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1. INTRODUZIONE e BACKGROUND

1.1 Cenni sull'Infezione da Virus B
L'infezione da Virus dell’Epatite B e l'infezioneadVirus dell’epatite C (HBV, HCV)

sono insieme, al secondo posto dopo quella da t#vie cause di mortalita dovuta ad
infezioni di natura virale. Le patologie HBV-relateono principalmente causate
dall’effetto citotossico dovuto alla risposta imnitana. |l decorso dell'infezione HBV e
altamente variabile e va da un tipo di infezionkerde e transiente fino all’epatite
cronica. Circa il 40 % della popolazione mondialeeduta in contatto con HBV e 370
milioni di persone sono portatori cronici dell'aygne di superficie del virus B (HBSAQ).
Ogni anno, circa un milione di persone muore panmcanze HBV-relate: cirrosi
epatica, insufficienza epatica, epatocarcinoma (IQC

Il virus dell’epatite B umano e il prototipo dei embri della famiglia degli
hepadnaviridae animali. Il genoma HBV e circolgratzialmente a doppio filamento, &
lungo circa 3.2kb e contiene 4 regioni overlappa8ti C, P e X. La regione dell'S
contiene tre codoni di inizio che codificano pee folipeptidi aventi un’estremita
carbossiterminale comune: questa regione € la negpie della comparsa del’HBsAgQ,
ovvero dell'antigene di superficie per il virus gpatite B. La regione P codifica per la
polimerasi virale. La regione C contiene due coddniinizio che codificano per
I'antigene del core (HBCAQ), responsabile dellaesndelle proteine del nuscleocapside
e per l'antigene solubile che, secreto nel flusaagsigno, determina la comparsa
dellHBeAg. L’'HBeAg € associato ad un’alta repliagaze virale e ad uno stadio infettivo
avanzato. Infine la regione dell’X codifica per ymateina che funge da attivatore della
replicazione virale ed esplica altre funzioni regotie ancora non completamente
delineate[2].

L’infezione cronica da virus B e una malattia pexsgivamente evolutiva che puo
risultare in complicanze quali la cirrosi epatical’epatocarcinoma (HCC). La fase
cronica dell'infezione si instaura quando il vipsrmane in circolo per piu di sei mesi e
si caratterizza per la positivita del’lHBsAg siexicAl contrario, I'infezione dopo la fase
acuta, viene controllata quando si verifica la searsa dellHBsAg dal siero, la

normalizzazione dei livelli di transaminasi e langmarsa di anticorpi per 'HBsAg



(HBsAb). Un profilo sierologico di HBsAg negativjtassieme alla positivita degli
anticorpi HBsAb e degli anticorpi anti-core (HBcAb& indicativo pertanto della
risoluzione dell'infezione. Tale evento si verifida circa I'85-90% degli adulti

immunocompetenti dopo la fase acuta, ma in unamarnpercentuale di casi, stimata

attorno al 2%, puo avvenire anche a seguito dinfezione cronica di lungo corso[3;4].

1.2 Che cos’e I'Infezione Occulta da Virus B (OBI)

L'infezione Occulta da Virus B (OBI) costituisce amjgi uno dei piu interessanti
argomenti in ambito di epatiti virali e la sua vid@za clinica e nota da piu di 30 anni.
Tale interesse € principalmente dovuto al suo mdéeimpatto clinico, che risiede in:
rischio di trasmissione in caso di trasfusioneadiggie o di trapianto di fegato, rischio di
riattivazione in condizioni di immunosoppressiopeienziale ruolo nella progressione
dell’'epatite cronica e nelle conseguenti strategiapeutiche ed infine potenziale ruolo
nello sviluppo di epatocarcinoma. Descritta pgurina volta nel 1970 questa particolare
forma di infezione deve ancora essere chiarameanigterizzata. In particolare, negli
ultimi dieci anni, grazie all’avvento di nuove tédme di biologia molecolare (RT-PCR,
Nested-PCR), parte delle sue caratteristiche \giole , nonché le sue implicazioni
cliniche, sono state chiarite. Tuttavia numerogpe#ts restano ancora perlopiu da
comprendere e tra questi ci sono una chiara dedimezdi questo tipo di infezione ed un
approccio laboratoristico standardizzato per lacdsagnosi[5].

La possibilita di contrarre il virus dell’epatite, Bn seguito a trasfusione di sangue
proveniente da donatore esclusivamente HBcAb posié stata valutata soltanto negli
ultimi 30 anni. Tale possibilita ha messo in evierche pazienti HBsAg negativi nel
siero, con marcatori che testimoniano un precedem¢atto col virus, possono ancora
contenere virus infettante. E’ stato infatti dinratd che 'HBV-DNA puo0 essere rilevato
nel siero e/o nel fegato dei pazienti anche matopo dopo la scomparsa del’HBsAg,
sia in caso di epatite acuta “self-limited”, sia seguito ad efficace trattamento
farmacologico della forma cronica. Questa formanéizione HBV e appunto definita
HBV occulto (OBI).

