descritto diverse volte, moltohabilmente vengono
coinvolte anche le membrane del reticolo endoplasmg@Egger Det al,
2002). Proprio la replicazione del virus distruggenormali funzioni del
reticolo ed induce ER stress (GongeBal, 2001; Tardiff K.D.et al, 2002).

Come abbiamo discusso in precedenza la rispostaatiRia tre diverse
vie, necessarie per ristabilire 'omeostasi cefkela

Per quanto riguarda la via di ATF6, é stato descdbome I'espressione
dei geni del virus dell’epatite C causi ER strees ¢a traslocazione del
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dominio citoplasmatico di ATF6 al nucleo. In cedldll'interno delle quali
replica il replicone di HCV la forma attiva di ATF® quindi presente e
funzionale. D’altra parte il pathway di IRE1-XBPXeach’'esso attivato dalla
replicazione virale, ma la forma attiva di XBP1BR1(S)], quella che ha
subito il taglio per splicing da parte di IRE1, bebe presente in quantita
elevata, viene repressa. Il blocco dellattivita XBBP1(S) comporta una
mancata induzione trascrizionale delle EDEMR"Degradation-Eahancing
a-Mannosidase-like Proteih che dipende totalmente ed unicamente dal
pathway di IRE1-XBP1. Questa mancata induzionedmaecconseguenza la
diminuzione della degradazione proteica che avvediraverso proteine di
degradazione associate al reticolo (ERAD). Le EDHMatti legano
direttamente le ERAD provocando un aumento dellgratéazione, che in
assenza di questo legame risulta inibita. La repee dell'attivita di
XBP1(S) in cellule che esprimono HCV comporterelghendi una non
induzione delle EDEM con la conseguente riduziomd!'attivita delle
ERAD. Questo “difetto” potrebbe facilitare la traglne di HCV, e questo
spiegherebbe perché il virus regoli negativamenistn via di trasduzione
(Tardiff K.D. et al, 2004) (Fig.1.13).

Analizzando l'altra via attivata dallUPR, quella #ERK, e stata
descritta I'interazione fra la proteina strutturale HCV E2 e la chinasi
(Pavio N.et al, 2003). Siccome la proteina strutturale E2, cashe la
proteina non strutturale NS5A, legano entrambéilaasi PKR (Gale M.ét
al., 1997; Taylor D.Ret al, 1999), attivata dal dsRNA, e siccome PKR e
PERK mostrano un’elevata omologia (circa il 40% idiéntitd), € stato
ipotizzato che anche NS5A possa legare PERK e #&foecquindi la
funzione (Tardif K.Det al, 2005).

Inoltre recentemente €& stato descritto come laepratvirale NS4B
induce lattivazione di ATF6 e di IRE1, ma anche questo caso
I'attivazione trascrizionale delle EDEM, a caricoXBP1(S) viene inibita
(Zheng Y.et al, 2005).

1.7.2 HCV, ER stress e ROS

In cellule in condizioni non stressanti le spedattive dell'ossigeno
(ROS) sono solitamente in equilibrio con gli angidanti, in modo tale da
prevenire qualsiasi danno alle cellule stesse. llee perd questo equilibrio
viene meno, i ROS si accumulano nella cellula esaao stress ossidativo
(Halliwell B., 1999). Questo shock ossidativo pssere causato anche dal
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rilascio del calcio dal reticolo provocato da sdrednfatti il reticolo
endoplasmatico & uno dei maggiori depositi di catiglla cellula.

Cleayed {R
ATFE Spliced  Unsplizad HEVEZ)
L XBP1mRNA XBP1 mRNA

¥
Translational

attenuation

Dagradation

TRENDE In ICoBangy

Figura 1.13:
Componenti distinti della risposta UPR e controldopérte di HCV
La presenza del virus all'interno della cellulawattia risposta UPR, ma nello stesso tempo la
blocca alterando vari stadi. Attraverso la proteBteutturale E2 il virus blocca la
fosforilazione e quindi I'inattivazione del fattodé traduzione elF&. Inoltre HCV blocca
anche l'attivita diXBP-1(S)e la seguente attivazione delle sequenze ERSE.
(Tardif H.D. et al, 2005)

Qualunque stress alteri I'equilibrio di questo argifo andra a perturbare
anche I'equilibrio osmotico dei depositi di cal@oquesto, sotto forma di
cd”, verra rilasciato dal ER e si accumulera nelldutsel L’accumulo di
Cd”, non bilanciato dagli antiossidanti, portera adawmento dei ROS.
Proprio un aumento di ROS ed un ridotto livelloaditiossidanti & stato
osservato nel fegato di pazienti infettati cronieate dal virus dell’epatite C
(Yadav D.et al,, 2002).
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Gia alcuni anni fa Gong G. e collaboratori avevatescritto come
I'espressione della proteina virale NS5A producdsgierazione dei livelli
di calcio inducendo nella cellula produzione di RQ8ess ossidativo e
portando all'attivazione di STAT3 e NF-kB (Gong &.al, 2001, Waris G.
et al, 2002). Waris G. ed i suoi colleghi qualche anio tardi si sono
domandati quale fosse quindi il ruolo di STAT3 aeléplicazione di HCV,
tenendo presente la sua costitutiva attivazioneuaa dello stress ossidativo
in cellule all'interno delle quali replica il virug risultati di questo studio
hanno mostrato il coinvolgimento di p38 MAPKpB8 nitogen-activated
protein knas€), JNK, JAK2 e la chinasi Src nell'attivazione 8iTAT3;
dimostrando che sia la produzione di ROS che Vatibne di STAT3
contribuiscono a stimolare la replicazione dellRMAHCV (Waris G.et
al., 2005) (Fig.1.14).
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Figura 1.14:

ER stress e stress ossidativo

L’ER stress produce anche uno stress ossidativa oellula dove replica il virus dell’epatite
C attraverso il rilascio del calcio. Il €arilasciato dal reticolo produce nel mitocondrio
formazione e rilascio di ROS. | ROS attivano le Ty8ex/Thr chinasi, che a loro volta
attivano NF-kB e STAT3.

(Tardif H.D. et al, 2005)

Per concludere poi, &€ stato descritto come anch@dieina strutturale
Core induca ER stress e rilascio di calcio dacadti. In cellule dove viene
espressa la proteina virale infatti viene trovata diminuzione dei livelli di
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calcio trattenuto nel reticolo con conseguentesstmell’organello stesso.
Tutto questo comporta nella cellula induzione dbgpsi con rilascio del
citocromo c (Benali-Furet N.let al, 2005).
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2. Scopo del lavoro

I mio lavoro ha avuto come obiettivo I'analisi peomica delle
interazioni fra la proteina non strutturale 5A dielis dell’epatite C (NS5A)
e le proteine della cellula ospite.

Il presente lavoro sperimentale si inserisce irprogetto piu ampio che
mira a definire in maggior dettaglio la rispostdl’dspite all'infezione da
virus dell’epatite C (HCV), con particolare attemze allo studio della
replicazione del virus e allactearancé virale mediata dall'interferone-
(IFN-a). In seguito all'isolamento del genoma di HCV @8B9, molti studi
sono stati compiuti al fine di comprendere i me&@ahmolecolari alla base
del ciclo vitale del virus e della sua capacitarderferire con importanti
processi cellulari. Nonostante la molteplicita degpbprocci tentati e la
grande quantita di dati ottenuti, riassunti netf@duzione, ancora molte
domande rimangono aperte e nuove strategie spdelhneono necessarie
per comprendere i meccanismi d’azione di HCV.

I meccanismi molecolari alla base delle patologiesogiate con
l'infezione da HCV sono ancora in gran parte noraitarizzati. Al fine di
comprendere le alterazioni cellulari indotte daféizione virale ci si
propone di isolare e caratterizzare i complessiembche si formano tra
proteine cellulari e le proteine di HCV responsatdlla replicazione virale.
Le proteine cosi isolate saranno identificate trandnalisi proteomica
utilizzando la spettrometria di massa MALDI-ToF-T¢Fmatrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight-/time-tight”).

Fino a qualche anno fa il maggior fattore limitafdestudio di HCV e
stato I'assenza di un modello cellulare di replicae. Questa lacuna e stata
gualche anno fa colmata grazie alla messa a puntondsistema che
permette la riproduzione degli eventi di replicagoiralein vitro. Grazie al
lavoro di Bartenschlager R. e collaboratori sonatestgenerate delle
molecole, denominate “repliconi”, in cui al genowmiaHCV, limitato alle
sole proteine non strutturali, & stato affiancdt@ene per la resistenza
all'antibiotico G418 (Neo), sotto il controllo dellregioni regolative della
replicazione virale (IRES), per permettere la delez delle sole cellule che
sostengono la replicazione virale e I'RES del sidell’'encefalomiocardite,
che controlla invece la traduzione delle proteimaliv

Al fine di identificare proteine cellulari che imggiscono con la proteina
virale NS5A si sono utilizzati due diversi sistemi purificazione di
complessi proteici. In un primo momento, clonandopfoteina viralein
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frame con uno specificdag (TAP-tag), € stata utilizzata la purificazione
messa a punto nel laboratorio di Séraphin B. notaec TAP (Tandem
Affinity Purificatiori). Questa metodologia permette di isolare pr&eaihe
interagiscono con una proteina di interesse corspraificitd molto elevata.
Si basa infatti sulla fusione della proteina natal, nostro caso NS5A, non
con un unico tag’, ma con due tag’. Il TAP tag consiste infatti di un
dominio legante le IgG (proteina A) e di un peptidgante la calmodulina
(CBP), separati da un sito di taglio per la prateas$ virus del mosaico del
tabacco. Entrambi quedtig sono stati selezionati per la loro alta efficienza
Questo permette di eliminare tutte le interazioon rspecifiche, potendo
contare su due diverse purificazioni sequenziaipkoteine cellulari che si
associano specificamente con la proteina viraleanao identificate su gel
monodimensionale di poliacrilammide in presenza SIdS. Le bande
proteiche di interesse, rese visibili da coloragiorerranno isolate dal gel ed
identificate mediante un metodo analitico estrem@mesensibile quale la
spettrometria di massa MALDI-ToF-ToF.

Al fine di comprendere a quale scopo NS5A (HCVEiagisce con le
proteine cellulari identificate si sono messe ppuato in cellule all'interno
delle quali replica il replicone di HCV analisi dRNA Interferenceed
“overespressione” della loro espressione per vederd’aumento” e/o “la
diminuzione” di queste altera in qualche modo [aicazione del virus.

Successivamente, per avere una visione piu appiivéodi quello che
awviene effettivamente nelle cellule in cui replid&€V, e per mettere in
evidenza le interazione che intercorrono fra lagina NS5A e le proteine
cellulari nel complesso delle altre proteine virai € messo a punto un
sistema per inserire direttamente all'interno @glicone detag specifici da
utilizzare poi per una doppia immunoprecipitaziohea. tecnica del TAP
infatti si basa sull’overespressione della proteiclae non risulta quindi
espressa a livelli fisiologici. Questo potrebbe porntare una diversa
localizzazione della proteina, e soprattutto pdiectar luogo ad artefatti e
ad interazioni alterate da un’alterata espressiBee.esprimere la proteina
virale NS5A a livelli fisiologici, e soprattutto ppeoter studiare gli interattori
proteici ad essa associati nel complesso repliwatielle proteine non
strutturali del virus, noi abbiamo inserito le seqee che codificano per i
duetag (Flag e HA) all'interno della sequenza che codiffier la proteina
non strutturale 5A nel subgenoma virale. Basandaciun lavoro di
Moradpour D. e collaboratori (Moradpour Bt al., 2004) é stato infatti
possibile individuare la porzione di sequenzargk#ino della quale inserire i
tag mantenendo la proteina attiva e funzionale e dseguenza facendo in
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modo di ottenere un replicone che replica ed egMB5A fusa con due
diversi tag (HA-tag e Flagtag). Questo permette di avere la proteina di
interesse espressa a livelli fisiologici e, comdreeno poi nei risultati, nel
complesso delle altre proteine virali. EsprimereSNSnsieme alle altre
proteine non strutturali vuol dire permettere lenfazione del complesso di
replicazione di HCV e quindi poter andare ad amalie gli interattori
cellulari della proteina nel suo reale contesteléarsua reale funzione.

Anche in questo caso viene poi condotta un analismassa sugli
interattori separati su gel monodimensionale diggolammide in presenza
di SDS.

Tale ricerca si propone di migliorare la conoscesalia biologia del
virus e sul suo ciclo vitale ed inoltre potra evatinente consentire
l'identificazione di nuovi potenziali bersagli t@eutici per lo sviluppo di
nuovi specifici composti antivirali.
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3. Materiali e Metodi

3.1 Chimici e reagenti

NacCl, glicerolo, Igepal CA 630 (NP-40) e 1,4-Dittidd.-Threitol (DTT)
sono Fluka; n-Dodecy-D-maltoside, phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), Sodium Dodecyl Sulphate (SDS), NaF, NaVTEDMg-acetate,
imidazolo, CaGl, Protease Inhibitor Cocktail (PIC), glucosio, anmiumn
bicarbonate, metanolo, acido acetico, acetonitibgloacetamide (IAA),
acido trifluoroacetico (TFA) e tunicamicina son@®a-Aldrich; acetone e
Na,HPO, sono Carlo Erba;B—-mercaptoethanol, KCI e Hepes sono
MPBiomedicals; Tris base, fenolo/cloroformio/alcasbamilico ed EGTA
sono Usb.

3.2 Procedure per il clonaggio

3.2.1 PCR (reazione a catena della polimerasi)

Lo schema della reazione di PCR € il seguenteninolume finale di 50
ML:
- Buffer (10X) (Stratagene)

- 800uM dNTP totali (20QuM per ognuno)

- 0.25uM oligo S

- 0.25uM oligo AS

- 1-5 ng DNA plasmidico

- Pfu Turbo (Stratagene) (Stock 2.5ul)y, 1 uL; aggiunto dopo la
denaturazione Hot Start), per evitare che inizi a lavorare appaiandosi in
modo aspecifico a basse temperature ed amplificaindmmenti non
corretti.

Il gene che codifica per la proteina NS5A di HC\&tato amplificato
mediante PCR a partire da un plasmide contenent®MNA dell'intero
genoma di HCV.

Il gene che codifica per la proteina Grp78 e stmwlificato da una
libreria preparata da cellule di fegato umane.

Per I'amplificazione dei geni descritti nei riswitaono stati utilizzati i
seguenti oligonucleotidi:
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(NS5A TAP S)
5-CCCAAGCTTATGTCCGGCTCGTGGCTAAGAGATGTTTG-3’
(NS5A TAP AS)
5-GAAGATCTGCAGACGACGTCCTCACTAGCC-3

(Grp78 S)
5-CAGCTCGAGCTGGCAAGATGAAGCTCTCCCTGG-3
(Grp78 AS)

5-GCAAGCTTCTACAACTCATCTTTTTCTGCTG-3’

3.2.2 Inserimento nel replicone di HCV di un dopiaig (HA-Flag) nella
sequenza che codifica per la proteina virale NS5A

Nel replicone pHCVneol7.wt (Mottola @t al., 2002; Murray E.M.et
al.,2003) sono stati inseriti duag (Flag e HA all'interno della sequenza
che codifica per la proteina NS5A, da utilizzare per un esperimento di
immunoprecipitazione doppia.

Il Flagtag e stato inserito tramite PCR inversa utilizzanald®fu Turbo
ed i seguenti oligo:

(NS5A Flag S)

5'GACTACAAAGACGATGACGATAAACTTGAGGGGGAGCCGGG
GGATCCCGATZ

(NS5A Flag AS)

5TTTATCGTCATCGTCTTTGTAGTCACTAGTCAATCGATTGGGG
GGCATGGAGGAGTACGACTC3’

Il ciclo di PCR utilizzato € il seguente:

94°C 30 secondi

50°C 2 minuti

68°C 20 minuti.

Sono stati fatti 18 cicli.

Il prodotto di PCR viene poi digerito direttamensenza purificazione
ne’ precipitazione, con 1L di Dpnl (BioLabg (digerisce il templato
metilato) per 2 ore a 37°C e precipitato (come ugcnei prossimi
paragrafi) con isopropanolo a —20°C. Dopo aver taveon abbondante
etanolo 70% si risospende inuk di acqua e si trasforma.

Procedere poi con la procedura di estrazione dél pldsmidico.
Dopo aver recuperato il costrutto si digerisconquii@i DNA purificato in
50 pL con Scal BioLabg per linearizzare e creare il sito di inizio per |
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trascrizionein vitro. Purificato poi con fenolo/cloroformio/alcool isodico

e precipitato, si risospende in g0 di TE (0.5y/A).

Questa PCR permette di inserire all'interno dedlguenza che codifica per
NS5A il Flagtag e due siti di restrizione che permetteranno psiidcessivo
inserimento del secondo tag.

Dopo aver inserito il primotag, il secondo viene introdotto piu
semplicemente per taglio con gli enzimi di restia introdotti e successiva
ligasi. Gli oligo per 'HAtag vengono appaiati e fosforilati per creare un
doppio filamento da utilizzare per la successiazi@ne di ligasi.

