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BACKGROUND
L’epatite virale è una malattia causata da differenti virus non correlati immunologicamente, che causano quadri clinici identici ed indistinguibili l’uno dall’altro. Risale al 1970 la scoperta dell’antigene Australia (Au), evidenziabile nel siero dei pazienti affetti da epatite B. Nel 1976 fu scoperta la possibilità di fare diagnosi diretta di epatite A attraverso la determinazione degli anticorpi specifici; in realtà fu tosto chiaro che, di tutte le epatiti Au negative, solo una parte aveva i markers dell’epatite A, mentre le altre non li avevano. Fu sicura allora la dimostrazione dell’esistenza di un terzo tipo di epatite che non era né di tipo A né di tipo B e che fu appunto chiamata Non A- Non B (NANB). Nel 1977 fu individuato il virus Delta, un particolare virus epatitico correlato al virus B, mentre nel 1983 venne isolato un enterovirus responsabile di una forma di epatite epidemica NANB a trasmissione fecale-orale definito virus dell’epatite E. Risale finalmente al 1988 la scoperta del virus dell’epatite C (HCV), responsabile di circa l’80% delle epatiti NANB a trasmissione parenterale (1); nel 1989 è divenuto disponibile un test per la ricerca nel sangue di un anticorpo specifico per questo virus.

Nonostante l’identificazione dei su menzionati virus epatitici, per circa il 10-20% dei casi di epatite acuta sia acquisita per via parenterale (trasfusionale) che parenterale inapparente (community acquired) l’agente eziologico resta ignoto.             

1. 
Struttura del virus dell’epatite C 

L’HCV è stato inserito nel genere degli Hepacivirus, appartenenti alla famiglia dei Flavivirus. Si tratta di una particella virale di circa 50 nm di diametro, costituita da un singolo filamento lineare di RNA a polarità positiva racchiuso in un nucleocapside (costituito dalla proteina core), circondato a sua volta da un pericapside, derivato dalle membrane dell’ospite, in cui sono inserite le glicoproteine virali di superficie E1 ed E2. Il genoma del virus è costituito da circa 9500 nucleotidi, codificanti per un’unica poliproteina di 3000 aminoacidi; il genoma è costituito da due regioni non tradotte altamente conservate (UTRs), agli estremi terminali  5’ e 3’, che delimitano una unica “open reading frame” (ORF) codificante la poliproteina. Dopo la  traduzione, la poliproteina è inizialmente processata da enzimi di origine cellulare liberando le proteine strutturali core, E1 ed E2; successivamente vengono prodotte le proteine non strutturali (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B grazie all’azione proteolitica dell’ NS3 (2) .
2. Storia naturale dell’infezione da HCV 
Si stima che attualmente nel mondo vi siano 170 milioni di persone cronicamente infettate dall’HCV, con distribuzione ubiquitaria. Circa 280.000 morti sarebbero annualmente attribuibili al virus, che, pertanto, rappresenterebbe la principale causa di malattia cronica del fegato e di mortalità ad essa relata. Indipendentemente dalla modalità di infezione con HCV, l’epatite acuta diventa cronica nel 50-70% dei casi, e ciò avviene anche in molti dei casi in cui le transaminasi tornano a livelli normali; la probabilità di sviluppare un’infezione cronica da HCV dopo un’epatite acuta C raggiunge quindi l’85-90%. Tale progressione è stata osservata anche in pazienti con epatite cronica clinicamente lieve, compresi i soggetti asintomatici con lievi alterazioni delle transaminasi e diagnosi istologica di epatite cronica persistente, come recentemente pubblicato dal nostro gruppo di ricerca (3). Da un terzo a metà dei pazienti con epatite cronica C ben compensata (assenza di complicanze di epatopatia cronica e sintesi epatica nella norma), anche se con enzimi epatici  nella norma, ha un’epatite cronica rilevabile alla biopsia epatica; secondo alcuni studi, addirittura, la  prevalenza della cirrosi potrebbe raggiungere il 50%. Molti casi di epatite C vengono descritti in pazienti che non hanno una storia di epatite acuta C, per esempio in soggetti identificati in seguito a donazioni di sangue o a un esame istochimico di routine (4-5). Nella maggior parte dei casi la fonte dell’infezione da HCV rimane ignota, sebbene in una significativa percentuale di pazienti si possa rilevare una pregressa esposizione percutanea. La storia naturale dell’epatite cronica C, in questi casi, resta sconosciuta (6-7). 
Nonostante la frequente progressione dell’epatite cronica C ed il fatto che essa in fase terminale causi insufficienza epatica, la prognosi a lungo termine nella maggior parte dei pazienti resta relativamente favorevole (8). E’ stato infatti dimostrato che la mortalità dei pazienti affetti da epatite C postrasfusionale dopo 10-20 anni non è diversa dalla mortalità di una popolazione di controllo di pazienti trasfusi in cui non si è manifestata l’epatite C, anche se sono statisticamente più rilevanti i decessi attribuibili ad insufficienza epatica. Nel complesso, dunque, l’epatite cronica C tende a progredire molto lentamente ed in modo insidioso, e in un quarto circa dei casi evolve infine in cirrosi. L’evoluzione della malattia è più probabile nei pazienti di età più avanzata, con maggiore durata di malattia, con lesioni istologiche più avanzate, con genotipo 1, con maggior complessità di quasispecie e con aumento del contenuto di ferro epatico. Tra queste variabili la più importante sembra essere la durata di malattia, anche perché molte delle altre probabilmente riflettono questo parametro. Forse il miglior marcatore prognostico dell’epatite C è l’istologia epatica. I pazienti con necrosi ed infiammazione lieve e coloro che hanno uno scarso grado di fibrosi presentano una prognosi eccellente e minima progressione a cirrosi. Al contrario, i pazienti con attività infiammatoria moderata-severa o fibrosi hanno una elevata probabilità di andare incontro allo sviluppo di cirrosi nell’arco di 10-20 anni. Nei pazienti con cirrosi epatica compensata HCV-relata, la sopravvivenza a 10 anni è vicina all’80%; la mortalità è del 2-6% anno, uno scompenso si verifica nel 4-5% dei pazienti per anno, ed un carcinoma epatocellulare si sviluppa nell’1-3% per anno (9). La gravità e la progressione dell’epatite cronica C sono infine maggiori nei pazienti che hanno anche altre malattie concomitanti, quali epatopatia da alcool, epatite cronica B, emocromatosi o deficit di 1-antitripsina. Nessun’altra caratteristica epidemiologica o clinica (quali, ad esempio, la gravità dell’epatite acuta, il livello di transaminasi, i livelli di HCV-RNA, la presenza od assenza di ittero) fornisce indicazioni attendibili circa l’eventuale evoluzione. 
3. HCV ed e





