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"... Non vogliate negar I'esperienza

di retro al sol, del mondo sanza gente.
Considerate la vostra semenza

fatti non foste a viver come bruti

ma per seguir virtute e canoscenza"

(Dante Alighieri, Divina Commedia, Inferno canto XXVI, 116-120)



Lista abbreviazioni presenti nel testo

AMCYV (Artichoke mottled crinkle virus) virus dell’arricciamento maculato del carciofo
CCMV (Cowpea clorotic mottle virus) virus della clorosi maculata del fagiolo dall’occhio
CMV (Cucumber mosaic virus) virus mosaico del cetriolo

CP (Coat Protein) proteine del capside

CPMV (Cowpea mosaic virus) virus del mosaico del fagiolo dall’occhio

CVP (Chimeric Virus Particle) particelle virali chimeriche

HA (Hemagglutinin) emoagglutinina virale

HBCcAg (Hepatitis B core antigen) I’antigene core dell’Epatite B

HBsAg (Hepatitis B surface antigen) I’antigene di superficie dell’Epatite B

HBV (Hepatitis B virus) virus dell’Epatite B

HCRSV (Hibiscus clorotich ringspot virus) virus dell’anello clorotico dell’ibisco
HCV (Hepatitis C virus) virus dell’epatite C

HIV (Human immunodeficiency virus) Virus dell’immunodeficienza umana
HPV (Human papilloma virus) papilloma virus umano

NDV (Newcastle disease virus) virus della malattia di Newcastle

NV (Norwalk virus) virus di Norwalk

PapMV (Papaya mosaic virus) virus del mosaic della papaya

PVX (potato virus X) virus X della patata

TBSV (Tomato bushy stunt virus) virus del rachitismo cespuglioso del pomodoro
TCV (Turnip crinkle virus) virus della piega della rapa

TMV (Tobacco mosaic virus) virus del mosaico del tabacco

TYMV (Turnip yellow mosaic virus) virus del mosaico giallo della rapa

VLP (Virus-Like-Particles,) particelle simil-virali



SCOPO DELLA TESI

La possibilita di utilizzare le piante come sistema di produzione di biofarmaci offre una
serie di vantaggi rispetto ai tradizionali sistemi di espressione eterologa come batteri,
lieviti e colture cellulari di insetto o mammifero (Streatfield and Howard, 2003). Infatti, le
piante si sono rivelate dei sistemi facilmente manipolabili (in termini di trasformazioni e
rigenerazione), con bassi costi di mantenimento ed il vantaggio di avere un apparato
traduzionale tipico di cellule eucariotiche (Ma et al., 2003). Grazie ai notevoli progressi nel
campo delle biotecnologie vegetali, é stato possibile sviluppare nuovi sistemi di
espressione e di delivery di antigeni e peptidi appartenenti a patogeni umani ed animali per
la formulazione di vaccini di “nuova generazione”. Un’applicazione interessante riguarda
I’impiego di virus vegetali come carriers di epitopi immunogenici. Numerosi studi hanno
dimostrato che sequenze derivanti da proteine esogene possono essere fuse a proteine del
capside (CP) di diversi virus vegetali e che le CP chimeriche, espresse in pianta, possono
originare particelle virali chimeriche (CVP) oppure, strutture macromolecolari simili a
virus denominate Virus Like Particles (VLP) che espongono la sequenza esogena sulla loro
superficie.

Scopo del progetto di ricerca di questa tesi di dottorato € la produzione in pianta di VLP
chimeriche esprimenti epitopi immunogenici dell’involucro esterno (envelope) del virus
HIV-1, utilizzando un design razionale che combini studi in silico e ricerca sperimentale.
In particolare tale studio € stato condotto utilizzando la CP del virus dell’arricciamento
maculato del carciofo (Artichoke Mottled Crinkle virus AMCV) (Tavazza et al., 1994,
Molinari et al., 1998). A questo scopo, la sequenza codificante per la CP del’AMCYV ¢
stata clonata in differenti vettori di espressione transiente allo scopo di selezionare quello
in grado di fornire la resa piu alta in tessuti vegetali. La produzione della proteina virale €
stata ottenuta per agroinfiltrazione ed e stata rivelata e quantificata mediante saggi
immunoenzimatici (ELISA). Inoltre, la formazione di VLP é stata visualizzata mediante
microscopia elettronica.

Parte del lavoro ha riguardato la realizzazione di un modello in silico della VLP,
necessario per l’individuazione di siti utili all’inserimento di sequenze eterologhe
codificanti per peptidi immunogenici all’interno della CP virale.

Per quanto riguarda la scelta dei peptidi, I’interesse ¢ stato rivolto a regioni altamente
conservate appartenenti alle gp 41 e 120 della membrana esterna del virus HIV, in grado di

indurre una risposta immunitaria neutralizzante nell’'uomo. In particolare sono stati scelti,



I’epitopo 2F5 della gp41 e ’epitopo V3 della gp120. Una volta caratterizzata in silico la
VLP-WT, sono stati realizzati i modelli bioinformatici relativi alle VLP chimeriche. Il
primo ad essere realizzato e stato il modello VLP-2F5 per 1’esposizione dell’epitopo 2F5
fuso all’estremita C-terminale della CP. Il costrutto codificante la proteina di fusione CP-
2F5 é stato espresso in pianta mediante agroinfiltrazione e la produzione della proteina
chimerica e stata verificata e quantificata mediante saggi ELISA. Analisi preliminari al
microscopio elettronico hanno rivelato il corretto assemblaggio della particella simil-virale
chimerica. Inoltre si e proceduto con lo studio bioinformatico della strategia per la fusione
dell’epitopo V3. A questo scopo sono stati realizzati 6 modelli, in ciascuno dei quali la
sequenza estranea € stata fusa in un punto diverso all’interno della CP. Sulla base
dell’analisi in silico sono stati preparati 3 costrutti codificanti per diverse CP-V3
chimeriche corrispondenti a 3 dei 6 modelli bioinformatici. L’espressione dei costrutti
chimerici é stata valutata tramite saggi ELISA.

La parte finale del lavoro e stata focalizzata sullo studio di fattori che possono infuenzare
la stabilita delle VLP. A questo proposito, sono stati effettuati esperimenti di
disassemblaggio in vitro del virus AMCYV, utilizzando diverse condizioni di forza ionica e
pH. | prodotti ottenuti sono stati analizzati mediante cromatografia liquida ad alta
risoluzione (FPLC), spettroscopia ottica (dynamic light scattering, DLS) e microscopia

elettronica.



CAPITOLO 1
INTRODUZIONE

1. Definizione di vaccino e suo meccanismo di azione.

Un vaccino € un preparato contenente materiale costituito da microrganismi o parti di essi
(antigeni), opportunamente trattati, in modo da perdere le proprieta infettive ma non la
capacita di indurre una risposta immunitaria specifica, la cosiddetta immunita attiva, nel
soggetto cui viene somministrato. La vaccinazione puo essere “preventiva” capace quindi
di stimolare una risposta immunitaria protettiva a lungo termine nei confronti di agenti
patogeni (grazie alla capacita del sistema immunitario di “ricordare” gli antigeni con cui
entra in contatto) o “terapeutica” in grado di debellare infezioni gia in atto. L’immunita
deriva dalla produzione di anticorpi (neutralizzanti) in grado di bloccare il patogeno nelle
primissime fasi dell’infezione.

La prima forma di risposta immunitaria che I’organismo attiva quando entra in contatto per
la prima volta con un patogeno/antigene é detta “immunita innata” o aspecifica (Medzhitov
et al., 2000) che comprende mediatori chimici (secrezioni mucosali e mediatori
dell’inflammazione) e cellulari (monociti, macrofagi, cellule specializzate: linfociti T
Killer) . L’interazione del patogeno con le cellule dell’immunita innata comporta il suo
inglobamento per fagocitosi. In questa fase della risposta immunitaria entrano in gioco
oltre ai monociti e macrofagi anche cellule specializzate (linfociti T Killer) che
riconoscono ed uccidono le cellule infettate (Figura 1).

Contemporaneante alla risposta innata, si attiva nell’organismo un tipo di risposta piu
specifica costituita dall’immunita acquisita (detta anche ‘““adattativa” o specifica). In questo
tipo di risposta un ruolo fondamentale ¢ svolto dalle cellule che presentano 1’antigene
(Antigen Presenting Cells, APC) tra cui macrofagi e cellule dendritiche (DC). Le APC,
inglobano I'antigene, si allontanano dal tessuto in cui risiedono e migrano verso i linfonodi,
seguendo uno stimolo chemiotattico. Durante questo tragitto sono sottoposte ad un
cambiamento morfologico che le rende piu adatte a svolgere il loro compito: la cellula
ritrae le appendici tentacolari citoplasmatiche, se ne aveva, e aumenta le molecole di
membrana per l'interfaccia con i linfociti T-helper. L'antigene € intanto degradato da
enzimi litici nei lisosomi della cellula, e gli epitopi risultanti vengono inseriti negli appositi

siti del Complesso Maggiore di Istocompatibilita (MHC).



La risposta immunitaria puo essere “umorale”,cioé con produzione di anticorpi specifici o

“cellulo-mediata” con proliferazione di cellule specializzate nel riconoscere e distruggere

le cellule infettate dai patogeni (Figural).
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Figura 1 Principali meccanismi dell’immunita umorale e cellulo-mediata.

1.1 Tipologie di vaccini

Il primo vaccino venne realizzato da Edward Jenner (1749-1823) nel 1796 contro il vaiolo
umano. Jenner, osservo che le persone che avevano sofferto di vaiolo bovino non
contraevano il vaiolo umano e decise di verifcare se un preparato ottenuto dalle lesioni
cutanee degli animali infetti, poteva risultare efficace nell’indurre protezione nell’uomo. Il
risultato fu sorprendente, infatti il materiale di origine bovina (vaccino) inoculato
attraverso una piccola ferita appositamente creata, causava nel soggetto ricevente una
forma lieve di vaiolo che lo lasciava immune alla malattia vera e propria. Nasce cosi il
nome “vaccino”, dalla somministrazione del virus "vaccinia" o vaccino. Pasteur 100 anni
piu tardi introduce la vaccinazione mediante 1’utilizzo dei vaccini attenuati, batteri o virus
che mantengono la capacita di moltiplicarsi ma sono incapaci di provocare manifestazioni
cliniche (Rappuoli et al., 2004). Con i suoi studi, Louis Pasteur dimostrava che si poteva
indurre immunita, pit 0 meno duratura, utilizzando microrganismi omologhi (Jenner
utilizzo microrganismi eterologi, virus di bovino per prevenire la malattia nell'uomo)
inattivati. Sono nati cosi i vaccini inattivi, testati da Pasteur per il carbonchio, ed i vaccini

attenuati, prodotti per la prima volta, dallo stesso autore nel 1885 contro il virus della



rabbia. Nonostante Pasteur non riusci a conoscere in dettaglio i meccanismi alla base
dell’attivazione della risposta immunitaria e dello stabilirsi della memoria, i suoi studi
hanno rappresentato il punto di partenza della vaccinologia moderna. Nel diciannovesimo
secolo fu introdotto 1’uso di vaccini inattivati (batteri o virus uccisi) con mezzi fisici o
chimici. Questi vaccini, considerati oggi come convenzionali, che hanno sicuramente
rappresentato un traguardo fondamentale per il controllo e la lotta contro un gran numero
di malattie animali ed umane, dal vaiolo alla rabbia passando dalle malattie suine, come
I'afta epizootica e la peste suina classica, presentano tuttavia notevoli limitazioni. |
problemi legati alla biosicurezza di queste formulazioni vaccinali sono ancora aperti e sono
riconducibili da un lato alla possibile reversione del patogeno inattivato a virulento e
dall’altro alla capacita di indurre risposte autoimmuni. Inoltre, di non minor importanza
sono la bassa resa rispetto agli alti costi di produzione, dovuti anche all’incapacita di alcuni
patogeni di riprodursi in vitro (Black et al., 2010). Per cercare di dare una risposta a queste
problematiche e grazie alle attuali conoscenze sulla risposta immunitaria agli agenti
infettivi e allo sviluppo dell’ingegneria genetica, nel corso degli anni la vaccinologia
moderna si € indirizzata verso la realizzazione di vaccini efficaci e piu sicuri rispetto a
quelli tradizionali. Inizia “I’era” dei cosi detti “vaccini ricombinanti” o “di nuova
generazione”, alcuni dei quali sono gia presenti sul mercato (Hbvaxpro dell’Aventis
Pasteur anti epatite B, Gardasil della Merk & Co. e Cevarix della GSK, entrambe vaccini
anti papilloma umano) mentre altri sono in via di sperimentazione. Le formulazioni
vaccinali ricombinanti si basano sull’identificazione di una o piu proteine (antigene) del
patogeno o di porzioni di antigeni (epitopi) in grado di indurre una risposta immunitaria
protettiva. Il passo successivo consiste nel selezionare i geni corrispondenti e utilizzando
I’ingegneria genetica, clonarli e farli esprimere in opportuni sistemi cellulari (cellule
batteriche, di lievito e soprattutto d’insetto).

I vaccini ricombinanti possono essere classificati in: a) vaccini a subunita costituiti da una
0 piu proteine (subunitd) di un agente infettivo; b) vaccini peptidici basati
sull’identificazione, nella struttura completa di una proteina, di epitopi (brevi segmenti
proteici) o determinanti antigenici in grado di indurre una risposta immunitaria protettiva,;
¢) vaccini inattivati mediante delezione dei geni che codificano proteine collegate alla
virulenza ed ottenendo cosi ceppi attenuati in maniera stabile e sicura; d) vaccini a DNA in
cui la sequenza codificante I’antigene viene veicolata nell’organismo mediante ’uso di

opportuni plasmidi che funzionano come vettori che vengono captati dalle cellule animali



ed incorporati nel nucleo cellulare, permettendo 1’espressione del gene estraneo e la

produzione della proteina corrispondente (Figura 2).
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Figura 2. Rappresentazione schematica di tipi differenti di “vaccini di nuova generazione”.

Vaccini di subunita: si basano sulla produzione di una proteina o di piu proteine di un agente infettivo senza
utilizzare il microrganismo; vaccini peptidici: si basano sull’identificazione della proteina o delle proteine di
un agente infettivo che siano in grado di indurre una risposta immunitaria protettiva simile a quella stimolata
dall’agente infettivo completo, vengono selezionati i geni corrispondenti, clonati ed espressi in diversi
sistemi; vaccini inattivati mediante delezione: mediante una delezione selettiva vengono eliminati geni
codificanti per proteine di virulenza; vaccini a DNA: la sequenza codificante ’antigene viene veicolata
nell’organismo mediante vettori , nel citoplasma il DNA viene trascritto e tradotto, ma non replicato.

1.1.1 Vaccini peptidici

Lo studio dei meccanismi molecolari di attivazione della risposta immunitaria indica che i
peptidi, piuttosto che le proteine intere, siano i responsabili dell’attivazione dei linfociti T e
B (Molnér et al., 2009). In particolare, quando un organismo entra in contatto con un
patogeno per la prima volta, la prima reazione che si innesca € il suo riconoscimento da
parte di specifici recettori (immunoglobuline) su cellule specializzate del sistema
immunitario. Il patogeno viene agganciato da immunoglobuline specifiche, internalizzato
mediante fagocitosi e successivamente metabolizzato. Gli epitopi immunogenici vengono
esposti sulla superficie cellulare in associazione con le molecole del complesso maggiore
di istocompatibilita (MHC). Il riconoscimento di questo complesso peptide-MHC ¢
fondamentale per stimolare una risposta immunitaria duratura. Dalla conoscenza di questi
processi € stato possibile dedurre che é quindi possibile stimolare una risposta immunitaria

umorale o cellulo-mediata utilizzando opportuni peptidi, eliminando totalmente i problemi



di biosicurezza correlati all’impiego di vaccini vivi o attenuati. La selezione di peptidi da
inserire in formulazioni vaccinali richiede la mappatura degli epitopi dell'antigene per
identificare sequenze immunodominanti.

| fattori principali che vanno considerati nel disegnare un vaccino a base di peptidi sono i
seguenti:

e gli anticorpi spesso riconoscono epitopi conformazionali e non lineari, quindi il
peptide deve essere in grado di assumere la stessa conformazione che ha nella proteina
intera;

e isingoli peptidi sono scarsamente immunogenici € devono essere associati a “carriers”
e/o a sostanze (adiuvanti) in grado di stimolare una risposta immunitaria specifica contro il
peptide.

Nel tentativo di mimare la struttura conformazionale (in particolare 1’involucro virale)
sono state sviluppate diverse strategie: utilizzo di peptidi ciclici, peptidi ramificati e altre
strutture complesse multimeriche, cosi come i peptidi coniugati con altre molecole (Azizi
et al., 2007). Le miscele di peptidi o ‘'mimotopi' identificati nelle librerie combinatoriali di
peptidi che potrebbero mimare le strutture rilevanti e potenzialmente indurre risposte
immunitarie sono stati impiegati con successo in alcuni studi preclinici di vaccinazione (ad
esempio, il virus sinciziale delle vie respiratorie, il morbillo e I'epatite C) (Knittelfelder et
al., 2009). Un altro grande ostacolo per i vaccini peptidici € la loro intrinseca bassa
immunogenicita e quindi necessitano di vettori e/o adiuvanti per attivare la risposta
immunitaria. Recentemente & stato dimostrato che in maniera analoga a quanto gia
evidenziato per i virus animali, alcune CP di virus vegetali sono degli ottimi sistemi di

presentazione display di epitopi immunogenici (Kamarova et al., 2010).

2. Particelle simil-virali

Le particelle simil-virali (VLP) sono strutture sopramolecolari che possono avere forma
bastoncellare o icosaedrica con un diametro che oscilla tra i 25-100 nanometri. Le VLP
sono costituite da copie multiple di una o piu proteine strutturali di origine virale, definite
genericamente proteine del capside che si auto-assemblano spontaneamente anche in
assenza del genoma virale, formando particelle del tutto simili al virus da cui derivano
(Chackerian, 2007). Proteine capaci di formare VLP sono state identificate e caratterizzate
in diversi tipi di virus, dai batterici a quelli animali e vegetali. Essendo strutturalmente

simili al virus da cui derivano, queste strutture macromolecolari sono dei potenti



immunogeni, spesso antigenicamente indistinguibili dal virus da cui derivano (Jennings et
al., 2008). La somiglianza al patogeno corrispondente, accompagnata dall’assenza di
informazione genetica con capacita replicativa al loro interno, rendono le VLP
particolarmente interessanti per lo sviluppo di nuove piattaforme vaccinali (Maurer et al.,
2005). La tipica struttura densa ordinata e ripetitiva, simil-cristallina é in grado di stimolare
un’efficiente risposta dei linfociti B. A livello molecolare, la presenza ripetuta e ordinata
dello stesso epitopo garantisce il legame simultaneo con piu di una molecola anticorpale
sulla membrana dei linfociti B da cui dipende la loro attivazione (Bachmann et al., 1993).
E’ stato anche calcolato il numero minimo di ripetizioni (20-25 epitopi) e la distanza
ottimale tra un epitopo e I’altro (5-10 nm) necessari per 1’attivazione dei linfociti B. Tali
parametri sono perfettamente rispettati quando peptidi immunogenici vengono esposti sulla
superficie di virus. Per spiegare tale fenomeno € stato ipotizzato che la co-evoluzione di
certi patogeni e vertebrati avrebbe determinato la comparsa di una risposta immunitaria
adattativa in grado di riconoscere rapidamente le tipiche strutture ordinate e ripetute della
superficie di VLP (Bachmann and Zinkernagel 1997). In maniera del tutto analoga, anche
I’attivazione dei linfociti T ¢ favorita in presenza di strutture simil-virali. Infatti,
’attivazione dei linfociti T ¢ mediato dalle cellule dendritiche (DC) che internalizzano il
patogeno e anche in questo caso € stato evidenziato che la dimensione ottimale perché gli
antigeni vengano fagocitati da DC e di circa 40 nm (valore che corrisponde esattamente al
diametro delle VLP).

La grande immunogenicita delle VLP pud anche essere sfruttata per ottenere una risposta
immunitaria contro peptidi antigenici che non appartengono al virus da cui queste
derivano. Come gia descritto nel paragrafo dedicato ai vaccini peptici, una delle maggiori
limitazioni nella progettazione di queste formulazioni vaccinali é rappresentata dalla scarsa
immunogenicita degli epitopi estrapolati dal loro contesto proteico. Le VLP rappresentano
in questo caso specifico un’ottima soluzione poiche oltre ad essere di per sé dei potenti
immunogeni sono anche un ottimo sistema di presentazione di peptidi antigenici.

VLP chimeriche sono state ottenute da proteine strutturali di virus appartenenti a differenti
famiglie dai batteriofagi ai virus sia animali che vegetali (Figura 3), attraverso la
tecnologia del DNA ricombinante, modificando la sequenza genica della CP virale
fondendola con la sequenza per I’epitopo designato per la formulazione del vaccino, in
modo che le sequenze vengano tradotte e assemblate insieme a creare un’unica particella
chimerica durante la sintesi de novo (Grgacic et al., 2006). Questo efficiente sistema di

presentazione di epitopi immunogenici presenta comunque delle limitazioni dovute
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essenzialmente alle caratteristiche del peptide esogeno. In particolare, la composizione
aminoacidica (da cui dipende il punto isoelettrico) e la lunghezza del peptide esogeno

possono interferire con I’assemblaggio della VLP.

Bacteriophage MS2 Flock housa virus

Bacteriophage Qbeta
FHV

Figura 3. Esempi di virus e batteriofagi utilizzati per produrre VLP.

HBYV: virus dell’epatite B; PV virus del papilloma; HEV: virus dell’epatite E; AIMV :virus del mosaico
dell’erba medica; Bacteriophage MS2: batteriofago MS2; Bacteriophage Qbeta: batteriofago Qbeta; CPMV
Virus del mosaico del fagiolo dell’occhio; TMV Virus del mosaico del tabacco; (Adattata da Plummer and
Manchester 2010).

2.1 Produzione di VLP in pianta

Le VLP vengono espresse in maniera ricombinante in una grande varieta di tipi cellulari
inclusi batteri, lieviti, cellule di insetto e di mammifero. Recentemente, € stata inoltre
esplorata la possibilita di utilizzare le piante come sistema di espressione di VLP derivate
sia da virus animali (Mason et al., 1992) che vegetali (Natilla et al., 2006). La pianta come
biofabbrica di numerose proteine eterologhe d’interesse biomedico rappresenta un’ottima
alternativa ai tradizionali sistemi di espressione utilizzati per la produzione di farmaci in
termini sia di qualita del prodotto finale, che economici e di biosicurezza (Ma et al., 2003;
Rybicki, 2010). Per esempio, le cellule batteriche non sono dotate di un macchinario
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enzimatico per le modifiche post-traduzionali e questo le rende non adatte per la sintesi di
polipeptidi complessi. Cellule evolutivamente piu complesse come i lieviti sono in grado
di introdurre modifiche post-traduzionali ma spesso portano alla sintesi di un prodotto
funzionale ma qualitativamente diverso dall’originale a causa della caratteristica
iperglicosilazione. Le colture cellulari di insetto e di mammifero non solo sono le piu
difficili e dispendiose da mantenere in coltura, ma presentano anche il maggior rischio di
contaminazione da parte di virus, tossine o prioni pericolosi per la salute umana. Molte
delle problematiche elencate possono essere risolte grazie all’utilizzo di sistemi vegetali
(Ma et al., 2003; Rybicki, 2010). Infatti, nella cellula vegetale le proteine vanno incontro a
modiche post-traduzionali, come in altri eucarioti superiori, anche se vengono aggiunti
preferenzialmente gruppi glicosidici caratteristici (come fucosio e xilosio) e sono
praticamente assenti galattosio e acido sialico (Ma et al., 2003). Un altro vantaggio
riguarda i bassi costi di produzione e la possibilita di conservare e trasportare il prodotto a
temperatura ambiente se si opera in modo che questo venga sintetizzato in tessuti di
accumulo come tuberi 0 semi.