Oligo utilizzati:

(HA Sticky S)

5'CGAGAATACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAZ

(HA Sticky AS)

5'CTAGTAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTCT3

Soluzioni utilizzate

Tampone per risospendere frammenti di DNA o RNA
TE 10X

Tris base pH 7.6 100 mM

EDTA pH 8 10 mM.

Fenolo/cloroformio/alcool isoamilico (Usb).

3.2.3 Annealing e fosforilazione di oligo

Schema di annealing

20 g oligoS

20 ug oligoAS

5uL acqua MQ

5uL buffer di annealing (5X)

Lasciare 5 minuti a 95°C, poi lasciare raffredddeatamente nel
termoblock dove & avvenuta la reazione fino a teatpea ambiente.

Schema di fosforilazione

1 yL oligo annilati

44 uL acqua MQ

5uL buffer della T4 DNA-ligasi BioLabs)
0.5uL T4 polynucleotide kinaseéBfoLabs)
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Incubare 30 minuti a 37°C e successivamente 20 tmaa65°C per
inattivare I'enzima.
Poi procedere con la reazione di ligasi.

Soluzione utilizzata
Buffer annealing (1X)
10 mM TRIS-HCI

1 mM EDTA

50 mM NacCl

3.2.4 Trascrizionén vitro (MEGAscript Protocol) (Promega)

Si parte da un templato di DNA all'interno del gra® presente un
promotore (fago T7) dal quale inizia la trascrizoll plasmide puo essere
digerito in modo tale da interrompere la trascngo

SCHEMA REAZIONE DI TRASCRIZIONERN vitro:

ATP solution L
CTP solution L
GTP solution L
UTP solution 2L
10X Reactin Buffer 2L
Template DNA lug
Enzyme Mix 2ul

H,O nuclease-free finoa 20

Incubare a 37°C per minimo 2-4 ore.

Aggiungere luL di DNasi 1, mischiare bene ed incubare per 15uthin
37°C per rimuovere il templato.

Aggiungere 115l di H20 nuclease-free e 1& di Ammonium Acetate
Stop Solution; mischiare bene.

Aggiungere un volume di fenolo/cloroformio acidoH&) che toglie il
DNA che rimane nella fase acida. Mischiare bene.

Centrifugare per 3 minuti e recuperare il super.

Precipitare con un volume di isopropanolo per RN&sclando per
minimo un’ora a — 20°C. Centrifugare per 15 miraud°C e risospendere il
pellet in un volume appropriato di8. Storare a —80°C.

La quantizzazione del’RNA puo esser fatta allotspéotometro.
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Si puo poi controllare 'RNA correndolo su un gel dgarosio-
formaldeide.

3.2.5 Elettroporazione di RNA in cellule di epatomm@mano Huh7 per
inserire il replicone

Lavare con PBS le cellule e staccarle in tripsiartare le cellule in un
falcon ed aggiungere PBS per portare il volumeldirea 50 mL.Agitare e
centrifugare per 5 minuti a 4°C a 1200 RPM. Fitrbe cellule con filtri da
70 um (per fermare i gruppi di cellule) e poi contafartare poi il volume
dei falcon a 50 mL con PBS e centrifugare comeaopr
Finito il lavaggio, buttare il supernatante e rigarsdere le cellule nel volume
di PBS necessario per avere 2 milioni di cellul@®uL (= 10 milioni di
cellule per mL). Prendere 2Q@ di cellule risospese in PBS ed aggiungerli
ad una eppendorf dove si sono prepargtigldi RNA da trasformare.

ELETTROPORAZIONE:

0.35 Volts

10 uF (Capacitanza).

Dare due pulse - Gene Pulser Il (BioRad).

Piastrare il numero di cellule desiderato e meiteselezione.

Soluzioni utilizzate
PBS ( Buffer salino fosfato):
NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NgdPQO, 10 mM, KHHPO, 2 mM pH 7.4

3.2.6 Digestione del DNA con enzimi di restrizione

| frammenti ottenuti per PCR vengono poi controllsamite corsa
elettroforetica su gel di agarosio, purificati ctenolo/cloroformio/alcool
isoamilico e precipitati . Dopo aver risospeso i IX, i frammenti di PCR
ed i plasmidi sono digeriti con appositi enzimirestrizione che producono
estremita Sticky’ per permetterne I'appaiamento e la seguente ohauda
parte dell’enzima ligasi.

SCHEMA REAZIONE DI DIGESTIONE
In un volume finale di 5@iL:
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- Buffer (10X) @BioLabg

- BSA (100X) BioLabg

- 5-10ug di DNA oppure la totalita della reazione di PCR

- Enzima di restrizioneBjoLabg; le unita peilL da utilizzare dipendono
dall’enzima stesso.

Si lascia per 2 ore a 3 (o0 a diversa temperatura, dipendente
dall’enzima utilizzato) e si corre la digestionegalh d’agarosio.

In alcuni casi potrebbe non essere possibile taglih vettore ed |l
frammento con enzimi che producono estremita cabipatn questo caso
le estremita non compatibili possono essere “afifgiat(” blunt”) tramite
reazione con T4 DNA Polimerasi dopo la digestione.

SCHEMA DI REAZIONE DELLA REAZIONE CON T4 DNA
POLIMERASI

- T4 DNA PolimerasiBioLabg (13000 u/mL) 1-3 unita perg di DNA

- 100uM di ogni nucleotide

- Buffer (10X) BioLabg o qualsiasi buffer per gli enzimi di restrizione.

Incubare a 12°C per 20 minuti e poi a 75°C per Iuthper bloccare la
reazione.

Soluzione utilizzata

Tampone per risospendere frammenti di DNA o RNA
TE 10X

Tris base pH 7.6 100 mM

EDTA pH 8 10 mM.

3.2.7 Gel di agarosio

L'elettroforesi viene condotta in TAE 1X in app@&sitamere da corsa
(Biorad). Come marcatore di pesi molecolari viensata una mix
commerciale di frammenti a lunghezza nota.

Gel di agarosiosciogliere la quantita necessaria di agarosidAE 1X
portandolo ad ebollizione. Quando la temperaturende sotto i 50°C
aggiungere 4uL di bromuro di etidio (10mg/mL) in 100 mL di gel.

Soluzioni utilizzate
Tampone di corsa per elettroforesi su gel di agaros
TAE 50X:
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Tris base, 242 g

Acido acetico 100%, 57.1 mL

EDTA 0.5 M pH 8, 100 mL.

Tampone per caricare DNA su gel d’agarosio e viszaine la corsa
Loading Buffer 6X

0.25 % blu di bromofenolo

0.25 % xilene cianolo

30 % glicerolo.

3.2.8 Estrazione del DNA dal gel di agarosio pettedeluizione

Dopo la corsa su gel d'agarosio, il frammento deriesse, visualizzato
alla luce UV, viene prelevato con un bisturi e pastun tubo da dialisi in
presenza di 50QL di BSA 50 ug/mL in TE (per prevenire I'adesione del
DNA al tubo da dialisi). I DNA viene fatto migrarkiori dal gel per
migrazione elettroforetica e recuperato nel liguatlinterno del tubo.

3.2.9 Purificazione del DNA tramite estrazione flefcloroformio/alcool
isoamilico e precipitazione

I DNA viene quindi purificato dalle proteine edrakomposti nhon polari
tramite estrazione con solventi organici aggiungengh volume di
fenolo/cloroformio/alcool isoamilico. In seguito @ntrifugazione in una
microcentrifuga a 13.000 RPM per 3 minuti, la fas®uosa (superiore)
viene recuperata e sottoposta a precipitazione aboool aggiungendo in
sequenza, 1/10 del volume di sodio acetato 3M 1 BuL di glicogeno
(20 mg/mL) e 2 volumi e mezzo di etanolo 100% (o wolume di
isopropanolo).

Il campione viene posto a -8D per 30 minuti o a -20°C per 1-2 ore;
centrifugato per 10 minuti a 13000 RPM“&€4lavato con un volume uguale
0 maggiore di etanolo al 70% e risospeso in TE X eoncentrazione
finale di 100 ngiL.

Fenolo/Cloroformio/Alcool IsoamilicgUsb).

Serve per purificare il DNA dalle proteine e daiatbmposti non polari.
Se ne usa solitamente 1 volume. Deve essere tarifio.
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3.2.10 Reazione di ligasi

La seguente procedura viene utilizzata per clofraramenti di DNA in
un vettore di interesse. Il vettore ed il frammertngono digeriti con
appositi enzimi per avere estremita sporgenti cadiviiaLa reazione viene
catalizzata dalla DNA ligasi, che promuove la forinae di legami
fosfodiesterici.

SCHEMA REAZIONE DI LIGASI

In un volume finale di 1QiL:

- Buffer (10X) @BioLabg

- 2 uL inserto (100 ngil)

- 1 uL vettore (100 ngilL)

- 0.5ul T4 DNA-ligasi (Stock 400.000 u/mLBfoLabg

Si prepara anche una reazione di controllo mancdaténserto per
verificare che il plasmide non si richiuda su ®ssb. Si lascia per 4 ore a
temperatura ambiente o per tutta la notte a 16°€.réazione viene
precipitata, lavata con etanolo al 70% e risospeaaqua.

3.2.11 Plasmidi utilizzati

pLPCX & un vettore retrovirale che contiene 2 LTRdfig Terminal
Repeal) e la sequenzaV, necessaria per lincapsidamento del genoma
virale, ma non codifica pegag, poledenv.Se le proteingag, poledenv
vengono daten trans, grazie alle LTR e alla sequen$a é possibile la
formazione di particelle virali difettive. Questarpcelle possono entrare
nelle cellule, essere retrotrascritte ed integratahdo un’infezione stabile.
Non possono pero produrre una progenie virale. Wi all'interno della
cellula viene prodotta la proteina di interesselgvata quantita, grazie alla
presenza all'interno del plasmide del gene cheotiifica. Codifica inoltre
per un gene che conferisce resistenza all’ampmiaile uno che conferisce
resistenza alla puromicina (CLONTECH Laboratories,).

pLBCX: pLPCX modificato come segue; al posto della sepmerhe
codifica per la resistenza alla puromicina e siaterita per PCR una
sequenza che porta al suo interno un sito didggdr I'enzima di restrizione
BamHI.
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pLBCX GFP. pLBCX all'interno del quale € stata clonata laR5&reen
Fluorescein Protei)) presa dal plasmide pEGFP-N1 (Clontech Laboregori
Inc.) utilizzando i siti di taglio Xhol-Notl.

pBS1479 plasmide che contiene la sequenza TiRg-utilizzata negli
esperimenti descritti nei risultati. Il framment@®HM-Tag e stato preso dal
vettore utilizzando i siti di taglio HindllI-Ncol.

3.2.12 Trasformazione di cellule procariotiche cetepti per
elettroporazione

Cellule procariotiche competenti precedentementepamate (vedi
paragrafo 3.2.15) e conservate a°@®engono mischiate con la reazione di
ligasi ed elettroporate in un’apposita cuvettaizzdndo un apparecchio
Micropulsar della BioRad.

Dopo la trasformazione i batteri vengono risosgash00uL di LB broth ed
incubati per 30 minuti a 3T per favorirne la ripresa. Le cellule vengono
quindi piastrate su piastre LB agar contenente @iitipa (10Qug/mL) ed
incubate a 37C per tutta la notte.

Un certo numero di colonie cresciute sulla piastagono fatte crescere
isolatamente in 2 mL di LB broth/antibiotico in &gione tutta la notte a
37°C.

Terreni di crescita utilizzati:
LB Agar (Sigma) sciogliere 35 g in 1 litro d’acqua e autoclavare.
LB Broth (Sigma) sciogliere 20 g in 1 litro d’acqua e autoclavare.

3.2.13 Procedura di purificazione del DNA plasmid&u piccola scala
(MINI-PREP)

| batteri della coltura notturna vengono centrifiugal3000RPM per 30
secondi e il supernatante viene aspirato via;

- i batteri vengono risospesi nella soluzione S1;

- si aggiunge la soluzione S2 per la lisi, si agita

- si aggiunge la soluzione S3, si agita e si lagtighiaccio per 5 minuti
per far precipitare il DNA ad alto peso molecolare;

- si purifica con fenolo/cloroformio/alcool isoami, e si recupera la
fase acquosa superiore contenente il DNA;
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- Si precipita con isopropanolo, centrifugando pemninuti a 13000 RPM,;

- si lava il pellet con etanolo al 70% e si risoge in acqua piu RNasi
(50 pg/mL).

Le mini-prep vengono digerite con gli appositi enizdi restrizione per
controllo.

Soluzioni utilizzate

S1; Tris 50 mM; EDTA 10 mM pH 8; per risospendebaiteri.

S2; NaOH 0.2 M; Sodio dodecil solfato (SDS) 1%; leelisi. Preparare
al momento.

S3; potassio acetato 2.6 M pH 5.2; per allontailabdNA ad alto peso
molecolare. Tenere a 4°C.

3.2.14 Procedura di purificazione del DNA plasmidisu larga scala
(MAXI-PREP)

Prendere I'LB con i batteri di una delle mini-preipe € risultata positiva,
versare il contenuto rimasto nel tubo in una beota 200 mL di LB broth
pit I'antibiotico e lasciare crescere i batteriaigitazione per tutta la notte a
37°C.

Per l'estrazione del DNA si procede con il kit “pfaid maxi-kit”
(Nucleobond):

- i batteri della coltura notturna vengono tragfar tubi falcon da 50
mL, centrifugati a 5000 RPM per 15 minuti a 4°Cj piene rimosso il
supernatante;

- il pellet batterico viene risospeso in 12 mL differ S1 (a cui viene
aggiunta I'RNasi);

- si aggiungono 12 mL di buffer S2, e si lasciainoubazione per 5
minuti a temperatura ambiente;

- si aggiungono 12 mL di soluzione S3, e si lasniancubazione in
ghiaccio per 15 minuti, per favorire la precipitaze del DNA genomico,
proteine e lisati cellulari;

- si centrifuga la soluzione a 4000 RPM per 30 iiiau4°C e viene
rimosso il supernatante nel quale e contenuto iRPkasmidico.

L’estrazione del DNA non viene fatta con fenolofoformio/alcool
isoamilico, ma vengono usate delle colonne cheraapal DNA dal resto
dei componenti del supernatante. Le colonne vamimeapequilibrate con 6
mL di buffer N2 (‘equilibration buffet);
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- dopo la centrifugazione si fa passare il supamtatnella colonna, dove
rimane “intrappolato” il DNA,

- si lava la colonna con 16 mL di buffer N3 (pevdte), che porta via
dalla colonna tutto I'aspecifico;

- infine si raccoglie il DNA facendo passare nelldlonna 15 mL di
buffer N5 che eluisce il DNA. La soluzione vienecalta in tubi falcon;

- Si precipita con 11 mL di isopropanolo, centréingo per 30 minuti a
11000 RPM, si lava il pellet con 25 mL di etanolor@%, ricentrifugando
per 20 minuti a 11000 RPM. Poi si risospende il DNAOOLL d’'acqua.

Dopo aver controllato la concentraziongg/iL) tramite lettura allo
spettrofotometro (4, le maxi-prep vengono digerite con appositi emzim
di restrizione per controllo.

3.2.15 Preparazione cellule procariotiche competent

Il ceppo di batteri utilizzato éscherichia coliTOP10 (Stratagene).

Procedura: i batteri vengono piastrati su una f@Easbn LB agar senza
antibiotico e fatti crescere a 7 per tutta la notte.

Si prende la singola colonia con una punta stesilejette in una falcon
contenente 5 mL di LB broth e si fanno cresceB¥°€ in agitazione per
tutta la notte.

Il giorno seguente la coltura batterica viene ¢ilui:100 in 500 mL di LB
broth. Si lascia crescere per 3 ore a°Q@7 poi tramite lettura
spettrofotometrica a 600 nm si controlla la suasdanottica (Olgy) che
deve avere un valore compreso tra 0.4 — 0.5, deastiui i batteri sono in
crescita esponenziale. Raggiunta la giusta OD lgebeon i batteri si
mettono in ghiaccio per 30 minuti per bloccarnerkscita.

| batteri vengono quindi centrifugati a 4000 RPM 8@ minuti a 4C. I
supernatante viene rimosso ed il pellet batterisospeso nello stesso
volume di acqua sterile autoclavata e centrifuga4@00 RPM per 30 minuti
a £C. Si rimuove il supernatante e si risospende liepbatterico in meta
volume di acqua sterile autoclavata. Si centrifagedDO0 RPM per 30 minuti
a &C. Il supernatante viene rimosso ed i batterissigpendono in acqua con
glicerolo al 10% autoclavato e centrifugato a 4&®FEM per 20 minuti a
4°C. Si toglie il lavaggio e il totale dei batteri ssospende in 3 mL di
glicerolo al 10%. Questi vengono poi aliquotatiubi eppendorf da 1.5 mL
sterili (aliquote da 8@L), subito congelati in azoto liquido e consenat
80°C.
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L’efficienza delle cellule competenti cosi preparatovrebbe essere
intorno a 18— 10 colonie peg di plasmide.