patocarcinoma 
L’epatocarcinoma (HCC) è, per la sua gravità, la più temibile complicanza dell’infezione cronica da virus C e si sviluppa con frequenza variabile dall’ 1 al 4% dei soggetti che sviluppano cirrosi in seguito all’infezione, con picchi del 7% in Giappone (10). Questa frequenza è maggiore di quella riportata per cirrosi legate all’infezione da HBV o alcool correlate. D’altro canto il 90% di questi tumori si sviluppa in pazienti cirrotici. Il tempo medio che intercorre tra l’infezione e lo sviluppo di malattia è di circa trenta anni, cioè circa lo stesso tempo che occorre per sviluppare cirrosi. Inoltre tutti i fattori che predispongono alla cirrosi sono associati ad un maggior rischio di sviluppare l’HCC, anche se non è ancora chiaro il peso di questi fattori di rischio, essendo la cirrosi la via finale comune su cui tutti tali fattori vanno ad agire, venendo così a creare una sorta di circolo vizioso (11). Infine, è stata notata una correlazione con il genotipo 1, ed in particolare l’HCV-1b; questo, oltre ad essere il più frequente nel mondo, è quello che più frequentemente si ritrova nei pazienti con HCC (12). L’incidenza di questa neoplasia è andata aumentando negli Stati Uniti, in accordo con le previsioni, da 1.4  casi per 100.000 del 1976 ai 3.0 per 100.000 del periodo dal 1996 al 1998, rimanendo, comunque, probabilmente sottostimata del 20-30%, essendo stati considerati solo i casi istologicamente provati. In accordo con l’aumento d’incidenza, è stato anche registrato, nello stesso periodo, un aumento della mortalità per HCC, che è passata da 1.8 per 100.000 a 3.1 per 100.000, a dimostrazione della rapidità con cui questa neoplasia porta a morte dopo la diagnosi (13). La sopravvivenza media è infatti di 7-8 mesi dalla diagnosi, in assenza di significativi miglioramenti negli ultimi 25 anni, con percentuali che non superano il 3% a 5 anni.

Non è purtroppo ancora chiaro il meccanismo attraverso cui l’HCV possa favorire l’epatocarcinogenesi. In particolare, è noto che il materiale genetico dell’HCV non viene integrato nel genoma dell’ospite, a differenza ad esempio di quanto avviene per l’HBV (14). In ogni caso, è probabile che almeno indirettamente siano coinvolte la perdita, l’inattivazione o la mutazione del gene p53. Alternativamente, è possibile che l'HCV possa esercitare un ruolo carcinogenetico indiretto, attraverso lo stabilirsi di uno stato infiammatorio cronico nel fegato, con conseguente danno epatocellulare di entità ridotta, stimolo mitotico e maggiore suscettibilità alle alterazioni genetiche. La dissezione dei meccanismi molecolari coinvolti sarebbe comunque estremamente importante da un punto di vista clinico, perché consentirebbe di definire con chiarezza i soggetti a rischio di sviluppo di HCC, ed aprirebbe nuove prospettive per la profilassi e la terapia di tale malattia. 
4. Ruolo della p
roteina del core dell’HCV nella epatocarcinogenesi

Un'ipotesi stimolante è che nel meccanismo di epatocarcinogenesi dell'infezione cronica HCV possa giocare un ruolo chiave la putativa proteina del core HCV, come suggerito da esperimenti sul topo transgenico. In effetti, recenti ricerche hanno suggerito che la proteina del core HCV, oltre ad essere una proteina strutturale implicata nel package dell'RNA virale, regola la trascrizione di geni cellulari e virali, è in grado di inibire, in certe condizioni sperimentali, l'apoptosi mediata da cisplatino e da c-myc, e in cooperazione con l’oncogene ras può trasformare fibroblasti primari di embrione di ratto (15-17). La proteina del core HCV sembrerebbe essere il più potente induttore di signaling intracellulare tra 7 diverse proteine virali derivate da HCV e HBV.  In questo contesto è interessante notare come, secondo alcuni autori, la proteina del core HCV potrebbe avere un importante ruolo biologico nella promozione della crescita cellulare, reprimendo la trascrizione del fattore di trascrizione con azione di soppressore tumorale p53 (18). Vivecersa secondo altri potrebbe aumentare l’attività di transattivazione della p53. Un dato controverso è anche la possibile localizzazione nucleare della proteina del core nel nucleo, oltre che nel citoplasma, della cellula ospite. In effetti la sequenza contiene 3 segnale di localizzazione nucleare ai residui 38-43, 58-64 e 66-71  che richiamano quelli descritti per altre proteine nucleari. La localizzazione nucleare è stata osservata da taluni, mentre è decisamente negata da altri. Tuttavia proprio la localizzazione nucleare, essendo l’HCV un virus a replicazione citoplasmatica, potrebbe suggerire un ruolo della proteina non correlato con la replicazione virale, ma piuttosto un suo coinvolgimento nella regolazione di promotori di geni cellulari. In particolare è stato dimostrato che la presenza della proteina core nel citoplasma aumenta la  quantità della proteina p21 (uno dei geni bersaglio della p53, in grado di indurre un arresto del ciclo cellulare in fase G1/S) attivando la p53. Contrariamente la forma nucleare riduce la quantità della p21 attraverso una via-p53 indipendente (19).