La produzione di VLP in pianta é resa possibile dal fatto che esistono diverse tecniche per
la trasformazione delle cellule vegetali (Figura 4). La prima metodica messa a punto €
stata la trasformazione stabile, che sfrutta la totipotenza e le capacita rigenerative della
cellula vegetale. Le tecniche ad oggi piu utilizzate prevedono la trasformazione genetica di
espianti di tessuto e la rigenerazione di piante intere a partire da questi ultimi. In questo
modo la sequenza di interesse € integrata nel genoma e la modificazione genetica €
trasmessa alla progenie. Recentemente, sono stati messi a punto sistemi di trasformazione
transiente basati sull’utilizzo di virus vegetali o dell’agrobatterio. La trasformazione
transiente, viene effettuata su piante adulte, non comporta l'integrazione di sequenze
geniche eterologhe nel genoma vegetale e pertanto, limita la produzione della proteina

ricombinante alla singola pianta.
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Trasformazione
stabile del cloroplasto

Figura 4. Strategie per la trasformazione della cellula vegetale.

Sia la trasformazione stabile che quella transiente basata sull’agroinfiltrazione sfruttano la
naturale capacita del batterio patogeno Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) di
trasferire stabilmente parte della propria informazione genetica all' interno della cellula
vegetale. Questo batterio infetta normalmente piante dicotiledoni tra cui piante da frutto,
pomodoro, soia, patata e molte altre (Lessard et al., 2002), provocando la formazione di un
tumore noto come “tumore del colletto”. La formazione tumorale ¢ dovuta al trasferimento
da parte del batterio di una regione di DNA chiamata T-DNA, dal plamide Ti (Tumor
inducing) al genoma nucleare della pianta. In particolare i geni vir (sempre localizzati sul
plasmide Ti) sono responsabili dell'infezione della pianta, mentre il T-DNA e responsabile
sia della patogenicita che dell'integrazione delle sequenze esogene nel genoma ospite.
Studi piu approfonditi hanno messo in evidenza che i geni vir possano funzionare anche in
trans (quindi non devono essere necessariamente presenti sul frammento di DNA da
trasferire) e che fondamentali per l'integrazione del T-DNA sono delle piccole sequenze
non patogeniche alle sue estremita (right border RB e left border LB). Queste scoperte
sono state sfruttate per realizzare vettori plasmidici non patogeni che vengono ampiamente
utilizzati sia per la trasformazione stabile che per quella transiente.

Una tecnica di trasformazione stabile alternativa e rappresentata dal metodo biolistico. La
tecnica si basa sull’uso di microproiettili d’oro o di tungsteno rivestiti con il DNA
plasmidico di interesse, che vengono accelerati contro una cellula. La velocita dei
microproiettili e sufficientemente alta da superare, senza danneggiare, la parete e la
membrana cellulare (Ye et al., 1990). Il DNA all’interno della cellula si potra integrare

cosi nel genoma nucleare. Un altro uso della tecnica biolistica & dato dalla possibilita di
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trasformare il genoma del cloroplasto. La trasformazione plastidiale € una tecnica descritta
da molti autori in letteratura (Maliga, 2004; Daniell, 1993). Tuttavia, rispetto alla
trasformazione nucleare, che &€ oggi un processo routinario, le caratteristiche strutturali e
metaboliche dei plastidi comportano un aumento delle difficolta in tutte le fasi di
trasformazione (Heifetz, 2000). A tutt’oggi solo alcuni protocolli sono disponibili per un
numero limitato di specie, tra le quali tabacco, patata, riso e pomodoro. | vantaggi che
questo nuovo sistema offre sono: aumento del grado di espressione della proteina di
interesse di circa 10 volte rispetto alla trasformazione nucleare, sequestro della proteina
nell’organello, assenza di effetti di posizione in quanto l’integrazione nel genoma
plastidiale e sito-specifica, assenza di trasmissione indesiderata del transgene nel polline in
quanto i plastidi sono ereditati per via materna. La trasformazione del cloroplasto ha anche
i suoi svantaggi dovuti al fatto che questo e un organello di origine procariotica Tra i limiti
della trasformazione plastidiale rientrano alcune modifiche post-traduzionali che non
avvengono nei plastidi per la mancanza degli enzimi necessari, come la glicosilazione e la
miristilazione. La mancanza di queste modificazioni comporta che proteine che
necessitano di glicosilazione o di altre modifiche non potranno essere espresse
correttamente nell’ambiente plastidiale. Sia la trasformazione mediata da A. tumefaciens,
sia quella con il metodo biolistico, richiedono la rigenerazione dei tessuti vegetali in vitro,
che comporta lunghi tempi di attesa che variano a seconda della specie da trasformare e
considerevoli investimenti di tempo e costi per il mantenimento delle piante in vitro, prima
che I’espressione delle proteine possa essere analizzata (Fischer and Emans, 2000).

La trasformazione transiente presenta diversi vantaggi rispetto alla trasformazione stabile,
primo tra tutti la rapidita, infatti non e richiesta la rigenerazione dei tessuti vegetali ed i
risultati riguardo 1’espressione proteica possono essere ottenuti in pochi giorni (Kapila et
al., 1997). | principali sistemi di espressione transiente sono il bombardamento tramite il
metodo biolistico, I’infezione dei tessuti vegetali tramite vettori virali modificati e
I’infiltrazione dei tessuti vegetali mediante agrobatterio (agroinfiltrazione). | livelli di
espressione variano a seconda della tecnica utilizzata. Il bombardamento con il metodo
biolistico raggiunge poche cellule e di conseguenza la resa & generalmente bassa (Christou,
1995). | vettori virali infettano molte cellule e la replicazione virale nel citoplasma genera
numerose copie del trascritto, di conseguenza il livello di espressione del gene esogeno e
elevato. La tecnica dell’agroinfiltrazione coinvolge un elevato numero di cellule e la
trascrizione del T-DNA avviene nel nucleo delle cellule infettate. Poiché solitamente la

quantita di proteina ricombinante ottenuta con questa metodica, pud essere limitata
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dall’innescarsi del silenziamento genico post-trascrizionale (Johansen and Carrington,
2001), si puo ovviare a quest’effetto utilizzando inibitori del silenziamento genico di
derivazione virale. Recentemente, sono stati messi a punto una serie di sistemi di
espressione basati sulla co-agroinfiltrazione di tessuti vegetali con una miscela di due
colture di agrobatterio differenti, una recante il gene di interesse e l’altra la sequenza
codificante per un inibitore del silenziamento genico. In letteratura sono presenti una vasta
serie di lavori in grado di documentare che ad esempio, I’espressione della proteina p19 del
TBSV, porta ad un aumento di cinquanta volte dei livelli di espressione di diverse proteine
ricombinanti (Voinnet et al., 2003). Altri inibitori del silenziamento genico di derivazione
virale sono la 2b del CMV (Roth et al., 2004), la p25 del PVX (Hamilton et al., 2002) e la
p19 dell’AMCYV clonata nel nostro laboratorio (Lombardi et al., 2010).

La prima generazione di vettori virali era basata sull’utilizzo dell’intera sequenza del
genoma virale alla quale veniva aggiunto il gene di interesse a valle di un promotore virale
forte. In seguito, sono stati realizzati nuovi vettori che garantiscono alti livelli
d’espressione ovviando sia alla possibile dispersione ambientale del virus ricombinante,
che alla problematica connessa alla compatibilita della sequenza estranea con la fitness del
virus. Tali vettori virali “di nuova generazione”, sono stati costruiti privando il genoma
virale di tutte quelle sequenze necessarie alla replicazione del virus ed al suo movimento e
lasciando soltanto gli elementi che regolano la trascrizione. A questo proposito, un lavoro
eccellente é stato realizzato da una Company tedesca, la Icon Genetics che ha prodotto un
sistema di espressione transiente, denominato “magnICONR”, basato sulla scomposizione
del genoma del TMV (Marillonet et al., 2004). In questo modo sono stati progettati e
realizzati 1 cosi detti “provettori” che contengono le sequenze virali e la sequenza di
interesse su moduli separati, questi una volta trasferiti all’interno della cellula vegetale si
assemblano grazie all’aiuto di una ricombinasi sito-specifica e danno luogo al vettore di
espressione definitivo (Marillonet et al., 2004). | pro-vettori vengono trasferiti all’interno
del tessuto vegetale utilizzano 1’agrobatterio. Questa innovativa metodologia ha consentito
di ottenere rese molto elevate sia di proteine ad interesse farmaceutico, come antigeni F1 e
V di Yersinia pestis (Santi et al., 2006), che proteine “prova” come la GFP (Gleba et al.,
2005). Lomonossoff e collaboratori hanno sviluppato un’ulteriore generazione di vettori
basata sul genoma del CPMV (Sainsbury et al., 2008). | vettori ottenuti sono di piccole
dimensioni (circa 5548bp) e quindi facilmente manipolabili, e contengono esclusivamente
sequenze virali che potenziano ’espressione e la traduzione del gene esogeno. Questo

nuovo sistema, chiamato CPMV-HT (hyper-translatable Cowpea Mosaic Virus) é stato
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ottimizzato mediante la mutazione di particolari sequenze non codificanti presenti nel

genoma virale. Gli esperimenti hanno dimostrato che & possibile ottenere rese di

espressione fino al 30% delle proteine solubili totali (Sainsbury et al., 2009). In tabella 1

sono riportati alcuni esempi relativi all’espressione transiente di biofarmaci in pianta.

Tabella 1. Esempi di particelle simil-virali derivate da virus animali prodotte in pianta.

Antigene Sistema di espressione | Resa Referenza
S-HBsAg NB transgenico 0.01% TSP Mason et al., 1992
ST transgenica 16 yg/g FW Richter et al., 2000
Callo di lupino transgenico 150 ng/g FW Kapusta et al., 1999
LS transgenica 5.5 ng/g FW Kapusta et al., 1999
Cellule NB transgenico 2 ug/g FW-8 pg/g FW | Sunil Kumar et al., 2003
Smith et al., 2002
SL transgenico 10 ng/g FW Gao et al., 2003
Cellule SH transgenica 74 uglg FW Smith et al., 2002
M-HBsAg NB transgenica 394 ng/mg TSP Huang et al., 2005
ST transgenica 15 ng/mg TSP Ehsani, et al., 1997
0.09% TSP Joung et al., 2004

VSPa-S-HBsAg

cellule di NT transgenico

226 ng/mg TSP

Sojikul et al., 2003

GFP-HBsAg NB transiente 25 ng/mgTSP Huang et al., 2004
lg/kg FW Sainsbury et al.,2008
HBsAg-HIV1 NB e AT transgeniche Greco et al., 2007
HBcAg NT transgenico 24ug/g FW Tsuda et al., 1998
PVX/NB 50 pg/g FW Mechtcheriakova et al.,,
2006
CPMV-HT/VU 10 ug/g FW Mechtcheriakova et al.,,
2006; Sainsbury et al., 2008
MagnICON/NB 2mg/g FW Huang et al., 2006
NV NT transgenico 0.23% TSP Mason et al., 1996
ST 10-20 pg/g FW Mason et al., 1996
SL transgenico 20-30 pg/g Huang et al., 2005
MagnICON- BeYDV NB 0.86 mg/g FW Santi et al., 2008
0,34 mg/g Huang et al., 2009
HPV11-L1 ST 20 ng/g FW Warzecha et al., 2003
HPV16 L1 NT transgenico 0.5% of TSP Biemelt et al., 2003
ST 0.2% of TSP
NB 2-4 pg/kg FW Warzecha et al., 2003
NB transiente 17% TSP Maclean et al., 2007
Cloroplasti NT transgenico 3 mg Ll/g FW-24% | Fernandez-San Millan et al.,
TSP 2008, Lenzi et al., 2008
HA(H5N1/HIN1) | NB transiente D’Aoust et al., 2008
CPMV-HT NB D’Aoust et al., 2010
Pr55gag (HIV-1) | NB stabile -transiente 48 pg/kg FW Meyers et al., 2008
cloroplasto NB transgenico 0,01-0,1% TSP- 28 | Scotti et al., 2009
mg/kg di FW
Pr55gag- RbcL cloroplasto NT transgenico 363 mg/kg di FW Scotti et al., 2009
P17-P24 (HIV-1) | cloroplasto transiente NT 4,8ug/g FW Meyers et al., 2008

FW: peso fresco; HA: emoagglutinina del virus dell’influenza; HBcAg: antigene del core dell’epatite B;
HBsAg: antigene di superficie dell” Epatite B; HIV: virus dell’immunodeficienza umana; HPV: papilloma
virus umano; ND: dati non disponibili; NV: Norwalk Virus; TSP: proteine totali solubili. Piante utilizzate:
AT A. thaliana; LS Lactuca sativa; NB N. benthamiana; NT N. tabacum;SH Soja hispida; SL Solanum
licopersicum ; ST Solanum Tuberosum; VU Vigna unguiculata.
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2.2 VLP derivate da virus animali prodotte in pianta

Nel 1992 viene dimostrato, per la prima volta, che esprimendo stabilmente in piante di
N.tabacum [I’antigene di superficie dell’Epatite B si ottengono particelle sferiche
assemblate del diametro di 22 nm del tutto paragonabili a quelle purificate dal siero umano
0 ottenute per via ricombinante in cellule di lievito (Mason et al., 1992). Successivamente,
esperimenti di immunizzazione in modelli murini hanno dimostrato che la risposta indotta
dall’antigene prodotto in pianta era qualitativamente simile a quella ottenuta con ’HBsAg
prodotto in lievito anche in seguito ad immunizzazione orale (Thanavala et al., 1995; Kong
et al., 2001). Grazie alla capacita di queste particelle prodotte in pianta di stimolare alti
livelli della risposta immunitaria in modelli murini, sono state effettuate due
sperimentazioni cliniche umane. La prima é stata effettuata immunizzando oralmente 3
individui con 2 dosi di lattuga transgenica contenente 1 pg di HBsAg. I risultati della
sperimentazione dimostrarono che in 2 dei 3 individui il titolo delle IgG anti HBsAg
raggiungeva nel siero valori per i quali si ha una risposta protettiva verso questo antigene
(Kapusta et al., 2001). Ottimi risultati sono stati ottenuti con una successiva
sperimentazione clinica nel 2005, che coinvolse un numero maggiore di individui
(Thanavala et al., 2005). La sperimentazione fu condotta somministrando, per ingestione,
100 gr di tuberi di patate crude per dose (contenenti ~850 pg di HBsAg). La
sperimentazione e stata effettuata su 42 volontari gia vaccinati con un vaccino anti HBsAg
commerciale. L’analisi dei sieri evidenzid un incremento nel titolo di anticorpi specifici in
10 /16 individui che avevano ingerito tre dosi di antigene e in 9/17 volontari immunizzati
con sole due dosi. Questi risultati ottenuti senza 1’aggiunta di adiuvanti o di sostanze in
grado di proteggere 1’antigene dal pH acido dello stomaco, dimostrarono I’efficacia di un
vaccino orale prodotto in piante edibili come componente di un programma di
vaccinazione globale (Thanavala et al., 2005).

Nel 2007 il gruppo di Greco tenta un approccio innovativo, esprimendo, in piante di
N.tabacum e Arabidopsis thaliana ( A.thaliana) VLP chimeriche derivanti dalla fusione
dell’HBsAg con epitopi del virus dell’immunodeficienza umana (HIV-1). Il progetto e
rivolto alla produzione di un vaccino bivalente visto che i due virus diffondono attraverso
vie di trasmissione simili, e I'infezione da HBV si presenta nel 32% dei casi di malati di
AIDS (Greco et al., 2007).

Risultati interessanti sono stati ottenuti anche esprimendo in pianta I’antigene del core
dell’epatite B. E stato dimostrato che questo antigene, prodotto per via ricombinante in una

grande varieta di sistemi eterologhi, tra cui le piante, € in grado di stimolare un alto titolo
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anticorpale, la cui risposta perd non é protettiva contro HBV. Cio rende questo virus un
interessante carrier per il display di antigeni esogeni (Pumpens et al., 1995). Alti livelli di
espressione in pianta dell’HBcAg sono stati ottenuti, in pante di fagiolo dell’occhio, grazie
ad una nuova generazione di vettori di espressione che utilizza la tecnologia dei virus
scomposti (Sainsbury et al., 2008). Immunizzazioni di modelli murini sia per via mucosale
che per via intraperitoneale hanno dimostrato che queste VLP derivate da piante di
Nicotiana benthamiana (N. benthamiana) sono in grado di evocare la produzione di ottimi
titoli anticorpali senza 1’utilizzo di nessun adiuvante (Huang et al., 2006).

Il gruppo di Mason ha ottenuto anche piante transgeniche di tabacco e di patata che
esprimevano la proteina del capside del virus Norwalk (agente eziologico di gravissime
epidemie di gastrenterite umana) (Mason et al., 1996). In questo lavoro, gli autori
verificano la capacita della proteina virale di auto-assemblarsi in VLP nella cellula
vegetale ed inoltre ne valutano la capacita immunogenica in modelli murini. I risultati
ottenuti evidenziano che I’immunizzazione orale con le VLP purificate da tabacco
transgenico o la somministrazione di una quantita di tubero contenente la stessa
concentrazione di VLP € in grado di stimolare la produzione di anticorpi specifici sia
sierici che mucosali (Mason et al., 1996). Anche in questo caso la sperimentazione clinica
umana ha confermato i dati ottenuti in modelli murini (Tacket et al., 2000). Tutti i lavori
riportati sono basati sull’utilizzo di piante transgeniche, che come accennato in precedenza
hanno lo svantaggio di richiedere tempi lunghi senza garantire un buon livello di
produzione dell’antigene. Per queste ragioni, recentemente gli stessi gruppi di ricerca
hanno utilizzato sistemi di espressione transiente basati sulla scomposizione di genomi
virali (Santi et al., 2008; Huang et al., 2009).

Diversi laboratori hanno prodotto la proteina L1 del papilloma virus umano (HPV L1) in
pianta. Il gruppo di Mason ha sperimentato 1’espressione in tuberi di patate transgeniche
(Warzecha et al., 2003), il gruppo di Rybicki in piante transgeniche di N. tabacum cv.
Xanthi (Varsani et al., 2003),ed il gruppo di Miiller ha espresso L1 sia in piante di tabacco
che in Solnanum tuberosum (S. tuberosum) (Biemelt et al., 2003). Immunizzazioni orali di
modelli murini hanno dimostrato che le VLP di HPV prodotte in patate transgeniche sono
immunogeniche (Warzecha et al., 2003; Biemelt et al., 2003). Nel 2007 il gruppo di
Rybicki riesce in un sostanziale aumento dell’espressione utilizzando un sistema di
espressione transiente mediato da A. tumefaciens in piante di N. benthamiana. Queste VLP
si sono rivelate altamente immunogeniche, elicitando un alto titolo di anticorpi

neutralizzanti (Maclean et al., 2007). Nel 2008 due gruppi esprimono L1 in cloroplasti di
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tabacco (Ferndndez-San Milldn et al., 2008) (Lenzi et al.,, 2008). Questi lavori
rappresentano i primi esempi di VLP prodotte per via transplastomica.

Un altro importante esempio € rappresentato dalla produzione di VLP del virus
dell’influenza in pianta, ad opera di un’azienda canadese, la Medicago. In questo lavoro, la
sequenza codificante I’emoagglutinina virale (HA) derivante da 2 ceppi diversi (H5N1 e
H1N1) é stata espressa, per via transiente, in piante di N. benthamiana. Entrambe gli
antigeni H5 e H1 si accumulano ad alti livelli nelle foglie di piante agroinfiltrate (D’ Aoust
et al., 2008). Studi immunologici, per valutare il potenziale di queste particelle
nell’induzione di una risposta immunitaria, sono stati effettuati sia in topi che in furetti. In
seguito la Medicago ha ottenuto 1’autorizzazione da parte della sanita canadese ad iniziare
la fase di sperimentazione clinica su 48 volontari umani (ancora in atto) e ha portato la
produzione delle VLP su larga scala (D’Aoust et al., 2010) utilizzando il sistema di
espressione CPMV-HT) (Sainsbury et al., 2008).

Recentemente si e tentato di produrre in pianta anche VLP del virus HIV-1 utilizzando un
precursore poliproteico Pr55%9, che forma il complesso maggiore di proteine strutturali,
ben conservato attraverso differenti sottotipi di HIV-1 (Freed, 1998). In un primo tentativo,
utilizzando la tecnica di trasformazione nucleare sia stabile che transiente, sono stati
ottenuti bassi livelli di espressione di Pr55%¢ (Meyers et al., 2008). Una resa maggiore &
stata conseguita, dagli stessi autori, ricorrendo alla trasformazione transiente del
cloroplasto utilizzando un gene codificante per una Gag tronca (P17-P24). Anche se la
proteina P17-P24 non é risultata immunogenica in modelli murini, & stata in grado di
evocare risposte cellulari e umorali in topi precedentemente trattati con un vaccino Gag a
DNA (Meyers et al., 2008). In seguito, Scotti e collaboratori, sulla base di esperimenti
preliminari effettuati utilizzando un sistema di espressione transiente mediato da A.
tumefaciens, hanno prodotto piante transgeniche stabili che esprimono Pr55%¢ nel
cloroplasto. Analisi al microscopio elettronico hanno dimostrato che le proteine Gag sono
in grado di assemblare in VLP (Scotti et al., 2009). Le VLP Pr55% prodotte in pianta
hanno mostrato immunogenicita considerevole nei topi vaccinati per via intraperitoneale
(Scotti et al., 2010). Gli esempi riportati e molti altri lavori elencati nella Tabella 1,
dimostrano che le cellule vegetali sono in grado di offrire ’ambiente ideale per la

formazione di VLP.
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2.3 VLP chimeriche derivate da virus vegetali

Nel corso degli anni sono stati pubbblicati molti lavori riguardo la capacita delle proteine
di rivestimento di virus vegetali come carrier di peptidi immunigenici (Komarova et al.,
2010). Le particelle virali chimeriche (Chimeric Virus Particle CVP) cosi generate sono
virus geneticamente modificati che mantengono la capacita di replicarsi e di infettare
tessuto vegetale in maniera del tutto analoga alla controparte selvatica. Queste
caratteristiche pongono dei problemi di bio-sicurezza, a partire dalla remota possibile
mutazione delle CVP a patogeni umani, fino ad arrivare a problemi come la loro
dispersione nell’ambiente.