3.3 Procedure per I'analisi dell’espressione genica

3.3.1 Estrazione di RNA da cellule

Lavare le cellule con PBS per 2 volte, aggiungeRizdl Reagent
(Invitrogen). Agitare per 5 minuti poi recuperare ieppendorf ed
eventualmente congelare a —20°C. Aggiungere 0.2indloroformio per 1
mL di TRIzol ed agitare vigorosamente per 15 secondi. Las2i8reninuti a
RT e poi centrifugare per 15 minuti a 14000RPM @.4Recuperare la fase
acquosa superiore che dovrebbe corrispondere pimeno al 60% e
aggiungervi 50QuL di isopropanolo per 1 mL di TRol Agitare e lasciare
10 minuti a RT; poi centrifugare come sopra per riidhuti. Gettare
l'isopropanolo e aggiungere 1 mL di EtOH 75% peml di TRIzol e
vortexare; poi centrifugare come sopra per 5 mirRisospendere in un
volume variabile di acqua DEPC ( 10-g0 per piastre da 3.5 cm e 20-30
uL per piastre da 6¢cm).

Controllare la concentrazione allo spettrofotoméfg,).

Soluzioni utilizzate

TRIzol Reagent (Invitrogen)

PBS ( Buffer salino fosfato):

NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NgdPQ, 10 mM, KHHPO, 2 mM pH 7.4
H,O DEPC:

1 mL di dietilpirocarbonato in 1 L di acqua.

3.3.2 Trascrizione inversa (Reverse Transcriptigste3n — Promega)

Ci permette, partendo da un templato di RNA, dioteascrivere, grazie
ad uno specifico enzima, per generare il cDNA spondente.

SCHEMA DELLA REAZIONE:
Aggiungere a 2ig di RNA I'acqua DEPC necessaria e scaldare a 70°C
per 10 minuti poi aggiungere la mix seguente:
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MgCl, 25 mM 4L

Reverse Transcription 10X Buffer ul2
dNTP Mixture 10 mM 2
Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor L5
AMV Reverse Transcriptase @b
Oligo(dT)15 Primer o Random Primers uld
Nuclease-Free Water fino ad un volume finale di 20uL.

Se si usano gli oligo dT primer incubare per 15utiia 42°C, se si usano
i Random Primers incubare a RT per 10 minuti e di2°C per 15-45
minuti. Scaldare a 95°C per 5 minuti e incubare5minuti in ghiaccio.

3.3.2.1 PCR con GoTag (Promega)

Oligo utilizzati:

(NS4A S)
5-GCACCTGGGTGCTGGTAGGCGGAGTCC-3’
(NS4A AS)
5'-CACTCTTCCATCTCATCGAACTCCCG-3’
(Actina S)

5-ATGGATGACGATATCGCTGCG-3’

(Actina AS)
5-ATCTTCATGAGGTAGTCTGTCAGG-3’

SCHEMA DELLA REAZIONE:
in un volume totale di 2(L

Buffer 4ul
dNTP (mixture 10 mM) 0.4L
oligo S (stock 25 pmolil) 0.4uL
oligo AS (stock 25 pmoliiL) 0.4puL
templato (RT) L

H,O a volume
GoTaq 0.3uL.
CICLO utilizzato per NS4A (HCV) e actina

3 minuti  95°C

30 cicli:

15 secondi 95°C
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30 secondi 60°C
30 secondi 72°C
poi 72°C per 10 minuti.

3.3.3 Elettroforesi su gel di poliacrilammide irepenza di sodio dodecil
solfato (SDS-PAGE)

Per questa metodica viene utlizzato un gel disooot di
poliacrilammide, costituito da due parti: tnesolving gel”, che puo essere a
diverse percentuali di poliacrilammide a secondéadaglia delle proteine
da analizzare e urfgtacking gel” al 5%.

Come marcatore di peso molecolare viene impiegata miscela
commerciale di proteine a peso molecolare notocdesa elettroforetica
viene eseguita ad un voltaggio costante (100-1396s)/con un apparecchio
“mini trans-blot” della BioRad .

Gel di poliacrilammide

Il “resolving gel” € composto da:

una soluzione di acrilammide e bis-acrilammide ancemtrazione
desiderata (a partire da una soluzione stock di 30%n tampone Tris
375mM a pH 8.8, SDS allo 0.1%. Per ottenere lanpaiizzazione, si
aggiungono persolfato di ammonio allo 0.1% e TEMBDN,N’,N-
tetrametiletilenediamina) (Sigma) 0.04 %.

Lo “stacking gel” € composto da:

acrilammide mix al 5%, un tampone Tris 125mM a pMd, &DS allo
0.1%.

Marcatore di peso molecolareniscela commerciale (Invitrogen) di
proteine a peso molecolare noto (176.5kD, 113.78D.9kD, 63.8kD,
49.5kD, 37.4kD, 26.0kD. 19.6kD, 14.9kD, 8.4kD).

Soluzioni utilizzate:
Laemmli Buffer 1X

Tris- HCI 62.5 mM pH 6.8
Glicerolo 10%

SDS 2%

Blu di bromofenolo 0.05%
[3-mercapto 5%.
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La presenza del detergente anionico SDS legantegrateine le carica
negativamente e ne permette la corsa su gel cagrdéimmide secondo la
massa.

Running Buffer 1X per un litro

Tris base 25 mM

Glicina 250 mM

SDS 0.1%;

utilizzato per la corsa elettroforetica su gel oigcrilammide.

3.3.4 Saggio Bradford per determinare la conceiatnazproteica di un
campione

Questo saggio permette di determinare, prendenche cierimento una
curva standard di BSA, la concentrazione di pretditali presenti in un
campione.

Standard BSApreparare una curva standard di BSA.

Portare tutti i campioni ad un volume finale di 830 con acqua,
aggiungere 20QL di “Protein Assay” (Biorad) (5X) ed agitare subit

Campioni _da analizzarein un tubo mettere un volume noto del
campione. Portare ad un volume finale di @0Ccon acqua, aggiungere 200
uL di soluzione ed agitare subito.

Leggere la concentrazione allo spettrofotometrggesee a 600 nm.

Calcolare iug/uL (concentrazione) di proteine nel campione tenendo
conto delle diluizioni.

Soluzioni utilizzate:
Protein Assay solution (5X) (Biorad)
BSA (10mg/mL) BioLabs)

3.3.5 Western Blot (WB)

Per il trasferimento si utilizza un apparecchio gdot “semidry”
(BioRad): sull'apparecchio vengono messi in seqaetmg fogli di carta
assorbente, un filtro di nitrocellulosa, il gel dgquale viene tolto lo
“stacking” ed altri tre fogli di carta assorbente. Tutto @dmagnato con
Transfer Buffer. Il trasferimento viene eseguitousadvoltaggio costante (15
Volt) per un tempo di circa 30 minuti per filtroopo il trasferimento il filtro
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di nitrocellulosa viene immerso in una soluzioneP@NCEAU S (Sigma)
allo 0.1% in acido acetico al 5%, che colora letg@re su filtro per
controllare che il trasferimento sia avvenuto. laorazione si rimuove
sciacquando il filtro con acqua distillata. Il fdtviene messo per 1 ora in
una soluzione di bloccaggio che previene |'adesioaspecifica
dell'anticorpo al filtro e che & composta da lag®za grassi al 5% in buffer
TBST. Il filtro viene poi incubato con I'anticorgmrimario diluito in latte al
5% in TBST (la diluizione varia per ogni anticorpo) agitazione ad una
temperatura di 4 per tutta la notte oppure per 1 ora a temperatura
ambiente. Si eseguono quindi 3 lavaggi con TBSIOdiminuti ciascuno. I
filtro viene quindi incubato con l'anticorpo sedamio diluito in latte al 5%
in TBST (la diluizione varia per ogni anticorpo).filtro viene lasciato in
agitazione per 1 ora a temperatura ambiente e igjavato con TBST come
descritto sopra. Dopo i lavaggi, sul filtro vieneessa per 5 minuti una
soluzione commerciale (ECLplus Amersham Bioscienpes la reazione di
chemioluminescenza; questa operazione va’' eseguhaio. Il filtro viene
poi messo in una cassetta da esposizione con sim lfotografica
(Amersham).

Soluzioni utilizzate:

Transfer Buffer 1X per un litro

Tris base 48 mM

Glicina 39 mM

SDS 0.037% (V/V)

Metanolo 20% (da aggiungere al momento dell’'uso);
utilizzato per il trasferimento delle proteine dal gi poliacrilammide a
membrana di nitrocellulosa.

TBS (Tris-Buffer salino) (10X) per un litro

Tris base 0.2 M

NaCl 1.4 M pH 7.6

TBST : TBS al quale vieni aggiunto Tween-20 diluito 1000

3.3.6 Immunofluorescenza indiretta (IF)

Le cellule da analizzare vengono lavate per tréevobn PBS e fissate
con paraformaldeide (PAF) al 4% in PBS per 15 mimutemperatura
ambiente. Vengono quindi lavate con PBS e permeaaie con Triton allo
0.2% in PBS per 5 minuti. Dopo ulteriori lavaggiBS le cellule vengono
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incubate con l'anticorpo primario (specifico per peoteina di interesse)
diluito in 3% BSA (albumina bovina) (Sigma) in PB&r 1 ora a
temperatura ambiente. Al termine si effettuano l&reaggi con PBS. Le
cellule vengono quindi incubate con I'anticorpo wetario diluito in 3%
BSA in PBS che riconosce la porzione costanteatgiorpo primario, ed é
coniugato covalentemente ad un composto fluorescenDopo
un’incubazione di 1 ora a temperatura ambienteelkile vengono lavate
con PBS e incubate per 3 minuti a temperatura artdieon DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindolo*2HCI) (1:5000 in PBS) cherse ad evidenziare il
DNA. Al termine, sulle cellule viene posta una gidme di glicerolo al 70%
in PBS, posizionato un vetrino coprioggetto e azalie ad un microscopio a
fluorescenza (Nikon).

Soluzione utilizzata:

PBS ( Buffer salino fosfato)
NaCl 137 mM

KCI 2.7 mM

Na,HPQO, 10 mM
KH,HPO,2 mM pH 7.4

3.3.7 Immunoprecipitazione (IP)

Le cellule vengono lavate con PBS e poi staccatdrijgsina. Recuperate
in una provetta, precipitate tramite centrifugaeiom lavate una seconda
volta con PBS. Dopo averle nuovamente centrifudateellule vengono
risospese in un buffer ipotonico ed incubate per i2Zduti a 4°C in
agitazione. Dopo lincubazione le cellule vengonmtte” tramite un
omogenizzatore potter’ (50 pestellate) e centrifugate a 4°C a 900g. Da
guesta prima centrifugata si ottiene un super (S&d1un piccolo pellet (P9-
1). Questo pellet viene risospeso nel buffer ipctmn lisato tramite
omogenizzatore come sopra e centrifugato nuovaner®@0g. Da questa
seconda centrifugata si ottiene un secondo sugeR)$he viene unito al
precedente (S9-1) ed un secondo pellet (P9-2)ammrasenta i nuclei. | due
super uniti (S9-1+2) vengono centrifugati a 150@04°C per separare la
frazione citoplasmatica, i super (S15), e la fragidelle membrane, il pellet
(P15) (Hardy R.Wet al, 2003). La frazione P15 viene quindi incubata con
una soluzione di lisi, alla quale vengono aggiwhtmomento dell’'uso gli
inibitori delle proteasi e delle fosfatasi, perrad @ 4°C in agitazione. Quindi
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centrifugare a 13000 RPM per 10 minuti &4per rimuovere i residui
cellulari non solubilizzati. Si recupera il supdarde e per avere un
controllo degli estratti totali da utilizzare per edfern blot, dopo
centrifugazione, 5@L del lisato vengono tenuti da parte. Gli estrattiteici
vengono incubati con I'anticorpo che lega il Ftag-{Sigma-Aldrich) legato
ad una resina (agarosio), lavato 3 volte con @idilM e 3 volte con il
buffer di lisi senza inibitori, per tutta la not#l. termine dell’incubazione la
resina viene recuperata tramite centrifugaziomiti a 2.500RPM a 4°C)
e si procede con 4 lavaggi conwé&sh buffer.
A questo punto si elimina dalla resina tutto il feaf portando a secco la
resina e si procede alla prima eluizione. Si aggimo alla resina 230 di
wash buffer e il Flag-peptide (Sigma-Aldrich) adauwoncentrazione finale
di 150 ngfiL Si incuba in agitazione a 4°C per 30 minuti e piofecupera
I'eluato. Si procede nel seguente modo per dueiehiiconsecutive. | due
eluati vengono poi uniti insieme per procedere etosdo legame con
I'anticorpo anti-HA coniugato ad una resina di agéo (Sigma-Aldrich).
L'anticorpo prima di essere utilizzato viene lavateolte con ilwash buffer
Questa seconda incubazione che permette il legaitanticorpo con il
secondaag (HA) avviene a 4°C, in agitazione, per 3 ore cirdhtermine
del legame i complessi proteici coniugati con lsim@ vengono lavati per 4
volte come sopra.
A questo punto si elimina dalla resina tutto il feaf portando a secco la
resina e si procede alla prima eluizione. Si aggimo alla resina 30 di
wash buffere I'HA-peptide (Sigma-Aldrich) ad una concentramdinale di
150 nglL
Si incuba in agitazione a 4°C per 30 minuti e poiesupera l'eluato. Si
procede nel seguente modo per due eluizioni cotisecu

Negli esperimenti descritti nella parte sperimental sono condotti
guattro esperimenti indipendenti e gli eluati finabno stati uniti per
ottenere una quantita maggiore di proteine da zzake.

Soluzioni utilizzate:
Buffer ipotonicq

10 mM Tris-HCI pH8
10 mM NacCl

Buffer di lisi;

10 mM Tris-HCI pH8
150 mM NacCl

10% Glicerolo
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1% n-Dodecil—D-maltoside

Viene utilizzato per la lisi dopo I'aggiunta deugibitori.

Wash Buffer

10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NaCl

0.5% n-DodeciB-D-maltoside

“Protease inhibitor cocktdi{Sigma) lo stock contiene Aprotinina (0.08
mM), AEBSF (104 mM), Bestatina (3.6 mM), E-64 (ToM) e Leupeptina
(2.1 mM). Solitamente 1 mL & raccomandato per biribne dell’attivita
proteasica trovata in 100 mL di lisato cellularéeotito da 20 g di fegato
bovino o in 10 mL di lisato cellulare ottenuto ddlale CHO ad una densita
di 1& cellule per mL.

Altri inibitori:

NaF; inibitore delle fosfatasi. Stock 1M (50X).

NaV; inibitore delle fosfatasi. Stock 100 mM (1000X

PMSF; inibitore delle proteasi. Stock 100 mM (100X)

Tutti gli inibitori vanno tenuti a —20°C ed aggiuat momento dell’'uso.

3.3.8 “Tandem Affinity Purification System” (TAP)

Al fine di identificare complessi tra proteine \lira proteine cellulari &
stato messo a punto un metodo di identificaziondntirattori proteici
descritto per la prima volta da Séraphin B. e taltatori nel 1999 (Rigaut
G. et al, 1999); la Tandem Affinity Purificatioh (TAP). Questa
metodologia permette di isolare proteine che igfiezno con una proteina
di interesse con elevata specificita. Si basatirgatla fusione della proteina
nota, nel nostro caso le proteine virali, non carunico ‘tag’, ma con due
“tag’. Il TAP tag consiste infatti di un dominio legante IgG (proteina A) e
di un peptide legante la calmodulina (CBP), sepdaun sito di taglio per
la proteasi del virus del mosaico del tabacco.dnlbi questiag sono stati
selezionati per la loro alta efficienza. Questonpste di eliminare tutte le
interazioni non specifiche, potendo contare su diwerse purificazioni
sequenziali (Fig.3.1). Si pud partire da un numeadabile di cellule e
quindi di proteine totali.

Per circa 3 mg/mL (6 piastre da 15cm); lisare leuteecon 5mL di buffer
di lisi freddo, per avere alla fine circa 7.5 miltalo Lasciare a lisare a 4°C
per 30 minuti in agitazione. Centrifugare per 20numi a 8000RPM
(megacentrifuga) 4°C .
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1° step di purificazioneaggiungere al lisato 2Q€L di IgG coniugate con
biglie di sefarosio precedentemente lavate ctmfiler IPP150 ed incubare
4 ore a 4°C in agitazione. Poi centrifugare a 128MRber uno/due minuti e
levare il super. Lavare le biglie recuperate piltevgon il buffer IPP150 e
poi una/due volte con il TEV cleavage buffer .