5. Modelli di colture epatocitarie umane
Nell’ultimo decennio vi è stato un notevole incremento del numero delle pubblicazioni inerenti lo sviluppo di sistemi di coltura epatocitari. Numerosi sono infatti i vantaggi che tale sistema sperimentale è in grado di offrire, almeno da un punto di vista teorico: in primo luogo il risparmio del sacrificio di animali di laboratorio. Anche se si superassero le considerazioni etiche, il ricorso alla sola sperimentazione animale comunque non annullerebbe i rischi derivanti dalle differenze metaboliche presenti nelle diverse specie: i ratti, per esempio, sono un modello inattendibile per quanto concerne il metabolismo di fase I nell’uomo. Il modello sperimentale ideale sarebbe quello che ricrei perfettamente l’organizzazione tridimensionale del parenchima epatico, preservi la totalità delle funzioni metaboliche, consenta la raccolta e l’analisi della bile, e mantenga le cellule polarizzate e vitali per lungo tempo. Per tale motivo in passato si è tentato il ricorso a sistemi sperimentali quali il fegato isolato perfuso e, più recentemente, alle sezioni tissutali.  

I modelli sperimentali alternativi rispetto a quelli sopra elencati hanno tutti la caratteristica di presentare le cellule in monostrato, con la perdita quindi delle interazioni presenti in vivo nella struttura tridimensionale. Un vantaggio offerto da queste colture è tuttavia la loro estrema semplicità: si tratta abitualmente di modelli costituiti da un unico tipo di cellula, funzionalmente integra, vitale ma posizionata al di fuori dell’organismo. Questo implica la possibilità di indagare le funzioni cellulari più fini, le diverse interazioni molecolari ed attività enzimatiche estraniandole da un contesto generale nel quale alcune informazioni potrebbero essere mascherate o minimizzate dalla presenza di inibitori oppure dall’effetto del metabolismo sistemico. Essendo il sistema così semplice, esso risulta inoltre facilmente modulabile, il che consente di creare condizioni di coltura adattabili alle necessità della sperimentazione.

Il modello in vitro oggi più largamente utilizzato è rappresentato dalla coltura primaria di epatociti. Con tale termine si usano indicare colture di cellule originate direttamente dall’organismo, che non sono andate necessariamente incontro a replicazione in vitro. Le colture primarie offrono il vantaggio della semplicità di preparazione e dalla possibilità di mantenere, fino a circa 72 ore dal loro isolamento, caratteristiche di polarizzazione e differenziazione. Il loro principale svantaggio consiste però proprio nel limitato arco di tempo nel quale la sperimentazione può essere condotta in condizioni di omogeneità del sistema sperimentale. Nonostante la nota capacità rigenerativa del fegato, solo nel 1981 si giunse allo sviluppo della prima linea cellulare umana, le Hep-G2, ottenute da un epatoma: la disponibilità di tale linea portò ad un notevole sviluppo degli studi inerenti gran parte delle funzioni epatocitarie. Tuttavia più le ricerche progredivano, più diveniva evidente che le Hep-G2, in quanto cellule neoplastiche, si distaccavano dalla normalità, risultando prive di alcune fondamentali funzioni presenti in vivo e di alcuni aspetti di differenziazione indispensabili per l’interazione con molecole o virus. Pertanto la necessità di un sistema colturale “normale” divenne sempre più urgente e si tentò di rimediare alla difficoltà di indurre la replicazione di epatociti posti in coltura primaria inserendo stimoli mitogeni nel sistema di coltura o all’interno delle cellule stesse. Utilizzando metodiche quali la cocoltura con cellule epiteliali di ratto (20) ed il ricorso alla transfezione con oncogeni virali o con geni di origine virale (Simian virus 40 large tumor antigen gene) (21), fu possibile ottenere la crescita e “l’immortalizzazione” di tali cellule in coltura, senza tuttavia consentire il mantenimento, in vitro, di tutti gli aspetti di differenziazione. Negli ultimi anni, infine, è stato pubblicato il primo lavoro relativo allo sviluppo di una coltura epatocellulare umana normale (22): tali epatociti venivano descritti come in grado di mantenere, dopo più di un anno di coltura continua, la morfologia e le funzioni proprie degli epatociti differenziati. Tuttavia, a rigore, le cellule non potevano essere definite normali, in quanto l’esame del cariotipo aveva rivelato numerose anomalie quali poliploidia e delezioni significative nella struttura cromosomica.

DEFINIZIONE ED OBIETTIVI DEL PROGETTO

Il mio progetto di dottorato ha lo scopo di caratterizzare e meglio definire il ruolo della proteina core dell’HCV nello sviluppo di epatocarcinoma.