Da tempo é stato dimostrato che in maniera analoga a quanto gia evidenziato per i virus
animali, alcune CP di virus vegetali sono in grado di autoassemblare in VLP ,non solo in
cellule vegetali, ma anche in quelle animali e batteriche. Inoltre, negli ultimi anni sono stati
pubblicati un certo numero di lavori (Tabella 2) in cui ¢ stata dimostrata la validita dell’uso
di proteine strutturali di virus vegetali per la produzione di VLP chimeriche. Questa nuova
applicazione rappresenta senza dubbio una strategia promettente e sicura per la produzione
di vaccini peptidici.

Nei paragrafi successivi saranno trattati separatamente gli esempi di VLP chimeriche di
virus vegetali, sulla base delle caratteristiche strutturali (bastoncellari, filamentosi ed

icosaedrici) dei virus vegetali utilizzati (Figura 5).

Figura 5 Foto al microscopio elettronico di virus vegetali con diversa simmetria. A) Virus del mosaico
del tabacco TMV, virus filamentoso. B) virus del mosaico dell’Arricciamento maculato del carciofo, virus
icosaedrico. C) virus X della patata PVX, virus filamentoso (Lico et al., risultati non pubblicati).

2.3.1 VLP chimeriche da virus vegetali icosaedrici
Il primo studio é stato condotto utilizzando la CP del CMV, virus icosaedrico appartenente
al genere Cucumovirus, famiglia Bromoviridae. VLP chimeriche che espongono epitopi

neutralizzanti derivati dal virus della malattia di Newcastle (agente eziologico di
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un’importante patologia che colpisce uccelli domestici e polli) sono state prodotte in piante
di N. benthamiana (Natilla et al., 2006). In particolare per la fusione alla CP del CMV
sono stati presi in considerazione due epitopi neutralizzanti di NDV, di 17 aminoacidi
(epitopo F) e 8 aminoacidi (epitopo HN) rispettivamente (Toyoda et al., 1988; Chambers
et al., 1988). | due epitopi sono stati fusi tra loro (F-HN) e successivamente inseriti in un
loop interno della CP. L’espressione della CP chimerica ¢ stata ottenuta mediante il
sistema transiente basato sull’uso di un vettore derivato dal PVX (Baulcumbe et al., 1995).
L’analisi al microscopio elettronico delle VLP prodotte ha evidenziato che le subunita
proteiche chimeriche assemblano in singoli virioni morfologicamente simili e
indistinguibili da particelle di CMV (Natilla et al., 2006). Qualche anno dopo, lo stesso
gruppo di ricerca ha dimostrato, che quelle stesse VLP purificate erano in grado di elicitare
una risposta anticorpale specifica. In particolare, saggi immunologici condotti su polli
domestici hanno dimostrato che le chimere esponenti 1’epitopo HN del NDV stimolano,
senza 1’aggiunta di adiuvanti, la produzione di anticorpi specifici capaci di riconoscere
virioni NDV (Natilla et al., 2008).

Un altro esempio di VLP chimeriche derivate da un virus icosaedrico & quello riportato da
Kumar e collaboratori nel 2009 (Kumar et al., 2009), in cui la CP utilizzata € quella del
TBSV, appartenente al genere Tombusvirus, famiglia Tombusviridae. In questo caso un
epitopo di 16 aminoacidi della catena A della ricina (ricin toxin A-chain RTA), potente
citotossina naturale, € stato fuso in posizione carbossi-terminale della CP e la proteina
chimerica ¢ stata espressa in cellule d’insetto (Kumar et al., 2009). La proteina carrier
utilizzata é stata deleta dei primi 52 aminoacidi (CPAN52), poiche in un lavoro precedente
era stato dimostrato che le VLP originate dalla forma deleta della CP del TBSV erano piu
stabili di quelle prodotte dall’intera CP (Hsu et al, 2006). Studi al microscopio elettronico
hanno rivelato il corretto assemblaggio delle VLP chimeriche e mediante esperimenti di
criomicroscopia e ricostruzione di immagini € stata identificata la collocazione e
I’orientamento spaziale dell’epitopo esogeno (Kumar et al., 2009). Infine le VLP purificate
sono state utilizzate in studi immunologici in modelli murini e 1’analisi dei sieri ha
evidenziato la produzione di anticorpi specifici contro I’epitopo di interesse, dimostrando
cosi D’efficacia della piattaforma vaccinale rappresentata dalle VLP derivate dal TBSV

(Kumar et al., 2009).
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Tabella 2. Esempi di particelle simil-virali chimeriche derivate da virus vegetali.

Virus vegetale | Antigene Sistema di espressione Referenza
CMV NDV N.benthamiana Natilla et al., 2006-
Natilla et al., 2008

TBSV RTA S. frugiperda (cellule di insetto) | Kumar et al., 2009

PapMV E2 (HCV) E. coli Denis et al., 2007
M2 e E. coli Denis et al., 2008
gpl100, M1 E. coli Leclerc et al., 2007
P33-LCMV E. coli Lacasse et al., 2008

CMV: virus del mosaico del cetriolo; HCV: virus dell’epatite C; epitopo della gp100 del melanoma; LCMV:
virus linfocitario choriomeningitis; MaMV: virus del mosaico della malva; M1,M2: epitopi del virus
dell’influenza A; NDV: virus della malattia di Newcastle; PapMV: virus del mosaico della papaya; PPV:
virus del vaiolo della prugna; PVX: virus X della patata; RTA: catena A della ricina; TBSV: virus del
rachitismo cespuglioso del pomodoro.

2.3.2 VLP chimeriche da virus vegetali filamentosi

Studi eccellenti sono stati condotti sul PapMV, appartenente al genere Potexvirus, famiglia
Alphaflexiviridae. In questo caso, le VLP chimeriche sono state ottenute mediante
espressione della proteina virale in cellule batteriche. 1l primo epitopo ad essere fuso, in
posizione carbossi-terminale € stato I’E2 della glicoproteina dell’involucro esterno del
virus dell’epatite C (Denis et al., 2007). L’epitopo E2 ¢ contenuto all’interno di una
regione della glicoproteina virale, riconosciuta da tre anticorpi la cui funzione é
fondamentale nell’impedire il legame del’HCV al suo recettore sulle cellule umane
(Lechner et al., 1998). Studi immunologici condotti in modelli murini hanno mostrato che
le VLP chimeriche sono in grado di stimolare una risposta umorale persistente contro
I’epitopo HCV E2. Inoltre, per verificare che I’efficacia dell’antigene fosse dovuta alla sua
struttura, un gruppo sperimentale di animali € stato trattato con la forma monomerica della
CP chimerica. In questo caso, I’analisi dei sieri murini non ha rivelato alcun tipo di risposta
immunitaria (Denis et al., 2007). Riassumendo, in questo lavoro, per la prima volta , é stata
valutata la funzione della struttura delle VLP derivate da un virus vegetale, nell’innescare
una risposta umorale come gia dimostrato per alcuni virus animali (Thanavala et al., 1995;
Kong et al., 2001). In un secondo tempo, nello stesso laboratorio, sono state prodotte VLP
(derivanti sempre dal PapMV) che esponevano 1’epitopo M2e appartenente alla proteina
M2 del virus dell’influenza A. L’M2e ¢ conservato in tutti i ceppi virali A e la proteina M2
in forma tetramerica forma un canale ionico di transmembrana che media la penetrazione
del virus per endocitosi. In questo lavoro, i topi immunizzati con le VLP chimeriche (VLP-
CP-M2e) sono stati sottoposti ad esperimenti di sfida (challenge) con il virus infulenzale. 1
risultati ottenuti hanno dimostrato che le VLP-CP-M2e sono in grado di stimolare

protezione in assenza di adiuvanti, dimostrando la capacita di VLP derivate da un virus
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vegetale di stimolare anche una risposta citotossica, oltre che una risposta anticorpale
(Denis et al., 2008).

Sempre utilizzando il PapMV, uno studio molto importante é stato effettuato da Leclerc nel
2007 allo scopo di produrre un vaccino antitumorale (Leclerc et al., 2007). In questo caso,
sono stati fusi alla CP due epitopi, il primo appartenente alla glicoproteina gp100 del
melanoma ed il secondo della matrice M1 dal virus dell'influenza. Le VLP prodotte in
E.coli, sono state utilizzate in esperimenti su cellule umane in coltura. In particolare sono
state utilizzate cellule che presentano 1’antigene (Antigen-Presenting Cells, APC) che sono
fondamentali nello stimolare la produzione di linfociti T e quindi una risposta citotossica.
Gli autori dimostrano che le VLP chimeriche derivate dal PapMV sono in grado di
stimolare 1’espansione di linfociti T citotossici anche nell’uomo (Leclerc et al., 2007).
Molti altri lavori che riguardano il PapMV e virus simili sono stati pubblicati (Tabella 2)

ad ulteriore conferma della validita di questa piattaforma per la produzione di vaccini.

3. Ilvirus dell’Arricciamento maculato del carciofo

11 virus dell’arricciamento maculato del carciofo ¢ un virus vegetale appartenente al genere
dei Tombusvirus, famiglia Tombusviridae (Figura 6A). Il genoma & costituito da una
singola molecola di RNA a polarita positiva (single strand RNA+) contenente 4776
nucleotidi codificanti per 5 schemi di lettura aperte (Open Reading Frame ORF) (Molinari
et al., 1998) (Figura 5B).

Per i membri del genere Tombusvirus la strategia di replicazione € basata sulla traduzione
diretta del’RNA genomico dei geni 5 ' prossimali (proteine di 33 e 92 kDa) che hanno
funzione di RNA polimerasi RNA dipendente, e la traduzione dei geni a valle attraverso la

formazione di due RNA sub-genomici (Figura 5B).
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Figura 6. Il virus dell’Arricciamento Maculato del Carciofo.

A) Foto al microscopio elettronico particelle virali purificate; B) Rappresentazione schematica del genoma
virale costituito da una singola molecola di RNA a polarita positiva (sSRNA1) contenente 4776 nucleotidi
codificanti per 5 open reading frame (orf). orfl: codifica per un prodotto di 296 amminoacidi, la p33, una
proteina di 33 kDa con funzione di polimerasi; orf2: codifica una proteina di circa 800 amminoacidi, la p92,
una proteina di 92 kDa, prodotta a partire dal sito di anti-terminazione della orfl e contiene dei motivi
appartenenti alle RNA polimerasi RNA dipendente, le orfl e 2, entrambe tradotte dal’RNA genomico,
formano il complesso della RNA polimerasi virale; orf3: tradotta a partire dal’RNA subgenomicol
(subgenomic 2156) codifica per una proteina di circa 390 amminoacidi, la proteina del capside di 41kDa; le
orf 4 e 5 sono tradotte a partire da una seconda molecola di RNA subgenomico (subgenomic 935nt). La orf4
codifica per una proteina 189 amminoacidi , p21, proteina del movimento; la orf 5 codifica per una proteina
di 172 amminoacidi, la p19, svolge la funzione di inibitore del silenziamento genico post-trascrizionale

La molecola di RNA che costituisce il genoma virale ¢ racchiusa all’interno di particelle
icosaedriche del diametro di 30 nm, formate dalla ripetizione di 180 volte la stessa proteina
di rivestimento virale (CP).

Nei paragrafi successivi verranno trattate in dettaglio le caratteristiche strutturali dei
Tombusvirus perche 1’obiettivo principale del lavoro di questa tesi ha riguardato

I’ottenimento di VLP chimeriche derivate dal virus AMCV.

3.1 Struttura dei Tombusvirus

La proteina del capside dei Tombusvirus presenta diversi domini strutturali: un dominio R
(Random, R) interno, disordinato nella struttura, una regione a (arm) che connette R con il
dominio S (Shell, S), il quale forma il rivestimento virale, ed infine il dominio P
(Protuding, P) che protude dalla superficie (Figura 7A).

Il capside e di tipo icosaedrico costituito da 180 subunita asimmetriche (rappresentate in
Figura 7C dai triangoli neri che appaiono ingranditi nella 7B) ciascuna delle quali €
costituita da tre molecole identiche di CP (indicate in Figura 7B con le lettere A, B, C). Le
tre molecole di CP che formano la subunita asimmetrica sono definite semi-equivalenti
poiche presentano tra loro delle differenze nella struttura secondaria dovuta all’interazione

con la molecola di CP adiacente.
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La struttura del TBSV determinata, per la prima volta da Stephen Harrison e suoi
collaboratori dell’Universita di Harvard (Harrison et al.,1978, Olson et al.,1983), viene
presa come riferimento per le elaborazioni bioinformatche di virus appartenenti alla stessa
famiglia per i quali non sono ancora disponibili dati cristallografici. Questo virus,
anologamente all’ AMCYV, ¢ costituito da 180 subunita asimmetriche. La caratterizzazione
della struttura del TBSV ha consentito di comprendere che durante 1’assemblaggio della
particella virale, la CP con conformazione A puo interagire soltanto con una molecola di
CP in conformazione B, e che CP di conformazione C possono interagire soltanto tra loro,
dando luogo a due tipi di dimeri A/B e C/C (Figura 7C).

Figura 7. Struttura del virus icosaedrico TBSV

A) Domini strutturali della CP del TBSV: partendo dall’estremita N-terminale troviamo il dominio R
(Random, R) interno, disordinato nella struttura che contiene siti di legame con I’RNA virale, una braccio
(arm, a) che connette il dominio R con il dominio S (Shell, S), il quale forma il pavimento del capside virale,
ed infine il dominio P (Protruding, P) che sporge verso 1’esterno del capside; B) subunita asimmetrica: con
A, B e C sono indicate le molecole quasiequivalenti di CP; C) Virione: 60 ripetizioni della subunita
asimmetrica formano la particella virale icosaedrica completa. (Adattato da Kakani et al., 2001)

4. Elaborazione di modelli in silico di virus vegetali

Un’ accurata conoscenza delle interazioni proteina-proteina, alla base dell'assemblaggio
del capside, e di cruciale importanza qualora si voglia procedere a modifiche genetiche per
I'inserimento di sequenze eterologhe. In tal senso una buona progettazione di VLP
chimeriche dovrebbe avvalersi di un approccio predittivo che in campo computazionale é
noto come ‘“‘structure-based design” in grado di fornire metodi rapidi e razionali per
selezionare le posizioni sulla superficie della CP adatte per I'inserimento di uno o piu

epitopi senza incidere sull’autoassemblaggio e la stabilita della particella virale.
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Un simile approccio si basa sulla conoscenza della struttura tridimensionale, a partire dalla
quale ,e possibile analizzare, mediante meccanica molecolare e calcoli elettrostatici (Reddy
et al., 1998), le interazioni covalenti e non, tra le diverse associazioni proteina-proteina
cruciali per il corretto assemblaggio virale. Per questo tipo di studi la conoscenza della
struttura terziaria della CP riveste un’importanza fondamentale. Alcune delle strutture
proteiche del capside dei virus vegetali icosaedrici sono state ottenute mediante
cristallografia a raggi X. Come gia accennato nel precedente paragrafo, Stephen Harrison e
suoi collaboratori dell’Universita di Harvard, hanno per primi determinato la struttura T=3
della subunita proteica del TBSV (Harrison et al.,1978). Tuttavia non per tutti i virus
vegetali e stata determinata la struttura cristallografica ad alta risoluzione. Qualora non si
disponga di questo tipo di dati, si pud procedere alla predizione della struttura terziaria
della proteina partendo dalla sua sequenza amminoacidica. Una delle strategie per la
determinazione della struttura terziaria di una proteina é la realizzazione di un modello per
omologia utilizzando come templato una proteina la cui struttura cristallografica & nota
(homology modeling). Il termine omologia e utilizzato in un contesto biologico per definire
la somiglianza basandosi su comuni fattori genetici: due proteine sono omologhe se i loro
geni si sono evoluti da un gene ancestrale comune. Proteine omologhe sono riconosciute in
base ad una somiglianza staticamente significativa nella loro sequenza amminoacidica. Se
siamo interessati al modello tridimensionale di una proteina (proteina target), la prima
operazione che dobbiamo compiere € di verificare se esiste una proteina di struttura nota
(proteina templato) che abbia una sequenza amminoacidica simile a quella della proteina
target. Ci si aspetta che due proteine omologhe, cioe derivanti da uno stesso progenitore
per un processo evoluzionistico, abbiano struttura simile, in quanto durante I’evoluzione
sono accettate e trasmesse solo mutazioni che non distruggono la funzione, e quindi la
struttura di una proteina. Le sequenze di due proteine omologhe saranno simili, in quanto
derivanti da un progenitore comune. Ne consegue che la similarita di due sequenze &
un’indicazione della loro omologia e quindi della loro similarita strutturale. In pratica
esiste una relazione tra similarita di due sequenze proteiche e la somiglianza tra le
rispettive strutture tridimensionali ed € ampiamente dimostrato che la similarita tra le
strutture delle catene principali aumenta in maniera predicibile all’aumentare della
similarita della sequenza amminoacidica.

Nel modeling per omologia, ¢ possibile valutare a priori I’affidabilita del modello che

dipende, fondamentalmente, dalla similarita di sequenza tra la proteina “target” e quella del
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templato, e quindi € possibile decidere a priori se il modello sara sufficientemente
affidabile per lo scopo per cui si intende usarlo.

5. Fattori che regolano la stabilita dei virioni

5.1 Ruolo strutturale e funzionale del’RNA

Lo studio del ruolo dell’RNA genomico nell’assemblaggio dei virioni ¢ ad oggi oggetto di
numerosi studi. Infatti, nonostante gli enormi progressi nella determinazione ad alta
risoluzione (mediante la cristallografia) della struttura di molti virus vegetali, il ruolo
strutturale del’lRNA ed in particolare i dettagli molecolari delle interazioni RNA-CP non
sono stati ancora pienamente chiariti. L’utilizzo di tecniche sperimentali, come la
cristallografia elettronica ad alta risoluzione, hanno permesso la descrizione accurata della
struttura e la funzione delle proteine capsidiche ma I’informazione riguardante la
componente degli acidi nucleici &€ molto piu difficile da ottenere. Tuttavia esistono esempi
di virus per i quali ¢ stata ottenuta parte della struttura cristallografica dei genomi ad alta o
moderata risoluzione (Chen et al., 1989, Larson et al., 1993, Larson et al., 2005). Inoltre,
studi di biochimica e genetica hanno fatto luce sull’importanza della formazione di
complessi ribonucleoproteci per avviare il processo di assemblaggio. Un lavoro molto
interessante che correla I’assemblaggio delle proteine di rivestimento virali e 'RNA per la
formazione di capsidi icosaedrici é stato condotto durante gli anni ottanta dal gruppo di
Sorger dell’Universita di Harvard (Sorger et al., 1986). Nello studio é stato effettuato il
disassemblaggio di virioni purificati del TCV, in condizioni di pH basico ed alta forza
ionica. | prodotti di questa dissociazione sono stati dimeri liberi della proteina di
rivestimento virale (CP), dei complessi ribonucleoproteici (RP, ciascuno dei quali é
costituito da RNA e sei subunita di CP) ed infine un’altra specie proteica meno
rappresentata, chiamata dagli autori p80 (dimero formato da due proteine del rivestimento
virale legate in maniera covalente). Una volta separate le varie frazioni, il riassemblaggio
del TCV e stato realizzato in condizioni fisiologiche per il virus (tampone sodio acetato
pHG6) sia a partire da CP e complessi RP che da CP ed RNA libero. L’analisi al
microscopio elettronico ha evidenziato che 1’assemblaggio procede come una crescita
continua del rivestimento virale da una struttura iniziale, piuttosto che dalla formazione di
intermedi distinti e gli autori ipotizzano che il complesso-RP possa funzionare come un
sorta di nucleo di primario assemblaggio (Sorger et al., 1986).

Alcuni gruppi di ricerca si sono occupati di studiare 1’eventuale regione di interazione tra

RNA e CP. Nei virus vegetali icosaedrici la struttura della CP possiede un dominio N-
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terminale, chiamato R, rivolto verso I’interno del capside virale (Figura 7A) e
caratterizzato dalla presenza di un’alta percentuale di aminoacidi basici. Questo dominio
basico é stato dimostrato essere responsabile dell’interazione con I’RNA virale.

Un lavoro a sostegno dell’importanza del dominio basico della CP ¢ stato effettuato da
Bernard Michels sul TYMV tymovirus della famiglia delle Tymoviridae, il cui capside €
composto di 180 copie di un singolo tipo di proteina di rivestimento che forma una
struttura icosaedrica (Michels et al., 1999). Nello studio riportato sono stati generati
mutanti per delezione della CP in cui sono stati eliminati porzioni differenti del dominio N-
terminale. | risultati hanno evidenziato che rimuovendo soltanto una parte dei residui basici
I’assemblaggio avviene ma i virioni presentano una eterogeneita di struttura che va da una
struttura irregolare al tipico icosaedro (Michels et al., 1999).

Studi simili sono stati condotti anche sui Tombusvirus, in particolare sul TBSV. Nel 2006 ¢
stato pubblicato un lavoro sulla produzione di VLP del TBSV in cellule di insetto. Negli
esperimenti oltre 1’intera sequenza della CP, per la produzione delle VLP vengono
utilizzati mutanti per delezione della regione basica del dominio R (Hsu et al, 2006).
Delezioni progressive del dominio R della CP danno vita a strutture piu piccole fino ad
arrivare al mancato assemblaggio, evidenziando anche in questo caso che per la corretta
formazione di VLP e necessario parte del dominio R, in particolare sembra che debba

essere mantenuta almeno una sequenza di 7 amminoacidi basici.

5.2 Effetto di pH, forza ionica e ioni divalenti sull’assemblaggio delle particelle virali

Diversi studi hanno determinato I’importanza di altri fattori, oltre I’RNA, nella formazione
del capside virale. La struttura quaternaria di alcuni virus vegetali pud andare incontro a
cambiamenti conformazionali, che comportano un’espansione (swelling) del virione,
qguando vengono rimossi gli ioni divalenti o aumentato il pH (Liu et al., 2003, Oda et al.,
2000). In questo campo uno dei virus piu studiati € il CCMV, che é stabile a pH 5, ma
subisce un’espansione radiale del 10% quando il valore di pH & aumentato fino a 7.0 0 in
assenza di cationi bivalenti (Perez et al.,, 2000, Tama and Brooks, 2002). Questa
espansione, che si ritiene dar luogo ad un intermedio conformazionale durante I'infezione,
causa la comparsa di 60 cavita sulla superficie del capside virale. Molti virus vegetali,
compresi il TBSV (Olson et al., 1983) e il TCV (Sorger et al., 1986), mostrano proprieta
simili. Particelle di CCMV si dissociano a rilasciare RNA virale ad un pH superiore a 7.0,
cosi da fornire un meccanismo semplice per separare 1’acido nucleico virale dalla sua

proteina di rivestimento (CP) (Fox et al., 1998). Inoltre, il disassemblaggio del virione
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sembra essere reversibile in specifiche condizioni in vitro. Ad esempio, pud essere
riassemblato, in vitro, a partire da RNA e CP a pH 7.0 (Zhao et al., 1995). In assenza di
RNA virale, la CP pu0 formare particelle simil-virali vuote a pH 5 (Bancroft et al., 1968).
Sia il virus contenente RNA che la VLP vuota assemblati in vitro sono strutturalmente
identici al capside del virus nativo (Fox et al., 1998). Il CCMV costituisce un sistema
modello per gli studi di assemblaggio-disassemblaggio virale, dato che € stato il primo
virus sferico ad essere riassemblato in vitro in una forma infettiva, a partire dai suoi
componenti (CP ed RNA) purificati (Bancroft and Hiebert, 1967, Hiebert and Bancroft,
1969, Bancroft et al,. 1968, 1969, Hiebert et al., 1968). Piu recentemente, il CCMV ¢ stato
studiato in vitro come sistema modello per ottenere una migliore comprensione delle
interazioni proteina-proteina e proteina-RNA che regolano il disassemblaggio e il
riassemblaggio e la stabilita del virus (Zhao et al., 1995, Fox et al., 1998, Douglas and
Young, 1998).