A '\‘ '\ TEV cleavage site ] ) f:
X CEF Pmlem_’

B First affinity purification Second affinity purification
Protein A-| IgG Interaction CBP-Calmodulin (CM) Interaction
P Spa:or mkzl Ca? \
j"“J‘"—— ~ ¢ (J_
o @
Washl Washl
9
TEV cleavage EGTA Treatment
ca?* Ca?
o e,

B2 Gy

Figura 3.1:

Schema della purificazione tramite TAR @hdem Affinity Purificatiof)

(A) X; proteina di interesse, nel nostro caso N$EEV).

CBP; peptide legante la calmodulin&€éimodulin Binding Peptide
TEV Cleavage Sitesito di taglio specifico per la proteasi del viled Tobacco.

(B) La purificazione di complessi proteici tramitéF permette due diverse purificazioni
consecutive. La prima purificazione sfrutta il legafra la proteina A e le IgG, mentre il
secondo legame avviene fra il CBRC#imodulin Binding Peptidg e la calmodulina.
L'utilizzo dei duetagin modo sequenziale é regossibile dalla presenza fra questi di una
sequenza TEV, substrato specifico della protedsiides del Tobacco.

Taglio TEV; dopo aver portato le biglie a secco, risospenae&O0 uL
di TEV cleavage buffer ed aggiungere 50 unitaTdV proteasé Incubare
O.N. a 4°C in agitazione.
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Il mattino seguente recuperare il super completéenetopo aver
centrifugato 10 minuti a 4°C 13000 RPM. Lavare &@uL le biglie ed
unire al super recuperato precedentemente.

2° step di purificazioneaggiungere al lisato 3 volumi dalmodulin
Binding Buffere JuL di CaC}L 1M per mL di soluzione. Incubare 1 mL alla
volta con 50 pL di Calmodulina coniugata a biglie di sefarosio,
precedentemente lavate, per 1-2 ore a 4°C in agit@z(ogni volta
centrifugare, buttare il super ed aggiungere adads altro lisato). Poi
recuperare le biglie centrifugando per 5 minut"@ 2500RPM. Lavare piu
volte con lo stesso buffer e poi eluire.

Eluizione eluire in due frazioni con % di Calmodulin Eluition Buffer
lasciare 5 minuti a RT e poi recuperare I'eluitcaritenere le biglie a secco a
—20°C.

Soluzioni utilizzate:

Buffer di lisi;

10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NacCl

10% Glicerolo

1% NP-40

IPP150

10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NacCl

0.5% NP-40

TEV cleavage buffer

10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NacCl

0.5% NP-40

0.5mM EDTA pH8

1 mM DTT (prima dell’'uso)
IPP150 Calmodulin binding buffer
10 mM 3-mercaptoetanolo
10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NacCl

1 mM Mg-acetato

1 mM imidazolo

2 mM CacCl2

0.5% NP-40

IPP150 Calmodulin elution buffer
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10 mM 3-mercaptofenolo

10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NaCl

1 mM Mg-acetato

1 mM imidazolo

2 mM EGTA

0.5% NP-40

TEV (Tobacco Etch Mosaic Virus) (Invitrogen):
Stock 10uiL

3.3.9 Infezione virale

Il gene di interesse viene clonato all'interno di wettore retrovirale
(come descritto nei precedenti paragrafi) che viengcessivamente
trasfettato in cellule particolari (cellulgpdckaging 293gp) che esprimono
stabilmente i geni per le proteine viralag e pol necessari peia
formazione delle particelle viraliSe la proteina viraleeny, anch’essa
necessaria per la formazione delle particelle iyirakne datain trans
tramite coinfezione, poiché il plasmide retroviratmtiene le due LTR e la
sequenza&l di incapsidamento, vengono a formarsi nuove pall#iovirali,
che sono pero difettive. L'essere difettive fa ls¢ queste possano entrare
nelle cellule, essere retrotrascritte ed integratahdo un’infezione stabile.
Non possono pero produrre una progenie virale. \dii@ all'interno della
cellula viene prodotta la proteina di interesselgvata quantita, grazie alla
presenza all'interno del plasmide del gene chedfica.

TRASFEZIONE DELLE 293gp PER L’INFEZIONE: come couito
positivo si usa di solito un plasmide che codifigar la GFP Green
Fluorescein Protei)) cosi prima di recuperare il virus si puo contna se le
cellule esprimono la GFP e quante cellule sonotigesiCome controllo
negativo si trasfetta solo il plasmide che codipeaenv.

Procedura: mettere in un tubo da 1.5 mLptpdi plasmide retrovirale
che codifica per la proteina di interesse jgg=cdi plasmide che codifica per
la proteina del rivestimento lipidico (di VSV, Vsudella stomatite
vescicolare). Portare ad un volume finale di 44Ccon H,O autoclavata ed
aggiungere 6QL di CaCl, (2 M)

Mettere HBS 2X in tubi da 5 mL (5Q per tubo).
Prima di unire le 2 soluzioni aggiungere alle piastloroquina 100 mM
(4000X) che facilita I'ingresso dei precipitati leekellule, poi prendere |l
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contenuto del tubo da 1.5 mL e lasciare cadereig@cgoccia nel tubo dell’
HBS dove con una pipetta si formano delle bollegidggere il precipitato
alle piastre. Fra I'aggiunta della cloroquina atlellule e I'aggiunta del
precipitato alle piastre non dovrebbero passarelipiiie minuti.

Dopo un minimo di otto ore si cambia il terrenoeatlellule. Dopo aver
cambiato il terreno si lasciano le cellule ad iremaébper un giorno ed il
secondo giorno si raccoglie il virus nel supernggan

| virus sono difettivi, percio entrano nelle ceflulretrotrascrivono e si
integrano. Non producono pero una progenie virale.

Al supernatante recuperato si aggiungono:

- 10% FBS (Sigma),

- polibrene 4 mg/mL (1000X ), che facilita I'ingses del virus nelle
cellule. Mischiare. Filtrare con filtri da 0.48n che permettono il passaggio
del virus, ma non dei batteri e di frammenti celtul

Aggiungere alle piastre 1-2 mL di virus per ciastyaiastra da 3.5 cm.
Lasciare 1 piastra senza virus per controllo.

Cellule utilizzate:
Cellule 293gp (packaging)

3.3.10 Colorazione gel di poliacrilammide con SyRuby TM

Dopo aver corso il gel fissarlo per 1 ora in: OH 10% e CHCOOH
7%; lasciarlo minimo quattro ore (o I'intera notee)olorare, possibilmente
al buio, in agitazione demperatura ambiente. Finita la colorazione si
controlla il gel sugli UV. Se si é colorato si pede con due lavaggi da 30
minuti 'uno con la stessa soluzione del fissaggipoi con due lavaggi di
gualche minuto in acqua.

A questo punto il gel & pronto per essere esaminato

Il gel puo, in caso si decolori, essere ricoloratanche essere colorato
successivamente con coomassie.

Soluzione utilizzata:

Colorante Sypro Ruby TM (BioRadg gia pronto per I'uso. Colorante
luminescente molto sensibile per la coloraziongrdieine separate su gel di
poliacrilammide per elettroforesi. La sua senddiliicirca 10 ng) é
paragonabile a quella della colorazione @&gNO; , ma il suo utilizzo é
molto piu semplice. Conservare a temperatura artéien
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3.3.11 ‘Small Interference RNASI-RNA)

Gli oligonucleotidi utilizzati per gli esperimendii interference descritti
nella parte sperimentale di questo lavoro sond diaegnati dalla ditta
Invitrogen e sono i seguenti:

-UUCAAAUUUGGCCCGAGUCAGGGUC (1S),

-GACCCUGACUCGGGCCAAAUUUGAA (1AS),

-UACCCUUGUCUUCAGCUGUCACUCG (29),

-CGAGUGACAGCUGAAGACAAGGGUA (2AS).

La trasfezione di questi oligo e dell'oligo usatone controllo e
preformata seguendo il protocollo della Lipofectagfl' 2000 (Invitrogen).

| campioni vengono trattati o recuperati in gen2de48 ore dopo la
trasfezione.

3.4 Cellule utilizzate

Cellule Huh7:cellule di epatoma umano.

Cellule Rep60cellule Huh7 all'interno delle quali & presentesplicone
di HCV. Sono tenute in continua selezione con lAatico G418 perché |l
replicone codifica per una proteina, la neomiciresfdtrasferasi, che
conferisce alle cellule nelle quali si replica stsnza alla G418.

Cellule Rep60 (5A HA-Flag)cellule Rep60 che presentano all'interno
della sequenza che codifica per la proteina viN&5A due sequenziag
(HA-Flag). Queste cellule esprimono quindi una @it NS5A fusa con
due diversiag presenti al suo interno. Sono tenute in contiralezgéone con
I'antibiotico G418.

Cellule 293gp (packaging): sono cellule di rene umano che contengono
stabilmente plasmidi che producono le proteinelivgag e pol, necessarie
per limpacchettamento della particella virale, nmman per env che
solitamente viene data trans Sono cellule molto delicate; vengono usate
per produrre particelle virali da utilizzare por panfezione.

3.4.1 Terreni di coltura e soluzioni utilizzate peantenere le cellule in
coltura
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“Dulbecco’s modified eagle medium” (Sigma-Aldriché¢rreno utilizzato
per mantenere in linea cellule Cos7, cellule Hulcélile 293gp. Al terreno
si aggiunge il siero FBS (“Fetal Bovine Serum”) i®a) al 10%, gli
antibiotici penicillina (5000 u/mL) e streptomicin&000 pg/mL) all'1%
(Gibco BRL) e la L-glutammina 200 mM all’'1% (Gibd@RL). Il terreno
viene cambiato ogni 2-3 giorni.

G418 (Gibco BRL):antibiotico utilizzato per tenere in selezione le
cellule che supportano la replicazione del repcdnHCV al loro interno.
Il replicone infatti codifica per una proteina, @omicina fosfotrasferasi,
che conferisce alle cellule nelle quali si repliesistenza all’antibiotico.
Stock 0.6 mgiL (1000X).

Tripsina-EDTA(1X) in HBSS senza calcio e magnesio (Sigma-Algric

3.5 Anticorpi utilizzati

Anti-HCV NS5A (Biodesign Internationallanticorpo monoclonale che
riconosce la proteina virale NS5A. Si utilizzano deguenti diluizioni:
1:1000 per WB; 1:200 per IF.

Anti-Grp78 C-20 (Santa Cruzganticorpo monoclonale che riconosce la
regione C-terminale della proteina Grp78 (Bip).UBlizzano le seguenti
diluizioni: 1:1000 per WB.

Anti-BIN1 99-D (Santa Cruz)anticorpo monoclonale che riconosce la
proteina BIN1 (varianti di splicing 1-10). Si utitiano le seguenti diluizioni:
1:500 per WB

Anti-HCV NS3 (Anogen): anticorpo monoclonale che riconosce la
proteina virale NS3 (Clone number 133). Stock catrego 02 pg/uL. Si
utilizzano le seguenti diluizioni: 1:200 per WB.

Anti-a-tubulina (Sigma-Aldrich)anticorpo monoclonale che riconosce la
tubulina, proteina costitutivamente espressa radliula. Viene utilizzato
per normalizzazione. Si utilizza la seguente ditiie: 1:5000 per WB.

Anti-c-HA (Roche) anticorpo monoclonale ottenuto da topi immunizzat
con una piccola sequenza aminoacidica della ptéi#A umana; la
soluzione stock e concentrata 0.4 mg/mL. Si utilizzle seguenti diluizioni:
1:100 per WB.

Anti-Flag M2 (Sigma):anticorpo monoclonale che riconosce la regione
N-terminale della sequenza Flag. La soluzione séockncentrata 4 mg/mL
Si utilizzano le seguenti diluizioni: 1:4000 per WB
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Anti-mouse-peroxidase (Jackson ImmunoResearchianticorpo
policlonale che riconosce la porzione costanteadmtena pesante delle 1gG,
e coniugato con l'enzima perossidasi (POX). E’ mite da topi
immunizzati; la soluzione stock & concentrata 1mhg/Si utilizza diluito
1:5000 come anticorpo secondario per il WB.

Anti-goat-peroxidase (Jackson ImmunoResearahjicorpo policlonale
che riconosce la porzione costante della catenanpesdelle 1gG, e
coniugato con l'enzima perossidasi (POX). E' ottenuda capre
immunizzati; la soluzione stock € concentrata Oggnnl.. Si utilizza diluito
1:5000 come anticorpo secondario per il WB.

Anti-mouse-fluorescein  (Jackson ImmunoResearch)anticorpo
policlonale che riconosce la porzione costanteadmdtena pesante delle 1gG,
e coniugato con la fluorescina (FITC). E’ ottend# topi immunizzati; la
soluzione stock €& concentrata 1.4 mg/mL. Si ualidiluito 1:500 come
anticorpo secondario per I'lF.

Anti-mouse-Cy3 (Jackson ImmunoReseardmticorpo policlonale che
riconosce la porzione costante della catena peshaiiie IgG, € coniugato
con la cianina 3 (Cy3). E’ ottenuto da topi immuaaitz; la soluzione stock &
concentrata 1.4 mg/mL. Si utilizza diluito 1:200ve® anticorpo secondario
per I'lF.

3.6 Proteomica

Il termine ‘proteomd& venne utilizzato per la prima volta nel 1995 per
definire la totalita delle proteine presenti in arganismo in analogia al
termine genomache definisce la totalita dei geni. Il proteomalt@araente
dinamico e dipende da un vasto numero di fattogi iofluenzano la cellula.
La “proteomica” e lo studio e la caratterizzazione del proteordatette le
sue modificazioni quantitative e qualitative (ptrsiduzionali) (Graves P.R.
e Haystead T.A.J, 2002).

Il primo studio nel campo della proteomica risalel@75, quando con
l'introduzione del gel bi-dimensionale (2D-gel), Ratrell inizid a mappare
le proteine descherichia col(O’Farrell P.H., 1975). Benché molte proteine
furono separate ed analizzate, non si riusci adtifdmrle. | limiti tecnici
erano allora enormi, attualmente invece si son rfailti passi avanti e le
nuove tecnologie permettono di identificare prateidell’ordine delle
femtomoli.
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La proteomica permette inoltre di ottenere molferimazioni che non si
possono ottenere dallo studio del genoma e di jéetificare:

- variazioni quantitative nell’espressione proteica

- proteine di nuova sintesi,

- modificazioni post-traduzionali,

- degradazione di proteine.

Un tipico esperimento di proteomica pu0 essereigisidin:

- separazione ed isolamento di proteine;

- acquisizione di informazioni sulla composizioneppdica della
proteina;

- utilizzazione di database (Fig.3.2).

3.6.1 Separazione ed isolamento di proteine

La tecnologia piu utilizzata per questo scopo éetteoforesi su gel di
poliacrilammide. Per molte applicazioni di proteomile proteine sono
risolte su gel mono-dimensionale (1-D gel). Nel {y& le proteine vengono
separate in base alla massa molecolare. Solitarwerie usata per isolare
proteine all’interno di un microsistema proteic@r Pnisture piu complesse
di proteine o per lisati cellulari non purificatigilizza invece il 2-D gel.

Nel gel bi-dimensionale le proteine vengono sepamatlla prima
dimensione in accordo alla carica netta, e neltarsda dimensione secondo
la massa molecolare. La risoluzione risulta quindito piu elevata che nel
gel mono-dimensionale.

3.6.2 Acquisizione di informazioni sulla composizo peptidica delle
proteine

La spettrometria di massa (M8jene utilizzata nell’identificazione delle
proteine attraverso la determinazione della massia peptidi che le
costituisconoQuesto processo puo essere suddiviso in tre isite:

preparazione del campione;

ionizzazione del campione;

analisi della massa.

1) PREPARAZIONE DEL CAMPIONE. La proteina viene didari
“in gel’ con una proteasi (comunemente tripsina) in moal@ater
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estrarre i peptidi che la compongono (procedurardesin seguito
Par.3.6.4).

& Isclaticn of cells

A  _0

' L - "
[ -‘4}' 2D gel electrophoresis

@ Excision of gel-spots

| Proteolytic digest
é@? MaAaLDI pi_-qpa.raiinn

I h | Peptide Mapping (MALDI-MS)

Eﬁm' i Database search
DN LMY ’
- Furthar .ana!y“n
on selected proleins
Figura 3.2:
Procedimento di preparazione del campione e suweeasalisi per spettrometria di massa
MALDI-TOF

La tecnologia piu utilizzata per separare ed isoler proteina € I'elettroforesi su gel di
poliacrilammide; le proteina possono essere risaltgel monodimensionali (1D-gel) o
bidimensionali (2D-gel). Vengono quindi tagliatedande (o gli spot) di interesse e la
proteina viene digeritairi gel’ con una proteasi (comunemente tripsina) in moa@ater
estrarre i peptidi che la compongono. Per anakzzeampioni biologici tramite
spettrometria di massa € necessario caricare lecoiel Uno dei metodi che si puo
utilizzare a tal fine & l1&matrix- assisted laser desorption/ionizatiofMALDI).