A questo fine, le fasi sperimentali in successione logica sono:

· clonaggio della proteina del core 

·   studio dell’espressione e della localizzazione della proteina del core in due diverse linee cellulari, una derivata da rene di scimmia (COS-7) e una da epatocarcinoma umano (HepG2)

· messa a punto di un sistema di epatociti normali in coltura

· studio di eventuali differenze nell’espressione della proteina in funzione dello splicing cellulare

BREVE SINTESI DEI RISULTATI RAGGIUNTI AL I ANNO DI DOTTORATO
Materiali e metodi

· Abbiamo isolato ed amplificato il genoma virale dal siero di 5 pazienti HCV positivi (con genotipo 1b). 
· I prodotti dell’amplificazione sono stati quindi clonati nel plasmide pMOS blue. Il DNA plasmidico è stato poi sequenziato nella regione dell’inserimento; dai batteri, che al sequenziamento hanno mostrato di contenere la sequenza corretta del gene, è stata ottenuta una Midi-preparazione di DNA plasmidico (p102).
· Era infine iniziata la messa a punto del subclonaggio del frammento di cDNA contenente il core in plasmidi batterici ingegnerizzati, così che il cDNA fosse posto sotto il controllo di promotori virali, in vista dell’espressione in cellule di mammifero. 
Considerazioni iniziali

· È stato possibile amplificare correttamente l’intera sequenza desiderata solamente da 2 dei 5 sieri utilizzati. Questo risultato era in parte previsto, vista l’elevata variabilità della sequenza genomica virale.
· L’analisi della sequenza dei cloni ottenuti ha evidenziato la presenza di numerose mutazioni puntiformi rispetto alla sequenza di riferimento (la maggior parte delle quali silenti); la porzione 5’ si è comunque rivelata la più conservata, in accordo con i dati della letteratura. 
MATERIALI E METODI

1. Subclonaggio della sequenza del core nei plasmidi di espressione pDNR e pMT2

1.1 Digestione dei plasmidi

Il plasmide pDNR (contenente il promotore precoce del Citomegalovirus) ed il plasmide p102 sono stati sottoposti a digestione con gli enzimi EcoR I e Sal I.

Il plasmide pMT2 (contenente l’enhancer del virus SV40 ed il promotore maggiore tardivo dell’Adenovirus) ed il plasmide pMT2-HA (con una Flag, ricavata da un epitopo dell’emoagglutina del virus influenzale, a monte del Multiple Cloning Site) sono stati tagliati con l’enzima di restrizione Not I; successivamente si è provveduto a  pareggiarne le estremità aggiungendo alla reazione l’enzima Klenow. Dopo inattivazione dell’enzima, i plasmidi sono stati sottoposti a digestione con l’enzima EcoR I; contemporaneamente il plasmide p102 è stato sottoposto a digestione con l’enzima Hind III, e a successivo pareggiamento delle estremità. Il frammento contenente il core è quindi stato liberato tramite digestione con EcoR I. 

1.2 Ligazione e trasformazione dei batteri

I prodotti delle digestioni sono stati quindi separati su gel di agarosio ed i plasmidi pDNR, pMT2 ed i frammenti contenenti il core sono stati recuperati dal gel e purificati. La ligazione è stata effettuata mediante T4 DNA Ligasi ed incubata a 22°C; dopo 2 ore 5(l sono stati utilizzati per la trasformazione dei batteri competenti (heat-shock: incubazione a 42°C per 2 minuti e immediato raffreddamento su ghiaccio), mentre l’aliquota rimanente è stata incubata per altre per 16-18 ore, e quindi conservata a 4°C per eventuali ulteriori trasformazioni. 

I batteri sono quindi stati fatti crescere su piastre in presenza di ampicillina. Dalle colonie cresciute sono state fatte alcune miniprep, poi sottoposte a digestione con EcoR I e Hind III per 30 min a 37°C. Nel caso in cui il core fosse stato inserito nel plasmide pMT2-HA, le colonie positive sono state sequenziate per verificare il mantenimento del “frame” tra la sequenza codificante per la HA-Flag e quella codificante per la proteina del core.

2. Subclonaggio della sequenza del core e di E1.
La sequenza codificante per le proteine del core e dell’envelope è stata ottenuta tramite digestione del plasmide pBRT7O3’X, gentilmente fornito dal Prof. Suzuki Tesusro (National Institute of Infectious Disesases, Tokyo Giappione). Il plasmide di 13938 pb contiene l’intero genoma del virus HCV 1b, clone NIHJ1 (GeneBank: D_89815), inserito in corrispondenza del sito Hind III del plasmide pBR322. Il cDNA virale è di 9548 pb; la poliproteina è codificata a partire dal sito di taglio Stu I.
Il plasmide è stato sottoposto a digestione con gli enzimi Stu I ed Xho I. Dal pattern di restrizione dei frammenti prodotti è stata recuperata la banda di 2003 bp, contenente  il core, E1 e parte di E2; il DNA ottenuto dal frammento è stato in parte subclonato nel plasmide pDNR precedentemente digerito con gli enzimi Sma I e Xho I, ed in parte ulteriormente digerito con l’enzima Bam HI (ottendendo un frammento di 1059 pb) ed in seguito subclonato nel plasmide pDNR precedentemente digerito con gli enzimi Sma I e Bam HI.

3. Espressione in cellule eucariote
3.1 Linee cellulari
Per gli esperimenti di espressione transiente sono state scelte la linea cellulare COS-7 (ATCC CRL-1651), originata da cellule di rene di scimmia, trasformata con il virus SV-40 e la linea HepG2 (ATCC HB-8065), originata da un epatoma di origine umana. Tutte le linee sono state coltivate terreno di coltura DMEM (Dulbecco Minimum Essential Medium) addizionato di glutamina, penicillina, streptomicina e siero bovino fetale. Per la propagazione delle cellule, i monostrati cellulari sono stati disaggregati tramite digestione con una soluzione di tripsina  per 5-10 min e quindi divise in nuove fiasche. Le linee cellulari sono state incubate a 37° C in presenza del 5% di CO2.

3.2 Trasfezione 

Cellule COS-7 e HepG2 sono state inoculate ad una concentrazione di 6 x 104 cellule per pozzetto in appositi sistemi a 4 pozzetti a fondo di vetro (chamber-slides), o di 3 x 105 cellule per pozzetto in piastre a 6 pozzetti, in modo da ottenere il 60-80 % di confluenza a 24 ore. 