5.3 Studio della stabilita virale e applicazionin in campo biotecnologico

La comprensione dei meccanismi (interazione RNA- proteina, pH, forza ionica e cationi
divalenti) che regolano 1’assemblaggio dei virus vegetali e ne influenzano la stabilita
costituisce un campo di ricerca aperto, che si potrebbe rivelare fondamentale per poter
sfruttare a pieno le potenzialita di queste nanoparticelle. Ad esempio, I’assemblaggio e il
disassemblaggio in vitro per la formazione di VLP potrebbe essere sfruttato per la
creazione di potenziali “contenitori” per drug-delivery o terapia genica oltre che come
sistema di presentazione di antigeni eterologhi (Grasso et al., 2010).

Tutti i virus impacchettano e trasportano acido nucleico virale e come tali potrebbero
essere trasformati in contenitori da poter caricare con una vasta gamma di molecole
sintetiche (Young et al., 2008). Le subunita di CP possono essere manipolate
geneticamente, chimicamente, o entrambi senza influenzare I'architettura complessiva del
virione, dando origine ad un nuovo sistema per il trasporto di molecole farmaceutiche. La
cavita interna dei virus vegetali fornisce un ambiente ideale per veicolare nanomateriali
all’interno del corpo umano (Figura 8) (Young et al., 2008). Concettualmente, possono
essere presi in considerazione due diversi approcci per intrappolare molecole ospiti
all'interno del capside. In un approccio, le molecole ospiti sono intrappolate durante il
processo di assemblaggio del capside. Nel secondo approccio, la molecola di interesse é
intrappolata nel capside gia assemblato (Young et al., 2008). Esistono in letteratura lavori

in cui CP di virus vegetali si sono mostrate capaci di incapsulare molecole estranee, in
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particolare € stato dimostrato che VLP vuote derivate dal CCMV siano in grado di
incapsulare in vitro anioni organici. Osservazioni al microscopio elettronico hanno
dimostrato che queste VLP derivate dal CCMV hanno le stesse dimensioni del CCMV
nativo (Douglas and Young, 1998). Un altro studio riguarda VLP derivate da HCRSV (Ren
et al., 2006). In questo studio si & tentato di sviluppare metodi per rimuovere I'RNA virale
nativo dal capside per riassemblare VVLP in vitro a partire da CP purificate per valutare la
capacita di queste particelle di accogliere composti esogeni di diversa massa molecolare,

utilizzabili in particolare per il delivery di farmaci costituiti da molecole anioniche.

Figura 8. Rappresentazione schematica dei possibili utilizzi del capside di virus vegetali icosaedrici. La
CP puo essere ingegnerizzata senza alterare la sua capacita di autoassemblarsi in VVLP per formare contenitori
(A) o per esporre epitopi immunogenici (B). (modificato da Young et al., 2008).

6. Il virus dell’immunodeficienza umana, HIV

L'HIV e un lentivirus della famiglia Retroviridae, conosciuto soprattutto per
essere l'agente eziologico della Sindrome da Immunodeficienza Acquisita (Acquired
Immune Deficiency Syndrome AIDS) (Levy et al., 2007). Questo virus ha un diametro di
circa 100-150 nm. La superficie glicopeptidica, denominata envelope, racchiude un
nucleocapside contenente materiale genetico in forma di RNA codificante 9 geni. 3 di
questi geni sono fondamentali per la replicazione (Gag, Pol, Env) e gli altri 6, cosiddetti
accessori, sono coinvolti sia nella regolazione del ciclo replicativo (Tat e Rev) che
nell’infettivita dei virioni (Vif,Vpu,Nef,Vpr). Le due glicoproteine presenti nella
membrana esterna del virus, gp120 e gp41l, responsabili del riconoscimento del recettore
CD4 e i co-recettori CCR5 0 CXCR4 sulla membrana della cellula ospite, sono codificate

da Env. Le cellule umane che esprimono i recettori di superficie CD4 possono essere
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infettate dall’HIV. Queste cellule includono i macrofagi, i linfociti T e le cellule
dendritiche (Haase et al., 1999). Al fine di infettare, la cellula bersaglio la membrana
dell’HIV deve interagire con la membrana di questa cellula attraverso l'interazione della
gp120 con il recettore sulla superficie cellulare CD4 (Figura 9). Una volta che questo
legame e stabilito, la gp120 subisce un cambiamento conformazionale che facilita il suo
legame con una delle due molecole corecettore delle chemochine, CCR5 0 CXCR4 (Levy
et al., 2007) (Figura 9).

HIV

Figura 9. Rappresentazione grafica del contatto tra il virus HIV e la cellula “target”.

L’interazione tra la gp120 ed il recettore CD4 facilita il successivo legame anche con i corecettori CCR5 0
CXCR4. L’interazione successiva con la gp4l é fondamentale perché avvenga la fusione tra il virus e la
membrana cellulare.(http://www.stanford.edu/~rabriggs/hiv/hiv.html)

L’interazione con i recettori CD4 ¢ importante perché il virus possa legarsi alla membrana
della cellula bersaglio, ma I’interazione successiva con la gp41 é fondamentale perché
avvenga la fusione tra I’involucro virale e la membrana cellulare. Nelle fasi successive
dell’infezione, il nucleo contenente RNA virale, la trascrittasi inversa e l'integrasi sono
liberati all'interno del citoplasma cellulare. L'RNA virale e trascritto in DNA dalla
trascrittasi inversa virale e migra verso il nucleo della cellula, dove viene inserito nel DNA
cromosomico della cellula ospite dall’integrasi virale. A questo punto l'infezione e
irreversibile, essendo la cellula ora in grado di produrre virioni (Levy et al., 2007). Dopo il
processo di infezione iniziale segue una fase di infezione acuta (Simon et al., 2006;
Mehandru et al., 2004), durante la quale c¢’¢ un alto rischio di trasmissione (Quinn et al.,
2000). Successivamente i livelli di virus diminuiscono ma non si esauriscono del tutto, con

conseguente latenza clinica e infezioni asintomatiche (Pilcher et al., 2004). Questo stato
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puo evolvere verso una fase sintomatica clinica (di solito diversi anni dopo la fase iniziale
di infezione), designato da AIDS, caratterizzato da diminuzione dei linfociti T CD4
positivi e I'aumento della carica virale (Levy et al., 2007). La variabilita genetica cui va
incontro il virus durante I’infezione rappresenta un vero e proprio collo di bottiglia della
ricerca di un vaccino efficace, poiche gli anticorpi neutralizzanti generati in seguito al
primo contatto del virus con il sistema immunitario non sono in grado di legarsi alla

successiva generazione di virioni (Lackner et al., 2007).

6.1 Sviluppo di un vaccino contro ’HIV-1

La realizzazione di un vaccino anti-HIV rappresenta un obiettivo prioritario della ricerca
sull’AIDS. Una vasta serie di evidenze suggerisce che sia una risposta umorale che cellulo-
mediata debba essere attivata per conferire immunita al virus. Le difficolta incontrate nel
mettere a punto un vaccino tradizionale, basato su virus inattivati o attenuati, ha spinto ad
incentrare gli sforzi per ’ottenimento di vaccini ricombinanti a subunita (Whitney and
Ruprecht 2004). In particolar modo sono in corso studi per la produzione di vaccini multi-
componente comprendenti sia proteine strutturali (gp4l e gp120) che regolatorie (Nef,
Tat), in grado di stimolare una risposta immunitaria efficace. Inoltre, il tipo di trasmissione
prevalentemente sessuale dell’infezione mette in luce un altro aspetto fondamentale nella
formulazione di un vaccino, e cioe la necessita di indurre immunita a livello mucosale. |
risultati della fase 111 della sperimentazione clinica in cu € prevista la somministrazione di
un vaccino sperimentale multi componente (composto dalle proteine gp120, Gag, Pol e
Nef) ha portato a risultati promettenti (Rerks-Ngarm et al., 2009).

Tra le proteine strutturali, un grande interesse e rivolto alle glicoproteine di membrana
gpl120 e gp4l. Entrambe possiedono epitopi riconosciuti da anticorpi neutralizzanti (in
grado di indurre la produzione di anticorpi neutralizzanti) altamente conservati in numerosi
isolati primari (Figura 10) (Moore et al., 2001). Tali epitopi sono stati oggetto di numerosi

studi volti all’ottenimento di particelle virali chimeriche derivate da virus vegetali.
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Figura 10. Modello bioinformatico che illustra il complesso formato dalle glicoproteine di membrana
gpl120 e gp4l del virus HIV-1. In figura sono riportate la localizzazione ed il nome degli epitopi
neutralizzanti 2G12 , b12 , CD4i (CD4-induced), V3 della gp120 (viola) e (2F5 e 4E10) della gp4l
(marrone). Gli epitopi 2F5 e 4E10 sono localizzati nella regione prossimale esterna della gp41. (Karlsson
Hedestam et al., 2008).

Nel 1997 un peptide di 13 aminoacidi, derivato dal loop V3 di HIV-1 (Figural0), e stato
fuso in posizione C-terminale alla CP del TBSV (Joelson et al., 1997). 1l loop V3 € una
regione molto estesa di circa 40 amminoacidi (la lunghezza € variabile a seconda
dell’isolato di HIV utilizzato) (Stanfield et al., 2003), ma ¢ noto che la sequenza “core” in
grado di stimolare una risposta immunitaria neutralizzante pud essere ristretta ad un
frammento di 13-14 residui, la cui sequenza varia leggermente tra ceppi diversi di HIV-1
(Huang et al., 2005). L'architettura del TBSV ha consentito il “display” della sequenza
esogena con produzione di virus chimerici in grado di replicarsi ad un livello simile alle
particelle virali di tipo selvatico. Inoltre, in studi immunologici, i virus chimerici purificati
hanno stimolato, in topi, la produzione di anticorpi specifici contro 1’epitopo V3 (Joelson
et al., 1997). In un altro lavoro é stato utilizzato il CPMV come carrier di un peptide di 22
amminoacidi della proteina transmembrana gp41. L’immunizzazione di modelli murini sia
per via orale che intranasale ha stimolato una forte risposta anticorpale (Durrani et al.,
1998). Nel 2001, Marusic e collaboratori hanno fuso 1’epitopo 2F5 della gp41 all’estremita
N-ternimale della CP del PV X (Marusic et al., 2001). 1l 2F5 e un epitopo di 6 amminoacidi
(ELDKWA), situato nella regione prossimale della gliproteina di membrana gp41 (Figura
10) (Muster et al.,, 1993) ed ¢ riconosciuto dall’anticorpo monoclonale umano
neutralizzante 2F5 (Purtsher et al., 1994). L’immunizzazione di topi, sia per via nasale che

intraperitoneale, con particelle chimeriche virali PVX-2F5 ha stimolato una forte risposta
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umorale con produzione di immunoglobuline di tipo IgA, fondamentali per la difesa a
livello delle mucose, senza 1’aggiunta di adiuvanti. Inoltre, nello stesso lavoro ¢ stata
dimostrata la capacita neutralizzante in vitro sia degli anticorpi murini che di anticorpi
umani ottenuti immunizzando topi hu-PBL-SCID (modello murino uomo-topo) (Marusic
etal., 2001).
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CAPITOLO 2
MATERIALI E METODI

2.1 Ceppi batterici
Escherichia coli
Ceppo XL1-Blue, genotipo: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsd R17 SupE44 relAl lac [F' pro

AB laclg ZAM15 Tnl10 (tetR)], resistente alla tetraciclina. Mantenuto congelato a -80°C in
terreno selettivo Luria-Bertani (LB), contenente glicerolo al 20% e tetraciclina (10 pg/ml).
Coltivato in piastre di Petri in terreno solido LB/agar o in LB brodo. La temperatura di

crescita utilizzata é di 37°C.

Agrobacterium tumefaciens
Ceppo LBA4404: (Hoekema et al., 1983). Mantenuto congelato a -80°C in terreno

selettivo Luria-Bertani (LB) contenente glicerolo al 20% e rifampicina (50 pug/ml).
Ceppo GV3101: VirG+ Rifr pMP90 (Gmr). Mantenuto congelato a -80°C in terreno (LB)

selettivo contenente glicerolo al 20%, rifampicina (50 pg/ml) e gentamicina (50 pg/ml).
| ceppi di A. tumefaciens sono stati coltivati in piastre di Petri su terreno selettivo solido

LB/agar o in LB brodo. La temperatura di crescita é di 28°C.

2.2 Vettori utilizzati
2.2.1 Vettori utilizzati per la realizzazione dei costrutti

pGEM —NOS
Il plasmide pGEM-Nos (Figura 11) & stato derivato dal vettore commerciale pGEM®-4Z

(Promega Corporation), le sue caratteristiche principali sono:

e laselezione veloce dei cloni ricombinanti attraverso lo screening blu / bianco (lac 2);
e un sito multiplo di clonaggio (MCS);

e ipromotori SP6 e T7 della RNA polimerasi utili per la trascrizione in vitro;

e il gene per la resistenza all’ampicillina (Amp 7);

e il terminatore della nopalina sintasi di A. tumefaciens (Nos).
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Figura 11. Vettore pGEM-4Z.

Sono sottolineati i siti BamHI-Kpnl, utilizzati per inserire la sequenza della CP di AMCV ed ottenere il
plasmide pGEM-Nos-CP (paragrafo 2.4.19). Sono evidenziati in giallo i siti di restrizione EcoRI-Sacl,
utilizzati per inserire la sequenza di terminazione del gene della nopalina sintasi, Nos, ed ottenere il plasmide
PGEM-Nos. Tali siti sono stati utilizzati per la realizzazione dei costrutti CP chimerici (paragrafo 2.4.20).

pBIQ-Nef
Il vettore binario pBIQ-Nef (Figura 12) é stato ottenuto mediante modificazione del vettore

commerciale pBI121 (Clontech laboratories, USA), caratterizzato dalla presenza, tra le
regioni borders (LB e RB), di una cassetta di espressione appositamente configurata per
favorire I’integrazione e 1’espressione della sequenza eterologa all’interno del genoma
della pianta ospite. Partendo dall’estremita 5° la cassetta comprende i seguenti elementi:

e il promotore del gene Nos codificante la Nopalina Sintasi di A. tumefaciens (Depicker
et al.,1982);

e la sequenza del gene nptll codificante la Neomicina Fosfotransferasi Il (Beck et al.,
1982) che conferisce resistenza alla kanamicina;

e il promotore costitutivo forte 35S del Virus del Mosaico del Cavolfiore (Cauliflower
Mosaic Virus, CaMV) (Guilley et al., 1982);

35



e lasequenza Q 5’ leader del TMV che funziona come enhancer traduzionale (Gallie et
al., 2002);
e lasequenza codificante il gene Nef;

e lasequenza terminatrice del gene nos.

BamHI EcoRlI

Nos-pro nptlli(KanR) Nos-ter CaMV-35S i Nef Nos-ter

<

RB LB

Figura 12. Rappresentazione schematica della cassetta di espressione del vettore pB1Q-Nef.

RB e LB: bordo destro e bordo sinistro della regione trasponibile; Nos-pro e Nos-ter: rispettivamente
promotore e terminatore del gene per la nopalina sintasi; nptll: gene codificante per la neomicina
fosfotransferasi, che conferisce resistenza alla kanamicina (KanR); Q: enhancer traduzionale del TMV;
CaMV-35S: promotore 35S del CaMV. | siti di restrizione BamHI-EcoRI sono stati utilizzati per la
rimozione del frammento Nef -Nos-ter ed il clonaggio delle sequenze di interesse.

Sistema magnICONR

I sitema per I’espressione in pianta messo a punto dalla ICON Genetics ¢ basato sulla
scomposizione del genoma del TMV (Figura 13) (Marillonet et al., 2004; Marillonet et al.,
2005). Due pro-vettori che contengono rispettivamente le sequenze regolatorie (Figura 13,
provettore 5°, nel nostro caso pICH17388) e la sequenza di interesse (Figura 13, provettore
3’, nel nostro caso pICH11599) all’interno di RB e LB borders. | due pro-vettori si
assemblano all’interno della cellula ospite grazie ad una ricombinasi sito-specifica (situata
su di un terzo pro-vettore) originando il vettore per I’espressione del gene di interesse
(Figura 13, pICH-Cyto). Esistono diversi provettori 5’ che differiscono per il tipo di
sequenza segnale che viene fusa al gene di interesse, quindi e possibile indirizzare la
proteina eterologa nel compartimento cellulare desiderato. Nel nostro caso é stato scelto di

far esprimere la CP dell’ AMCYV nel citoplasma utilizzando il provettore 5* pICH17388.
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Figura 13. Rappresentazione schematica del sistema ICON.

Il provettore 5’ (pICH 17388) (mostrato in alto) contiene: LB e RB: bordi di destra e di sinistra; Tnos: il
terminatore della nopalina sintasi di A. tumefaciens; Pnos: il promotore della nopalina sintasi di A.
tumefaciens; PAct2: la sequenza codificante il peptide segnale per 1’espressione nel citosol; RNA
Polymerase: la sequenza codificante la RNA polimerasi virale; MP: la sequenza codificante la proteina di
movimento virale. Il provettore 3’(pICH11599), contiene: LB e RB: bordi di destra e di sinistra; Tnos il
terminatore della nopalina sintasi di A. tumefaciens; Pnos il promotore della nopalina sintasi di A.
tumefaciens; CARB: il gene che conferisce resistenza alla carbenicillina, per la selezione delle cellule
trasformate; AttB: sequenza necessaria per la ricombinazione virale; siti multipli per la clonazione, di cui
sono mostrati Ncol ed EcoRI utilizzati nel presente progetto di tesi (non viene riportata I’intera sequenza dei
siti di clonazione multipla poiché il vettore e coperto da brevetto);GOIl: gene of interest, gene di interesse; .
Utilizzando il vettore 14011 contenente la sequenza codificante per l’integrasi virale, i due vettori
pICH11599 e pICH 7388 ricombinano, in pianta, in un unico costrutto (PICH-Cyto), che contiene: LB e RB
i bordi di destra e di sinistra; Tnos: il terminatore della nopalina sintasi di A. tumefaciens; Pnos: il promotore
della nopalina sintasi di A. tumefaciens; CARB: il gene che conferisce resistenza alla carbenicillina, per la
selezione delle cellule trasformate; RNA Polymerase: la sequenze codificanti la la RNA polimerasi virale;
MP: la sequenza codificante la proteina di movimento virale; GOl gene of interest,gene di interesse
(Marillonnet et al., 2004).

Sistema (CPMV-HT)
Il sistema (CPMV-HT) é costituito dal vettore pEAQ-HT messo a punto utilizzando
I’RNA-2 del CPMV (Figura 14) (Sainsbury et al., 2008). Il vettore contiene:
e i bordi di destra e bordo di sinistra (LB e RB);
e regioni 5 ' della sequenza leader e 3' della regione non tradotta (UTR) di RNA-
2;

e sito multiplo di clonaggio (MCS);

e sequenza codificante per la proteina p19 del TBSV;



¢ la sequenza del gene nptll codificante la Neomicina Fosfotransferasi Il (Beck et

al., 1982) che conferisce resistenza alla kanamicina.

Questo sistema prevede il clonaggio di un gene di interesse tra il 5 ' della sequenza leader e
il 3' della regione non tradotta (UTR) di RNA-2, in modo da emulare una molecola di

MRNA per una traduzione efficiente

CPMV 5’UTR CPMV 3’UTR

REB ; L
i LB

Nrul Xhol

Figura 14. Rappresentazione schematica del vettore pEAQ-HT.

RB e LB: bordo destro ¢ bordo sinistro della regione trasponibile; CPMV 5°UTR, CPMV 3’ UTR:
rispettivamente regioni 5 ' della sequenza leader e 3' della regione non tradotta (UTR) di RNA-2; p19:
sequenza codificante per la proteina p19 del TBSV, inibitore del silencing ; NPTII: gene codificante per la
neomicina fosfotransferasi, che conferisce resistenza alla kanamicina; Sono indicati i siti Nrul-Xhol, utilizzati
per il clonaggio della sequenza codificante la CP di AMCV (non viene riportata ’intera sequenza dei siti di
clonazione multipli poiché il vettore € coperto da brevetto) .

2.2.2 Costrutti contenenti gli inibitori del silencing

Il costrutto pBIQ-p19 (Figurals), contenente la sequenza codificante per 1’inibitore del
silencing pl9AMCV ¢ stato precedentemente realizzato nei laboratori dell’ENEA
(Lombardi et al., 2009).

| costrutti pBin61-p19, contenente la sequenza codificante per la p19TBSV (Voinnet et al.,
2003) e pBIn61-p25, contenente la sequenza codificante per la p25PVX (Voinnet et al.
2000), sono stati gentilmente forniti dal Prof David Baulcombe (Universita di Cambridge)
(Figura 15).
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Figura 15. Inibitori del silencing utilizzati per la realizzazione del progetto.

pBIQ-p19 contenente sequenza codificante per la pl9AMCV (Lombardi et al., 2009). RB e LB: bordo
destro e bordo sinistro della regione trasponibile; Nos-pro e Nos-ter: rispettivamente promotore e terminatore
del gene per la nopalina sintasi; NPTII: gene codificante per la neomicina fosfotransferasi, che conferisce
resistenza alla kanamicina; Q: enhancer traduzionale; CaMV 35S: promotore costitutivo forte. pBin61-p19:
vettore binario contenente la sequenza codificante per la pl9TBSV (Voinnet et al., 2003); pBin61-p25:
vettore binario contenente la sequenza codificante per la p25PVX (Voinnet et al., 2000).

2.3 Letture spettrofotometriche

- La concentazione degli acidi nucleici (DNA e RNA) é stata determinata, su campioni
diluiti in un volume finale di 500 ul di acqua bidistillata (H,0 bd), mediante letture alle
lunghezze d’onda di 260 e 280 nm, utilizzando cuvette di quarzo.

- La concentrazione di proteine presenti negli estratti di tessuti vegetali é stata valutata
utilizzando il metodo Breadford (Bradford et al., 1976) (paragrafo 2.7.2), alla lunghezza
d’onda di 595 nm, utilizzando cuvette in plastica.

- La crescita di cellule batteriche in sospensione & stata determinata trasferendo 1ml
dell’inoculo in cuvette di plastica e misurando la torbidita del campione alla lunghezza

d’onda di 600 nm.
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2.4 Clonaggi

2.4.1 Elettroforesi su gel d’agarosio per RNA

Campioni di RNA sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel d’agarosio all’1% in
tampone TBE 1X. Al campione di RNA da analizzare (1pug) sono stati aggiunti 3 volumi di
tampone di denaturazione. Il campione ¢ stato quindi incubato per 10’ a 65°C e raffreddato
in ghiaccio per 5. Prima del caricamento é stato aggiunto un uguale volume di tampone di

caricamento.