Dall'utilizzo del MALDI si ottiene una lista dellenasse dei peptidi che compongono la
proteina che si sta studiandtfifgerprint” ). La lista della massa dei peptidi viene
comparata alle masse predette di peptidi derivdalia digestione teorica di proteine
contenute in un database. Dalla sovrapposiziorie dpéttro delle masse dei peptidi reali
con quello dei peptidi teorici si possono idenéfie le proteine.

2) IONIZZAZIONE DEL CAMPIONE. Per analizzare campio
biologici tramite MS & necessario caricare le mollecUno dei metodi che
si puo utilizzare a tal fine é lanatrix- assisted laser desorption/ionization”
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(MALDI). Il MALDI é un metodo di ionizzazione “detato” che permette il
formarsi di ioni senza una perdita significativadl'oeegrita del campione.
Infatti nel MALDI il campione viene cocristallizzatin una matrice e poi
soggetto a radiazioni tramite un laser. La mataissorbe I'energia del laser,
viene eccitata e trasmette energia al campione.dbesta tecnica i peptidi
acquistano carica positiva generalmente pari a&el.il campione fosse
sottoposto direttamente alla radiazione perderebfadti la sua integrita

(Fig.3.3).

Figura 3.3:
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lonizzazione del campione

Per analizzare campioni biologici tramite MS & segio caricare le molecole. Uno dei

metodi

che si possono utilizzare a tal fine e ‘1matrix- assisted laser

desorption/ionization”(MALDI). Nel MALDI il campione viene cocristallizaa in una
matrice e poi soggetto a radiazioni tramite unrlasa matrice assorbe I'energia del laser,
viene eccitata e trasmette energia al campione.il Ssampione fosse sottoposto
direttamente alla radiazione perderebbe infatSua integrita. In questo modo & invece
possibile ionizzarlo senza danneggiarlo.

La miscela campione-matrice cristallizza sul “glatestallico che viene poi introdotto nello
spettrometro di massa e irradiato dal laser.

| peptidi ionizzati vengono accelerati nel “tubovdio” attraverso I'applicazione di un elevato
campo elettrostatico. Il vuoto presente nel “tubovalo” permette la separazione dei
peptidi, aventi la stessa energia cinetica, in lahsapporto massa/caricalz)
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In questo modo € invece possibile ionizzarlo setaraneggiarlo. La matrice

utilizzata € scelta in base alla natura del camgia analizzare. La miscela
campione-matrice cristallizza sul “plate” metallicbe viene poi introdotto

nello spettrometro di massa e irradiato dal laser.

3) ANALISI DELLA MASSA. L'analizzatore di massa d®i utilizzato,
“time of flight- time of flight” (ToF-ToF), & stato scelto perché associato al
MALDI permette elevate prestazioni. | peptidi iarati vengono accelerati
nel “tubo di volo” attraverso [I'applicazione di uelevato campo
elettrostatico. Il vuoto presente nel “tubo di vVofmermette la separazione
dei peptidi, aventi la stessa energia cineticéaise al rapporto massa/carica
(m/z)

L’analizzatore“time of flight” misura il rapportan/zdi uno ione tramite
la determinazione del tempo richiesto da questoafiesversare il “tubo di
volo” in tutta la sua lunghezzdifear ToB. Il ToF puo includere alla fine
del “tubo di volo” una serie di lamine cariche agrziale crescente che
riflettono indietro gli ioni al detector. In questnodo viene aumentata la
lunghezza del percorso che gli ioni devono percerresl “tubo” e questo
incrementa la sensibilita e la risoluzione delluistento; inoltre corregge le
piccole differenze energetiche fra i diversi ioReflector Tol.

Il nostro analizzatore inoltre, come definisce tesso nométime of
flight- time of flight” (ToF-ToF), ha due “tubi di volo” consecutivi. Qtes
permette di aumentare ulteriormente la lunghezzgeieorso che gli ioni
devono fare all'interno dello strumento andand@ectescere la sensibilita e
la risoluzione.

Dall'utilizzo del MALDI-ToF-ToF si ottiene una liat delle masse dei
peptidi che compongono la proteina che si sta atuti (fingerprint” ).

3.6.3 Utilizzazione di database

La lista della massa dei peptidi, ottenuta dallgestiione proteolitica di
una proteina da identificare, viene comparata rallesse predette di peptidi
derivanti dalla digestione teorica di proteine emnite in un database. Dalla
sovrapposizione dello spettro delle masse dei gieptiali con quello dei
peptidi teorici si possono identificare le prote{Reg.3.4).

Per il lavoro sperimentale descritto in seguitdegosutilizzato il seguente
analizzatoreReflectorToF-ToF ion optic.
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| dati sono stati acquisiti in modalitd!S positive reflector mode

| dati sono stati poi interpretati utilizzando GIPS Explorer software
(Version 1.1, Applied Biosystems), che agisce comerfaccia fra il
database “Oracle” ed il programma MASCOT (Versid).1

L™ impronta digitalé (Peptide Mass Fingerprihtottenuta dall’analisi
viene utilizzata per l'identificazione di proteiratraverso il programma
chiamato Pro-Found, che si basa per la ricercdagabase di NCBI.

Database Information:

Id3a [Rattus norvegicus]:

MEALSPVRGCYE AVCCLSERSLAIARG RGRSPSAEEPL
SULDOMNHCYSRLRELVPGVYPRG TOLSCVEILQRVIDY]
LOLOVVLAEPAPGPPDGPHLPIOVREGAR PGSSER AG
WDAAGLPHAVLEYLG

gi|4507 129 ref|[NP_00B085.1| small nuclear
ribonucleoprotein polypeptide E [Homo sapiens)

B¥iruct pepdid ki MAYRGQGCKVOKVMYQPINLIFRYLONRSRIGVWLYE
QVNMRIEGCIGFDEYMNLVLDDAEEIHS KTKS
Search FKOLGRMLKGDNITLLOSVSN
datahase
a Y342_METIA:
)73.443 MRWLTPFGMLASG TYYGLIEFG LIMEVIHNALISLYLAF
1259.643 FUYWFAWDLVLSLIYGLRFVKEGDYIALDWDGOFPOCYG
" LFASTCLSAVIWT YTOSLLLGLIVPYIVF LGKQLMRGLY
1328.702 EKIKS
1344.740
I 59378? 2 Ideniification based on # of matching masses

Protein identity: small nuclear ribonucleoprotein polypeptide E (smE)

Figura 3.4:

Esempio di ricerca in database

La lista della massa dei peptidi, ottenuta dallgesiione proteolitica di una proteina da
identificare, viene comparata alle masse predettpegtidi derivanti dalla digestione
teorica di proteine contenute in un database. Dallaapposizione dello spettro delle
masse dei peptidi reali con quello dei peptidiitéai possono identificare le proteine.

Possono essere utilizzati diversi programmi dirdaee diverse banche dati. Prima di avviare
la ricerca € possibile inserire diversi paramdtfiree di facilitare e migliorare I'analisi. Si
possono infatti introdurre notizie sul tipo di digiene effettuata o di quali modificazioni
tenere conto. Si puo poi limitare I'intervallo degp molecolare o di punto isoelettrico
allinterno del quale eseguire la ricerca, e da@da quale organismo andare a cercare.
E’ possibile infine stabilire un errore massimo rpesso sul peso molecolare della
proteina.
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Per I'analisi MS in banca dati sono stati utilizzaeguenti parametri:
- massimo errore permesso sulla massa dei pepb@dpMm);
- “max missed cut 1", perdita di un solo sito dglia durante la
digestione;
- modificazioni: iodioacetammide e parziale ossiolaz delle metionine
e serine, treonine e tirosine parzialmente fosfteijl
- intervallo di pl (punto isoelettrico) 0-14;
- intervallo di peso (Da) 0-3000.
Mascot (Matrix Science) scores sono consideratifogtivi (p<0.005).
Per I'analisi di MS/MS sono analizzati tutti i piéacon un “signal-to-noise
ratio” migliore di 5. La ricerca avviene utilizzamdl database NCBI,
utilizzando le stesse modificazioni utilizzate panalisi MS.

3.6.4 Digestione in gel di poliacrilammide

Direttamente dal gel di poliacrilammide si possdagliare le bande di
interesse e digerire le proteine che verranno sso@mente esaminate
tramite spettrometria di massa.

Procedura:

- le bande di interesse vengono escisse dal gelvatso un apposito
strumento, Investigat8f ProPic Spot piscker (Genomic Solutifise poste
in eppendorf da 0.2mL.

Se non si procede subito alla digestione tenebbanele in BO a 4°C.

Lavaggi: il primo viene fatto con 0.1M NHCO,, poi senza togliere il
lavaggio aggiungere un ugual volume di acetonittid®%. Questi lavaggi
con NHHCO, e acetonitrile devono essere ripetuti due volte.
Successivamente, togliere il lavaggio e procedereacetonitrile. A questo
punto il gel si secchera. Rimuovere e seccare a RT.

Riduzione ed alchilazione: seccato il gel, agginegeg0 mM DTE o
DTT/100 mM NHHCQ, fino a coprire il gel. Incubare 30/40 minuti a 66°
per ridurre le proteine. Alchilare con 55 mM iodtetanide/100 mM
NH,HCO,, 20 minuti al buio a temperatura ambiente.

Lavaggi come sopra, poi lavare con acetonitrilequsto punto il gel si
secchera. Rimuovere e seccare a RT.

Digestione con tripsina; preparare la tripsina iH,NCO, 50 mM alla
concentrazione d'uso (nel nostro caso @hy/ Lo stock della tripsina
(Promega) é da 0iy/uL.
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Aggiungere tripsina/buffer in volume sufficienter m@prire il gel. Dopo 45
minuti rimuovere la tripsina rimasta. Aggiungereo dtesso volume di
NH,HCO, 50 mM senza tripsina. Incubare tutta la notte eC3if camera
calda.

Se il campione ha bisogno di essere concentrafmpssiono usare delle
ZipTip C18 (Millipore).

Preparazione ZipTiptavare la tip con 1@L di acetonitrile 100%, poi
con 50% acetonitrile 0.1% TFA (acido trifluoracelfi e poi con 0.1% TFA
per 3 volte. Passare poi piu volte il campioneastilh. Il campione verra
bloccato sulla resina all'interno della colonnihavare con 0.1% TFA per 3
volte, poi eluire con 0.4L di matrice HCHA. Mettere la goccia sul “plate”
metallico nello “spot”. Lasciare asciugare e prazed all'analisi del
campione.

Soluzioni utilizzate:

Matrice (acidoa-ciano-4-idrossicinnamico; HCHA) (Sigmapa polvere
si conserva a 4°C. Preparare una soluzione matieagssS), mettendo la
polvere in 50% acetonitrile 0.1% TFA e vortexamir qualche minuto.
Dalla madre si prepara una soluzione mezza sati28&) diluendo 1:1 la SS
(non risospesa) in 50% acetonitrile 0.1% TFA.

Calibranti — ABI 4700 Calibration Mixturéconservati a -20°C): diluire 1
pL di calibrante in 34L di matrice 1/2S.
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4. Risultati

4.1 Clonaggio della proteina virale NS5A fusa dohAP-tag nel vettore di
espressione pLPCX

Allo scopo di purificare complessi proteici assticala proteina non
strutturale 5A del virus dell’epatite C, la primasé del lavoro sperimentale
ha previsto I'espressione della proteina viraldusione ad una sequenza
“TAP-tag’.

La purificazione tramite “TARag’ (“ Tandem Affinity Purificatiol,
messa a punto nel laboratorio di Séraphin B. (Ridauet al., 1999)
permette di isolare proteine che interagiscono waa proteina di interesse
con una specificita molto elevata. Si basa infattia fusione della proteina
nota, nel nostro caso NS5A, non con un uni@y”, ma con due tag’. Il
TAP tag consiste infatti di un dominio legante ¢l (proteina A) e di un
peptide legante la calmodulina (CBP), separati wasito di taglio per la
proteasi del virus del mosaico del tabacco. Entragmlestitag sono stati
selezionati per la loro alta efficienza. Questonpete di eliminare tutte le
interazioni non specifiche, potendo contare su diverse purificazioni
sequenziali.

Per avere a disposizione un vettore retrovirale hepermettesse di
esprimere la proteina NS5A fusan“framé€ con il “TAP-tag’ & stato
utilizzato un vettore commerciale; pLPCX (CLONTECHboratories, Inc.),
modificato come descritto precedentemente in naliere metodi
(Par.3.2.11), per generare un vettore “nuovo” pLB@Xr il clonaggio del
“TAP-tag’ é stato utilizzato il vettore pLBCXGFP; dove la&FB Green
Fluorescein Proteihe stata inserita nel plasmide retrovirale utdizdo i siti
di restrizione Xhol — Notl. Il vettore cosi modiito €& stato utilizzato per il
clonaggio del “TAPtag’.

Il plasmide pBS1479, descritto in materiali e me{@r.3.2.11), é stato
digerito con il seguente enzima di restrizione: diiilp e I'estremita & stata
resa “piatta” tramite 'uso della T4 Polimerasi.i Rostesso plasmide € stato
ulteriormente digerito con BamHI. In tal modo etstpossibile ottenere |l
frammento “TAPtag’ (BamHI — blunt). Questo frammento €& stato poi
inserito nel vettore retrovirale pLBCXGFP, digeritmon I'enzima di
restrizione Notl, e modificato tramite I'uso dell@ Polimerasi. Lo stesso
plasmide e stato digerito con BamHI. Tagliando Barféd monte” della
sequenza che codifica per la GEPNotl “a valle” della stessa, €& stato
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possibile eliminare la sequenza codificante per‘Green Fluorescein
Protein’ ed ottenere un plasmide retrovirale (pLBCX BamHblunt) che e
stato quindi possibile utilizzare per il clonaggiel frammento “TAPag’
(BamHI — blunt).

Il vettore ed il frammento sopra descritti sonotissattoposti ad una
reazione di ligazione trasformati per elettropavagi in cellule batteriche
competenti (TOP10) e piastrate su terreno con ibastico per ottenere
colonie all'interno delle quali replica il plasmidé interesse che porta il
gene per la resistenza all'antibiotico. Dalle caorottenute, cresciute
separatamente in terreno di coltura, viene estiaB®A, prima su piccola
scala (mini prep), per controllare tramite restnii enzimatica quali colonie
sono positive e da una di queste colonie risufpakitiva, amplificata in un
volume di terreno maggiore, viene estratto il DN larga scala (maxi
prep). Controllato su gel di agarosio tramite caekatroforetica, ne viene
poi calcolata la concentraziongg(ulL) tramite lettura allo spettrofotometro
(Az0)-

Il vettore ottenuto, che ho chiamato pLBCXTAP, @&atquindi utilizzato
per il clonaggio del cDNA che codifica per la pintevirale NS5A. Tramite
questo vettore & possibile, se linserto viene apamente inserito
mantenendo il corretto codice di lettura per glinanoacidi, generare una
proteina di fusione tra la proteina di interessmata nel vettore e la proteina
TAP (Fig.4.1).

Il plasmide precedentemente preparato (pLBCXTAP}t&to quindi
utilizzato come vettore per poter esprimere laginat virale di interesse fusa
al C-terminale con il frammento TAfRRg, che mi permettera in seguito di
poter purificare complessi proteici associati gltateina NS5A del virus
dell'epatite C tramite la strategia ddléndem Affinity Purification(TAP).

La scelta di utilizzare un vettore retrovirale, gIB, permette di andare
ad esprimere la proteina virale in cellule di mafenai ad alti livelli tramite
infezione virale. Il plasmide contiene infatti leled LTR (‘Long Terminal
Repedt) e la sequenzab, indispensabili per l'incapsidamento dei nuovi
virioni, ma non esprime le proteine retrovirgkg pol ed eny, anch’esse
necessarie per formare le particelle retrovirali.

Il clonaggio del DNA-complementare (cDNA) del gestee codifica per
NS5A in questo plasmide retrovirale mi ha permedispoter esprimere la
proteina di HCV in cellule di epatoma umano Huh7adtdlivelli e di poter
utilizzare lisati di queste cellule per esperimatitimmunoprecipitazione
utilizzando appunto la metodica del “TAP".
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Per clonare il cDNA codificante per NS5A nel vedtopreparato in
precedenza (pLBCXTAP), il c-DNA é stato ottenutantite la tecnica della
PCR. Avendo a disposizione un vettore contenert®MNA corrispondente
all'intero genoma di HCV é stato possibile utililzajuesto plasmide come
templato per la PCR. Per amplificare il cDNA sortatisutilizzati gl
oligonucleotidi specifici, elencati precedentementehe contengono
determinati siti di restrizione per il clonaggioofb la reazione il risultato
viene controllato su gel di agarosio per verificazke il frammento
amplificato abbia il giusto peso.