L'infezione occulta da virus dell'epatite B si d@lice pertanto per la presenza

dellHBV-DNA nel siero e/o negli epatociti di sogtjieHBsAg negativi, con 0 senza



marcatori virali indicativi di una precedente infeze (HBCAb e HBsAD); esiste infatti
una proporzione di pazienti, stimata attorno al 28%rologicamente negativa a tutti i
marcatori virali. OBl € stata rilevata in pazieafifetti da HCC HBsSAg negativi, in
pazienti HCV e nei cosi detti gruppi a rischio: elatizzati, emofiliaci e coloro che
abusano di sostanze stupefacenti per via endové¢Bdga

Il tratto comune degli individui affetti da HBV oglto (OBI) € 'HBsAg negativita, in
presenza di livelli di HBV-DNA rilevabili nel fegate livelli di HBV-DNA nel siero
rilevabili o meno. Qualora rilevabili, i livelli dHBV-DNA sono comunque molto piu
bassi rispetto a quelli caratteristici di un’'infeae HBV “manifesta”’, motivo per cui
'aumento della sensibilitd delle tecniche di bgikb molecolare (Nested-PCR e RT-
PCR) e stato fondamentale per la ricerca in quastbito. Relativamente agli altri
marcatori sierologici invece, i soggetti OBl possa@ssere distinti in OBI sieropositivi
(HBsAb e HBcAD positivi); OBI sieronegativi (HBsAdHBCAD negativi) e “falsi OBI”.
Nei soggettiOBI positivi la negativizzazione del’HBsSAg puo avvenire susbesmente
alla fase acuta dell'infezione e richiedere dei imeppure puo avvenire dopo anni di
infezione cronica. | soggettOBl negativi sembrano perdere progressivamente gli
specifici anticorpi per il virus B o |i mantengonsoltanto nella fase iniziale
dell'infezione. I“falsi” OBI presentano livelli di HBV-DNA analoghi a quellievabili
nelle differenti fasi dell'infezione “manifesta” ma livelli di HBsAg prodotti non
risultano detectabili con le metodiche attualmanteso. Questo sembra essere dovuto

alla produzione di proteine codificate da un gemsusante [5].
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In caso di OBI sono infatti state rilevate una esati mutazioni, € tuttavia ancora da

chiarire se queste siano causa o conseguenzastodym di infezione. Tra le mutazioni

Tra le mutazioni piu frequentemente riscontratgocio:

a)

b)

d)

Delezione della regione Pre-Smediatrice della sintesi di proteine
recettoriali;
Splicing della regione PRE (Post-Trascriptional-Regulatory-Element): lo

splicing dell’ m-RNA in questa regione crea progimberranti dalla
funzionalita sconosciuta; inoltre [|'alterazione ldelregione PRE puo
determinare difficolta nel trasferimento dei viriatal nucleo al citoplasma
(per splicing si intende quel processo che insieshecapping e alla
poliadenilazione permette il passaggio da m-RNAdn#o primario ad m-
RNA maturo, ovvero che permette la maturazionetrdskritto primario dei
geni discontinui);

Delezione della regione esone introne 458-45f delezione di questa
porzione puo dare problemi di accumulo di Pre-S2/BNA;

Splicing della regione 2986-204scoperta piu recente): pare che possa
interferire e abolire la funzionalita dell’S seralterare la funzionalita di P,
C e X. In virtu di questo splicing il genoma virapotrebbe rimanere
incapsidato nella cellula ospite, perdendo la peopapacita di sviluppo e di
inserimento in altre cellule. Tale splincing sarebguindi in grado di
generare particelle virali deficienti, la cui pretjiva di vita &€ funzione di
quella della cellula ospite. Tuttavia la seleziorendomizzata delle
mutazioni, insieme alla selezione naturale durdatevita dell’individuo,
possono permettere al virus di riacquisire la néenfianzionalita. Le cellule
che producono virioni che sfuggono al controllo sistema immunitario per
anomalia dell'S possono causare riattivazione inndcooni di

immunosoppressione [6].

Le basi molecolari dell'infezione HBV occulta sostrettamente legate al caratteristico

ciclo cellulare del’HBYV e in particolare allo stapcui si verifica la conversione di circa

3Kb di genoma virale circolare, in una struttur@MA double-strand covalementemente

legata (ccc-DNA). Il cccDNA e un intermedio repliva stabile, che persiste nei nuclei



cellulari degli epatociti e funge da template peréplicazione virale. La stabilita e la
persistenza a lungo termine delle molecole di cc&DiNsieme alla lunga emivita degli
epatociti fa si che l'infezione virale, una voltavanuta, possa persistere anche per tutta
la vita [5;7].
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Quasi tutti i soggetti affetti da OBl sono infettdl un virus replicativo (competente
nelle replicazione) che mostra pero una forte seggione dell’attivita replicativa e
dell’'espressione genica, il che si risolve in uidazione complessiva dell’attivita virale.
Alcuni OBI sono invece portatori di un virus B mote, difettivo nella replicazione o
nella sintesi della proteina S: ci0 sembra essevetd rispettivamente a mutazioni nella
regione della polimerasi e nella regione promotde#'S. Il fatto che, come in caso di
infezione da HBV “manifesta” 'HBV-DNA conservi l&apacita di integrarsi nel
genoma dell’'ospite, conferma il mantenimento deep®oncogenico del virus B anche
in questo tipo di infezione e conseguentementaal potenziale ruolo nello sviluppo di
epatocarcinoma [5;7]. Sotto il punto di vista imrologico, € noto da diverso tempo
come gli OBI sieropositivi mostrino una rispostacdliulare virus specifica a lungo

termine nei confronti degli epitopi HBV, che detémamo il controllo delle minime



guantita di virus circolanti. Uno studio recente hw®ltre chiarito come siano
identificabili diversi profili immunitari a secondiella positivita dell'anticorpo anticore:
gli individui OBI anti-HBc mostrano infatti una pssta suggestiva di protezione, mentre
gli OBI-HBc-negativi pur presentando risposte exoyi sembrano aver perduto la
capacita di espandersi e di produrre citochinegsrendo che probabilmente questa
forma di infezione € indotta da minime quantitaigeniche iniziali, non sufficienti a
sviluppare una reazione immunitaria potente e firese[8].