2.4.2 RT-PCR

La retrotrascrizione dell’RNA in ¢cDNA e la sua successiva amplificazione sono state
eseguite separatamente. L’RNA ¢ stato prima trattato con DNAsi (Promega) incubando a
37°C per 30 minuti, e successivamente a 65°C per 10 minuti. Quindi ’RNA ¢ stato
sottoposto alla reazione di retrotrascrizione per lora e 10 minuti a 42°C, utilizzando il

protocollo riportato in tabella:

RNA stampo 1ug di RNA totale
dNTP 0.2mM dATP, 0.2mM dCTP, 0.2mM dGTP,
0.2mM dTTP
oligo-dTys 1l (0.5 pg/ pl Promega)
Inibitore porcino dell’RNasi 0.3 pl (36.3U/ ul Pharmacia)
Tampone RT 10X 2ul (500 mM Tris-HCI pH 8.3, 750 mM KClI, 30
mM MgCl,, 100 mM ditiotreitolo)
Enzima RT 0.5ul di enzima RT (200U/ pl; Moloney Murine
Leukemia Virus M-MULV, New England
Biolabs)

I1 cDNA cosi ottenuto ¢ stato utilizzato per I’amplificazione mediante PCR di frammenti

contenenti le sequenze di interesse.

2.4.4 Amplificazione del DNA mediante PCR

La reazione consiste in una serie di cicli identici ciascuno caratterizzato da tre fasi a
differenti temperature. Nella prima fase la doppia elica del DNA viene denaturata alla
temperatura di 94°C; nella seconda fase gli oligonucleotidi d’innesco (oligo diretto e oligo
reverso) appaiano alla singola elica del DNA alla temperatura specifica (temperatura di
melting) per ciascuna coppia di oligonucleotidi; la terza fase di polimerizzazione del DNA

avviene a 72°C ad opera della DNA polimerasi. Le tre fasi vengono ripetute per un numero



di cicli tale da consentire I’amplificazione specifica del frammento di DNA. La DNA
polimerasi utilizzata in tutte le amplificazioni é stata la Pfu Turbo (Stratagene), che
essendo una DNA polimerasi ad alta fedelta evita I’introduzione di errori durante i cicli di

amplificazione.

Condizioni di PCR utilizzate sono:

Cicli Temperatura Tempo
1 94°C 5’
94°C 50
Temperatura di melting Variabile
30 72°C 1’/Kb
1 72°C 7

La reazione condotta in un volume di 50 pl conteneva:

DNA stampo 1-50ng
MqgCl, 1 mM
dNTPs 0.2mM

Oligo diretto 0.2 mM

Oligo reverso 0.2 mM

Tampone 10X 1X
Pfu Turbo 1U
(Stratagene)

2.45 PCR sovrapposta

La PCR sovrapposta (overlap extension PCR, OE-PCR) e una tecnica capace di
amplificare un segmento di DNA a partire da due templati la cui sequenza si sovrappone
parzialmente (Ho et al., 1989). Per ottenere il prodotto finale rappresentato da un
frammento di DNA che é uguale alla somma dei due di partenza, & necessario eseguire due
reazioni di PCR distinte. La prima, di soli 10 cicli, viene effettuata, in assenza di
oligonucleotidi, unendo alla miscela di reazione i due templati che funzioneranno da
innesco reciproco portando alla sintesi di un certo numero di molecole la cui lunghezza e
pari alla somma dei due DNA innesco (Figura 16). La seconda reazione viene eseguita
utilizzando soltanto un’aliquota della prima (di solito 10 pl di 50 pl totali) con aggiunta di
una miscela contenente tampone, dNTP e oligonucleotidi la cui sequenza é complementare
alle estremita del frammento ottenuto dalla prima reazione e che di solito contengono

anche le sequenza codificanti per opportuni siti di restrizione.
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Figura 16. Rappresentazione schematica della reazione di PCR sovrapposta.

Durante la prima reazione di PCR vengono effettutati 10 cicli di amplificazione. Nella miscela di reazione
non sono aggiunti gli oligonucleotidi poiché sono gli stessi DNA templati che funzionano come primers.
Nella seconda reazione di PCR vengono effettuati 30 cicli di amplificazione e nella miscela di reazione
vengono aggiunti gli oligonucleotidi (For e Rev). In arancione & evidenziata la regione di sovrapposizione
presente tra il TEMPLATO 1 e il TEMPLATO 2. Freccia verde For (Forward): oligonucleotide
complementare alla regione 5” del frammento finale indicato con TEMPLATO 3; Freccia blu Rev (Reverse):
oligonucleotide complementare alla regione 3’ del TEMPLATO 3.

Anche per questo tipo di PCR é stata utilizzata la DNA polimerasi Pfu Turbo. Le
condizioni utilizzate per la prima reazione di PCR eseguita in un volume finale di 50ul,

sono le seguenti:

Templati 5-50ng (equimolari)
dNTP 0.2mM

Tampone 10X Sul

Pfu 25U

Le condizioni utilizzate per la seconda reazione di PCR eseguita in un volume finale di

50ul, sono le seguenti:

Templati 10ul della prima reazione
dNTP 0.2mM

Primer forward 0.2mM

Primer reverse 0.2mM

Tampone 10X Sul

Pfu 25U

2.4.6 Sintesi degli oligonucleotidi e geni sintetici
Gli oligonucleotidi usati per le reazioni di PCR (Tabella 3) sono stati sintetizzati dalla ditta

Sigma Genosys e disegnati utilizzando il programma Vector NTI (Invitrogen Corporation,



USA). | geni sintetici utilizzati in due clonaggi sono stati sintetizzati dalle ditte Genscript

Corporation e Primm.

Tabella 3. Oligonucleotidi utilizzati

Nome Sequenza

CPBamHIfor | CGCGGATCCATGGCAATGGTAAAGAGAAA

CPKpnlrev GGGGTACCTCACTAAATTAAAGAGACATCGTTC

CPNcolfor CATGCCATGGCAATGGTAAAGAGAAAT

CPEcolrev CCGGAATTCTCACTAAATTAAAGAGACATCG

CPNrulfor CTTGGTCGCGAATGGCAATGGTAAAGAGAAATAAT
CPXholrev CCGCTCGAGTCACTAAATTAAAGAGACATCGTTC

XmalCPfor TCCCCCCGGGTACATCCTGTTAACC

CP2F5rev CTAAGCCCACTTATCAAGTTCAATTAAAGAGACATCGTTCTG
Sac2F5rev CGAGCTCTCAAGCCCACTTATCAAGTTCAATTA

Oligolfor CGACAGAACGATGTCTCTTTAATTGGTGGAGGCGGTTCAAA
GAGGATTCATATTGGTCCT

Oligolrev AGGACCAATATGAATCCTCTTTGAACCGCCTCCACCAATTA
AAGAGACATCGTTCTGTCG

Oligo2rev TGAACCGCCTCCACCAATTAAAGAGACATCGTTCTGTCG
Oligo3rev AGTAGTATAAAAAGCTCTACCAGGACCAATATGAATCCTCT
TTG

Oligo4rev CGAGCTCTCACTAAGTAGTATAAAAAGCTCTACCAG

La regione della sequenza nucleotidica che non si appaia al templato € stata sottolineata. | due primer
utilizzati per la PCR sono definiti forward (for) e reverse (rev), a seconda che siano complementari al
filamento 5'—3' 0 a quello inverso 3'—5'.

2.4.7 Appaiamento in vitro di oligonucleotidi

Due pg di oligonucleotide senso e 2 pg di oligonucleotide antisenso sono stati miscelati in
un’unica provetta da 1.5 ml in un volume finale di 40 pl di H,O bd. Per denaturare
eventuali strutture secondarie ed appaiamenti errati tra le basi degli oligonucleotidi, la
provetta ¢ stata trasferita in un bagno di acqua a 100°C per 5°, e lasciata raffreddare

lentamente a temperatura ambiente per consentire 1’appaiamento.



2.4.8 Purificazione dei frammenti ottenuti mediante PCR
I frammenti di DNA amplificati mediante PCR sono stati purificati utilizzando il kit
commerciale PCR Extraction Kit (QIAgen) secondo il protocollo raccomandato dalla casa

produttrice, e successivamente analizzati su gel d’agarosio.

2.4.9 Estrazione e purificazione di DNA da gel d*agarosio
I frammenti di DNA recuperati da gel d'agarosio sono stati purificati utilizzando il kit
commerciale Gel Extraction Kit (QIAgen) secondo il protocollo raccomandato dalla casa

produttrice.

2.4.10 Restrizioni di DNA

Il DNA plasmidico e i frammenti di DNA da clonare sono stati digeriti seguendo le
indicazioni fornite dalla ditta produttrice (New England Biolabs, UK) degli enzimi. Le
digestioni preparative di plasmide sono state effettuate utilizzando 10 pug di DNA, mentre

le digestioni analitiche sono state effettuate utilizzando 1-2 pg di DNA.

2.4.11 Reazione di defosforilazione

Per evitare la ricircolarizzazione del vettore “scarico” in seguito a ligazione, il DNA
plasmidico ristretto é stato trattato con fosfatasi alcalina che catalizza la defosforilazione
del 5 'fosfato. La reazione ¢ stata effettuata in un volume di 30 pl, utilizzando 0.5 U di
fosfatasi alcalina (Antarctic Phosphatase, NEB, UK) per 1 pug di DNA seguendo le

indicazioni della casa madre.

2.4.12 Reazione di ligazione

I plasmidi ed i frammenti di DNA da clonare, digeriti con gli opportuni enzimi di
restrizione, sono stati uniti in una provetta da 1.5 ml in un rapporto molare
plasmide:inserto di 1:6. La reazione € stata eseguita utilizzando 1’enzima T4 DNA ligasi

secondo le indicazioni fornite dalla ditta produttrice (New England Biolabs, UK).

2.4.13 Preparazione di cellule batteriche competenti ed elettroporazione

Una singola colonia é stata prelevata dopo una notte di crescita a 37°C (E. coli) 0 28°C (A.
tumefaciens) su terreno solido (LB agar), inoculata in 30 ml di terreno liquido (LB brodo)
ed incubata 16-18 ore in agitazione costante (250 rotazioni per minuto, RPM). Il giorno

successivo, 3 ml di coltura sono stati utilizzati per effettuare un inoculo in 500 ml di
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terreno liquido. La crescita batterica € stata fermata al raggiungimento di un valore ODggo
pari a 0.6 (fase esponenziale di crescita). La coltura é stata raffreddata rapidamente in
ghiaccio, trasferita in tubi di polipropilene da 500 ml e centrifugata a 9000 x g per 10’ a
4°C. Dopo la centrifugazione, il sopranatante é stato scartato e le cellule risospese in
500ml di H,O bidistillata sterile fredda e nuovamente centrifugato come descritto. Questo
passaggio e stato ripetuto 2 volte, diminuendo a ciascun passaggio la quantita di H,O
utilizzata (250 ml e 50 ml). L’ultimo precipitato cellulare ¢ stato risospeso in 1.5 ml di H,O
contenente glicerolo al 10%. Aliquote di 50 ul di sospensione cellulare sono state trasferite

in provette sterili da 1.5 ml, congelate rapidamente in azoto liquido e conservate a -80°C.

2.4.14 Elettroporazione

Le aliquote di cellule competenti sono state scongelate in ghiaccio e successivamente €
stato aggiunto il DNA da trasfettare (1 ul di prodotto di ligazione o 2-5 ng di plasmide
purificato), ¢ seguita una incubazione in ghiaccio per 2’-3’. Ciascun campione ¢ stato
trasferito in cuvette per I’elettroporazione da 2 mm (Gene Pulsar, Bio-Rad) pre-raffreddate
in ghiaccio. L’apparato per ’elettroporazione usato (Gene pulser Bio-Rad) é stato settato
con i seguenti parametri: resistenza 200Q, Potenziale elettrico 2.5 KV, Capacitanza 25 pF.
Dopo I’impulso elettrico, € stato immediatamente aggiunto 1 ml di LB a ciascuna cuvetta,
la coltura batterica elettroporata é stata trasferita in una provetta da 13 ml ed incubata a
37°C (E. coli) 0 28°C (A. tumefaciens) in lenta agitazione per un’ora. Al termine aliquote
di cellule (20ul e 100 ul) sono state piastrate su terreno selettivo (LB/agar) ed incubate a
37°C (E. coli) 0 28°C (A. tumefaciens).

2.4.15 Caratterizzazione dei ricombinanti batterici mediante PCR
La reazione di PCR applicata direttamente sulle colonie batteriche (Sandhu et al., 1989),
permette di individuare rapidamente le cellule trasformate con i vettori ricombinanti.

Le condizioni di PCR utilizzate sono:

Cicli Temperatura Tempo
1 94°C 10°
94°C 50
30 Temperatura di melting 50>
72°C 1’/Kb
1 72°C 7’

| prodotti di reazione sono stati analizzati su gel di agarosio.
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2.4.16 Minipreparazione di DNA plasmidico

Una singola colonia batterica € stata inoculata in terreno liquido (LB contenete
I’antibiotico opportuno) e incubata a 37°C in agitazione costante (250 RPM) per 16-18 ore.
Il DNA plasmidico é stato purificato utilizzando il kit commerciale QlAprep Spin Miniprep
Kit (QIAgen) secondo il protocollo fornito dalla casa produttrice.

2.4.17 Sequenziamento
Il sequenziamento del DNA plasmidico é stato eseguito dal C.R.1.B.I. (Centro di Ricerca
Interdipartimentale e di Servizi di Biotecnologie Innovative, Universita di Padova).

2.4.18 Preparazione di DNA plasmidico su larga scala

Una singola colonia batterica é stata inoculata in 3 ml di terreno liquido (LB contenente
I’antibiotico opportuno) e incubata a 37°C in agitazione costante (250 RPM) per 8 ore. Un
ml della precoltura e stato utilizzato per effettuare un inoculo di 500 ml che é stato
incubato a 37°C in agitazione (250 RPM) per 16-18 ore. 1l giorno successivo, il plasmide &
stato purificato utilizzando il kit commerciale QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QlAgen,
Germania) secondo il protocollo fornito dalla casa produttrice.

2.4.19 Preparazione dei costrutti genici per I’espressione della CP di AMCYV in pianta

Clonaggio nel vettore pBlIQ—Nef

L’RNA virale dell’ AMCYV, estratto da virioni purificati, ¢ stato retrotrascritto in cDNA e
amplificato mediante RT-PCR. La sequenza codificante per la CP (NCBI Reference
Sequence: NC_001339.1) e stata amplificata a partire dal cDNA virale utilizzando gli
oligonucleotidi CPBamHIfor e CPKpnlrev (Tabella 3). Tali oligonucleotidi hanno
permesso di aggiungere alle estremita 5’e 3’ del gene le sequenze riconosciute dagli enzimi
di restrizione BamHI e Kpnl, necessari per il clonaggio nel vettore intermedio pPGEM-Nos
(paragrafo 2.2.1, Figura 11). Utilizzando tale vettore la sequenza codificante per la CP e
stata fusa alla sequenza del terminatore Nos, ottenendo cosi il vettore pGEM-Nos-CP
(Figura 17). Successivamente il frammento di estremita BamHI e EcoRI proveniente dal
vettore pPGEM-Nos-CP ¢ stato clonato nel vettore binario pBIQ—Nef (paragrafo 2.2.1,

Figura 12) ristretto con gli stessi enzimi, ottenendo il vettore pBIQ—CP (Figura 17).
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Figura 17. Rappresentazione schematica del clonaggio del gene codificante la CP di AMC nel vettore
pBIQ-Nef. Il gene codificante per la CP di AMCV (AMCV-CP) ¢ stato clonato nel vettore intermedio
pGEM-Nos utilizzando i siti di restrizione BamHI e Kpnl, ottenendo il vettore pGEM-Nos-CP.
Successivamente, il frammento di estremita BamHI e EcoRI del vettore pGEM-Nos-CP ¢ stato clonato nel
vettore binario pBIQ-Nef ristretto con gli stessi enzimi, ottenendo il vettore pBIQ-CP.

Clonaggio nel sistema di espressione ICON

Il gene codificante la CP é stato amplificato, mediante PCR, con gli oligonucleotidi
CPNcolfor e CPEcoRIrev (Tabella 3) a partire dal vettore intermedio pGEM-Nos-CP per
aggiungere alle estremita 5’e 3’ della sequenza i siti di restrizione Ncol e ECORI necessari
per il clonaggio nel vettore pICH11599 (paragrafo 2.2.1, Figura 13). IL frammento cosi
ottenuto e stato clonato nel vettore pICH11599 ottenendo il costrutto pICH11599-CP
(Figura 18).

Ncol EcoRI

LB AHB RB

pICH11599 -CP m

Figura 18. Rappresentazione schematica della realizzazione del costrutto pICH11599-CP

Il gene codificante per la CP di AMCV ¢ stato clonata con enzimi di restrizione Ncol, EcoRI nel vettore
pICH11599.
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Clonaqgio nel sistema di espressione CPMV-HT (costituito dal vettore pEAQ-HT).

Il gene codificante la CP é stato amplificato mediante PCR, con gli oligonucleotidi
CPNrulfor e CPXholrev (Tabella 3) a partire dal vettore intermedio pGEM-Nos-CP per
aggiungere alle estremita della sequenza i siti di restrizione (Nrul e Xhol) necessari per il
clonaggio nel vettore pEAQT-HT (paragrafo 2.2.1, Figura 14) digerito con enzimi di
restrizione Nrul e Xhol.

CPMV 5’UTR CPMV 3'UTR

R W
H LB
=5 /\-»-r-r-r-»—- (e

Nrul Xhol

—

Figura 19. Rappresentazione schematica del clonaggio nel vettore pEAQ-HT. Il gene codificante per la
CP di AMCYV é stato clonato nel vettore pEAQ-HT utilizzando i siti di restrizione Ncol, Xhol.

2.4.20 Realizzazione dei costrutti chimerici

pBIQ-CP-2F5

Parte della regione codificante per la CP é stata amplificata dal plasmide pGEM-Nos-CP
(Figura 17) utilizzando gli oligonucleotidi XmalCPfor e CP2F5rev (Tabella 3). L’uso
dell’oligonucleotide CP2F5rev ha permesso di aggiungere all’estremita 3’ del gene la
sequenza di 18 nucleotidi codificante per I’epitopo lineare 2F5 (ELDKWA). La sequenza
cosi ottenuta é stata amplificata nuovamente mediante PCR utilizzando gli oligonucleotidi
XmalCPfor e Sac2F5rev (Tabella 3) con i quali ¢ stato aggiunto all’estremita 3’ del gene il
sito di restrizione Sacl. La sequenza cosi ottenuta € stata clonata nel vettore intermedio
PGEM-Nos-CP ristretto con gli enzimi Xmal e Sacl (Figura 20). Successivamente, I’intera
sequenza CP-2F5 cosi ottenuta e stata tagliata con enzimi di restrizione BamHI, EcoRI e

sostituita nel vettore pBIQ-CP, tagliato con medesimi enzimi di restrizione, si € cosi

ottenuto il costrutto pBIQ-CP-2F5 (Figura 20).
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pBIQ-CP-V3posl

La strategia per il clonaggio della sequenza codificante il loop V3 all’interno della CP in

posizione 1 ha previsto 1’utilizzo dei siti unici di restrizione (ECORV e Xmal) interni alla
sequenza della CP virale. Per effettuare il clonaggio é stato utilizzato un frammento di
DNA sintetico di 162 paia di basi contenente la fusione tra la sequenza codificante la
regione di 14 amminoacidi del peptide V3(KRIHIGPGRAFYTTC) e parte della sequenza
della CP compresa fra i 2 siti unici di restrizione EcoRV e Xmal (Figura 20). Il frammento
sintetizzato é stato clonato nel vettore intermedio pPGEM-Nos-CP utilizzando i siti unici di
restrizione ECORV e Xmal interni alla sequenza virale. Successivamente, 1’intera sequenza
CP-V3posl cosi ottenuta € stata tagliata con enzimi di restrizione BamHI, EcoRIl e
sostituita nel vettore pBIQ-CP, tagliato con medesimi enzimi di restrizione, si e cosi

ottenuto il costrutto pBIQ-CP-V3posl (Figura 20).

pBIQ-CP-V3pos3

Il costrutto contenente la sequenza V3 fusa alla CP nella posizione tre, € stato ottenuto con
una strategia simile a quella descritta per la posizione 1. 1l frammento di 358 paia di basi
contenente la fusione tra epitopo V3 e parte della CP compresa tra i siti unici di restrizione
Xmal e Sacl é stato sintetizzato. La sequenza ottenuta € stata clonata nel vettore intermedio
PGEM-Nos-CP utilizzando il sito unico di restrizione Xmal interno alla sequenza virale e il
sito Sacl, presente sul vettore. Successivamente, 1’intera sequenza CP-V3pos3 ottenuta ¢
stata tagliata con enzimi di restrizione BamHI, EcoRI e sostituita nel pBIQ-CP, tagliato
con medesimi enzimi di restrizione, si & cosi ottenuto il costrutto pBIQ-CP-V3pos3
(Figura 20).

pBIQ-CP-V3Cter

La strategia scelta per la realizzazione di questo costrutto, ha previsto I’appaiamento in
vitro (paragrafo 2.4.7) dei due oligonucleotidi sintetici Oligoldir e OligolRev (Tabella 3)
contenenti la sequenza di 48 pb codificante per il peptide V3. In seguito, il frammento a
doppio filamento ottenuto e stato utilizzato in reazioni di PCR sovrapposte (paragrafo
2.4.5, Figura 16, Tabella3) che hanno consentito di ottenere I’inserto (360 paia di basi) di
estremita Xmal e Sacl,contenente parte della CP, un peptide linker (costituito da 4 glicine e
una serina) ed il peptide V3 con estremita Sacl. La sequenza CP-V3Cter cosi ottenuta e
stata clonata nel vettore intermedio pGEM-Nos-CP, utilizzando il sito unico di restrizione

Xmal interno alla sequenza virale e Sacl, presente sul vettore (Figura 20). Infine, il
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frammento di estremita BamHI, EcoRI ottenuto dal vettore intermedio é stato clonato nel
pBIQ-CP, tagliato con medesimi enzimi di restrizione, ottenendo il costrutto pBIQ-CP-

V3Cter (Figura 20).

EcoRV Xmal Sacl
BamH| ﬂ ﬂ ﬂ Kpnl  EcoRI
pBIQ-CP-V3pos1
pBIQ-CP-V3pos3 |
pBIQ-CP-V3Cter |
pBIQ-CP-2F5 2F5 = Nos-ter
BamHI EcoRl
< e [ | eanvese E—— )
RE LB
pBIQ

Figura 20. Realizzazione dei costrutti chimerici.

La realizzazione di tutti i costrutti chimerici ha previsto un passaggio nel vettore intermedio pGEM-Nos-CP.
Il costrutto CP-V3pos1 é stato clonato utilizzando i siti per gli enzimi di restrizione EcoRV e Xmal, interni
alla sequenza della CP. | costrutti CP-V3pos3, CP-V3Cter, CP-2F5 sono stati clonati utilizzando il sito per
I’enzima di restrizione Xmal, interno alla sequenza della CP, e il sito Sacl, presente nel vettore pPGEM-Nos-
CP. Le cassette di espressione contenenti le sequenze codificanti le CP chimeriche sono state sostituite nel
vettore pBIQ-CP utilizzando i siti di restrizione BamHI-EcoRl.