- FLTE 4

'.Jj 1 - Amp"” "\

W

pLPCX

63 kb pure”
\ CalE1 - x4
on TemviE
\
o 2LTR
g
-q'ip

MCS ™.,
(2886-2364)

Figura.4.1:
Rappresentazione schematica del clonaggio dellaipetirale NS5A fusan frame” con il
TAP-tag nel vettore retrovirale pLPCX
Il plasmide retrovirale utilizzato nel clonaggiorpeette di andare ad esprimere la proteina di
interesse in cellule di mammifero ad alti livellamite infezione virale. Come descritto
nel testo infatti contiene due sequenze LTR e laueezpy, indispensabili per la
formazione dei nuovi virioni.
TAP-tag, CBP; Calmodulin Binding Protein
TEV; Tobacco Etch Mosaic Virus protease
ProtA,; proteina A.

L’intera reazione di PCR e stata quindi digeritan @ppositi enzimi di
digestione in modo da creare estremita compattoifi quelle del vettore
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(PLBCXTAP) nel quale andro a clonare i diversi fraenti amplificati. Il c-
DNA del frammento NS5A é stato quindi digerito BgHHindlll. Per ligare
i frammenti nel nuovo vettore retrovirale & necessdigerire pLBCXTAP
in modo tale da avere estremita compatibili conlguiell'inserto.

Il vettore viene quindi digerito con i seguenti iemz di restrizione
BamHI — Hindlll. L'estremita 3'-Bglll del frammenteoisulta compatibile
con quella del vettore BamHlI, essendo le due edtiereate dai due enzimi
di restrizione identiche fra loro. Inoltre, &€ befae notare che & necessario
clonare il frammento all’interno del vettore utdemdo BamHI all’estremita
3', perché solo in questo modo si dara luogo ad pnogeina di fusione
corretta.

Dopo la reazione di ligazione fra pLBCXTAP (HindHIBamH]I) e I' inserto
(Hindlll — Bglll), si procede come descritto in pezlenza per ottenere |l
plasmide di interesse (Fig.4.1).

4.2 Espressione delle proteine virali in cellule Mammifero tramite
infezione virale

Il vettore retrovirale cosi ottenuto puo essersfétgato in particolari
cellule 293gp (tellule packagind per generare particelle virali per
esprimere stabilmente la proteina nelle celluleirderesse. Il plasmide
retrovirale contenente l'inserto di interesse (pRBGIS5A-TAP) viene
trasfettato in cellule packaging insieme ad unmléde che codifica per la
proteina del rivestimentenvdi VSV (Virus della Stomatite Vescicolare).

Siccome le cellule 293gp hanno al loro internoegnato stabilmente, un
plasmide che codifica per le due proteine retrdivigmg e pol, mentre
pLBCX contiene le due LTR e la sequenali incapsidamento, € possibile
la formazione di particelle virali infettive. Questparticelle retrovirali
vengono recuperate dal supernatante 48 ore ddpasfazione. Le particelle
sono complete, possono quindi dar vita ad un’iiezistabile, ma poiché le
proteine virali sono state date trans e non sono quindi codificate dal
genoma retrovirale, le particelle risultano difedtied incapaci di produrre
un’ulteriore progenie virale. Con il virus recupterasi € proceduto ad
infettare cellule Huh7. Retrovirus ad alto titoloirale permettono
I'espressione in tutte le cellule della proteinarderesse (NS5A), poiché il
genoma virale retrotrascritto si integra nel genaedia cellula ospite, e
quindi tale espressione rimane stabile nel tempo.
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Dalle cellule Huh7 infettate ho preparato estnattiteici totali, che sono
stati risolti su gel di poliacrilammide (SDS PAGE)poi esaminati per
Western blot utilizzando I'anticorpo anti-NS5A. ibultati confermano la
corretta espressione della proteina virale NS54eitule Huh7. La proteina
fusa con il TAPtag ha un’'attivita elettroforetica rallentata rispediita stessa
proteina espressa nelle Rep60, cellule Huh7 afivd delle quali replica il
subgenoma di HCV, a causa della fusione cotag] che ne provoca un
aumento di peso molecolare (Fig.4.2).

pLBCX-TAP
pLBCX-NS5A-TAP
Rep60

-— NS5A TAP

62 KD—
| NS5A

Figura 4.2:

Controllo della corretta espressione della protBiS8&A-TAPtag

La corretta espressione della proteina virale ned#ule Huh7 viene controllata tramite
analisi Western blot con un anticorpo anti-NS5Ai. &tratti proteici vengono preparati
48 ore dopo l'infezione con il retrovirus. La prioi@ fusa con il TARag migra piu
lentamente della proteina espressa dal repliconp6@eper la presenza dilg. Come
controllo viene utilizzato il retrovirus che espérsolo il TAPtag (pLBCX-TAP).

4.3 Identificazione di proteine cellulari che irgtgiscono con la proteina non
strutturale 5A di HCV tramite esperimentiTndem Affinity Purification

Per studiare quali siano le proteine cellulari dhieragiscono con la
proteina virale e che potrebbero quindi influenzareeplicazione del virus
ed il suo ciclo vitale, sono stati purificati coragéi proteici da estratti
cellulari tramite esperimenti diandem Affinity PurificationA tal fine le
cellule sono state infettate con retrovirus chemegtono la produzione
NS5A, e come controllo con retrovirus che producibsolo TAPtag.

Le cellule infettate (Huh7) sono state lisate cartampone appropriato e
sono state incubate a 4°C per facilitarne la rattiecuperati i lisati ho
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condotto la purificazione come da protocollo; ummar legame avviene
utilizzando 1gG coniugate con della resina di ageropoi si procede al
taglio proteolitico specifico tramite proteasi ecsessivamente al secondo
legame fra il CPB a la calmodulina, anch’essa agatiai ad una resina di
agarosio.

Poiché questo secondo legame (CBP-Calmodulinaje@ensolo in presenza
di calcio, € poi possibile eluire la proteina dieiresse ed i complessi proteici
che si sono formati, eliminando il calcio dallawsbne attraverso chelanti
specifici, quale 'EGTA o I'EDTA.

A questo punto i campioni sono stati risolti su diepoliacrilammide (SDS
PAGE).

Dopo aver risolto i campioni su gel, le proteinepewmificate con la
proteina virale sono state rilevate con un col@&dhiorescente Sypro Ruby.
La colorazione con Sypro é stata scelta per leefaata sensibilita; infatti,
come descritto precedentemente (Par.3.3.12), quekieazione permette di
visualizzare quantita di proteina intorno a 10ngr P lavoro sperimentale
descritto e stato difatti importante avere unamedimne altamente sensibile,
avendo delle quantita molto piccole di proteinaadalizzare. A paragone, la
colorazione tramite coomassie non permette di \izgae proteine presenti
in piccole quantita, mentre se confrontato ad wiarazione tramite nitrato
d’'argento, che presenta una sensibilita equipaabilquella del Sypro,
guesta seconda tecnica risulta molto piu pratielgce e meno dipendente
dall'operatore (es. tempi di esposizione). Il gelne quindi decolorato ed
esaminato agli UV per visualizzare le proteine.

Dal confronto fra il controllo che esprime il saldP-tag e le cellule che
esprimono NS5A-TARag, ho osservato diverse bande presenti nei
campioni di interesse e non nel controllo (Fig.4.)ueste bande
rappresentano proteine che si legano in maniewfig@ealla proteina virale
e non alla resina in modo aspecifico, non risultanel controllo negativo.

L'identificazione delle proteine di interesse viemgerata attraverso un
metodo analitico estremamente sensibile quale #&tremetria di massa
MALDI-ToF-ToF (“matrix-assisted laser desorption/ionization time-of
flight- time-of-flight”). Per analizzare le bande ottenute si procedeapaiia
digestione delle proteine contenute nel gel conprogeasi, nel nostro caso
la tripsina, che mi consente di trasformare la gnat in una miscela di
peptidi.

La tripsina taglia al carbossi-terminale di ogrsideio di lisina e arginina
producendo peptidi di diversa grandezza che sa@ibpsii analizzati tramite
spettrometria di massa. Lo spettro di peptide atteg stato confrontato con
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le digestioni triptiche teoriche di tutte le protei umane attraverso Il
programma di ricerca che si basa sul database NCBI.

pPLPCX-NS5A-TAP

o
<
0
x
]
o
—
o

80kD

55kD
Grp78/Big
NSEA
NS5A

35kD BIN1/Amphll

25kD

Figura 4.3:

Identificazione di proteine cellulari che interagiso con la proteina virale NS5A

Dopo la purificazione tramite TAP i complessi proteeluiti vengono separati su un gel
monodimensionale SDS-Page e colorati tramite coter8ypro Ruby. Dal confronto fra
le cellule che esprimono NS5A-TAg e quelle che esprimono il solo TARg vengono
scelte ed analizzate delle bande. Le bande conigdi alle proteine di interesse
vengono digerite ed analizzate tramite spettrometti massa MALDI-ToF-ToF.
Nell'immagine ingrandita & possibile osservare @italyjlio le bande corrispondenti alle
proteine identificate come interattori della proteivirale, anch’essa identificata come
controllo @¢).

Le proteine identificate con alta confidenza da p&perimenti
indipendenti sono state le seguenti

(Tabella 2 — Fig.4.4 Identificazione Grp78/Bip):

1) Grp78/Bip (banda in fig.4.3; identificazione in fig.4.4),
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2) BIN1 (Bridging Integrator-1) /Amphll (bancain fig.4.3).

Inoltre per controllo & stata digerita anche la dsarthe si riteneva
corrispondere alla proteina virale NS5A (banelain fig.4.3) e la sua
identificazione ha confermato che si trattava dettsteina di HCV.

Protein Name Accession numbert  Protein | Protein Peptide
Score Score C.1.% | Count
(P26662)Genome polyproteinPOLG_HCVJA 204 100 14
(P26662)Genome polyproteinPOLG_HCVJA 71 98,653 14
(P26662)Genome polyproteinPOLG_HCVJA 89 99,754 9
(000499) Myc box dependenBIN1_HUMAN 90 99,983 11

interacting protein 1(Bridging
integrator 1)
(Amphiphysin-like protein)

(000499) Myc box dependenBIN1_HUMAN 147 100 16
interacting protein 1(Bridging
integrator 1)
(Amphiphysin-like protein)

(P11021) 78 kDa glucose- | GR78_HUMAN 222 100 21
regulated protein
precursor(GRP 78)

Tabella 2 Identificazione degli interattori della proteim@ale NS5A tramite spettrometria di
massa MALDI-ToF-ToF

Altre bande di peso molecolare inferiore inoltrerrispondono a
frammenti della stessa proteina virale.

Come ulteriore controllo delle identificazioni iropioni eluiti sono stati
analizzati tramite Western blot con anticorpi sfieicper le due proteine
cellulari identificate (Fig.4.5).

4.4 L'overespressione della proteina cellulare @rpduce la sintesi delle
proteine virale

A seguito delle identificazioni ottenute mi sonodestia se le proteine
identificate come interattori della proteina virdliS5A potessero avere un
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% ntenaty

ruolo nella replicazione del virus. Per risponderequesta domanda ho
predisposto esperimenti di overespressiondREA interference (SiRNA)
per modulare [l'espressione di Grp78/Bip e BIN1/AmhphQuesti
esperimenti sono stati portati avanti con il sistetkel replicone in cellule
Rep60. Questo sistema ci ha permesso di osserveoatmllare eventuali
alterazioni della replicazione di HCV in seguittaainodulazione delle due
proteine cellulari.

25192

15E+ 4
MS/MS Summary

a0 # Protein Nama: Bocosslon No.  Flated MALDIFlateName  Spet  Towllon Best Sequonca  Cake.Moss  Obsrv.  lon lon Scora Totallon
Score Mess Scor  C.L%  CL%
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31 8P peoten (Homo sapiens] oiBa70150 1 we20s 107E1 o NuOTOTGRY oMot HgE 0 0
32 8P eoten oo sapens) oie470150 T s 107E1S 1 HESVESIERGET  Zieass oo e 0 100
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e s 15713601
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7880 14413 20845 rd s 5370.2 40120
Mannmiz)

Figura 4.4:
Spettro di massa dell'identificazione di Grp78/Bip

Dall'utilizzo del MALDI-ToF-ToF si ottiene una liat delle masse dei peptidi che
compongono la proteina che si sta studiarifiogerprint” ). La lista della massa dei
peptidi viene comparata alle masse predette digyafsrivanti dalla digestione teorica di
proteine contenute in un database. Dalla sovrapipos dello spettro delle masse dei
peptidi reali con quello dei peptidi teorici € stabssibile identificare la proteina.

Modulando la proteina cellulare BIN1/Amphll, non hosservato
cambiamenti rilevanti nella replicazione di HCV,  rie seguito ad un
aumento di espressione della stessa ne’ in segditona sua diminuzione
(Fig.4.6). Questo suggerisce un ruolo per BIN1 dmattamente legato alla
replicazione virale.
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pLPCX-NS5A-TAP

pLPCX-TAP

o NS5A

> Immunoblot

o BIN1

Eluizioni finali TAP

Figura 4.5:
Conferma delle identificazione degli interattoriNB5A

Dopo la purificazione tramite TAP i complessi pioteeluiti vengono separati su un gel
monodimensionale SDS-Page ed ibridati con divensicarpi. L'analisi con un anticorpo
anti-NS5A viene utilizzata come controllo dell’dffea precipitazione della proteina. Gli
anticorpi specifici per Grp78 e BIN1 sono invecdiz#ati per confermare l'identificazione
delle due proteine cellulari che co-precipitano tzoproteina virale.

0 banda aspecifica riconosciuta dall'anticorpa-&rp78.

Il coinvolgimento di Grp78 nella replicazione viak stato studiato
modulando positivamente la sua espressione trdimge di retrovirus che
codificano per lo chaperone cellulare. Il clonaggiella sequenza che
codifica per la proteina Grp78 nel plasmide retralei viene condotto come
descritto precedentemente al paragrafo 4.1 perrddeipa virale. Gl
oligonucleotidi utilizzati sono descritti nei Mai@i e Metodi (Par.3.2.1). La
PCR che mi ha permesso di amplificare la sequenzatetesse € stata
condotta su una libreria preparata da cellule ghte umane.

Successivamente il frammento di interesse e stgagith con gli enzimi
di restrizione Hindlll e Xhol e ligato nel plasmideLPCX come gia
descritto.
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A) Ctr GFP BIN1

\
— e — DN
Immunoblot
NS5A
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B) OLIGO
\
BIN1
NS5A > Immunoblot
tubulina
Figura 4.6: J

Modulazione della proteina cellulare BIN1
(A) Tramite analisi Western blot viene mostrato hep-regolazione della proteina cellulare
(BIN1) in cellule Rep60 attraverso I'utilizzo di retirus non altera I'espressione della
proteina virale (NS5A).
Ctr; controllo negativo, cellule non infettate.
GFP; controllo di infezione, retrovirus che espril@@roteina GFP come controllo.
BIN1,; retrovirus che esprime la proteina BIN1.
(B) Tramite analisi Western blot viene mostrahe la regolazione negativa della proteina
cellulare (BIN1) in cellule Rep60 attraverso l'utdiz di oligo si-RNA diretti contro la
proteina (1) non altera I'espressione della preteinale (NS5A).
La tubulina viene utilizzata per normalizzare i éoni.
Ctr; controllo non trasfettato,
C-; oligo non specifico utilizzato come controllo.

Un retrovirus che codifica per la proteina GFRGr¢en Fluorescent
Proteirt) viene utilizzato come controllo. Questa metodicia permette di
esprimere tramite infezione la proteina cellularep@®@ a livelli maggiori

111



rispetto all’espressione endogena, com’é possimslgervare dalla figura 4.7
(Immunoblot anti-Grp78, terza colonna). Gli estrptbteici sono preparati 48
ore dopo l'infezione ed analizzate tramite anaNgstern blot con anticorpi anti
Grp78 o anti HCV NS5A.

Ctr GFP Grp78

\
Grp78
Immunoblot
NS3
\
replicone
> Analisi PCR
actina
" ~/
overespresse
Figura 4. 7:
L'overespressione di Grp78/Bip riduce la sintesiled@roteine di HCV, ma non ne altera
'RNA

(A) Tramite analisi Western blot viene mostrato hep-regolazione della proteina cellulare
(Grp78) in cellule Rep60 attraverso I'utilizzo dinavirus, riduce la sintesi delle proteine
virali (NS3-NS5A).

Ctr; controllo negativo, cellule non infettate.

GFP; controllo di infezione, retrovirus che espril@@roteina GFP come controllo.

Grp78; retrovirus che esprime la proteina Grp78/Bip.

(B) L'RNA virale (replicone), analizzato dopo RT traeianalisi PCR utilizzando oligo
specifici per la regione che codifica per NS4A, mmulta invece modulato dalla stessa
up-regolazione.

Tubulina e actina vengono utilizzate per la norezalzione dei campioni.
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Come possiamo vedere in figura 4.7, i livelli dglteteine di HCV sono
drasticamente ridotti quando Grp78 viene overespreQuesta diminuzione
non e osservata unicamente per la proteina notiwstle 5A, ma si osserva
anche per le altre proteine virali presenti nelicepe, come NS3 (Fig.4.7).
D’altra parte I'analisi dell'effetto dellaumentatspressione di Grp78 su i
livelli di RNA virale tramite analisi RT-PCR, moatche i livelli di RNA del
virus non sono affetti dallaumento di Grp78. Queshdica che la
diminuzione delle proteine virali indotta dall'igespressione di Grp78
awviene a livello traduzionale o post-traduzion&lig.4.7).