In definitiva, nell’infezione occulta si realizzana forte inibizione della replica e
dell’'espressione genica virale, che é responsatute solo del’lHBsAg negativita ma
anche del minimo, se non nullo livello di HBV-DNAeHdco, caratteristico della
maggioranza dei pazienti affetti da HBV occultméccanismi di tale effetto soppressivo
rimangono ad oggi ancora da chiarire, e basatisokvidenze indirette [1;4;6].

Tra quelli proposti ci sono la risposta immune 'dspite, la presenza di co-infezioni e di
fattori epigenetici. La co-infezione con altri agemfettanti, virali e non, €& stata
chiamata in causa come fattore addizionale in gdadoibire la replicazione di HBV e
I'espressione genica; a conferma di questo concédtopiu elevata prevalenza di
infezione occulta e stata rilevata in pazienti sdazione cronica da HCV e studi in vitro
hanno dimostrato come la proteina del core di H@i6@ da potente inibitore della
replicazione HBV. Infine, anche agenti infettantinnvirali possono agire da potenziali
soppressori dell’attivita virale.

E’ stato suggerito che anche fattori epigeneticeksamo giocare un ruolo chiave
nell’induzione dello status occulto: e stato infaitidenziato come le molecole di HBV-
cccDNA organizzate come microsomi virali, siano gette ad attivita enzimatiche
anomale, dovute a modifiche dell’ambiente intragpata loro volta determinate dalla
presenza di coinfezioni, di agenti chimici o citoeh[3;5;9].

L’infezione da HBV occulto é diffusa a livello moate e la sua distribuzione riflette la
generale prevalenza dellHBV nelle varie aree gefigne; € ormai concordemente
accettato che i pazienti infetti da HCV costiturszda categoria di individui con maggior
prevalenza di infezione occulta (circa un terzo stejgetti HCV positivi nel bacino del
Mediterraneo, proporzione che diventa ancora puath nelle aree dell’Est Asiatico). In

generale, oltre a pazienti con epatopatia, tuttediegorie di pazienti a rischio di



infezioni a trasmissione parenterale (tossicodipatidemodializzati, HIV-positivi) sono
state ampiamente valutate per la presenza di orieziocculta, sebbene con Il

raggiungimento di risultati talora divergenti.

1.2.1 OBI e Riattivazione

Come precedentemente detto in caso di OBl si varifuna forte soppressione

dell'espressione genica e dell'attivita replicativarale, nella quale la risposta
immunitaria dell’ospite gioca il ruolo principal@ale stato soppressivo puod tuttavia
essere discontinuo e condurre ad una tipica efititen decorso estremamente severo e
in alcuni casi anche fulminante. Questo eventcesiiga piu frequentemente in pazienti
in condizioni di immunosoppressione indotta dakaapia e/o legata a patologie del
sistema immunitario [11;12]. Un soggetto OBl posti che diventi
immunocompromesso, pud mostrare una riattivazianenuino-mediata dell’attivita
replicativa virale e danni CTL-mediati agli epatgccio conduce inevitabilmente allo
sviluppo di epatite. La riattivazione clinica e olimgica di OBl e stata ripetutamente
osservata in pazienti emato-oncologici, in soggeltt/-positivi, in caso di trapianto di
cellule staminali ematopoietiche e nel trapiantorgano. Inoltre nuovi potenti farmaci
Immunosoppressivi come gli anticorpi monoclonali-€D20, antiCD-25 e anti-TNF,
recentemente introdotti nella pratica clinica, seanb poter causare un ulteriore
aumento del rischio di riattivazione di HBV [7]. Lsiato di soppressione tipico della
replica virale viene quindi rapidamente alterat@rmpo lo stato di equilibrio sistema
immune/ospite venga perturbato da condizioni pgiolee o farmacologiche che
inducono immunosoppressione (infezione da HIV, itmagw di organo solido o di
midollo). La riattivazione avviene frequentemente anche nggstti HIV soprattutto

dopo sospensione della terapia con antagonistetnaivirali.

1.2.2. OBI e Trasfusione

In campo trasfusionale gli anticorpi anti-HBc sosi@ati inizialmente utilizzati come

markers indicativi di una epatite non-A e non-B.nCkaumento delle metodiche
disponibili per lo screening anti-HCV I'analisi tkelpresenza di anti-HBc e divenuta
invece un potenziale mezzo per la prevenzione delEmissione di OBI. Nelle aree a

bassa incidenza come il Nord Europa e il Nord Aogela maggior parte degli individui
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anti-HBc positivi sono anche anti-HBs positivi. $etti con alti livelli di anti-HBs sono
in genere HBV-DNA negativi, mentre con bassi livell anti-HBs si puo avere HBV-
DNA circolante. Soggetti esclusivamente anti-HBsipa vengono definiti “anti-HBc
only” pur presentando anche, in genere, un ahotdi anticorpi anti-HBe. Ci sono due
possibili spiegazioni alla sieropositivita esclasper I'anti-HBc:

1. dopo anni di infezione HBV cronica non produttivdivelli di HBsAg

circolanti diventano talmente bassi da non esserdlpvabili;
2. la relativamente breve persistenza dell'anti-HBs tdnsi che I'anti-HBc sia
I'unico marker di infezione HBYV rilevabile.