Per ogni campione, nella chamber-slide, 1 (g di DNA è stato diluito in 50 (l di DMEM. Separatamente, per ogni campione, 2 (l di Transfectin Reagent (Biorad) sono stati diluiti in ulteriori 50 (l di DMEM; le due soluzioni sono state quindi miscelate. I complessi DNA-Transfectin sono stati quindi aggiunti direttamente alle cellule, e dopo una gentile agitazione, queste ultime sono state incubate a 37° C per ulteriori 48 ore, prima della verifica dell’espressione della proteina. A 16-18 ore dalla trasfezione si controllava lo stato delle cellule, ed in caso fosse presente un effetto tossico si procedeva alla rimozione del mezzo di coltura contenente il DNA, ed all’aggiunta di terreno di crescita fresco.
4. Immunofluorescenza indiretta 

4.1 Fissaggio e permeabilizzazione delle cellule
Per l’immunofluorescenza indiretta, dopo 48-72 ore, le cellule cresciute in chamber-slides e trasfettate sono state fissate con paraformaldeide al 2% per 15 min. Dopo lavaggio, sono state permeabilizzate con saponina per 15 min. Allo scadere, i siti immunoreattivi aspecifici sono stati saturati con siero albumina.  
4.2 Immunoreazione
 Le cellule sono state incubate un’ora a 37° C in camera umida con gli anticorpi specifici. Si è utilizzato un anticorpo core specifico MA1-080 (10 g/100l; Affinity BioReagents) o l’anticorpo monoclonale contro l’HA (1:50; Roche) per l’identificazione della proteina ricombinante. L’immunoreazione é stata rivelata tramite IgG anti-topo coniugate con FITC (isotiocianato di fluoresceina), con incubazione di un’ora a 37°C. Infine, i vetrini sono stati osservati con microscopio Olympus a fluorescenza  e fotografati con camera digitale.

5. Western-blot
5.1 Lisi cellulare 

Per la preparazione dei lisati, dopo 48 ore dalla trasfezione le cellule sono state lisate su ghiaccio con la soluzione di lisi. Le cellule sono state poi distrutte facendole passare 8-10 volte attraverso un ago di 0,6 mm di diametro; la sospensione è quindi stata centrifugata a  3.500 rpm per allontanare i nuclei ed il surnatante utilizzato per l’analisi elettroforetica. 
5.2 Elettroforesi delle proteine
Come gel di separazione è stato scelto un gel di poliacrilamide (PAA) al 15%; il gel d’impacchettamento è stato di  PAA 4 %. A polimerazizzazione avvenuta, i campioni sono stati diluiti 1:1 con la miscela di lisi secondo Laemmli, incubati a 95°C per 10 min, e quindi caricati su gel. L’elettroforesi è stata effettuata per un’ora a 140 V nel tampone di migrazione di Laemmli 1x.

5.3 Trasferimento delle proteine
Al termine dell’elettroforesi le proteine sono state trasferite su membrana di nitrocellulosa. La membrana ed il gel sono stati pre-incubati nel tampone di trasferimento per 5 minuti, ed il trasferimento è stato effettuato per 60 minuti a 100 V nel tampone di trasferimento.

5.4 Immunoreazione 

Al termine del trasferimento la membrana è stata colorata con Rosso Ponceau. La membrana è stata poi incubata in latte magro al 3% durante la notte, per saturare i siti aspecifici. Successivamente si è proceduto all’incubazione con gli anticorpi specifici diluiti in latte magro al 3% per un’ora, a temperatura ambiente in agitazione (anti-core 1 (g/ml o anti-HA 1:1000). Al termine dell’incubazione la membrana è stata lavata e, quindi, incubata con gli anticorpi anti-topo coniugati con perossidasi (1:1000, DakoCytomation). La reazione è stata protratta a temperatura ambiente per un’ora. La reazione è stata infine visualizzata in luminescenza utilizzando l’ECLTM Western blotting detection reagent (Amersham Bioscience) ed esposta su lastra autoradiografica per 3-30 min.

RISULTATI

1. Studio dell’espressione cellulare della proteina core in cellule COS-7

1.1 Subclonaggio della sequenza del core nei plasmidi di espressione pDNR e pMT2 
La sequenza del core (plasmide p102) è stata subclonata in plasmidi per l’espressione in cellule di mammifero ed i nuovi plasmidi sono stati nominati:
· p103: core in pDNR,  

· p105: core in pMT2-HA

· p114: core in pMT2.
Nel caso del clonaggio in pMT2-HA la sequenza del plasmide ottenuto ha permesso di verificare il mantenimento del “frame” tra la sequenza codificante per la HA-Flag e quella codificante per la proteina del core.

1.2 Espressione della proteina core nelle cellule COS-7 
Per l’espressione della proteina sono stati inizialmente eseguiti esperimenti con utilizzo della linea cellulare COS-7. Gli esperimenti di trasfezione iniziali sono stati eseguiti utilizzando il plasmide pDNR (p103), in cui la sequenza è posta sotto il controllo del promotore virale del Citomegalovirus. L’espressione della proteina del core è quindi stata verificata tramite immunofluorescenza e Western Blot, utilizzando anticorpi monoclonali contro la proteina stessa; l’efficienza di trasfezione ottenuta in queste condizioni  si è rivelata molto bassa. Il pattern dimostrato di espressione proteica era esclusivamente citoplasmatico.
Al fine di verificare la causa di tale bassa efficienza, abbiamo subclonato la sequenza nel plasmide pMT2HA (p105), per ottenere una proteina ricombinante. In questo modo è stato possibile usare gli anticorpi contro la flag, e verificare la specificità e la sensibilità degli anticorpi anti-core. L’utilizzo di questo plasmide ci ha inoltre permesso di porre la nostra sequenza sotto il controllo di un diverso promotore; infatti nella serie dei plasmidi pMT2 le sequenze inserite sono controllate dal promotore dell’Adenovirus (enhancer SV40 virus). Si è così potuto valutare, tramite immunofluorescenza con anticorpi contro la flag, che l’efficienza di trasfezione era notevolmente maggiore; tuttavia, anche anche in questo caso la proteina veniva espressa esclusivamente a livello del citoplasma, con un  pattern che faceva pensare ad una localizzazione a livello di reticolo endoplasmatico. L’esperimento è stato ripetuto più volte a diversi tempi dopo la trasfezione (24 ore, 48 ore e 72 ore) ma non si è mai potuto osservazione una localizzazione nucleare, come invece riportato da Altri in letteratura. Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti utilizzando l’anticorpo antiflag e l’anticorpo specifico per la proteina del core. L’espressione della proteina con o senza flag non ha messo in evidenza alcuna eventuale interferenza della flag nella localizzazione della proteina stessa.
2. Studio dello splicing della proteina del core nelle cellule COS-7