4.5 Grp78 e coinvolto nell'inibizione di HCV indattla stress del reticolo

Grp78 e il regolatore principale delle funzioni dealeticolo
endoplasmatico (ER). Come descritto nell'introdneoquesta proteina
cellulare é responsabile della traslocazione dplieteine attraverso il
reticolo, del loro ripiegamento, assemblaggio, etatite altre funzioni.
Inoltre, Grp78 funziona come sensore delle condizilb stress nel reticolo.
Grp78 é una proteina che risiede nel reticolo elzdopatico, e la sua sintesi
pud essere stimolata da una varieta di condizambientali e fisiologiche,
che perturbano 'omeostasi e la funzione del ERdpcendo ER stress
(Linda M.H., 2004).

Basandomi su queste osservazioni, mi sono chiestéivelli di espressione
delle proteine di HCV potessero essere modulatioimdizioni di ER stress
in cellule all'interno delle quali replica il repbne di HCV.

A questo scopo ho trattato le cellule per 12 e 4amn tunicamicina, un
inibitore della N-acetilglicosilazione che porta ada rapida induzione di
ER stress. Come prima cosa ho controllato 'aumdetdivelli di Grp78 in
seguito al trattamento con l'inibitore e, come #spe, i livelli della proteina
cellulare incrementano (Fig.4.8-A, Immunoblot &Btp78). In parallelo con
laumento di Grp78, 'ER stress causa una forteizidne dei livelli di
proteine virali (Fig.4.8-A, Immunoblot anti-NS5A).

Questa riduzione risulta inoltre proporzionale igelli di stress indotto
(Fig.4.8-B). Anche in questa condizione il livelth RNA del virus non
risulta mai alterato (Fig.4.8, Analisi PCR-repliedn

Per dimostrare che Grp78 avesse un ruolo diretlia miminuzione dei
livelli di espressione delle proteine virali duraiinduzione di ER stress, le
cellule che esprimono il replicone di HCV sono stitasfettate con due
oligo specifici per interferire con I'm-RNA di Gr@7e prevenirne in questo
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modo l'aumento di espressione in seguito all'indoei di ER stress con
tunicamicina. Un oligo aspecifico viene utilizzaimme controllo.

A) B)
Tunicamicina Tunicamicina
(1 pg/mL) 7
— - o E E
12 24 g g ?g 2
Ctr  hours hours 2 2 5 9
N 4 O o

— — s CID78

x Ctr

|
|

NS5A

S S s |\ SHA

Immunoblot Immunoblot

0 R (L bulin

S e s (UbUIINA

Analisi

. PCR
Figura 4.8:

L'overespressione di Grp78 in _sequito_ad induzialieER stress riduce la sintesi delle
proteine virali, ma non provoca alterazioni dell'RNiale
Trattando le cellule con un inibitore della N-algitosilazione (Tunicamicina) € possibile
indurre ER stress e portare ad un aumento fisiatod@tla proteina cellulare Grp78.

(A) Analizzando tramite Western blot cellule Rep60 atatiper 12 e 24 ore con tunicamicina é
possibile osservare che ad un aumento di espresgidarp78 corrisponde una diminuzione
della proteina virale (NS5A).

(B) Analizzando I'espressione della proteina virale NS&opo 24 ore dal trattamento, €
possibile osservare che diverse concentraziorirdbitore portano ad una diversa riduzione
dell’espressione della proteina, che risulta maggémte ridotta allaumentare della
concentrazione dell'inibitore e quindi dei livedli ER stress. Anche in questo caso un analisi
tramite PCR dell’lRNA virale non mostra alcuna modiioae (Analisi PCR-replicone).

Tubulina e actina vengono utilizzate per la norezalzione dei campioni.

24 ore dopo la trasfezione le cellule sono trattate tunicamicina ed
analizzate dopo ulteriori 24 ore.Come & possib#seovare la trasfezione
degli oligo specifici per Grp78 e capace di prexemnin aumento della
proteina in condizioni di stress. In queste comdhizi la diminuzione dei
livelli della proteina virale NS5A in seguito ahttamento con tunicamicina
e significativamente ridotto (Fig.4.9).
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Da questi risultati & possibile affermare che latgina cellulare Grp78
gioca un importante ruolo nel controllo dei livedii espressione di HCV in
seguito ad induzione di stress del reticolo endwpdico.

OLIGO

Ctr C- 1 2

. B -‘ NS5A Immunoblot

—— —= == —=tubulina

Tunicamicina
(1 pg/mL)

Figura 4.9:
Grp78 é richiesto per lo stress del reticolo inuld@l virus dell’epatite C

Per analisi Western Blot & possibile osservare eHa ap-regolazione di Grp78 per induzione di
ER stress viene bloccata attraverso si-RNA non aevlarriduzione dell’'espressione delle
proteine virali.

Nel C- trattato con tunicamicina per 24 ore peruime ER stress, Grp78 viene up-regolato
(anticorpo anti-Grp78) e di conseguenza notiamorichezione della sintesi delle proteine di
HCV, ma se blocchiamo I'aumento della proteina tatki viene bloccata o quantomeno
ridotta anche la riduzione dell’espressione deltggine virali (anticorpo anti-NS5A).

La tubulina viene utilizzata per normalizzare i éhoni.

Ctr; controllo non trasfettato.

C-; oligo i-RNA non specifico.

1-2; oligo i-RNA specifici per Grp78

4.6 Inserimento delle sequenze che codificano peetag (HA e Flag) nel
replicone di HCV

Gli esperimenti condotti con la metodica del TARnpettono di isolare
con efficienza e specificita molto elevate complessteici associati ad una
proteina di interesse, nel mio caso la proteinal®iMNS5A. Con questa
tecnica pero la proteina nota viene espressa imtig@uanon fisiologiche,
viene cioe overespressa. L'espressione di unaipeote livelli diversi da
quelli fisiologici alcune volte pud determinarneaudiversa localizzazione
all'interno della cellula o pud causare interazianiefatte. Nel mio caso
inoltre, esprimere NS5A come singola proteina, alfubri quindi del
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complesso delle altre proteine virali non strutiusauol dire analizzarla al di
fuori del suo “normale” stato di attivita. E’ infatlimostrato in letteratura
ormai da diversi studi che le proteine non strattudi HCV formano un
complesso associato a membrane del reticolo ergfoptico resistenti ai
detergenti. Quindi, come descritto nell'introduzgnle proteine non
strutturali espresse dal replicone formano un cesyd, e in assenza delle
altre proteine di HCV e altamente probabile chertateina NS5A non possa
svolgere alcune delle sue funzioni. Esaminandoiteaimmunofluorescenza
la localizzazione della proteina virale espresse@darmente € possibile
vedere come questa sia differente dalla localipraziche assume in
presenza del complesso delle altre proteine vi(Rip.4.10). Questo
sottolinea ancora di piu quanto affermato in preogd, NS5A senza le altre
proteine virali presenta una localizzazione prevai@ente citoplasmatica,
mentre con le altre proteine ha una localizzaziginediscreta a spot. Per
questo € interessante analizzare linterazioni @5A con le proteine
cellulari in un complesso piu fisiologico, in praga delle altre proteine
virali. La mancanza di specifici anticorpi per lefgina da poter utilizzare
per esperimenti di immunoprecipitazione pero normedte di analizzare
queste interazioni purificando direttamente la @rai virale. Per ovviare a
guesto problema ho inserito nella sequenza cheficadper la proteina
NS5A nel replicone due sequenze che codificanalperdiversitag (HA e
Flag). Questo mi ha permesso di utilizzare anticari-HA ed anti-Flag,
disponibili in commercio, per immunoprecipitare MS5ed avendo a
disposizione due diversag € possibile allestire una immunoprecipitazione
doppia, molto simile alla metodica del TAP.

Iniziali tentativi fatti per inserire sequenze p#versitag in differenti
posizioni del replicone sono falliti a causa detérferenza detag sulla
funzione della proteina e quindi sulla replicaziole® subgenoma virale.

Nel 2004 pero il laboratorio di Rice C.M. é riuscéd inserire proprio
all'interno della sequenza che codifica per NS5A saquenzeag (Flag) e
perfino la sequenza completa della proteina GFPrdilfwour D.et al.,
2004). In questo lavoro le sequenze vengono intteda diverse regioni
casualmente e successivamente vengono seleziamatrgpliconi che sono
capaci di replicare. In seguito a questo lavoramtato possibile inserire la
prima sequenza Flagg allinterno del replicone, proprio nella regione
descritta, tramite PCR inversa. Sono stati disegteafli oligo che mi hanno
permesso l'inserimento per PCR della sequenzafgmecbuccessivamente
il plasmide modificato viene introdotto per trasf@zione in cellule
batteriche. Dai batteri viene preparato il DNA phédico, utilizzato poi per
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la trascrizionein vitro. L'RNA é stato poi inserito in cellule Huh7 per
elettroporazione, come descritto precedentementdpoa selezione si ha
quindi a disposizione un replicone che replica ettamente ed esprime
NS5A con all'interno la sequenza Fltag (Rep60 NS5A-Flag).

Figura 4.10:

La localizzazione della proteina virale NS5A vas@osservata in presenza o in assenza delle
altre proteine virali non strutturali

Se osserviamo la proteina virale NS5A in assenila dbire proteine virali questa localizza
principalmente dispersa nel citoplasma (A), se pgeme espressa nel complesso del
replicone, cioé in presenza delle altre proteiagyrbteina NS5A € osservata sempre nel
citoplasma, ma ha una localizzazione piu discratsgot (B).

Anticorpo primario anti-NS5A (A-B); anticorpi secaamilanti-mouse FITC (A) e Cj3 (B).

Ingrandimento 40X.

Per linserimento della sequenza H#g ho invece piu semplicemente
disegnato degli oligo che contengono estremita rgoéd filamento
compatibili con siti di restrizione presenti nelplieone a valle della
sequenza Flag, poi appaiati ed inseriti per tagtisimatico all'interno del
replicone 5A-Flag. Anche questo replicone viendfigato, trascritto e poi
inserito in cellule Huh7. Dopo la selezione con &b quindi ottenuto un
replicone che esprime correttamente la proteinaAN& all’interno due
diverse sequenzag (Rep60 NS5A HA-Flag) (Fig.4.11).

La corretta espressione della proteina & necegsarik replicazione del
subgenoma di HCV. La regolare replicazione delicepe modificato
quindi mi rileva la presenza di una proteina NSS#va e funzionale. La
presenza al suo interno dei due divéagi € stata invece controllata tramite
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analisi Western blot su estratti proteici di Rep§85A HA —Flag con
anticorpi anti-HA ed anti-Flag.

4.7 Identificazione di proteine cellulari che irgtgiscono con la proteina non
strutturale 5A di HCV tramite esperimenti di doppranunoprecipitazione

Avendo a disposizione un replicone modificato indmdale da esprimere
una proteina NS5A con al suo interno dag € stato possibile, utilizzando
anticorpi commerciali coniugati con sfere di agaradiretti contro il Flag-
tag e I'HA-tag, precipitare la stessa proteina (NS5A). Questo hai
permesso, come nel caso del TAP, di ridurre enoenéenle interazioni
aspecifiche. Inoltre, proprio perché la proteina®ia in presenza delle altre
proteine non strutturali, & ragionevole credere, @hejueste condizioni, si
venga a formare il complesso associato alle memsbce permette la
replicazione virale.

Inoltre, diversamente dagli esperimenti di purificme descritti
precedentemente, in questo caso le immunopredipiiegono state condotte
non su estratti proteici totali, ma in seguito @azfonamento subcellulare. I
lavoro di Hardy R.W. e colleghi infatti, ha dimasy che la replicazione del
virus dell’epatite C si concentra in frazioni di mierana che possono essere
facilmente separate dalla frazione citosolica, corfene descritto nello
stesso lavoro e nella parte sperimentale di queesta(Par.3.3.7) (Hardy
R.W. et al, 2003).

Per il mio esperimento ho quindi separato le daeidni, citosolica e di
membrana, partendo da cellule Rep60 NS5A HA-Flagdopo aver
controllato un’effettiva presenza in quantita etevdelle proteine virali nella
frazione di membrana, ho utilizzato questa frazipee gli esperimenti di
immunoprecipitazione.

Dopo aver lisato le cellule (Rep60 NS5A HA-Flaggeparato la frazione
di membrana, questa e stata lisata con un buffelenente n-dodecf-D-
maltoside, un detergente noto preservare i comipldssmembrana.
Recuperati i lisati ho condotto la purificazionem@da protocollo; un primo
legame awviene utilizzando un anticorpo anti-Flagiggato con una resina
di agarosio, seguito da eluizione dei comples$izmtindo un peptide (Flag)
che compete per il legame all'anticorpo. Il seconlégame avviene
utilizzando come antigene iag HA. Anche in questo caso l'anticorpo e
coniugato ad una resina di agarosio, ed anche mstqucaso segue
un’eluizione tramite peptide (HA).
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Figura 4.11:

Schema inserimento dei dtegy (Flag e HA) nel replicone di HCV all'interno debaquenza
che codifica per la proteina NS5A

Descrizione del clonaggio nel testo.

(Moradpour Det al.,2004)

A questo punto i campioni sono stati risolti su diepoliacrilammide (SDS
PAGE).

Per analizzare le proteine co-precipitate con tagma virale, dopo aver

risolto i campioni su gel, ed averlo fissato, loloto con colorante
fluorescente Sypro Ruby per tutta la notte. ll\gehe quindi decolorato ed
esaminato agli UV perché le bande siano visibili.
Dal confronto fra il controllo (Rep60) che espritaeproteina NS5A non
modificata e le cellule che esprimono NS5A fusa calue tag, possiamo
osservare come prima cosa la presenza di diversdebdi interesse
(Fig.4.12) Inoltre, se paragoniamo questo gel allguettenuto dagli
esperimenti su NS5A-TAP (Fig.4.3) é possibile netama maggiore
complessita di interattori.
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L’identificazione delle proteine di interesse vieoperata, come sopra,
attraverso spettrometria di massa MALDI-ToF-Tométrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight- time-of-fligjl).

Rep60-NS5A
marker

HA-Flag

o
©
[=%
(7]
o

205kD

116kD

97kD
€ NS5A

80kD
66kD

55kD & VAP-A

45kD & VAP-A

¢ VAP-B
30kD

21kD

Figura 4.12:

Identificazione di proteine cellulari che interamiso con la proteina non strutturale 5A di
HCV tramite esperimenti di doppia immunoprecipitazo

Utilizzando il doppiotag (HA-Flag) inserito all'interno della sequenza cloelifica per NS5A
e possibile purificare i complessi proteici ad eassociati utilizzando i dutag come
antigeni in una doppia immunoprecipitazione. Le Repéno utilizzate come controllo,
poiché esprimono la proteina virale NS5A non madita.

Le bande segnate con il simbo)(rappresentano le proteine ad oggi identificafmrtate
in figura (a dx).

Come prima cosa per controllo ho identificato latpina virale NS5A
(banda¢ in fig.4.12), e la sua identificazione ha confetonehe si trattava
della proteina di HCV.
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Fino ad oggi € stato possibile identificare contezma solo alcune delle
bande prese in esame;

1) BIN1/Amphll (bandz in fig.4.12),

2-3) VAP-A (banda - ¢ in fig.4.12),

4) VAP-B (banda in fig.4.12).

La proteina BIN1 era gia stata descritta in lettgcome interattore di
NS5A (Zech B.et al, 2003), ed anche i nostri esperimenti di TAP anev
isolato ed identificato la proteina. Anche le pino¢ehVAP sono gia note in
letteratura interagire non solo con NS5A, ma anobre la polimerasi del
virus (Tu H.et al., 1999, Gao Let al, 2004, Hamamoti let al, 2005).
Quello che comungue € interessante notare e cheoteine VAP sono
proteine di membrana descritte interagire con gime di HCV proprio
allo scopo di mantenere il complesso di replicazidal virus associato alle
membrane del reticolo.

Questo mi permette quindi di affermare che in quesiso si stanno
analizzando le interazioni di NS5A presente nel glesso di replicazione di
HCV, cioe con la proteina attiva e funzionale; dédznente da quanto
avviene esprimendo la proteina da sola.

Le altre bande di interesse non sono state padendificate con certezza
ed il loro studio e ancora in fase di analisi.
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5. Discussione

Il mio progetto & consistito nello studio delleerazioni fra la proteina
non strutturale 5A (NS5A) del virus dell’epatite (EICV) e le proteine
cellulari.

Le conoscenze attuali sulla biologia molecolare iels, sul suo ciclo
vitale e sulla patologia ad esso associata sonoraricnitate. Poco si sa di
fatto sulle varie fasi della replicazione di HCViaterno della cellula ospite
0 su come il virus causi i danni epatici assodditinfezione. Inoltre per
alcune delle proteine virali, quali la stessa NSBén € stata ancora definita
una funzione; rimane quindi non noto il loro ruddorante l'infezione.
D'altra parte NS5A, come descritto nell'introduzén é comunque
indispensabile al virus per replicare nella celhdpite.