Come nelle altre infezioni di natura virale, anéheaso di HBV si puo affermare che
I'infettivita dipende da due fattori: la dose dirus infettante e I'immunocompetenza
dell’ospite. Considerando il volume di materialetgg@ialmente infettivo utilizzato in
caso di trasfusione, donazione di sangue o di qumiponenti, € generalmente accettato
che qualora vi sia dellHBV-DNA l'infezione si pueerificare. Gia da tempo € stato
chiarito come vi sia una relazione inversament@@mzionale tra i livelli di anti-HBs e |l
grado di infettivita: il 10 % di unita di sanguencbassi livelli di anti-HBs possono essere
infettive. L’infettivita da donatore anti-HBs pasib in pazienti immunodeficienti o
immunocompromessi deve ancora essere indagata [13].
Al contrario il potenziale infettivo che si puoeaxe da donatore esclusivamente anti-HBc
positivo € noto da anni [14;15]. | dati finora o, pur essendo basati esclusivamente
Su saggi sierologici, mostrano che non piu del 4iégli individui riceventi sangue da
donatore esclusivamente anti-HBc positivo svilugpaan’infezione HBV post-
trasfusionale. La discrepanza tra I'alta caricaleire la relativamente bassa frequenza di
infezioni post trasfusionali, suggerisce che nolo de cellule con HBV-DNA siano
infettanti. Quindi, sebbene non assoluti, tuttiatidfinora raccolti suggeriscono che,
guando I'HBV-DNA non é rilevabile (presumibilmenperché ad una concentrazione
troppo bassa) i portatori del solo anti-HBc hannopotenziale infettivo molto alto nei
soggetti immunodeficienti [16;17].
Uno dei principali problemi posti dall’infezione @mdta da HBV risiede quindi nella
possibilita di costituire fonte di trasmissionealr in caso di trasfusione. Attualmente,

dal momento che la trasmissione di HBV post-trashae e un’evenienza molto rara,
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I'infezione da HBV occulta dei donatori rappreseihfarincipale fattore responsabile dei
casi residui. L’infezione occulta pud anche esdeasmessa in corso di trapianto
d’organo, soprattutto in caso di trapianto di fegabme ovvia conseguenza del fatto che
gli epatociti fungono da serbatoio di virus. llatgo principale di trasmissione di HBV
occulto in caso di trapianto si ha con il trapiamtiofegato ortotopico da donatore
sieronegativo, in particolare se il donatore e tiegaer tutti i marcatori sierologici. Al
contrario, la trasmissione di HBV occulta in trapg@di rene, cuore o midollo osseo, &

un’evenienza piuttosto rara[5].

1.2.3. OBl e HCC

A livello mondiale I'infezione da HBV é il maggidattore di rischio per lo sviluppo di
epatocarcinoma (HCC). Negli ultimi trent’anni laerca ha focalizzato molto la propria
attenzione sul ruolo che HBV riveste nell’epatocaygenesi: due sembrano essere i
principali meccanismi HBV-relati che contribuiscoalto sviluppo di HCC.

1. I' integrazione del genoma virale in quello delpds risulta nella perdita
della funzionalita dei geni tumore soppressori reéll’'attivazione di geni
tumore promotori;

2. l'espressione di fattori trans-attivati derivantaldgenoma HBV i quali
potrebbero influenzare la trasduzione del segnatiedellulare e alterare
I'espressione genica dell'ospite.

L’integrazione del genoma virale in quello dell'dspe stata rilevata nell’85-90% degli
epatociti di soggetti con HCC/HBV-relato, tuttavidon € ancora stato possibile
individuare quali geni umani siano i preferenztaliget dell’inserzione di HBV. Alcuni

geni HBV sono stati rilevati nel tessuto tumorai@ frequentemente di altri: gene
troncato preS2/S, gene X ed uno splicing del gendB¥ recentemente identificato. Le
proteine espresse da questi geni integrati semlaa@ie attivita intracellulare, la quale
potrebbe essere responsabile dello sviluppo di iH@Giante effetti di crescita cellulare
e apoptosi. | geni che sembrano essere principaémadterati, nella loro funzionalita,

dall'inserzione di HBV sono: quelli regolanti I'inontalita cellulare (hTERT), la

proliferazione (MAPK1, ciclina A) e la mobilita @ettore TNF-proteina 1 associato).