2.1 Subclonaggio della sequenza del core e di E1 nel plasmide di espressione pDNR
Onde studiare non solo la localizzazione della proteina, ma anche il suo eventuale splicing, abbiamo iniziato il subclonaggio della regione della sequenza virale che comprende una parte della regione non tradotta al 5’ (5‘UTR) (nt 279-341), il core (nt 342-914), la proteina dell’envelope E1 (915-1490) e buona parte della E2 (1491-2282 la cui sequenza completa arriva fino al nt 2579 compreso). A tal fine, abbiamo utilizzato la regione ottenuta sottoponendo a digestione con opportuni enzimi il plasmide pBRT703’X (rinominato p108) contenente il cDNA dell’intera sequenza codificante per il virus HCV tipo 1d (isolato NIHJ1, Gene Bank D_89815). I frammenti sono stati successivamente introdotti nel plasmide pDNR e così nominati:

· p112 di 2003 pb (nt 279-2282) dopo taglio con Stu I e Xho I
· p113 di 1059 pb (nt 279-1338) dopo taglio con  Stu I, Xho I e Bam HI. 
2.2 Espressione della sequenza del core e di E1 nelle cellule COS-7
La trasfezione di questo plasmide in cellule comporta la sintesi di una poliproteina, e la produzione della proteina del core è dipendente dallo splicing cellulare. Come è stato possibile osservare in Western Blot,  la trasfezione del plasmide p112 in COS-7 ha effettivamente indotto la produzione della proteina del core, seppure in quantità minore rispetto alle cellule trasfettate con il plasmide p114. Va comunque segnalato come il clonaggio di una sequenza di cDNA, che comprende parte della regione non trascritta prima dell’ATG, abbia portato ad un aumento sensibile della quantità di proteina espressa (o meglio, della percentuale di cellule trasfettate in grado di esprimere la proteina stessa). Va inoltre segnalato come nelle cellule trasfettate con i plasmidi p112 e p113 sia osservabile un prodotto di peso molecolare inferiore (di circa 19 kD), riconosciuto dall’anticorpo monoclonale core-specifico. Nonostante la presenza della forma più corta della proteina nel Western Blot, gli esperimenti in immunofluorescenza non hanno evidenziato alcuna variazione nella localizzazione cellulare della proteina. E’ possibile che il livello di espressione proteica non sia stato sufficiente ad evidenziare la porzione con localizzazione nucleare. 

3. Studio dello splicing della proteina del core nelle cellule HepG2

Al fine di verificare se ci fosse un possibile contributo da parte del tipo cellulare, riguardo l’atteso splicing e localizzazione della proteina, abbiamo ripetuto gli esperimenti utilizzando una linea cellulare umana derivata da  HCC (HepG2).

La trasfezione della proteina del core in queste cellule ha confermato la differenza di espressione già avuta nelle cellule COS-7 in relazione al promotore utilizzato. L’espressione del core quando è posto sotto il controllo del promotore dell’Adenovirus (p105) risulta infatti essere decisamente maggiore rispetto a quella ottenibile sotto il controllo del promotore del Citomegalovirus (p103).

Diversa è invece la situazione per quanto riguarda la localizzazione cellulare. Mentre nelle COS-7 l’immunofluorescenza aveva dimostrato una localizzazione esclusivamente citoplasmatica della proteina del core, nelle HepG2 si è evidenziata una localizzazione nucleare. La traslocazione della proteina al nucleo non appare  un fenomeno uniforme, ma bensì limitato a quelle cellule in cui si osserva una fluorescenza citoplasmatica più forte.
DISCUSSIONE

La proteina core è stata fatta dapprima esprimere nella linea cellulare COS-7, originata da rene di scimmia. In un primo tempo per questo scopo è stata utilizzata la sequenza per la proteina core posta sotto il controllo del promotore virale precoce del Citomegalovirus; l’efficienza d’espressione in queste condizioni, valutata con l’immunofluorescenza, si è però rivelata piuttosto scarsa. L’esperimento è stato quindi ripetuto ponendo la sequenza sotto il controllo del promotore virale tardivo dell’Adenovirus, e l’espressione della proteina è stata valutata sia riguardo la localizzazione, sia riguardo lo splicing. I risultati ottenuti hanno dimostrato la sola localizzazione citoplasmatica della proteina in questa linea cellulare con entrambi i promotori, in presenza di una ben differente efficienza di espressione. In particolare, si è osservata un’espressione proteica maggiore nelle cellule in cui la sequenza proteica era posta sotto il controllo del promotore dell’Adenovirus, rispetto a quelle con il promotore del Citomegalovirus. Sempre nelle cellule COS-7 abbiamo confermato i risultati ottenuti con l’immunofluorescenza, tramite Western Blot sui lisati cellulari totali, utilizzando un anticorpo monoclonale specifico per la proteina del core. Si è evidenziata una banda specifica significativamente maggiore a livello delle cellule trasfettate col plasmide in cui la sequenza era posta sotto il controllo del promotore dell’Adenovirus, mentre non era visibile nessuna banda corrispondente alla proteina del core nel plasmide la cui sequenza del core era posta sotto il controllo del promotore del Citomegalovirus, probabilmente a causa dello scarso numero di cellule esprimenti in queste condizioni. 