La percentuale di persone infettate da HCV nel moléncora elevata,
alla fine del secolo si stimava che circa 170 milidi persone fossero
infettate dal virus (Alter H.J., 1999), e questaneuo € oggi in continuo
aumento. Inoltre a tutt'oggi la sola terapia passitper il trattamento
dell’epatite C e rappresentata da alte dosi drfietene di tipo le (IFN-a),

o di una molecola di interferone modificata (PEGH&), piu stabile, da
solo o in combinazione con un analogo nucleosidieta guanosina, la
ribavirina. D’altra parte, solo il 40-50% dei paziesembrano rispondere
positivamente al trattamento, che pud causare danalcasi anche gravi
effetti collaterali (Lavanchy Det al.,1999, Feld J.J. e Hoofnagle J.H, 2005).
Inoltre, il successo di questa terapia é strettéenkagato al genotipo virale
del virus che si va’' a trattare, e mentre alcumogpi, e quindi alcuni
pazienti, rispondono positivamente al trattamemiioveale, altri hanno una
risposta minima, se non del tutto assente (Feleé Hbofnagle J.H, 2005).

La mancanza di informazioni sul ciclo vitale di H@\kulla patologia da
esso indotta, e la necessita di trovare nuove @fape terapie, giustifica la
ricerca di eventuali fattori cellulari che intersgpno con il virus.
Evidenziare tali interazioni potrebbe infatti famiimportanti informazioni
sul virus e su come questo si replica. Diversi daistrano oltre a cio che il
virus per replicarsi forma un complesso replica@auale prendono parte
proteine virali e proteine cellulari. Alcuni di cgtefattori cellulari sono gia
stati identificati, come descritto nell'introduziened altri sono sicuramente
ancora da identificare. L'identificazione di protei cellulari che
interagiscono con la proteina virale NS5A potrelimdtre fornire importanti
informazioni sulla funzione della proteina che mi@alta ancora nota.
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La strategia utilizzata in questo lavoro e stataiaimente quella di
isolare gli eventuali interattori della proteinaale con la metodologia del
TAP (Tandem Affinity Purification messa a punto nel 1999 (Rigautes.
al., 1999). Tramite PCR il gene che codifica per ratgina virale di
interesse é stato amplificato e clonato all'intediaun vettore retrovirale
(pLBCX), nel gquale era gia stata inserita la segaeche codifica per il
TAP-tag. Se il clonaggio avvien&n frame”, questo costrutto permette di
esprimere, attraverso la produzione di progenialevire la successiva
infezione, una proteina di fusione fra la proteld&5A ed il TAPtag,
all'interno delle cellule infettate, nello speciicellule di epatoma umano
Huh7. Avendo a disposizione a questo punto celbdle producono una
guantita elevata di proteina virale ho potuto &lesesperimenti di
immunoprecipitazione con la metodica del TAP alefidi identificare
interazioni della proteina virale NS5A con evenitpabteine cellulari.

La metodologia del TAP permette di isolare protethe interagiscono
con una proteina di interesse con una specificibionelevata. Si basa infatti
sulla fusione della proteina nota, nel nostro dd§&A, non con un unico
“tag’, ma con duetag’. Il TAP tag consiste infatti di un dominio legarnie
IgG (proteina A, ProtA) e di un peptide legante cl@modulina (CBP;
Calmodulin Binding Proteiy separati da un sito di taglio per la proteasi de
virus del mosaico del tabacco (TEV). Entrambi gueay sono stati
selezionati per la loro alta efficienza. Questonpette di eliminare tutte le
interazioni non specifiche, potendo contare su diverse purificazioni
sequenziali (Fig.3.1).

Le prime prove sono state condotte su cellule Hudi@ttate con il
retrovirus che produce la proteina virale NS5A, cifmrdiamo essere
indispensabile per la replicazione del virus, sekbeon se ne conosce
ancora la specifica funzione. Le proteine di indee evidenziate tramite
colorazione con Sypro Ruby dopo aver risolto i ciamipisolati su gel di
poliacrilammide (SDS PAGE), sono state digerite tiggsina ed analizzate
tramite spettrometria di massa MALDI-ToF-ToF. Treamjuesta metodica &
stato possibile identificare diverse proteine efteragiscono con la proteina
virale. NS5A interagirebbe con lo chaperone celtil@rp78/Bip e con due
diverse isoforme della proteina BIN1/Amphll.

La proteina BIN1 era gia stata identificata comerizttore di NS5A da
un precedente studio nel 2003 (ZecheBal, 2003). In un ulteriore lavoro
viene inoltre dimostrato che linterazione delleoteina cellulare con la
proteina di HCV porterebbe ad una inibizione déisforilazione di NS5A
(Masumi A.et al, 2005). Nelle mie indagini, condotte con il smgedel
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replicone, che mi permette di osservare e contmliventuali alterazioni
della replicazione di HCV in seguito alla modulamaodi proteine cellulari,
ho condotto degli studi modulando [I'espressione ladeproteina
BIN1/Amphll, aumentandone e diminuendone i livdlliespressione. Questi
esperimenti dimostrano pero che nessuna variazomsitjva o negativa, dei
livelli di espressione della proteina cellularepgmrtano alterazioni nella
traduzione e nella replicazione del virus dell'd@paC (Fig.4.6). Questo
suggerisce un ruolo per BIN1/Amphll non direttaneenegato alla
replicazione virale. Con il nuovo sistema di stugier HCV, descritto
nell'introduzione (Par.1.5.5), che permette la fazione di progenie virale
efficiente sara possibile lo studio anche dellesdlasi dell'infezione, quali
ingresso o rilascio di particelle virali, che pdibero invece essere
influenzate dalla modulazione della proteina celi@lBIN1/Amphll; e che é
impossibile studiare con il sistema del replico®&e BIN1/Amphll non
sembra influenzare l'attivita della proteina viralgotrebbe al contrario
essere NS5A ad influenzare la funzione della pmatecellulare. A tal
proposito, NS5A sembra poter modulare la funziomeajoptotica di
BIN1/Amphll (Nanda S.K.et al, 2006). Questo puo far ipotizzare che
l'interazione BIN1/NS5A possa prevenire lattivaze della morte per
apoptosi avviata in una cellula infettata con ihefidi permettere la
sopravvivenza del virus e la produzione di pargceirali.

Gli stessi esperimenti di modulazione di espressi®ono stati condotti
per l'altro interattore identificato, la proteinalicilare Grp78/Bip. Come
descritto nell'introduzione (Par.1.7), Grp78 & ymateina multifunzionale,
residente nel lume del reticolo endoplasmatico (ER¢ ha come principale
funzione quella di legare proteine nascenti e ifacile il corretto
ripiegamento. Come gia illustrato inoltre la proteicellulare lega tre
“sensori” presenti sulla membrana del reticolo etiivano una serie di
risposte cellulari quando la cellula & sottoposthivarsi tipi di stress (Zhang
K. and Kaufman R., 2004) (Fig.1.11-1.12). Nell’'oduzione abbiamo anche
sottolineato come la replicazione del virus delije C produce essa stessa
uno stress nella cellula all'interno della qualeplica, comportando
I'attivazione della risposta UPR@hfolded Proteins Responge(Fig.1.13);
la stessa risposta che si attiva quando si accmmulella cellula proteine da
ripiegare in eccesso. Molti studi infatti dimostpaohe la replicazione di
HCV avviene sulle membrane intracellulari, moltolpabilmente membrane
correlate al reticolo endoplasmatico (Shi &fTal, 2003; Miyanari Y et al,
2003). Le proteine virali non strutturali di fattormano un complesso di
replicazione associato a queste membrane (Eggeetlal, 2002). La
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replicazione virale quindi perturba la normale fione del ER ed induce
appunto “ER stress” e risposta UPR, anche se d'glarte il virus HCV
sembra bloccare alcune vie di questa rispostaofowione, Par.1.7.1-
Fig.1.13). Inoltre, HCV altera I'omeostasi del ¢alsxducendo nella cellula
stress ossidativo (Introduzione Par.1.7.2-Fig.1.D4ltra parte, come HCV
manipoli la risposta cellulare al’ER stress pesrpuovere la sua esistenza
all'interno della cellula non & ancora noto.

In questo lavoro ho dimostrato che NS5A (HCV) iatgsce con
Grp78/Bip in cellule che esprimono unicamente cugstoteina virale.
L'interazione potrebbe rappresentare parte del amésmo responsabile
dell'inibizione dellER stress per favorire la pstenza di HCV nella cellula
ospite, oppure potrebbe essere parte della rispeBtdare antivirale.

| risultati riportati in questa tesi dimostrano dheduzione di ER stress
regola negativamente I'espressione delle proteimali (Fig.4.8), e che
Grp78/Bip é richiesto per questo effetto antiviréde infatti, attraverso si-
RNA blocchiamo l'aumento di espressione della pneteGrp78/Bip in
seguito a trattamento con tunicamicina, anche Rolegione negativa
dell'espressione delle proteine di HCV viene blaéad&ig.4.9).

Quello che rimane ancora da chiarire pero e seetazione fra NS5A e
Grp78 sia effettivamente richiesta per l'inibiziotieHCV o se Grp78 agisca
per via indiretta, attraverso per esempio altriofatcellulari residenti nel
reticolo capaci di inibire I'espressione del virus.osservazione che
l'inibizione di HCV avviene principalmente a livell dell'espressione
proteica porterebbe a pensare che Grp78 possaaregla sintesi delle
proteine virali. E’ molto interessante a tale prsipmnotare che la proteina
virale NS5A é stata mostrata legare ed inibireriatgin chinasi R (PKR),
una chinasi attivata dalla presenza di RNA a dofilsimmento e responsabile
della fosforilazione del fattore di inizio tradum® elF-21, della sua
inattivazione e della conseguente inibizione deitdesi proteica (Gale M.J.
et al, 1997; Gale M.Jet al, 1998). PKR per di piu mostra una elevata
omologia di sequenza con PERK, proteina indott&ERastress, anch’essa
chinasi di elF-&. Potrebbe quindi essere interessante valutare sé Ni&5
in grado di legare ed inibire anche PERK, come PKRse Grp78/Bip
interagendo con NS5A possa in qualche modo prexepiesta inibizione e
non permettere per esempio a PERK di bloccareddunione di HCV,
dipendente anch’essa dal fattore di traduzionelee# elF-21.

Inoltre, si potrebbe contestare che le due protehe ho mostrato
interagire (Grp78/Bip ed NS5A) hanno una diversali@azazione all'interno
della cellula. Grp78/Bip infatti viene descrittangealmente come proteina
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residente nel lume del reticolo, mentre NS5A é eatacalla regione esterna
della membrana del reticolo endoplasmatico. Inszneemente pero, un
recente lavoro di Reddy R.K e collaboratori ha ditreto che Grp78/Bip
interagisce con la caspasi-7 e proprio attravetssta interazione potrebbe
modulare negativamente |'apoptosi. Per mezzo distgudegame lo
chaperone cellulare riuscirebbe infatti ad inibiattivita della caspasi ed a
modulare la morte cellulare programmata (Reddy Rial., 2003). Come
NS5A, la caspasi-7 € una proteina localizzata atal ésterno del reticolo,
diversamente da quanto si ritiene per Grp78/Bipshi@gazione per questa
apparente contraddizione risiede nel fatto cheepb esserci una sotto-
popolazione di Grp78/Bip capace di esistere congejora transmembrana
nel ER e capace quindi di interagire con la caspadiraverso la porzione
esposta nel citoplasma. Questi risultati corroboréiipotesi che anche
l'interazione di Grp78 con NS5A potrebbe avvenirion stesso modo.
Basandosi su questa osservazione si potrebbeergpeculare che HCV
possa modulare la via di morte cellulare per amiptattraverso la
modulazione proprio del legame Grp78/caspasi-7 iteaMS5A, al fine di
promuovere la sopravvivenza o la morte della celagpite nelle diverse fasi
dell'infezione.

Gli esperimenti di isolamento degli interattori @s# in questa prima
parte sono stati tutti condotti con la metodolodgh TAP. Questa metodica
consente, come gia piu volte ho sottolineato, dir@awdelle purificazioni
molto specifiche ed efficaci, basandosi sull'ugbz di due diversitag
altamenteefficienti e quindi di due diverse purificazioni.dltro canto pero
questa metodica permette di esprimere la proteirsevpresa in esame
isolatamente, e non nel complesso delle altre im®terali. Poiché, come
descritto ormai da diversi studi, le proteine ndnutturali del virus
dell'epatite C formano un complesso di replicazidren organizzato ed
associato alle membrane cellulari (Lin €.al., 1997; Shmidt-Mende Xt
al., 2001), e lecito pensare che in assenza delle gltteine di HCV sia
altamente probabile che la proteina NS5A non riezdaassociarsi alle
membrane e non possa quindi svolgere pienamestealéunzione. Gli studi
condotti quindi analizzando la proteina espressgatarmente non tengono
conto, in qualche modo, del suo effettivo ruolo aielo vitale di HCV e
della sua “normale” funzione. Questa ipotesi € sujapa anche dall’analisi
tramite fluorescenza della localizzazione dellagima NS5A in presenza ed
in assenza delle altre proteine virali del commledssaminando infatti
tramite immunofluorescenza la localizzazione di KNSS5espressa
singolarmente €& possibile vedere come questa sgaain parte differente
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dalla localizzazione che assume in presenza delplesso delle altre
proteine virali (Fig.4.10). Questo sottolinea amcdr piu quanto affermato
in precedenza; NS5A senza le altre proteine veminbra rimanere diffuso
nel citoplasma, mentre nel complesso delle altretepre assume una
localizzazione piu discretaa“ spot. Per questo e stato interessante
analizzare l'interazioni di NS5A con le proteindldari in un complesso
piu fisiologico, in presenza delle altre proteineah. Oltre a cio, molti studi
indicano che il complesso formato dalle protein@ strutturali del virus,
molto probabilmente, contiene anche proteine ailu{ishido S.et al.,
1998; Lohmann Vet al.,1997; Shmidt-Mende &t al., 2001; Piccininni S.
et al.2002).

La mancanza di buoni anticorpi specifici per latema virale da
utilizzare per esperimenti di immunoprecipitazigezd non mi ha permesso
di analizzare queste interazioni isolando diretta@ea proteina NS5HA,;
Sono riuscita tuttavia a mettere a punto una tecoie mi ha permesso di
immunoprecipitare la proteina NS5A prodotta dallicgme, inserendo nel
replicone, nella sequenza che codifica per la pratstessa, due sequenze
che codificano per due divetsig (HA-tag e Flagtag) (Fig.4.11). Questo mi
ha consentito di utilizzare anticorpi anti-HA edtidflag, disponibili in
commercio, per immunoprecipitare NS5A, ed avenddisposizione due
diversi tag e stato possibile allestire una immunoprecipitagialoppia,
molto simile alla metodica del TAP.

La purificazione degli interattori cellulari di N85utilizzando questo
replicone modificato mi ha permesso di avere initatia un pattern di
proteine molto piu complesso rispetto a quello fmaio per TAP. Al
momento solo alcune delle bande sono state an@izgh identificte con
successo. Una prima analisi conferma [linteraziode NS5A con
BIN1/Amphll, ma, cosa ancora piu interessante, tilea come interattori
della proteina virale una serie di proteine VAP AMP (“Vesicle-
Associated Membrane Protein{Fig.4.12). Anche queste proteine sono gia
state descritte in letteratura interagire non smio NS5A, ma anche con la
polimerasi del virus (NS5B) (Tu Het al., 1999, Gao L.et al, 2004,
Hamamoti l.et al, 2005). Quello che comungue é importante notateede
proteine VAP sono proteine di membrana descritieragire con le proteine
di HCV proprio allo scopo di mantenere il complesaeplicazione del
virus associato alle membrane del reticolo (Fi@)lL.1

Questo mi permette quindi di affermare con sicuaezze in questo caso
si sta analizzando la funzione di NS5A in assooi@icon il complesso di
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replicazione di HCV, cioé con la proteina attivuazionale; diversamente
da quanto avviene esprimendo la proteina da sola.

Le altre bande di interesse non sono state padendificate con certezza
ed il loro studio e ancora in fase di analisi, m@dssibilita di avere adesso a
disposizione un sistema per studiare le interazimmile proteine virali e
guelle cellulari nel contesto “fisiologico” del caiesso di replicazione di
HCV associato alle membrane, comporta sicurameunt¥en prospettive e
nuove possibilita future. Tramite questa tecnicdrgibe essere infatti
possibile identificare proteine cellulari che prend parte al complesso di
replicazione virale ed utilizzarli eventualmentensobersagli per una terapia
specifica per il virus dell’epatite che si basiy gsempio, sull'inibizione
proprio della formazione del complesso di replioagi stesso.
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