Nella trans attivazione virale, sembra che il ruptmcipale sia svolto dalla proteina X
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(HBXx) che gioca un ruolo pleiotropico ed e stamplicata nella trasformazione maligna
di cellule epatiche cronicamente infette. La prdeX sembra infatti interferire con la
proliferazione, I'apoptosi (p53, TNF, Fas, TGF-hetéa senescenza cellulare e i
meccanismi di riparazione del DNA (UVDDB1). Recenemte € stato notato come alti
livelli sierici di HBV-DNA possano essere predittth un aumento di rischio di sviluppo
di HCC, indipendentemente dai livelli sierici di EBg e di ALT. Inoltre e stato notato
che il genotipo C di HBV, rispetto agli altri, ésasiabile ad un piu alto rischio di
sviluppo di HCC. Tutto ci0 suggerisce che la cantale e la determinazione del
genotipo sono importanti fattori da considerarelpescreening della rilevazione di HCC
e le indicazioni al trattamento
Alcuni pazienti HCC non presentano HBsAg sierico comunque hanno bassi livelli
sierici di HBV-DNA e frammenti di HBV-DNA integratinel genoma cellulare
dell’ospite: possono quindi definirsi occulti. Uhcagrado di OBI € stato registrato in
pazienti affetti da HCC, in particolare nei soggelCV positivi, suggerendo che OBI
puo aggravare il decorso dell'infezione da HCV [1I8] questi pazienti 'HBV-DNA e
stato rilevato nel tessuto tumorale e/o nel tessmpatico non tumorale adiacente
mediante PCR, sia nei soggetti anti-HCV positivé ciegli anti-HCV negativi. Alcuni di
guesti soggetti presentano anti-HBc come unico atare di precedente contatto con il
virus B. Il ccc-DNA é stato rilevato nel fegatoalcuni di questi pazienti confermando la
persistenza del ccc-DNA come template per la trasoe e la replicazione virale
[19;20]. Le alterazioni dell'attivita cellulare late all’inserzione di HBV nel genoma
dell’'ospite sono state rilevate anche in caso f@zione occulta. In conclusione, sebbene
sia ormai evidente il ruolo oncogeno di HBV siaceso di infezione manifesta che in
caso di OBI, alcuni aspetti devono ancora esseaagitth
1. se esista una correlazione tra la carica viraleigchio di sviluppo di HCC
in tutti i soggetti HBV-positivi, indipendentementai valori sierici di
HBeAg, dai livelli di ALT e dallo stadio di progrsi®ne dell’'epatite;
2. se una singola valutazione nel decorso clinico @gssdire la prognosi del
portatore di HBV;
3. se la terapia antivirale possa essere utile alazione del rischio di sviluppo
di HCC [2].
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1.2.4. OBI e Progressione della Malattia Epatica

Il danno epatico causato dal’lHBV € senza dubbimimo-mediato e principalmente
dovuto all’attivita delle cellule T HBV-specifich& inoltre da notare I'importante ruolo
che chemochine aspecifiche, neutrofili e celluletuka Killer (NK) svolgono
nell'insorgenza del danno epatico HBV-relato. lhscio di citochine inflammatorie e di
chemochine e la persistenza del rilascio di fattoediatori dell'inflammazione puo
determinare I'insorgenza di cirrosi, caratterizzda#la presenza di noduli rigenerativi, di
una irreversibile fibrosi e I' aggravamento del darepatico; inoltre la cirrosi € di per sé
uno stato predisponente allo sviluppo di HCC [2udb condotti in arre geografiche
differenti hanno mostrato un’associazione tra OBlaemanifestazione di un severo
danno epatico, soprattutto in pazienti affetti d@Wl cio suggerisce che OBI possa
favorire o accelerare, in questi individui, la pregsione verso la cirrosi [21]. In caso di
OBI, l'attivita replicativa virale, soppressa, margistente, mantiene la propria attivita
patogena di fatti, come nei casi di epatite matafesnche diversi anni dopo la
risoluzione della fase acuta dell'infezione, pusegs osservato un leggero stato di necro-
inflammatorio, rilevato per altro sia nel modelloiraale che nelluomo[7]. Sebbene sia
accettato che l'infezione occulta in pazienti immocompetenti sia di per sé innocua, in
presenza di altre cause di danno epatico, la sepmomma attivita del sistema
immunitario puo contribuire a rendere il decorstieleatopatia piu rapido e severo [5].
Inoltre diversi studi indicano come OBI possa essagsociata alla progressione della
fibrosi anche in pazienti affetti da epatopatia emiologia criptogenetica [22]. Tale
osservazione non e facile da spiegare, anche irsidemazione di quanto prima
affermato, ovvero che da solo, OBI, non ¢é in grdidprodurre un danno epatico severo.
Probabilmente in alcuni dei soggetti con infeziddBV produttiva si verifica una
progressiva riduzione della replicazione viraleeelovelli sierici di HBsAg. In effetti la
progressiva scomparsa del’lHBsAg dal siero si patficare anche in presenza di un
severo danno epatico provocato, prima da un’infezidBV manifesta e poi mantenuto
dall'insorgenza dello status occulto [7]. Consiael@infine che la cirrosi € la principale
lesione precancerosa del fegato, il possibile rgaoato da OBI nella progressione della

fibrosi puo essere un fattore implicato nella pesgione della carcinogenesi; oltre al gia
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citato meccanismo carcinogenetico diretto, dovutonserzione dellHBV-DNA nel

genoma dell’'ospite [23].