Questi risultati ci hanno indotto a considerare due diverse ipotesi per spiegare questo fenomeno: la prima era che vi potesse essere un effetto inibitorio della proteina del core sul promotore del Citomegalovirus, come del resto già proposto in letteratura (23), l’altra prendeva in considerazione il fatto che le COS-7 sono cellule trasformate dal virus SV40, che esprimono quindi l’antigene T grande del virus stesso, e che la trasfezione di queste cellule con un plasmide che porta l’enhancer del virus SV40, potesse portare ad un’amplificazione del processo di trascrizione, che in qualche modo mascherasse l’effetto inibitore del virus sul promotore. Questo fenomeno è stato però escluso dalla trasfezione, con entrambi i promotori, della linea cellulare HepG2 (non trasformata dal virus SV40). In questo caso, infatti, i risultati visualizzati all’immunofluorescenza risultano sovrapponibili ai precedenti. Si è infatti osservata, anche in queste cellule, una differenza di espressione legata all’utilizzo dei due diversi promotori: nel caso del promotore del Citomegalovirus l’efficienza di espressione si è rivelata piuttosto scarsa, mentre questa risultava decisamente più elevata nel caso dell’utilizzo del promotore dell’Adenovirus; in questo modo è stata definitivamente esclusa la possibilità di un fenomeno di autoamplificazione legato alla presenza di una sequenza dell’SV40. I risultati dimostrano che vi è una effettiva inibizione da parte del core sul promotore del Citomegalovirus, anche se non possiamo stabilire se questa inibizione sia data dalla sequenza nucleotidica, o dalla sequenza amminoacidica.
Contemporaneamente, è stato inoltre portato avanti il subclonaggio di una regione più ampia della sequenza virale, posta sotto il controllo del promotore del Citomegalovirus, contenente una parte della regione non tradotta al 5’, la sequenza E1 de una parte della sequenza E2. Scopo di questo ulteriore clonaggio era di verificare se la produzione di una parte della poliproteina virale, in modo che potesse avvenire lo splicing intracellulare, modificasse in qualche modo l’espressione o la localizzazione della proteina core. L’analisi al Western Blot ha evidenziato che la trasfezione delle cellule con i plasmidi recanti le sequenze più lunghe ha portato ad un aumento significativo della quantità di proteina espressa sotto il controllo del promotore del Citomegalovirus -anche se non raggiungeva lo stesso livello del promotore dell’Adenovirus- ed uno splicing cellulare, con produzione di due forme della proteina (p21 e p19), rispettivamente descritte in Letteratura come forma innata e forma matura. In conseguenza di ciò abbiamo supposto che nella regione aggiunta ci fosse un tratto di sequenza in grado di contrastare l’inibizione esercitata dal core sul promotore del Citomegalovirus. Negli esperimenti sono stati utilizzati due frammenti di diversa lunghezza: il primo codificante per le regioni core, E1 ed E2 (plasmide p112); il secondo per il tratto core-E1 (plasmide p113). I risultati ottenuti sono stati in realtà sovrapponibili; infatti non vi era una differenza quantitativamente significativa nell’espressione del core tra i due plasmidi. Questi dati ci hanno portato a pensare che la regione promuovente la trascrizione non fosse a livello delle proteine del pericapside, ma a livello della regione non tradotta al 5’ (5’ UTR). In questo senso stiamo portando avanti ulteriori subclonaggi della sequenza virale, costituiti da frammenti di diversa lunghezza in parte sovrapponibili della regione UTR 5’, volti a verificare quale sia l’estensione minima di questa regione necessaria alla promozione dell’ espressione proteica.
L’altro fenomeno messo in evidenza dal Western Blot, come già accennato, riguarda lo splicing cellulare della proteina stessa, evidenziato grazie alla presenza di due bande, di peso molecolare diverso, riconosciute dall’anticorpo specifico per la proteina del core. Queste sembrerebbero corrispondere alle due forme della proteina core p21 e p19. Interessante è notare come questo splicing sia presente solo nelle cellule trasfettate con la forma lunga di proteina, indicando che le sequenze amminoacidiche successive a  quella del core  siano necessarie per un corretto splicing cellulare della proteina stessa.
Un discorso a parte merita l’analisi della localizzazione cellulare della proteina, osservata in immunofluorescenza. In primo luogo si sono valutate le cellule COS-7 trasfettate  con i plasmidi recanti il solo frammento del core. Sia con utilizzo del promotore del Citomegalovirus (plasmide p103), sia con utilizzo del promotore dell’Adenovirus (plasmide p105), l’unica localizzazione osservata è stata vacuolare citoplasmatica, lasciando il nucleo completamente vuoto. Si pensa che questi vacuoli rappresentino la superficie del reticolo endoplasmatico, ove il virus si replica, o delle gocciole lipidiche, come già osservato da diversi autori (24). Nonostante in letteratura sia stata segnalata una localizzazione nucleare della forma corta della proteina, i dati in nostro possesso non consentono di confermare questa osservazione. Infatti, nonostante abbiamo potuto evidenziare la produzione di una forma corta con il Western Blot, non abbiamo potuto dimostrare alcuna localizzazione nucleare in immunofluorescenza. È peraltro ipotizzabile che tale fenomeno, se pur presente, non sia stato visualizzabile, a causa di un insufficiente livello di espressione proteica o del diverso tipo cellulare. In realtà non esistono dubbi in letteratura per quanto riguarda la localizzazione citoplasmatica della proteina, mentre ancora aperto è il dibattito su una possibile localizzazione nucleare, osservata da alcuni. Secondo diversi autori, la mancata localizzazione nucleare potrebbe essere legata a una soppressione dell’espressione nucleare della proteina, legata alla presenza della forma citoplasmatica, o innata, della proteina stessa. Questa, infatti, quando presente, inibirebbe la traslocazione a livello nucleare di una forma più corta di proteina, detta matura (25).
Per valutare se vi fosse un’influenza del tipo o dell’origine cellulare sulla localizzazione proteica abbiamo poi analizzato in immunofluorescenza sia le cellule COS-7 che le cellule HepG2, transfettate con il plasmide p112. Solo le cellule di derivazione epatocitaria hanno mostrato la presenza di numerose fini granulazioni nucleari  I risultati da noi ottenuti quindi andrebbero ad avvalorare le teorie che vedono una localizzazione anche nucleare della proteina, peraltro tipo-specifica. Va considerato però che in un precedente lavoro (26) si dimostra come i dati della sola immunofluorescenza vadano considerati con forte spirito critico. Infatti analizzando la localizzazione cellulare del core in due linee cellulari, una di origine non epatica (ovaio di criceto cinese, CHO) ed una di origine epatica (HepG2) la semplice immunofluorescenza poteva trarre in inganno, facendo ipotizzare una localizzazione nucleare della proteina. Ulteriori analisi in microscopia confocale con doppia colorazione con un marker di membrana nucleare hanno potuto dimostrare che, quella che sembrava una positività nucleare nelle cellule CHO, era in realtà un artefatto d’immagine legato alla visualizzazione bidimensionale di una struttura tridimensionale, quale è la cellula. Alla visione stratificata, infatti, il citoplasma delle cellule ha mostrato numerose invaginazioni nucleari, che alla visione bidimensionale classica assumevano l’aspetto di una localizzazione nucleare. Secondo altri autori il core potrebbe acquisire una localizzazione nucleare o citoplasmatica a seconda del genotipo virale, oltre che delle dimensioni della proteina processata.
PROSPETTIVE FUTURE
Il nostro gruppo si propone di analizzare in Western Blot isolate frazioni cellulari di nuclei e citoplasma delle cellule HepG2 trasfettate, in modo da verificare l’effettiva localizzazione della proteina, anche se questo tipo di esperimento presenta numerose difficoltà legate all’ elevata quantità di materiale cellulare necessario.
Ci proponiamo poi di ripetere gli esperimenti di immunofluorescenza con tecnica confocale, utilizzando marcatori specifici per il reticolo endoplasmatico e/o la membrana nucleare, in modo tale da evitare confondimenti legati all’utilizzo di un’analisi di tipo bidimensionale per visualizzare strutture tridimensionali.