2.5 Agroinfiltazioni di Piante di Nicotiana benthamiana
2.5.1 Condizioni di crescita delle piante
Le piante di N. benthamiana sono state allevate in serra ad una temperatura di 25°C con un

fotoperiodo di 16 ore di luce e 8 ore di buio.
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2.5.2 Agroinfiltazione

Piante di N. benthamiana di sei settimane sono state infiltrate utilizzando colture di
agrobatterio preparate come descritto. Una singola colonia di agrobatterio ricombinante e
stata inoculata in 20 ml di LB contenente gli antibiotici richiesti. L’inoculo batterico ¢ stato
incubato a 28°C per 12-16 ore. Le cellule batteriche sono state precipitate a 5000 x g per 5
min e risospese nel tampone per agroinfiltrazione, in modo da ottenere una densita ottica
ODgno= 0.6. Sono state utilizzate piante di ~6 settimane.

L’infiltrazione su piccola scala ¢ stata eseguita con una Siringa senza ago praticando delle
piccole ferite, con un bisturi, sulla pagina inferiore della foglia. Per I’agroinfiltrazione su
larga scala é stato utilizzato il vuoto. In dettaglio, le piante (la sola regione contenente le
foglie) vengono immerse (capovolte) in 500-1000 ml della soluzione di agroinfiltrazione e
sottoposte ad un pressione pari a 10 mm Hg utilizzando una pompa da vuoto Savant
VP190. In figura 21 é riportata una rappresentazione schematica della preparazione delle
differenti miscele di ceppi di agrobatterio ricombinante utilizzati per le agroinfiltrazioni.
Nel caso del sistema CPMV-HT dato che la sequenza codificante per I’inibitore del
silencing ¢ contenuta all’interno del vettore pEAQT-HT-CP, I’agroinfiltrazione ¢ stata
eseguita utilizzando una sola coltura di agrobatterio.

Tutti i tessuti agroinfiltrati sono stati campionati dopo 9 giorni, congelati in azoto liquido e

mantenuti a -80 °C per le successive analisi ELISA (Paragrafi 2.7.3).
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DBIOX 9 pICH17388

inibitore del
silencing ricombinasi

Figura 21. Rappresentazione schematica della preparazione delle miscele di agrobatterio
ricombinante. A) Miscela di agrobatteri ricombinanti per i vari costrutti (pBI1Q-X) e differenti inibitori del
silencing. B) Sistema ICON.

2.6 Infezione di piante di N. benthamiana con il virus AMCV

Per I’infezione sono state utilizzate piante di ~4 settimane. Due foglie per ciascuna pianta
sono state cosparse con carburo di silicio (Carborundum, VWR BDH Prolabo) e infettate
con 50 pg di virione purificato diluito in 50 pl di 0.05M tampone sodio acetato
(NaCH3COO) pH 5.0. La superficie delle foglie & stata quindi delicatamente abrasa per

favorire 1’ingresso dei virioni nelle cellule del mesofillo fogliare.
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2.7 Analisi dei tessuti agroinfiltrati

2.7.1 Estratti proteici

Gli estratti proteici sono stati ottenuti omogeneizzando i tessuti agroinfiltrati, utilizzando
un omogeneizzatore Ultra-Turrax T25 (IKA). Circa 300 mg di tessuto vegetale
polverizzato in azoto liquido sono stati trasferiti in una provetta da 2 ml contenente 300 pl
di PBS 1X addizionato con 12 ul di inibitori delle proteasi (Complete™ EDTA Free,
Roche). Il campione ¢ stato centrifugato a 20000 xg a 4°C per 30°. Il supernatante ¢ stato
trasferito in una nuova provetta e la concentrazione proteica e stata determinata mediante

saggio Bradford.

2.7.2 Quantificazione delle proteine

La concentrazione delle proteine totali presenti negli estratti vegetali & stata determinata
con il metodo di Bradford (Bradford, 1976) che si basa sulla modificazione del picco
massimo di assorbimento, della luce visibile, del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250
a seguito del legame con le proteine in soluzione. Per il saggio é stato utilizzato il kit Micro
Assay (Bio-Rad). Tutte le reazioni colorimetriche sono state lette allo spettrofotometro alla
lunghezza d’onda di 595 nm e la concentrazione dei campioni ¢ stata determinata con il
metodo dei minimi quadrati facendo riferimento ad una retta di titolazione ottenuta

utilizzando quantita crescenti di sieroalbumina bovina (BSA).

2.7.3 Saggio ELISA (enzyme-linked immunoasorbent assay)

Piastre di polistirene da 96 pozzetti (Maxisorp, Nunc) sono state incubate a 37°C con 100
ul di estratto proteico di foglie agroinfiltrate contenente 50/100 pg di proteine totali. Dopo
tre lavaggi con PBST e 2 con PBS 1X, é stata aggiunta la soluzione bloccante PBSM, e la
piastra ¢ stata incubata a 37°C per 2 h. A seconda dell’estratto proteico analizzato sono
stati utilizzati anticorpi primari e secondari differenti. In particolare sono stati utilizzati: a)
I’anticorpo monoclonale murino F8 (mAb F8), specifico per il la CP del’lAMCV
(Tavladoraki et al., 1993), diluito 1:1000 in PBSM, rilevato dall’anticorpo secondario anti-
mouse (A3562,Sigma) diluito 1:2500 in PBSM; b) I’anticorpo monoclonale umano 2F5
(mAb 2F5, EVA 3063, NIBSC Programme Eva centre for AIDS Reagents) specifico per
I’epitopo 2F5 (Purtscher et al.,1994), rilevato dall’anticorpo secondario anti-human
(A9544, Sigma) diluito 1:5000 in PBSM; c) due anticorpi monoclonali umani anti-V3
(ARP 3023 e 3024, NIBSC Programme Eva centre for AIDS Reagents) (Gorny et al.,
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1991) diluiti 1:150, in grado di riconoscere due regioni differenti, all’interno dell’epitopo
V3, rilevati dal secondario anti-human (A9544, Sigma) diluito 1:5000 in PBSM. Le
incubazioni dopo 1’aggiunta dell’anticorpo primario e secondario sono state effettuate a
37°C per 2 h e 1h rispettivamente. Come controllo negativo ¢ stato utilizzato 1’estratto
proveniente da piante non infiltrate. Come controlli positivi sono stati utilizzati: a) 300 ng
di virus AMCYV purificato; b) 8 ng del peptide contenente la sequenza dell’epitopo 2F5; ¢)
100 ng del peptide ciclizzato (EVA 7019, NIBSC Programme Eva centre for AIDS
Reagents) contenenti la sequenza dell’epitopo V3. Come soluzione di sviluppo e stato
utilizzato il substrato per la fosfatasi alcalina il p-nitrofenilfosfato (pNPP, Sigma Aldrich
P7998). La lettura é stata effettuata mediante un lettore ELISA (TECAN) a 405nm.

2.7.4 Analisi di proteine su gel di poliacrilamide

I gel di poliacrilammide sono stati preparati come descritto da Laemmli (Laemmli et al.,
1980). Prima del caricamento € stato aggiunto a ciascun campione il tampone di
caricamento. | campioni sono stati bolliti a 100 °C per 5 minuti. L’¢elettroforesi ¢ stata
condotta a 150 mV costanti nel tampone di corsa. Le proteine sono state colorate con

nitrato d’argento (paragrafo 2.7.6) o con Brillant Blue Coomassie (paragrafo 2.7.5).

2.7.5 Colorazione con Brillant Blue Coomassie

La colorazione con il colorante Brillant Blue Coomassie viene eseguita incubando il gel di
poliacrilammide nella soluzione Coomassie di lavoro per un tempo variabile dai 30 minuti
ad 1 ora a temperatura ambiente. Il gel viene successivamente incubato nella soluzione
decolorante fino alla completa rimozione del colorante in eccesso e alla contemporanea

comparsa delle bande.

2.7.6 Colorazione con nitrato d’argento (Silver Staining)

Questa colorazione si basa sul metodo di Blum (Blum et al.,, 1987) e permette di
visualizzare quantita minime di proteina, fino a circa 2 ng per singola banda. 1l gel é stato
fissato per 30’ nella soluzione di fissaggio alla quale sono stati aggiunti 50 pl di
formaldeide al 37% (HCOH 0.02% finale), lavato per due volte per 10 minuti in etanolo al
50% e lasciato per 1 minuto in 100 ml della soluzione di pretrattamento. In seguito il gel &
stato lavato per tre volte in H20 per 20 secondi, tenuto per 10 minuti in 100 ml nella
soluzione di nitrato d’argento e sviluppato nella soluzione di sviluppo fino all’intensita

desiderata. Lo sviluppo e stato interrotto mettendo il gel nella soluzione di stop.

53



2.8 Analisi al microscopio elettronico

Tutte le analisi al microscopio elettronico sono state realizzate nei laboratori del Prof.
George P. Lomonossoff (John Innes Centre, Norwich, UK). Il microscopio elettronico
utilizzato € un EM Tecnai20 FEI collegato ad una macchina fotografica digitale AMT
XR60. Per la visualizzazione, i campioni sono stati colorati con acetato di uranile al 2.0%.
Per la visualizzazione delle VLP chimeriche e non é stata utilizzata una tecnica molto
sensibile definita immunosorbent electron microscopy (ISEM). In questa metodica
I’estratto grezzo viene incubato su apposite griglie preventivamente ricoperte con
I’anticorpo specifico. Per la visualizzazione delle VLP WT ¢ stato utilizzato 1’anticorpo
monoclonale murino mAb F8 (Tavladoraki et al., 1993), mentre per le VLP chimeriche

I’anticorpo monoclonale umano mAb 2F5 (Purtscher et al.,1994).

2.9 Purificazioni di virioni e VLP

Il protocollo per la purificazione dei virioni e delle VLPs é stato adattato da Desvoyes
(Desvoyes et al., 2002). In breve, foglie infettate di N.benthamiana campionate a 7 giorni
dall’infezione o foglie agroinfiltrate campionate a 9 giorni dall’infiltrazione, sono state
triturate in azoto liquido mediante I’uso di un mortaio. Per 1’estrazione sono stati utilizzati
da 5 a 10 ml/g di 0.05M tampone sodio acetato (NaCH3COQ) pH 5.0. Il supernatante e
stato caricato su un cuscino di 2 cm di saccarosio al 40% e in seguito centrifugato a 80000
x g per 3h alla temperatura di 4°C. Il precitato cosi ottenuto é stato risospeso in tampone
sodio acetato 0.05 M pH 5.0.

2.10 Esperimenti di disassemblaggio in vitro di virioni purificati

2.10.1 Disassemblaggio in vitro

Tutti gli esperimenti sono stati condotti utilizzando 3 mg di virus purificato in tampone
0.05 M sodio acetato pH 5.0. Le incubazioni con i diversi tamponi riportati in Tabella 4
sono state eseguite mediante dialisi in cassette “Slide-A-Lyser” (Pierce) per 16-18 ore a
4°C (Michel et al., 2006). L’RNA ¢ stato precipitato mediante 1’utilizzo di sali o semplice

ultracentrifugazione a seconda del protocollo utilizzato.
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Tabella 4 Protocolli utilizzati negli esperimenti di disassemblaggio dei virioni purificati
Tampone Rimozione dell’ RNA Bibliografia

3 | 1.0M NacCl, 0.05M Tris | Mediante precipitazione: | (Ren et al., 2006)
HCL pH 7.5, 0.001M | uguale volume di 4M CacCl,,
EDTA, 0.001M DTT incubazione 15’ a 4°C, 12000
xgl5’.

4 | 0.5M NacCl, 0.1M Tris | L’RNA non ¢ stato rimosso ed | (Sorger et al., 1986)
HCI, 0.005 M EDTA | il campione é stato analizzato
pH 8.0 tal quale.

2.10.2 Cromatografia liquida ad alta risoluzione (Fast protein liquid chromatography
FPLC)

Il campione ¢ stato frazionato utilizzando una colonna Superdex™ 200 5/150 GL (GE
Healthcare) (velocita di flusso 0.3 mL/min) utilizzando lo strumento AKTA FPLC P920
(GE Healthcare). Sono state raccolte in tutto 9 frazioni del volume di 500 pl, tramite un
collettore di frazioni (FRAC-920). Il virus AMCV purificato é stato utilizzato come
controllo. Come marcatori di peso molecolare sono state utilizzate una ribonucleasi di 13.7
kDa e ovalbumina di 44.0 kDa.

2.10.3 Misure di Dynamic Light Scattering (DLS).

Le dimensioni delle particelle contenute nel campione trattato con il tampone 4 sono state
calcolate mediante spettroscopia ottica 0 DLS (Aljabali et al., 2010). Prima di effettuare
I’analisi 1 campioni sono stati filtrati utilizzando un filtro di 0.1 pm. Lo strumento ha
effettuato 10 misure ogni 10 secondi, i valori riportati rappresentano una media di 3

esperimenti consecutivi.

2.11 Realizzazione di modelli in silico

2.11.1 Realizzazione dei modelli tridimensionali della CP della wild-type e delle sue
chimere mediante Homology Modeling

Le strutture tridimensionali utilizzate come templati per la costruzione dei modelli della CP
wild-type e delle sue chimere sono state ottenute interrogando il portale che ospita la banca
dati delle macromolecole biologiche (Brookhaven Protein Data Bank, PDB) (Berman et
al., 2002). Il miglior templato e risultato essere la CP del Tomato Bushy Stunt virus

(TBSV, 2TBV.pdb) appartenente alla stessa famiglia di virus dell’AMCV, la cui struttura ¢
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stata ben caratterizzata (Harrison et al.,1978; Olson et al., 1983) e la cui CP mostra il
71,2% di identita di sequenza con la CP dell’AMCYV. Per costruire i modelli strutturali
delle CP chimeriche, oltre alla CP del TBSV, sono stati utilizzati ulteriori templati recanti
le coordinate tridimensionali degli epitopi d’interesse. In particolare 1 templati utilizzati
sono: D’epitopo 2F5 della proteina di rivestimento gp4l dellHIV-1 (1TJG(Q).pdb),
I’epitopo V3 della proteina gpl120 dell'HIV-1  riconosciuto dall'anticorpo umano
monoclonale neutralizzante Fab 447-52D (1Q1J(Q).pdb, 1NIZ(A).pdb) e dallanticorpo
umano monoclonale neutralizzante Fab 50.1 (1GGI(P).pdb). Le sequenze sono state
allineate mediante CLUSTALW (Thompson et al., 1994) e i modelli sono stati generati
mediante Modeller v 9.4 (Fiser and Sali 2003).

Per ogni CP wild-type e chimerica € stato chiesto a Modeller di generare 30 modelli. Di
ogni modello e stata valutata la stereochimica mediante PROCHECK e la qualita
energetica mediante il potenziale statistico DOPE (Discrete Optimized Protein Energy)
fornito da Modeller. La similarita e 1’accuratezza strutturale sono state calcolate misurando
la root mean square deviation (rmsd, deviazione quadratica media) tra gli atomi Co del

modello ottenuto con gli atomi Ca della struttura del templato TBSV.

2.11.2 Realizzazione dei modelli in silico delle VLP

Le particelle simil-virali sono state realizzate applicando alle singole CP dell’AMCYV la
matrice di coordinate roto-traslazionale che corrisponde a T=3, ottenuta dalla banca dati
dei virus icosaedrici (VIPERdb) (URL.: http://viperdb.scripps.edu).

2.11.3 Analisi della superficie accessibile al solvente e dei contatti molecolari della
VLP

Per individuare i siti adatti all'inserimento dell'epitopo V3, la struttura della VLP wild-type
dellAMCV e stata analizzata nel dettaglio. L'accessibilita al solvente dei residui
amminoacidici della particella virale e stata calcolata mediante algoritmi implementati in
WHAT-IF (Vriend et al., 1990) (ACCESS) che si basano sull'uso di una sonda sferica con
un raggio pari a 1.4 A, paragonabile a quello di una molecola di acqua. Vengono
considerati accessibili al solvente quegli atomi la cui superficie di Van der Waals viene
toccata dalla sonda che & stata fatta scorrere lungo la superficie della particella. I contatti
atomici instaurati da residui appartenenti a diverse CP ed importanti per la stabilita
dell'intera particella simil-virale sono stati calcolati utilizzando algoritmi presenti in
WHAT-IF (ANACON).
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Appendice A: Terreni

LB:

triptone 1%
estratto di lievito  0.5%
NaCl 1%
LBA (LB agar):

Agar 1.5%
LB

Tutti i terreni sono autoclavati a 121°C, per 15 minuti.

Soluzione per agroinfiltrazione
MES pH 5.5 10 mM

MqgCl, 10 mM

filtrata con filtri sterili da 0,22 pum.

Appendice B: Soluzioni
Soluzioni per DNA e RNA

Acido etilendiaminotetracetico (EDTA) 0.5 M pH8.0

Na2 EDTA 05M

pH 8

Tris HCI 1MpH75
Tris Base 1M

Portare a pH 7.5 con HCI

Souzione di caricamento per DNA

glicerolo 30 %

bromofenolo blu (BFB) 0.1%

xilene cianolo 0.1%

TAE 50x

Tris Base 2M

acido acetico glaciale 57%

EDTA 0.5MpH 8 50 mM

Tampone di eluizione e mantenimento del DNA (TE)
TrisHCI pH 7.5 10 mM
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EDTA pH8.0 1 mM

TBE 10x

Tris Base 0.9M
Acido borico 0.9M
EDTAO05MpHS8 20 mM
H20 DEPC 0.1%
Tampone di denaturazione per RNA
Formamide deionizzata 50%
Formaldeide 5%
MOPS 1X

Etido-Bromuro (EtBr) 1mg/ml
H20 DEPC

Tampone di caricamento per RNA
Glicerolo 30%
Bromofenolo-blue 1%
H20 DEPC 0.1%

Soluzioni per proteine
Tampone di corsa 5 X
Tris Base 120 mM

Glicina 1M

SDS 0.5%

Tampone di caricamento per proteine 5x
Tris-HCI 1M pH 6.8 50 mM
Glicerolo 8 %
SDS 1.6 %
2- mercaptoetanolo 4%
Bromofenolblu 0.1%
Soluzione di fissaggio/stop
Metanolo 50%
Acido acetico glaciale 12%

Soluzione stock di tiosolfato di sodio
Na,S,03 x 5 H,0O 0.6 M
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Soluzione di pretrattamento

Na»S,03X5H,0 2mM
Soluzione di Nitrato d’argento
AgNO3 15 mM
HCOH 0.03%
Soluzione di sviluppo

Na,COs 200 mM
Na»S;03X5H,0 40 uM
HCOH 0.02%
PBS 10x

NaCl 1.3 M

Na,HPO, x 12 H20 70 mM
NaH,PO4 x H20 30 mM

pH 7.3

PBST

Tween 0.1%
PBS10X 1X

Soluzione bloccante (PBSM)

Latte scremato in polvere 5%

PBS 10X 1X
Tampone di lavaggio

PBS 10x 1X
Tween 0.1%
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CAPITOLO 3
RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1 Preparazione dei costrutti per I’espressione transiente della CP del’AMCV

Allo scopo di ottimizzare 1’espressione della proteina del capside (CP) dell’AMCYV, il gene
cp € stato clonato in tre differenti sistemi d’espressione transiente. Come descritto in
dettaglio nel capitolo Materiali e Metodi, i sistemi di espressione presi in considerazione
sono stati quello messo a punto dall’ICON Genetics (Marillonet et al., 2004; Marillonet et
al., 2005), il CPMV-HT (Sainsbury et al., 2008). Inoltre & stato valutato 1’effetto di tre
diversi inibitori del silencing post-trascrizionale, p19AMCYV, p19TBSV e p25PVX, le cui
sequenze sono contenute rispettivamente nei vettori pBIQ-p19, pBin61-p19, pBin61-p25
(Figura 22) utilizzati in co-agroinfiltrazione con il vettore pBIQ-CP, messo a punto nel

nostro laboratorio (Marusic et al., 2007).
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Sistema CPMV-HT (pEAQT-HT-CP )

LB AttP RB
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Figura 22. Rappresentazione schematica delle agroinfiltrazioni effettuate

Nel riquadro rosso (in alto) sono riportate le combinazioni di colture di agrobatteri ricombinanti utilizzate per
valutare I’effetto di tre diversi inibitori del silencing (p19TBSV, p25PV X, p19AMCYV). pBIQ-CP/p19AMCV
pBIQ-CP/pl9TBSV, pBIQ-CP/p25PVX: : tre differenti miscele di agrobatteri recanti tutte il vettore pBIQ-
CP in combinazione con le colture contenenti rispettivamente i vettori pBin61-p19, pBin61-p25, pBIQ-p19.
Nel riquadro verde (centrale) ¢ schematizzata 1’agroinfiltrazione realizzata con sistema CPMV-HT (pEAQT-
HT)mentre nel riquadro giallo (in basso) quella con il sistema ICON (costituito dai vettori pICH11599-CP e
pICH17388, i due pro-vettori si assemblano all’interno della cellula ospite grazie ad una ricombinasi sito-
specifica situata su di un terzo pro-vettore).
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3.2 Espressione transiente della CP

Al fine di valutare quale fosse il sistema d’espressione in grado di fornire il piu alto livello
di CP, piante di N. benthamiana (di sei settimane) sono state agroinfiltrate utilizzando le
combinazioni riportate in figura 22. Per individuare il picco di espressione, le foglie sono
state campionate a 3, 5, 7 e 9 giorni dopo I’infiltrazione (dpi) e I’estratto proteico ¢ stato
analizzato mediante saggio immunoenzimatico (ELISA).

3.2.1 Valutazione dell’effetto di tre diversi inibitori del silencing sui livelli
d’espressione della CP

Per valutare e confrontare 1’effetto di tre diversi inibitori del silencing, pl19AMCYV,
pl9TBSV, p25PVX, sono stati analizzati e confrontati gli estratti di foglie provenienti da
piante agroinfiltrate utilizzando le combinazioni pBIQ-CP/p19TBSV, pBIQ-CP/p25PVX e
pBIQ-CP/p19AMCYV (Figura 22).

I campioni prelevati a tempi diversi (3, 5, 7, 9 dpi) sono stati analizzati mediante saggio
ELISA utilizzando I’anticorpo monoclonale murino mAb F8 specifico per la CP
dell’AMCYV in conformazione nativa (Tavladoraki et al., 1993). I risultati indicano che la
co-infiltrazione con i tre diversi inibitori del silencing aumenta, come atteso, i livelli di
espressione della CP a 9 dpi rispetto all’infiltrazione con il solo pBIQ-CP (Figura 23). Un
confronto tra le tre diverse combinazioni (pBIQ-CP/p19AMCYV, pBIQ-CP/pl9TBSV,
pBIQ-CP/p25PVX) evidenzia che livelli di espressione della CP ottenuti con pl19AMCV e
pl9TBSV sono leggermente piu elevati rispetto a quelli ottenuti utilizzando 1’inibitore del
silencing p25PVX (Figura 23). Per questa ragione € stato deciso effettuare un ELISA
quantitativo per valutare in termini di percentuale di espressione della CP rispetto alle
proteine totali solubili (% TSP) l’incremento dovuto all’aggiunta della pI9AMCV. 1
risultati hanno evidenziato che la co-infiltrazione con la pl19AMCYV determina un aumento
di circa tre volte dell’espressione transiente della CP, passando da un valore dello 0.5%
TSP a quello dell’ 1.5% TSP (Circelli et al., 2010).