1.2.5. OBl e HCV

HBV e HCV condividono fattori di rischio e vie di trasmissgrnconseguentemente la
coinfezione HBV/HCV e frequente nelle aree ad elidemia per HBV e tra le persone
ad alto rischio di trasmissione parenterale. Péizeam malattia epatica cronica (CLD)
frequentemente mostrano i markers di un precedsn&atto con il virus B e possono
anche essere portatori di un’infezione occultaidas\B [24]. La coinfezione HBV/HCV
puo avere effetti sia sui parametri biochimici aici che sulla gravita della malattia
epatica. La valutazione dell'esistenza di una @aitine HBV/HCV viene effettuata
valutando la presenza dell’lHBsAg sierico; tale sameg € di importanza fondamentale
in quanto se l'infezione HBV €& presente deve essem@ata, se assente pud essere
prevenuta con la vaccinazione e in ogni caso e nyopo valutarne la presenza in quanto
puo aggravare la malattia epatica ed influenzamésfgosta alla terapia. La presenza di
anticorpi anti-HBc con la concomitante perdita demgiti-HBs pud essere dovuta a:
risoluzione dell'infezione HBV, presenza dello awtocculto o ad risultato falso-
positivo. Un recente studio ha riportato che il 5@Pfpazienti affetti da HCV, HBSAg e
anti-HBs negativi, mostrano positivita per gli @otipi anti-HBc [25]; questo notevole
tasso di incidenza é stato riportato anche in eeqmente studio su pazienti HCV con o
senza coinfezione HIV[26]. Cio riflette la similaxi delle vie di trasmissione e
dellendemia delle due infezioni (HCV/HIV) dove lalevazione dellHBV-DNA,
mediante PCR, conferma la presenza dell'infeziooeulta ed esclude che si tratti di
falsi positivi. La frequenza dell'infezione occutta i soggetti anti-HBc positivi &€ ancora
argomento di indagine, uno studio ha mostrato erdenza del 30% di OBI tra soggetti
HCV positivi con particolare frequenza tra gli aRBc positivi[27]. La piu alta
prevalenza di positivita agli anticorpi anti-HBatr soggetti HCV piuttosto che tra i
soggetti cirrotici puo essere spiegata alla ludéefetto inibitorio che pare i due virus
esercitino I'uno sull'altro. In conclusione un piof sierologico indicativo di un
precedente contatto con il virus B e frequentepaaienti HCV cronici e in alcuni di

guesti € indicativo della presenza di un’infeziaeulta. Il solo screening del’lHBsAg e
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dell’anti-HBs tra i pazienti HCV non e quindi piufficiente, in quanto non e in grado di
individuare i soggetti esclusivamente anti-HBc peisi nonché gli OBI, quindi la
valutazione dell'anti-HBc € fondamentale per esetedsia la presenza di coinfezione

che di infezione occulta [25].

1.3 NASH e NAFLD
Il termine NASH (Non Alcholic Steatohepatitis), ¢ato da Ludwig [28] nel 1980,

descrive un esito di biopsia epatica caratterizzigasteatoepatite in assenza di un
significativo consumo di alcool. La NAFLD (Non Alclc Fatty Liver Disease) € invece
correntemente definita come un accumulo di grasséegato, in eccesso del 5%-10% di
peso e praticamente valutata come percentuale dio@p grassi osservabili al
microscopio ottico. Il panorama di alterazioni isnche caratteristiche della NAFLD va
dalla steatosi semplice (steatosi in assenza didahni epatici), alla NASH, che ¢é la
forma piu grave di NAFLD. L’accumulo di grasso déedstico della NASH ha diversi
stadi di gravita: formazione di micro e macro vesk#, inflammazione lobulare e fibrosi
(in zona 3 e portale). Recentemente si e cercatoladisificare i diversi stadi della
NAFLD in maniera tale da poter correlare alcunigoaetri istologici con una prognosi a
lungo termine [29].

1. classe 1steatotsi semplice;

2. classe 2steatosi con inflammazione lobulare;

3. classe 3steatosi con presenza di epatociti balloniformi;

4. classe 4steatosi con presenza di corpi di Mellory e fdro
In base a questa classificazione, le classi 3 € MAGFLD possono essere considerate
simili e quindi raggruppate in un’unica, costituerd categoria della NASH. La classe 2
e la piu controversa da caratterizzare in quantpogisono rientrare sia soggetti con un
BMI (Body Mass Index) alterato, che soggetti conBMI normale. Le classi 3 e 4 di
NAFLD, ovvero la NASH, si caratterizzano anche peo stadio 4 di fibrosi. E’ inoltre
stato suggerito che, la classe 4 di NAFLD ovverdolana pit severa di NASH, possa
coincidere con: NASH con cirrosi, cirrosi con leratteristiche della steatoepatite e
cirrosi criptogenetica. E’'ormai accettato che laodi criptogenetica rappresenti l'ultima

fase della NASH, con perdita delle tipiche car&tmhe di necroinflammazione e di
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steatosi in piu dell’'80% dei pazienti. La NAFLD erde la piu comune tra tutte le
malattie epatiche: é stata rilevata nel 70% depgstipobesi e nel 35% dei magri; la
NASH, rispettivamente nel 18.5% e 2.7%[30]. La Bkiapepatica € ad oggi I'unico
mezzo per affermare con certezza la presenza etedg@ene del danno
necroinflammatorio e della fibrosi; tuttavia alcuparametri clinici possono essere
predittivi allo sviluppo di NASH: eta compresa t#-50 anni, grado di obesita,
iperlipidemia (in particolare ipertrigliceridemiadlti livelli di AST e ALT e resistenza
insulinica (IR). Negli ultimi cinque dieci anni fopravvivenza alla NASH é stata stimata
stabilirsi rispettivamente attorno al 60%, tuttaiwiecaso di fattori di comorbidita I'esito
puo spesso essere fatale [31;32].

L'accumulo di lipidi nel fegato, € quindi una comnidine rilevata frequentemente nei
soggetti sani, non affetti da altri disordini epag non alcolisti. In presenza di steatosi,
solo una piccola percentuale di pazienti sviluppalanno epatico severo, quando come
detto, la NAFLD si presenta nella sua forma piuvgrecioé la NASH; evento che si
verifica in circa il 2% dei casi. Mentre prima lgeatosi era considerata “benigna” e
semplicemente ignorata, oggi € riconosciuta conweféattore” capace di influire sulla

gravita, la progressione e le prospettive terapkatdella malattia epatica.