Inoltre, intendiamo vedere se la differenza di efficienza di trasfezione, osservata tra cellule di rene di scimmia e cellule di origine epatica umana, sia specie-specifica od organo-specifica, ripetendo lo stesso set di esperimenti nella linea HTC di epatoma di topo, recentemente messaci a disposizione dalla Prof.ssa Carini, e nella linea HEK-293, derivata da cellule embrionali umane di rene.
Come accennato in precedenza, abbiamo intenzione di effettuare ulteriori subclonaggi della sequenza virale, costituiti da frammenti di diversa lunghezza della regione UTR 5’, volti a verificare quale sia l’estensione minima di questa regione necessaria alla promozione dell’ espressione proteica.

Ci proponiamo infine di passare dall’utilizzo di linee cellulari trasformate, quali sono le COS-7 e le HepG2, ad un sistema epatocitario umano normale, per valutare quali siano gli effetti diretti della proteina core su queste cellule. Un primo simile sistema cellulare, ora esaurito, era già stato messo a punto dal gruppo del Prof. Francesco Curcio (Cattedra di Patologia Molecolare, Università degli Studi di Udine). Intendiamo pertanto rimettere in coltura un sistema analogo, in grado di replicarsi in coltura per diversi cicli cellulari mantenendo le principali funzioni epatocitarie fisiologiche. In questo modo sarà possibile valutare quali siano gli effetti diretti della proteina core sulle principali funzioni cellulari, quali la replicazione, l’espressione genica o l’apoptosi, aprendo nuove strade allo studio dei meccanismi di epatocarcinogenesi virale. 
…LAVORI IN CORSO

Esperimenti preliminari effettuati dal nostro gruppo in collaborazione con quello del prof Curcio avevano dimostrato che questo sistema non è efficentemente trasfettabile con i comuni sistemi (calcio, destrano, diverse formulazioni lipidiche commerciali). Per tal ragione ci si è indirizzati sulla produzione di vettori ricombinanti adenovirali. La prima fase che prevedeva il clonaggio della sequenze virali nel plasmide shuttle pDNR, è stata completata con successo. La fase successiva prevede la ricombinazione CRE-loxP diretta tra il plasmide shuttle ed il BAC (Bacterial Arthificial chromose) contenente il genoma dell’Adenovirus (deleto dei geni E1-E3) e la successiva elettroporazione in E.coli. Allo stato attuale non siamo ancora riusciti ad effettuare una elettroporazione efficiente, nonostante i batteri preparati da noi dimostrino una competenza di 10ex9 cfu/microg DNA per quando elettroporati con un plasmide di controllo. Dubbi persistono se l’inghippo sia a livello della ricombinazione o della  elettroporazione.
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Proteomica dell’epitelio intestinale. 11 marzo 2005.
Sclerosi multipla: ricerca di geni di suscettibilità nella  popolazione finlandese. 21 marzo 2005.

Le cellule dendritiche, un giocatore chiave nella risposta immunitaria: quali e quanti tipi? 23 marzo 2005.
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La tossina della pertosse ed il suo B-oligomero: nuovi farmaci   immunostimolanti e anti-HIV? 17 giugno 2005.
Caratteristiche e potenzialità delle cellule isolate dalle membrane fetali umane: amnion e corion. 12 settembre 2005.
CORSI DI DOTTORATO SEGUITI 2004/2005
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Corso di statistica (29 giugno, 6 luglio, 12 luglio, 21 settembre 2005). 
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