Questo risultato non sorprende visto che gli effetti positivi della p19TBSV sull’espressione
transiente in pianta sono noti da tempo (Voinnet et al., 2003). Inoltre, i risultati ottenuti
sono in accordo con quanto gia osservato in studi condotti sull’espressione transiente della
proteina Nef del virus HIV-1 in pianta (Lombardi et al., 2009), dove ¢ stato evidenziato
che I’incremento, statisticamente significativo, dell’espressione ottenuto impiegando gli
stessi inibitori del silencing (p19AMCYV, p19TBSV e p25PVX) era rispettivamente di 4.4,
3.0 e 2.2 volte.
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Sulla base delle indicazioni sperimentali e considerato che la p19AMCYV e stata clonata e
caratterizzata nel nostro laboratorio (Lombardi et al., 2009), si € deciso di utilizzare la
combinazione pBIQ-CP/p19AMCV nel confronto con gli altri sistemi di espressione
(CPMV-HT e ICON).

2,2 4

1,8 -
1,6 -
1,4 -

1,2 -
03 dpi

OD 405 nm

0,8
0,6
0,4

O5dpi
| 7 dpi
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Figura 23. Analisi dell’effetto di diversi inibitori del silencing sull’espressione della CP del’AMCYV.

I livelli di espressione della CP nei campioni prelevati a diversi dpi (3, 5, 7, 9), sono stati valutati mediante
saggio ELISA utilizzando il mAb F8, specifico per la CP dell’AMCYV in conformazione nativa.

pBIQ-CP: estratto di foglie agroinfiltrate con il solo costrutto pBIQ-CP; pBIQ-CP /p19AMCV: estratto di
foglie agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP/p19AMCYV; pBIQ-CP/pl19TBSV: estratto di foglie
agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP/pl19TBSV; pBIQ-CP/p25PVX: estratto di foglie agroinfiltrate
con la combinazione pBIQ-CP/p25PVX; C+: 200 ng di virus AMCV purificato.C-: estratto di foglie non
agroinfiltrate. Gli estratti proteici totali sono stati normalizzati rispetto al contenuto di proteine totali solubili.
I valori di OD4gs sono la media (£ D.S.) di quelli ottenuti in tre esperimenti indipendenti.

3.2.2 Confronto tra differenti sistemi di espressione

Per stabilire se la combinazione pBIQ-CP/p19AMCYV (Figura 22) fosse quella piu idonea
per ottenere il massimo livello di espressione transiente della CP, si & proceduto al
confronto con i due sistemi di espressione ICON e CPMV-HT (Capitolo Materiali e
Metodi 2.2.1) ottenuti in concessione dalla ICON Genetics e dalla PBL Technology

rispettivamente.
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Le agroinfiltrazioni di piante N.benthamiana, sono state eseguite come descritto (Capitolo
Materiali e Metodi paragrafo 2.5.2). Le foglie agroinfiltrate sono state campionate a 5, 7 e
9 dpi. Gli estratti proteici sono stati analizzati mediante saggio ELISA utilizzando
I’anticorpo monoclonale mAb F8. In figura 24 ¢ riportato 1’istogramma relativo al
confronto tra i sistemi pBIQ-CP/p19AMCYV e CP-Sistema ICON. 1 risultati indicano
chiaramente che i livelli di espressione utilizzando la combinazione pBIQ-CP/p19 AMCV

sono significativamente piu elevati di quelli ottenuti con il CP-Sistema ICON.
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Figura 24. Confronto tra CP-Sistema ICON e pBIQ-CP/p19AMCV.

I livelli di espressione della CP nei campioni prelevati a diversi dpi (5, 7, 9), sono stati valutati mediante
saggio ELISA utilizzando il mAb F8, specifico per la CP dell’AMCYV in conformazione nativa. C+: 200 ng
di virus AMCV npurificato. C-: estratto di foglie non agroinfiltrate. Gli estratti proteici totali sono stati
normalizzati rispetto al contenuto di proteine totali solubili. I valori di OD g5 sono la media (x D.S.) di quelli
ottenuti in tre esperimenti indipendenti.

Infine e stato effettuato il confronto del nostro sistema (pBIQ-CP/pl9AMCYV) con il
sistema CPMV-HT-CP (Figura 22). Anche in questo caso, gli estratti di foglie agro
infiltrate e campionate a 5, 7, 9 dpi, sono stati analizzati mediante saggio ELISA. I risultati
sono mostrati in figura 25. A differenza di quanto riscontrato per il sistema ICON, in
questo caso i livelli di espressione della CP ottenuti con i due sistemi non differiscono
significativamente. Infatti, a parita di contenuto proteico totale sono stati registrati valori di
ODyos5 di 2 e 1,8 nei campioni di foglie prelevati a 9 dpi e infiltrate rispettivamente con

pBIQ-CP/p19AMCYV e CPMV-HT-CP.

08 - B oBIQ-CP/p19 AMCY
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Figura 25. Confronto tra i sistemi di espressione CPMV-HT-CP e pBIQ-CP/p19AMCV.

I livelli di espressione della CP nei campioni prelevati a diversi dpi (5, 7, 9), sono stati valutati mediante
saggio ELISA utilizzando il mAb F8, specifico per la CP dell’AMCYV in conformazione nativa. C+: 200 ng
di virus AMCV purificato.C-: estratto di foglie non agroinfiltrate. Gli estratti proteici totali sono stati
normalizzati rispetto al contenuto di proteine totali solubili. I valori di ODg4g5 sono la media (x D.S.) di quelli
ottenuti in tre esperimenti indipendenti.

Il basso livello di espressione ottenuto con CP-Sistema ICON potrebbe essere dovuto al
fatto che in questo caso la trascrizione e traduzione del gene di interesse si realizza soltanto
quando all’interno della stessa cellula si ha la presenza contemporanea dei tre componenti
necessari (i due pro-vettori 3’-5’ e il vettore che porta il gene per la ricombinasi)
(Marillonet et al., 2004). Inoltre & noto che le condizioni di agroinfiltrazione
(concentrazione di agrobatterio) ed i tempi scelti per il campionamento quando si utilizza il
sistema ICON, devono essere calibrati sulla proteina d’interesse. Infatti, nei vari lavori
pubblicati i protocolli di agroinfiltrazione utilizzati non sono mai gli stessi ed in particolare
le concentrazioni di agrobatterio utilizzate e il tempo di rilevamento del picco di
espressione variano notevolmente (Marillonet et al., 2005; Santi et al., 2006). | risultati
ottenuti con il CPMV-HT-CP non sorprendono, visto che questo sistema sfrutta 1’utilizzo
della p19TBSV per incrementare i livelli di espressione, in maniera del tutto analoga al
pBIQ-CP/p19AMCYV messo a punto nel nostro laboratorio.

Sulla base dei risultati ottenuti, la successiva produzione su larga scala, sia della CP wild
type (WT) che delle CP chimeriche, e stata effettuata co-agroinfiltrando piante di

N.benthamiana con la combinazione pBIQ-CP/p19AMCV.
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3.3 Purificazione delle VLP e analisi al microscopio elettronico

Il saggio ELISA effettuato utilizzando 1’anticorpo monoclonale mAb F8 ha consentito di
stabilire che la CP si esprime in pianta in conformazione nativa. Tuttavia questo tipo di
analisi non fornisce alcuna indicazione riguardo ’eventuale assemblaggio di VLP. Per
questa ragione, dopo aver eseguito un’agroinfiltrazione su larga scala (Capitolo Materiali e
Metodi paragrafo 2.5.2), si e proceduto alla purificazione delle VLP da tessuti infiltrati
mediante cuscino di saccarosio (Capitolo Materiali e Metodi paragrafo 2.9). Il campione
ottenuto é stato analizzato mediante microscopia elettronica a trasmissione. La colorazione
con acetato di uranile ha rivelato la presenza di particelle simil-virali (Figura 26B) di
dimensioni e morfologia del tutto simile ai virioni di AMCV purificati da foglie infette
(Figura 26A).

| risultati riportati dimostrano per la prima volta che la CP dell’AMCYV espressa per via
transiente in pianta & in grado di autoassemblarsi in VLP. Infatti, nonostante siano stati
pubblicati lavori condotti sulla CP del TSBV (appartenente alla stessa famiglia e genere
del’AMCYV) e sulla caratterizzazione delle VLP generate da mutanti per delezione della
CP e CP chimeriche, tutti gli studi sono stati fatti in cellule di insetto (Hsu et al., 2006;
Kumar et al., 2009).

30 nm

Figura 26. Fotografia al microscopio elettronico.
A) Particelle virali di AMCV; B) VLP WT ottenute mediante purificazione su cuscino di saccarosio.

3.4 Scelta degli epitopi dell’HIV-1 per la creazione delle VLP chimeriche
Le proteine strutturali dell’involucro virale dell’HIV sono considerate degli ottimi
candidati per lo sviluppo di un vaccino ricombinante, poiché sono in grado di indurre la

produzione di anticorpi neutralizzanti, in grado di bloccare il virus nelle primissime fasi
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dell’infezione. La nostra attenzione si é focalizzata su due epitopi molto conservati in
diversi isolati, situati sulle glicoproteine gp4le gp120 dell’involucro esterno di HIV-1. In
particolare, sono stati selezionati 1’epitopo lineare 2F5, costituito da una sequenza di 6
amminoacidi (ELDKWA), situato nella regione prossimale della gp4l (Muster et al.,
1993), riconosciuto dall’anticorpo monoclonale umano neutralizzante 2F5 (Purtscher et
al.,1994) e una porzione del loop V3, regione della gp120 in grado di interagire con le
molecole di superficie della cellula target (Huang et al.2005) (Figura 27).

Viral membrane

Figura 27. Modello dell’involucro virale di HIV-1 in cui sono mostrate la posizione degli epitopi
riconosciuti da anticorpi neutralizzanti mAbs. | tre monomeri di gp120 sono rappresentati in blu, la gp41
in verde. Cerchiati in rosso 1’epitopo 2F5 e il loop V3. (adattata da Burton et al., 2004)

Il loop V3 e una regione di circa 30-35 aminoacidi, ma ¢ noto che la sequenza “core” in
grado di stimolare una risposta immunitaria neutralizzante pud essere ristretta a 14
aminoacidi (KRIHIGPGRAFYTT), contenente due epitopi neutralizzanti conservati
(KRIHI e HIGPGR) (Huang et al.2005).

L’epitopo 2F5 ¢ stato oggetto di studio nel nostro laboratorio (Marusic et al., 2001). In
questo lavoro, la fusione del 2F5e all’estremita N-terminale della CP del virus X della
patata (PVX) ha consentito la produzione di particelle virali chimeriche (CVP) che
esponevano sulla loro superficie il peptide immunogenico. L’immunizzazione di modelli

murini con le CVP (purificate da tessuto fogliare infetto) sia per via intraperitoneale che
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intranasale ha indotto una risposta anticorpale neutralizzante sia in topi normali che
umanizzati (Hu-PBL-SCID) (Marusic et al., 2001).

Nonostante gli eccellenti risultati, ’utilizzo di CVP, quindi di particelle capaci di replicarsi
solleva notevoli problemi di impatto ambientale e biosicurezza (Sainsbury et al., 2010), da
qui I’esigenza di sviluppare sistemi di presentazione di epitopi immunogenici alternativi e

piu sicuri come le VLP.

3.5 Elaborazione dei modelli in silico

Questa parte della tesi e stata concepita e coordinata dalla Dr.ssa Caterina Arcangeli
dell’ENEA. L’elaborazione del modello bioinformatico della VLP wild type e stata di
fondamentale importanza per I’individuazione di siti, all’interno della CP virale, utili per
I’inserimento delle sequenze eterologhe (epitopi d’interesse) senza perturbare il corretto
assemblaggio delle particelle simil-virali. La realizzazione dei modelli ¢ stata eseguita
utilizzando un approccio computazionale noto come structure-based design. In questo tipo
di studi la conoscenza della struttura terziaria di una proteina riveste un’importanza
fondamentale. Infatti, il disegno computazionale € possibile qualora si disponga di dati
strutturali riguardanti la proteina d’interesse o in alternativa di proteine simili. Nel nostro
caso, poich¢ la CP del’AMCV non ¢ stata ancora cristallizzata, si ¢ proceduto alla
predizione della struttura terziaria della proteina partendo dalla sua sequenza
amminoacidica seguendo un approccio noto come homology modeling. Questa strategia
consente la determinazione della struttura terziaria di una proteina X (proteina target),
utilizzando come riferimento una proteina omologa a struttura nota (proteina templato). La
ricerca in banca dati di proteine del capside di altri Tombusvirus, la cui struttura fosse stata
determinata ad alta risoluzione, e il successivo allineamento hanno mostrato che la
sequenza con la somiglianza piu elevata appartiene alla CP del TBSV con il 71,2% di

identita sull’intera sequenza amminoacidica della CP (Figura 28).
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Figura 28. Allineamento di sequenze amminoacidiche.
In figura ¢ riportato I’allineamento delle sequenza amminoacidi che delle proteine del capside del TBSV
(2tbsv) e del’AMCV (amcv). In nero sono evidenziati gli amminoacidi conservati tra le due sequenze.

Nell’elaborazione del modello in silico si & tenuto conto del fatto che ’AMCYV ¢ un virus
icosaedrico con simmetria T=3 (Figura 29A, 29B), in cui la subunita asimmetrica (asCP), &
formata da molecole di CP che sebbene identiche assumono tre differenti strutture
tridimensionali (A, B, C) (Figura 29C). Al fine di costruire il modello della asCP é stato
effettuato 1’allineamento della CP del TBSV con la CP del’AMCV in ognuna delle tre
conformazioni A, B e C (dati non mostrati).
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Figura 29. Rappresentazione schematica di un virus icosaedrico con simmetria T=3.

A) Icosaedro con simmetria T=3: l'icosaedro & un oggetto simmetrico costituito da venti triangoli equilateri, o
facce equivalenti che sono messe tra di loro in relazione mediante operazioni di simmetria. Le facce o tessere
triangolari, hanno tre assi di simmetria (tre rotazioni) e percio dato che ci sono venti tessere il numero totale
di unita di un icosaedro ¢ 20 x 3 = 60. Queste unita sono chiamate subunita asimmetriche, percid un
icosaedro, e di conseguenza un virus con simmetria icosaedrica, & costituito da 60 unita asimmetriche.
Quindi sono richieste almeno 60 proteine per formare un rivestimento virale con simmetria icosaedrica. In
generale un capside formato soltanto da 60 proteine risulta piccolo per contenere tutta 1’informazione
genetica necessaria al virus. Per mantenere la simmetria icosaedrica e formare dei virioni piu grandi 1’unico
sistema € aumentare il numero di subunita all’interno dell’unita asimmetrica. Dato che il numero delle unita
asimmetriche € 60, il numero totale delle subunita (proteine) deve essere un multiplo di 60. Questo multiplo &
chiamato numero di Triangolazione, T. Spesso ci si riferisce alla struttura dei virus icosaedrici in termini del
loro numero di triangolazione; T = 3 implica che il numero di sub-unita del capside icosaedrico sia 60 x 3 =
180. B) Tre subunita identiche A, B e C formano la struttura di base, la subunita asimmetrica. C) le tre
catene polipeptidiche identiche A, B e C adottano tre strutture tridimensionali differenti quando
interagiscnono per formare I’unita asimmetrica..

Utilizzando il programma Modeller v 9.4 (Fiser and Sali 2003) sono stati generati 30
modelli della asCP. La similarita e I’accuratezza strutturale tra la subunita asimmetrica del
TBSV (templato) e quella dell’AMCYV (target) sono state valutate considerando i valori di
root mean square deviation (rmsd, deviazione quadratica media) che misura la distanza
media tra gli atomi delle strutture sovrapposte e considerando che valori di rmsd < 1
indicando modelli accettabili.

I risultati ottenuti sono riportati nel grafico in figura 30, dove i numeri in ascissa indicano i
30 modelli e in ordinata é riportato il valore di rmsd. Tutti i modelli elaborati, tranne due, i
n° 4 e 16, hanno mostrato valori piuttosto bassi di rmsd (Figura 30), a causa della grande

somiglianza tra la struttura templato e quella target.
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Figura 30. Rappresentazione grafica dei valori di rmsd dei 30 modelli di asCP.
Valori di rmsd espressi in nm (in ordinata) calcolati dal programma Modeller per ognuno dei 30 modelli
elaborati (numeri da 1 a 30 in ascissa).

Il modello dell’intera VLP (Figura 31) é stato realizzato utilizzando la asCP nella
conformazione geometrica ottenuta dal modello n° 2 (rmsd <0.6 nm), utilizzando il
database dei virus icosaedrici (VIPERdD).

AMCV TBSV

Figura 31. Modelli in silico delle VLP. AMCV: modello della VLP WT dell’AMCV; TBSV: modello della
VLP del TBSV depositata nel database dei virus icosaedrici (http://viperdb.scripps.edu/).

3.5.1 Sviluppo di modelli di VLP chimeriche

I modelli strutturali delle VLP chimeriche che espongono gli epitopi di interesse sono stati
realizzati in maniera analoga a quanto fatto per la VLP WT.

I primi ad essere realizzati sono stati i modelli delle VLP che espongono il loop V3 della
gp120. Per comprendere il lavoro svolto e necessario ricordare che ogni singola proteina
del capside é costituita da tre domini strutturali: un dominio R interno, disordinato nella

struttura, una regione (a) che connette R con il dominio S, che forma il rivestimento virale,
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ed infine il dominio P rivolto verso 1’esterno del virione (Figura 32A). Le caratteristiche
strutturali del dominio P (presenza di loops) sono risultate di fondamentale importanza per
ottenere particelle chimeriche che espongono sulla loro superficie peptidi immunogenici
(Olson et al., 1983). In particolare, avendo scelto un epitopo di 14 aminoacidi con
conformazione a loop, si e pensato di sfruttare i loops del dominio P della CP come
possibili siti d’inserzione.

Per individuare possibili siti d’inserzione, € stata eseguita un'accurata analisi strutturale
dell'intera VLP WT. In particolare prendendo in considerazione parametri fisici e
strutturali, sono stati selezionati residui aminoacidici in cui la sequenza della CP poteva

\

essere interrotta. Per quanto riguarda i parametri fisici ¢ stata valutata 1’accessibilita al
solvente che ¢ indicativa della esposizione verso I’esterno di una data regione della
proteina mentre considerando la funzione strutturale sono stati esclusi tutti i residui
aminoacidici coinvolti nelle interazioni tra le asCP e quelli implicati nella formazione di
strutture secondarie ritenute fondamentali per la stabilita della VVLP.

Questo tipo di analisi in silico ha consentito I’individuazione di 5 putativi siti di

inserimento del loop V3 all’interno della CP (Figura 32B).
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Figura 32. Domini strutturali della CP di AMCV.

A) Domini strutturali della CP del TBSV: partendo dall’estremita N-terminale troviamo il dominio R
(Random, R) interno, disordinato nella struttura che contiene siti di legame con I’RNA virale, una braccio
(arm, a) che connette il dominio R con il dominio S (Shell, S), il quale forma il pavimento del capside virale,
ed infine il dominio P (Protruding, P) che sporge verso I’esterno del capside; B) I possibili siti per
I’inserzione dell'epitopo V3 nel dominio P sono indicati con i numeri da 1 a 5. C-term: C-terminale.

Per ognuno dei 5 siti individuati sul dominio P, sono stati ottenuti 30 modelli come

descritto nel capitolo Materiali e Metodi (Paragrafo 2.11). Le cinque chimere prodotte in
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silico sono state denominate V3posl, V3pos2, V3pos3, V3pos4, V3poss (Figura 33). La
probabilita di successo sperimentale di ciascuno dei 5 putativi siti d’inserzione ¢ stata
valutata prendendo come riferimento i valori di rmsd. L'introduzione del peptide V3 in
posizione 1 (V3posl) (Figura 33) dovrebbe essere totalmente sfavorita come evidenziato
dal fatto che il programma fallisce nella elaborazione di ben 27 su 30 modelli richiesti (dati
non mostrati). La posizione 2 (V3pos2) sembra avere probabilita di successo leggermente
superiori a quelle calcolate per la posizione 1 (14 modelli elaborati su 30 richiesti).
Tuttavia tutti i modelli ottenuti mostrano valori molto alti di rmsd (> di 5.5 nm), indicando
che tali modelli si discostano molto dal templato di partenza. L.’ inserimento nella posizione
3 consente di ottenere ben 21 su 30 dei modelli (V3pos3) richiesti ma in questo caso 17
presentano valori di rmsd accettabili. | risultati ottenuti per la posizione 4 (V3pos4)
indicano che dei 23 modelli costruiti, 11 presentano valori di rmsd accettabili, mentre i
rimanenti 12 modelli hanno valori superiori a 5.0 nm. La posizione 5 (V3pos5) e quella per
cui e stato possibile elaborare il maggior numero di modelli (26 su 30), tuttavia la maggior
parte (24 su 26) hanno valori di rmsd inaccettabili (> 5.0 nm). In conclusione, i risultati
ottenuti evidenziano che I’inserimento del loop V3 dovrebbe essere assolutamente
sfavorito nella posizione 1, mentre la posizione 3 avrebbe la piu alta probabilita di
successo (Figura 33).

Poiché in letteratura era gia stata riportata la fusione del peptide V3 all’estremita C-
terminale della CP del TBSV (Joelson et al. 1997), si e pensato di realizzare anche un sesto
modello inserendo il loop V3 all’estremita C-terminale della proteina virale (V3-Cter
Figura 33). Anche in questo caso, é stato chiesto al programma Modeller di realizzare 30
modelli della VLP chimerica (V3Cter, Figura 33). Per questa posizione Modeller € riuscito

a realizzare i 30 modelli richiesti dei quali soltanto 2 hanno valori di rmsd > 1.0 nm.
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Figura 33. Modello delle VLP chimeriche che espongono il loop V3.

I sei modelli realizzati in silico sono stati denominati VV3posl, V3pos2, V3pos3, V3pos4, V3pos5 e V3Cter,
dove con posl-5 sono indicati i modelli delle VLP realizzati inserendo il peptide V3 nelle posizioni 1-5 del
dominio P (Figura 32B). V3-Cter € il modello realizzato fondendo il peptide V3 all’estremita C-terminale
della CP. Il peptide V3 ¢ stato evidenziato in giallo.

Per la costruzione del modello della VLP che espone 1’epitopo lineare 2F5 (ELDKWA)
della gp41l, é stato scelto come sito utile per la fusione alla CP I’estremita C-terminale.
Anche in questo caso, ¢ stato chiesto al programma Modeller di realizzare 30 modelli della
VLP chimerica (VLP-2F5, Figura 34). | valori di rmsd (< 0.8 nm) di 24 dei 30 modelli
ottenuti indicano che la fusione dell’epitopo all’estremita C-terminale della CP consente
alla VLP chimerica di mantenere una struttura simile al templato e di conseguenza non

dovrebbe interferire con 1’assemblaggio e la stabilita della VVLP.