1.3.1 NASH e HCV
La steatosi epatica &€ presente in circa il 50% smjgetti affetti da HCV; questa

prevalenza, certamente piu alta rispetto a qudlwata nella popolazione generale,
suggerisce un possibile effetto diretto del viruss@ suo sviluppo. Tale ipostesi e
supportata da diversi studi che hanno correlagidatosi sia a caratteristiche dell'ospite

(BMI, Waist Circumference [WC], IR), che a fatterrale (carica virale e genotipo) [33].

1.3.2 NASH e Fattori dell'Ospite
Tra i fattori di rischio per lo sviluppo di epatitroniche (CHC) e di NAFLD si

annoverano: un alto BMI, diabete mellito di tipo &ta avanzata, consumo di alcol e
gravita dello stadio di steatosi. La maggiore ieazh di steatosi in pazienti HCV
positivi, rispetto ai CHC, é statisticamente confata indipendentemente dal genotipo
HCV.
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1.3.3 NASH e Fisiopatologia
| meccanismi fisiopatologici che sottendono lo @ppo della steatosi sono ancora

oggetto d’'indagine; tutte le ipotesi finora fats®no confermate da studi in vitro e sul
modello animale. Tra i meccanismi coinvolti: stressidativo, attivazione delle cellule
stellate, alto grado di apoptosi, che & conseguelizdta dello stress ossidativo e
alterazione dei meccanismi di risposta al dannloileeé. La fibrosi sembra invece essere
riconducibile ad alcune sindromi metaboliche (MSyalg I’ iperinsulinemia e
I'iperglicemia. La presenza di un fegato grassolsanessere principalmente legata al
danno indotto da quei fattori che determinano umento di sostanze ossidanti a livello
epatico; in particolare la risposta immunitaria senfronti dell’infezione HCV. Tale
evento e in grado di determinare un incrementcdshess ossidativo, intensificando la
lipoperossidazione e la produzione di citochinéaimimatorie con conseguente aumento
del processo apoptotico [33]. Nei pazienti HCV @&ainotato che la riduzione del peso
corporeo, ottenuta con la dieta o con interventiat@ci, riduce significativamente sia la

steatosi che la fibrosi [34].

1.3.4 NASH e HBV
Data quindi per assodata la relazione tra steafosiica e HCV, e stato ipotizzato che

analogamente si potessero comportare steatosi e. I9BM un ristretto numero studi
riguardanti 'argomento sono stati pubblicati; alcuportano una prevalenza di steatosi
nei soggetti HBV [35;36]; altri considerano BMI, edita e steatosi sovrapponibili nel
confronto CHC vs HBV. In questi ultimi la prevalendella steatosi nei soggetti HBV
risulta simile a quella riscontrabile nella popatee generale; emerge infatti che la
steatosi correla con BMI, MS, ipertensione e diggmia, ma non con carica e genotipo
virali, tantomeno con la fibrosi. In base a quédstii si potrebbe quindi affermare che la
correlazione steatosi/HCV é specifica mentre qustélatosi/HBV non lo e. D’altra parte,
nelle epatiti croniche HBV-relate, la steatosi emocaque un cofattore in grado di
aggravare il danno epatico, in particolare seglgetto si caratterizza per alti BMI e MS :
cio si traduce spesso in una reale condizionecelidi steatoepatite [37].

Possiamo quindi concludere che la steatosi eppticaessere considerata una patologia

“benigna” nei soggetti sani, ma diventa un perisol@ofattore di progressione della
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malattia epatica quando si presenta in soggettajoor di altre cause di danno epatico.
La steatosi puo quindi avere effetti sulla rispostdarattamento antivirale nei pazienti
HCV e puo essere un cofattore responsabile deiloppo di HCC sia in pazienti HCV
che negli alcolisti. Sempre di piu, ad oggi, laastepatite viene considerata un
importante cofattore di progressione del dannoiepaihe deve essere presa in esame

per la diagnosi e la conseguente scelta dell'ietetw terapeutico [38].

1.4 Epatopatie ad Eziologia Criptogenetica

Per epatopatie ad eziologia criptogenetica si tten tutte le forme epatopatiche non
riconducibili alle classiche cause determinantitepatia: infezione da HBV, da HCV, da
HAV e alcolismo; in definitiva tutte quelle epatdjga I'origine delle quali €
fondamentalmente sconosciuta. Come si puo evincali& stessa definizione le
epatopatie criptogenetiche sono ad oggi ancordoppiu sconosciute, la maggioranza
degli aspetti che le riguardano, da una chiaranadne, all’individuazione dei
meccanismi e delle cause che le determinano, sancharire e sono quindi tuttora
oggetto di studio. Le cirrosi criptogenetiche (C@yvero a sconosciuta eziologia,
posSsono essere anch’esse annoverate tra le epatapaeziologia criptogenetica. La
terminologia e le condizioni caratteristiche di sjioe tipo di malattia epatica sono
controverse e spesso oggetto di modifiche sia di ki patologi che dei clinici. In
genere i pazienti affetti da CC hanno eta mediale kevi alterazioni degli enzimi e
della funzionalita epatica [41]. Diverse evidelzéicano che la NAFLD sia una delle
principali cause di CC; nella letteratura Europeacétre stata notata un’associazione tra
CC e presenza di epatite autoimmune (AlIH) sfuggiggari ad una prima diagnosi [39].
Diversi studi epidemiologici indicano che ancheNASH sia una causa di cirrosi
criptogenetica: in questo senso la presenza di NAStbbe spiegare I'insorgenza di
cirrosi la dove quest’ultima non sia riconducibédd un’infezione HCV [40]. Il ruolo
dell'infezione da HBV nell'insorgenza di epatopatigptogenetica, indagato nelle aree a
media ed alta endemia per I'epatite B € controvdrsparticolare uno studio Iraniano si
e occupato della valutazione della prevalenza efsopatia criptogenetica in soggetti
HBsAg negativi, dove 'HBsAg negativita veniva riwdotta 0 a mutazioni a carico