Figura 34. Modello della VLP-2F5.
In giallo sono indicati gli epitopi 2F5 esposti sulla superficie della VVLP.
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3.6 Realizzazione dei costrutti per ’espressione delle CP chimeriche

Sulla base delle indicazioni fornite dall’analisi bioinformatica, sono stati realizzati alcuni
costrutti per verificare la concordanza tra risultati in silico e la sperimentazione in vivo. Per
quanto riguarda le VLP chimeriche che espongono il loop V3 sono stati realizzati due
costrutti che hanno previsto la fusione del peptide immunogenico in posizione 1 e 3 del
dominio P della CP (Figura 33, V3posl e V3pos3) e per le quali la previsione era
rispettivamente di bassa e alta probabilita di successo. Inoltre, e stato preparato un terzo
costrutto in cui il loop V3 e stato fuso all’estremita C-terminale della CP (Figura 33, V3-
Cter).

Per quanto riguarda 1’epitopo 2F5 ¢ stato il costrutto, in cui la sequenza esogena
(ELDKWA) ¢ stata fusa all’estremita C-terminale della CP.

Le mappe dei quattro costrutti sono riportate in figura 35, mentre i dettagli tecnici per la

loro realizzazione é descritta nel capitolo Materiali e Metodi (Paragrafo 2.4.20).
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Figura 35. Mappe dei costrutti realizzati per I’espressione delle VLP chimeriche in pianta.
pBIQ-CP-V3posl, pBIQ-CP-V3pos3 e pBIQ-CP-V3Cter: costrutti contenenti le sequenze codificanti per le
CP chimeriche in cui il peptide V3 ¢ stato inserito rispettivamente nelle posizioni 1, 3 del dominio P e
all’estremita C-terminale della CP. pBIQ-CP-2F5: costrutto contenente la sequenza codificante la CP
chimerica in cui il peptide 2F5 ¢ stato fuso all’estremita C-terminale della CP.

3.7 Espressione transiente delle CP chimeriche

Allo scopo di valutare I’espressione delle CP chimeriche e 1’eventuale formazione di VLP
si e proceduto all’agroinfiltrazione di foglie di N. benthamiana utilizzando il sistema di
espressione basato sull’uso dell’inibitore del silencing p19AMCYV messo a punto nel nostro
laboratorio (Lombardi et al., 2009).

3.7.1 Analisi dell’espressione della CP-2F5
L’espressione delle CP chimeriche che espongono il peptide 2F5 é stata verificata
inizialmente tramite saggio ELISA degli estratti proteici ottenuti da campioni di foglie

agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP-2F5/p19AMCYV e campionate a 9 dpi. Gli
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estratti sono stati analizzati sia con 1’anticorpo monoclonale murino mAb F8, diretto contro
la CP del’AMCYV (Tavladoraki et al., 1993), che con il monoclonale umano mAb 2F5

specifico per I’epitopo di HIV (Purtscher et al.,1994). | risultati ottenuti con il mAb F8

indicano che la proteina chimerica mantiene le caratteristiche strutturali della CP nativa

(Figura 36A). Il riconoscimento da parte del mAb 2F5 (Figura 36B) evidenzia che

I’epitopo 2F5 ¢ presente e ben esposto sulla CP chimerica.
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Figura 36. Espressione della CP chimerica che espone I’epitopo 2F5.

L’espressione della CP-2F5 ¢ stata verificata mediante saggio ELISA di estratti da tessuti agroinfiltrati e
campionati a 9 dpi. A) Analisi degli estratti con il mAb F8; B) Analisi degli estratti con il mAb 2F5. CP-wt:
estratto di piante agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP/pl9AMCYV; CP-2F5: estratto di piante
agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP-2F5/p19AMCYV; NBwt: estratto di piante non agroinfiltrate;
AMCV: virus AMCV purificato; 2F5pep: peptide contenente al suo interno la sequenza ELDKWA
dell’epitopo 2F5. Gli estratti proteici totali sono stati normalizzati rispetto al contenuto di proteine totali
solubili. I valori di ODg4gs5 sono la media (+ D.S.) di quelli ottenuti in tre esperimenti indipendenti.
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Allo scopo di visualizzare I’eventuale presenza di VLP negli estratti di foglie agroinfiltrate
¢ stata effettuata un’analisi ISEM (immunosorbent electron microscopy) sull’estratto
grezzo, utilizzando i mAb 2F5 e F8. 1 risultati, mostrati in figura 37, hanno rivelato la
presenza di VLP chimeriche (Figura 37B) morfologicamente simili alle VLP WT (Figura
37A) nell’estratto di foglie agroinfiltrate. Quindi la CP chimerica (CP-2F5) mantiene la
capacita di autoassemblarsi in VLP come predetto dai modelli in silico.

Considerando i risultati ottenuti, la fase successiva del progetto consistera nella
purificazione di VLP-2F5 in quantita sufficienti per effettuare studi immunologici su
modelli murini. Allo scopo di verificare la capacita delle VLP-2F5 nell’indurre la
produzione di anticorpi neutralizzanti, un gruppo di topi verra immunizzato con le
particelle virali chimeriche PV X-2F5 (derivate dal PV X) ottenute in precedenza nel nostro
laboratorio (Marusic et al., 2001). 1l confronto tra i due sistemi di presentazione di epitopi
sara fondamentale per validare le VLP derivate dall’AMCV come nuovi carriers per la

produzione di componenti vaccinali.

Figura 37. Analisi ISEM di estratti di foglie agro infiltrate.
Fotografie al microscopio elettronico delle VLP WT (A) e VLP-2F5 (B) evidenziate mediante analisi ISEM.
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3.7.2 Analisi dell’espressione delle CP-V3

L’espressione delle CP chimeriche per il peptide V3 é stata verificata tramite saggio
ELISA degli estratti proteici di foglie agroinfiltrate con i costrutti pBIQ-CP-V3posl e
pBIQ-CP-V3pos3 e campionate a 9 dpi (Figura 35). Gli estratti sono stati analizzati
utilizzando il monoclonale murino mAb F8 e due monoclonali umani diretti contro i due
epitopi neutralizzanti (KRIHI e HIGPGR) contenuti nel loop V3 (Huang et al., 2005). |
risultati ottenuti con il mAb F8 e riportati in figura 38A evidenziano bassi livelli di
espressione sia della CP-V3posl che della CP-V3pos3. Risultati simili sono stati ottenuti
con i con i due monoclonali umani (Figura 38B e 38C). Sulla base dell’analisi
bioinformatica ci si aspettava che la fusione in posizione 1 avrebbe dovuto avere meno
possibilita di successo di quella in posizione 3. Questi risultati preliminari ottenuti
sembrano indicare che indipendentemente dalla posizione, 1’inserimento del peptide V3
all’interno della CP interferisce con il suo corretto ripiegamento e di conseguenza con la
sua capacita di autoassemblarsi. Un’ipotesi che potrebbe spiegare i risultati inaspettati, ¢
che la fusione del loop V3 alla CP determini variazioni di conformazione dei due epitopi
(KRIHI e HIGPGR) tali da impedire il riconoscimento da parte degli anticorpi specifici
(Figura 38B e 38C). Analogamente la fusione della CP al peptide eterologo potrebbe
mascherare il sito di legame con I’anticorpo mAb FS8.

Nel caso fosse verificato che la CP-V3pos3 é espressa ma non riesce ad autoassemblarsi in
VLP, il problema potrebbe essere superato inducendo 1’espressione contemporanea di
molecole di CP WT e CP chimeriche all’interno della stessa cellula effettuando
I’agronfiltrazione con opportune combinazioni di colture di agrobatterio (pBIQ-CP+
pBIQ-CP-V3pos3+ pBIQ-p19AMCYV). Infatti, dati in letteratura hanno evidenziato che la
presenza di molecole di CP WT puo favorire la formazione di virioni chimerici

stabilizzandone la struttura (Cruz et al., 1996).
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Figura 38. Espressione delle CP chimeriche che espongono il peptide V3.

L’espressione della CP-V3posl e CP-V3pos3 é stata verificata mediante saggio ELISA di estratti da tessuti
agroinfiltrati e campionati a 9 dpi. A) Analisi degli estratti con 1’anticorpo monoclonale murino mAb F8
diretto contro la CP; B) Analisi degli estratti con 1’anticorpo monoclonale umano mAb anti-V3 ARP 3023
contro ’epitopo KRIHI; C) Analisi degli estratti con il monoclonale umano mAb anti-V3 ARP 3024 diretto
contro I’epitopo HIGPGR. CP-wt: estratto di piante agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP/p19AMCYV;
V3posl: estratto di piante agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP-V3pos1/p19AMCV; V3pos3: estratto
di piante agroinfiltrate con la combinazione pBIQ-CP-V3pos3/p19AMCYV; NBwt: estratto di piante non
agroinfiltrate; AMCV: virus AMCV purificato; V3 pep: peptide contenente al suo interno la sequenza del
loop V3. Gli estratti proteici totali sono stati normalizzati rispetto al contenuto di proteine totali solubili. |
valori di OD4g5 sono la media (+ D.S.) di quelli ottenuti in tre esperimenti indipendenti.
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3.8 Studi di swelling in-vitro del virus AMCV

La formazione di VLP derivate da virus vegetali in sistemi di espressione ricombinanti, e
ormai nota e ben documentata, ma lo studio dei fattori (interazione RNA-CP, variazioni di
pH, forza ionica e concentrazioni di cationi divalenti) che ne regolano 1’assemblaggio ¢ ne
influenzano la stabilita costituisce un campo di ricerca aperto. Parte del lavoro di questa
tesi si é focalizzato sull’individuazione dei principali fattori responsabili della stabilita dei
virioni e di conseguenza delle VLP. In particolare, sono stati presi in considerazione la
variazione delle interazioni CP-CP e CP-RNA virale in differenti condizioni di pH, forza

ionica e in diverse concentrazioni di cationi divalenti.

3.8.1 Esperimenti di disassemblaggio del virus AMCV

Campioni di virioni purificati (circa 3.0 mg) diluiti in tampone sodio acetato pH5.0 (in cui
il virus AMCYV e stabile) sono stati dializzati secondo le modalita riportate nella sezione
Materiali e Metodi contro tamponi differenti, per verificare la possibilita di ottenere, in
vitro, la dissociazione completa o parziale dei virioni, e quindi il rilascio di complessi
macromolecolari o addirittura di CP in forma monomerica. Di seguito sono riportati i

risultati ottenuti utilizzando i protocolli 3 e 4 (Tabella 4).

Tabella 4. Protocolli utilizzati negli esperimenti di disassemblaggio dei virioni purificati

Tampone Rimozione dell’ RNA virale Bibliografia

3 | 1.0M NaCl, 0.05M Tris | Mediante precipitazione con 4M | (Ren et al., 2006)
HCL pH 7.5, 0.001M | CaCl2, incubazione 15° a 4°C,
EDTA, 0.001M DTT 12000 x g 15°.
4 | 0.5M NaCl, 0.1M Tris | L’RNA non ¢ stato rimosso. (Sorger et al., 1986)
HCI, 0.006M EDTA
pH8.0

Una preparazione di virus purificato é stata dializzata contro il tampone 3 che ha un pH
(7.5) basico rispetto a quello in cui il virus é stabile (pH 5.0). Ipotizzando che il tampone
avesse determinato o un’espansione (swelling) o la dissociazione dei virioni, alla soluzione
¢ stato aggiunto un uguale volume di cloruro di calcio per allontanare ’RNA virale
mediante ultracentrifugazione. Per verificare l’avvenuta precipitazione dell’RNA, il
precipitato ottenuto & stato analizzato su gel d’agarosio. | risultati ottenuti hanno
dimostrato, come atteso, la presenza dell’acido nucleico soltanto nel precipitato (Figura 39

campioni 2 e 4).
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Figura 39. Gel d’agarosio colorato con etidio bromuro.
Campione 1: RNA estratto da virioni non trattati; campione 2: analisi del precipitato; campione 3: pozzetto
vuoto; campione 4: analisi del supernatante dopo precipitazione con cloruro di calcio.

Un’aliquota di supernatante ¢ stata ulteriormente analizzata per verificare il grado di
dissociazione del virione. A questo scopo il campione ¢ stato filtrato attraverso un’unita
filtrante (Microcon YM-100, Amicon), in grado di far passare proteine con un peso
molecolare minore di 100 kDa (Figura 40B) e quindi in grado di separare I’eventuale
forma monomerica della CP (41 kDa) dagli aggregati macromolecolari. In seguito, il
volume trattenuto ed il volume eluito dalla colonna (Figura 40B) sono stati analizzati su
SDS-PAGE, come controllo sullo stesso gel sono stati caricati un campione di virus non
trattato e un campione di virus dializzato tal quale (Figura 40A). 1 risultati hanno
evidenziato la presenza della banda corrispondente alla CP (41 kDa) soltanto nel volume
trattenuto e non nell’eluito. Questo risultato unito a quello ottenuto dall’analisi su gel
d’agarosio, dimostra che la rimozione dell’RNA virale non ha comportato la dissociazione

del virione in monomeri di CP.

Microcon YM-100

45 kDa—>
41 kDa

Volume trattenuto
dalla colonna

Figura 40. Analisi SDS-PAGE dopo filtrazione attraverso Microcon Y100.

A) Il campione dializzato contro tampone 3 é stato filtrato attraverso Microcon Y100. Il volume trattenuto
dalla colonna ed il volume eluito sono stati analizzati su SDS-PAGE colorato con nitrato d’argento.
Campione 1: virioni non trattati; campione 2: supernatante dopo dialisi contro il tampone 3; campione 3:
volume eluito dall’unita filtrante Microcon YM 100; campione 4: volume trattenuto dalla colonna.

B) Rappresentazione schematica dell’unita filtrante Microcon YM 100.
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Una seconda aliquota di virus purificato & stata dializzata contro il tampone 4 e
successivamente analizzata come descritto per il virus in tampone 3. | risultati ottenuti
sono stati del tutto paragonabili a quelli appena descritti, & stato quindi deciso di passare

alla caratterizzazione biochimica del campione in tampone 4.

3.8.2 Analisi FPLC

Il campione dializzato contro il tampone 4 é stato caratterizzato mediante analisi FPLC
(Fast protein liquid chromatography). Il cromatogramma riportato in Figura 41A evidenzia
due picchi uno a 1.13 ml e uno a 2.66 ml. Questo risultato € stato paragonato con quello
ottenuto con il virus non trattato (Figura 41B) in cui I’analisi evidenzia come atteso la
presenza di un solo picco di eluizione a 1.15 ml corrispondente al virione assemblato. Il
profilo di eluizione delle proteine utilizzate come standard di calibrazione (Figura 41C), ha
consentito di calcolare il peso molecolare del secondo picco (a 2.66 ml) del campione
dializzato che é risultato essere di circa 13.7 kDa e quindi molto inferiore a quello della CP
(41 kDa) in forma monomerica. L’ipotesi piu plausibile ¢ che questo componente a basso

peso molecolare derivi dalla parziale degradazione del campione.
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Figura 41. Analisi FPLC. In figura sono riportati i cromatogrammi relativi all’analisi FPLC. A) Campione
in tampone 4; B) virus non trattato utilizzato come controllo; C) miscela di ribonucleasi (13.7 kDa) e
ovalbumina (44.0 kDa) utilizzate come marcatori di peso molecolare. I numeri in rosso sull’asse delle acisse
indicano le frazioni raccolte. Sull’asse delle ascisse sono riportati i volumi eluiti espressi in ml, mentre

sull’asse delle ordinate sono riportate le unita di assorbimento a 280nm (mAU). Su ogni picco di eluizione &
indicato il volume corrispondente.
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I risultati ottenuti hanno confermato che é possibile separare I’'RNA dal capside virale
senza che quest’ultimo perda la sua integrita. E stato ipotizzato che I’aumento del pH (da
5.0 a 7.5-8.0), la rimozione di catione divalenti (effettuata mediante aggiunta di EDTA) e
I’aumento della forza ionica (ottenuto mediante aggiunta di NaCl) (tamponi 3 e 4, tabella
14) provochino lo svuotamento dei virioni mediante allontanamento dell’RNA senza che
questo comporti la dissociazione in monomeri di CP.

Studi in letteratura dimostrano che sia possibile ottenere rimozione del’RNA da un virus
vegetale, senza il completo disassemblaggio del virione. Un esempio é rappresentato dal
CCMYV, studiato in vitro come sistema modello per studiare le interazioni CP-CP e CP-
RNA da cui dipendono il disassemblaggio e il riassemblaggio dei virioni (Zhao et al.,
1995; Fox et al., 1998; Douglas and Young, 1998). In questi lavori, virioni di CCMV
purificati sono risultati stabili a valori di pH compresi tra 3.0 e 6.0 e in condizioni di bassa
forza ionica, mentre si disassemblano ad alta forza ionica e pH superiore a 7.0. Inoltre, i
virioni di CCMV subiscono un’espansione radiale del 10%, con rilascio di RNA, quando la
forza ionica e bassa e il pH si alza sopra 7 (Speir et al., 1995).

Non tutti i virus vegetali riescono a rimanere assemblati quando viene rimosso ’RNA. Un
lavoro molto interessante che correla I’assemblaggio delle proteine di rivestimento virali e
I’RNA per la formazione di capsidi icosaedrici ¢ stato condotto durante gli anni ottanta dal
gruppo di Sorger dell’Universita di Harvard (Sorger et al., 1986). Nello studio e stata
effettuata la dissociazione del virus della piega della rapa (Turnip Crinkle Virus TCV), ad
elevati valori di pH e forza ionica. | prodotti di questa dissociazione sono stati dimeri di
CP, un complesso ribonucleoproteico che contiene I'RNA virale e sei sub-unita di CP
(Sorger et al., 1986).

3.8.3 Analisi al microscopio elettronico

Lo stesso campione analizzato mediante FPLC é stato esaminato al microscopio elettronico
(Figura 42). Le particelle assemblate visualizzate dalla colorazione con acetato di uranile
(Figura 42B), hanno una morfologia esterna del tutto simile a quella del virus non trattato,
utilizzato come controllo (Figura 42A). A differenza dei virioni completi, le VLP cosi
ottenute sono permeabili alla colorazione utilizzata come evidenziato dalla presenza di una
zona centrale grigio scura (Figura 42B). E noto che questa caratteristica sia propria di
particelle vuote, cioe prive di acido nucleico al loro interno (Hammond et al., 2010). In

conclusione, I’analisi al microscopio elettronico ha confermato la possibilita di svuotare i
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virioni (mediante allontanamento del’RNA) senza che questo comporti la dissociazione

del capside in monomeri di CP.

100 nm

Figura 42. Analisi al microscopio elettronico.
In figura sono riportate le immagini al microscopio elettronico relative all’analisi dei virioni non trattati (A) e
di quelli trattati con il buffer 4 (B). | campioni sono stati colorati con acetato di uranile.

3.8.4 Misure di Dynamic Light Scattering

Lo stesso campione analizzato al microscopio elettronico € stato sottoposto a misure di
Dynamic light scattering (Diffusione della luce in regime dinamico, DLS). La DLS misura
le dimensioni delle particelle in soluzione sulla base dell’analisi dei moti browniani (moto
disordinato) che ne regolano il movimento. Quando una sorgente luminosa (laser), con una
frequenza nota, colpisce le particelle subisce uno scattering la cui fluttuazione nel tempo
dipende dalla velocita di movimento delle particelle (particelle piu piccole saranno piu
veloci), tale variazione viene quindi messa in relazione con le dimensioni della particella.
In figura 43 e riportato il confronto tra il profilo di distribuzione delle particelle del virus
non trattato (in blu) e il profilo ottenuto dal campione dializzato in tampone 4 (in rosso). |
risultati evidenziano che la dimensione media (raggio espresso in nm) della maggior parte
delle particelle (>90%), in entrambe i campioni, e distribuita intorno ad un unica
dimensione che é pari ad un raggio medio di 18.2 nm per il virus di controllo e di 21.5 nm
per le particelle dializzate contro tampone 4.
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Figura 43. Rappresentazione grafica di analisi DLS.

In ascissa & riportato il valore del raggio medio delle particelle espresso in nm, in ordinata la percentuale (%)
di particelle aventi un determinato raggio. In blu i risulati ottenuti per il virus non trattato, in rosso i risultati
ottenuti per il campione dopo dialisi in tampone 4.

L’aumento del diametro medio delle particelle trattate, rispetto al virus non trattato,
suggeriscono che la dialisi in tampone 4 provochi lo swelling (espansione) dei virioni con
rilascio del’RNA come confermato dall’analisi al microscopio elettronico in cui le
particelle appaiono vuote. Questo fenomeno che comporta 1’espansione e la contrazione ¢
ben documentato in letteratura per i virus vegetali, e sembra strettamente correlato con il
rilascio dell’RNA virale durante 1’infezione. Un esempio é rappresentato dal CCMV che ¢
stabile a pH 5.0 ma subisce un’espansione radiale del 10% quando il valore di pH ¢
aumentato fino a 7.0 o in assenza di cationi bivalenti (Perez et al., 2000; Tama et al.,
2002). Questa espansione, che si ritiene dar luogo ad un intermedio conformazionale
durante Il'infezione, causa la comparsa di 60 cavita sulla superficie del capside virale. In
seguito a questi cambiamenti conformazionali, i virioni di CCMV si dissociano e rilasciano
I’RNA virale (Fox et al., 1998). La conoscenza di questi meccanismi, ha permesso di
sviluppare protocolli sperimentali per rimuovere I'acido nucleico per ottenere VLP in grado

di funzionare come veri e propri contenitori (Douglas et al.,1998).
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

In questo lavoro di tesi il gene codificante la CP del’AMCYV ¢ stato clonato in opportuni
vettori ed espresso in pianta. L’analisi al microscopio elettronico ha consentito di verificare
la capacita della proteina virale di autoassemblarsi in VLP in cellule vegetali. Inoltre la
predizione in silico ha consentito 1’elaborazione di modelli bioinformatici necessari allo
studio della strategia sperimentale per 1’inserimento di epitopoi immunogenici 2F5 e V3,
derivanti dal virus HIV-1. Risultati promettenti sono stati ottenuti per la formazione di
VLP chimeriche esprimenti 1’epitopo lineare 2F5, mentre ulteriori analisi saranno
effettuatate per I’inserimento del loop V3.

Una parte molto importante del progetto ha riguardato lo studio dei fattori che regolano la
stabilita dei virioni. In particolare, ¢ stato dimostrato che I’aumento di pH, la rimozione di
catione divalenti e I’aumento della forza ionica provocano lo swelling del virione con
contestuale fuoriuscita dell’RNA.

La fase successiva del progetto consistera nella purificazione di VLP-2F5 in quantita
sufficienti per effettuare studi immunologici su modelli murini, allo scopo di verificare la
capacita delle VLP-2F5 nell’indurre una risposta neutralizzante. Per quanto riguarda la
produzione di VLP-V3 saranno effettuate agroinfiltrazioni miste per verificare se la
presenza di molecole di CP-WT puo aiutare I’assemblaggio di VLP chimeriche. Inoltre, in
collaborazione con il prof. Lomossoff saranno effettuati ulteriori studi sullo swelling dei
virioni di AMCYV, e saranno messi a punto dei metodi per sfruttare le particelle virali vuote

ottenute come “contenitori” biologici per applicazioni nel campo della nanomedicina.
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