dell'S o ad una bassa carica virale; e stato quialiitato il ruolo che l'infezione occulta
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potrebbe rivestire nell'insorgenza dell’epatopatigptogenetica. A causa dell’esiguita
del gruppo di controllo disponibile in questo stydi risultati ottenuti non sono di
attendibilita inequivocabile; tuttavia non permetio neanche di escludere
completamente un potenziale ruolo di OBI nellepnd@ogia dell’epatopatia
criptogenetica. Quanto affermato in questo studinatre in contraddizione con i
risultati provenienti da aree a diversa endemiaHi®¥, come conseguenza del fatto che
ad aree geografiche diverse, corrispondono ancheotige virali diversi [42].
Concludendo, riguardo le epatopatie ad eziolog@tayenetica molto rimane ancora da
chiarire, poiché 'unico elemento certo di cui dis@mo a riguardo, € I'incertezza della

loro origine.
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2. OBIETTIVO

Le continue ricerche nell’ambito dell'infezione otta da virus B indicano come la
presenza di OBl possa accelerare la progressioltee malattia epatica fino alla
cirrosi e all’epatocarcinoma, patologie verso lalgfrequentemente evolve chi e
affetto da HCV, steatoepatite ed epatopatia crgnetica; ed in piu sottolineano
come l'individuazione di OBI possa avvenire solantite metodiche di laboratorio
molto sensibili e sofisticate. A complicare I'agpediagnostico, interviene anche la
necessita di dover ricorrere ad un esame invasimoreesente da rischi, quale la
biopsia epatica. Nonostante le ricerche in questbita siano progredite, i risultati
degli studi finora effettuati sono ancora prelimmipnalal momento che resta da
stabilire sia I'entita del fenomeno, sia le consame che essa pud comportare.
Mentre la coorte di pazienti con infezione cronda virus C dell’epatite e stata
meglio studiata, essenzialmente dal momento cheruis C e B dell'epatite
condividono le stesse modalita di infezione, nodispone di molte informazioni
sulla prevalenza del fenomeno in altre tipologie pdizienti epatopatici. In
particolare, ad oggi non ci sono evidenze conctusi¢ sui correlati virologici
dell'infezione, né quelli su immunologici. Questlimo aspetto & particolarmente
importante, dal momento che il profilo immunologicostituisce il parametro
principale capace di condizionare I'outcome di patii con infezione da HBV, e
determinarne I'evoluzione verso una forma acutaolamittantesi o verso la
cronicizzazione [43]. Mentre i pazienti con infazocontrollata (anti-HBs e anti-
core positivi), si ritiene presentino generalmeargposte vigorose e perduranti negli
anni, nello specifico le caratteristiche e la direetdella risposta immune non si
conoscono. Analogamente, eccettuato uno studionpnare [8], non si dispone di
informazioni sul profilo immunitario anti-HBV in p#&nti affetti da infezione
occulta. L'acquisizione di informazioni in questmlaito potrebbe anche avere un
impatto applicativo, dal momento che potrebbe pertl'allestimento di un test
diagnostico sul comparto periferico, dunque moftii accessibile rispetto

all'analisi tissutale, ed effettuabile su piu laggala.

21



Sulla base di queste premesse ci siamo propostiddriduare la presenza e la
prevalenza dell'Infezione Occulta da Virus B ine&hisi gruppi di pazienti, affetti da

diverse forme di malattia epatica:

1. ad Eziologia Virale: Infezione Cronica da virudl'épatite C (HCV) o da
virus dell’'epatite B (HBV, soggetti utilizzati congguppo di controllo)

2. ad Eziologia Non Virale: Steatopatite non Alcol{®ASH) ed Epatopatia ad
Eziologia Criptogenetica (CRIPTO).

L’obiettivo primario € consistito nell’ analisi dalpresenza e della prevalenza di
OBI nei due gruppi di pazienti epatopatici soprdicati a partire da materiale
bioptico e da prelievo di sangue periferico. Inos®o luogo, € stata effettuata
I'analisi di sequenza sui campioni OBI positivifade di individuare mutazioni a
carico dell'S o di altre regioni HBV, responsabiiel’lHBsSAg negativita e
conseguentemente della sintesi di una proteina tGtane percio non rilevabile
mediante le metodiche ad oggi in uso. Infine, ampgioni disponibili, obiettivo
dello studio e stato la valutazione dell’eventyaidesenza, tipologia ed entita della
risposta immune nei pazienti OBl a differenti ctaastiche sierologiche: OBI
sieropositivi (HBsAb, HBcAb positivi), OBI sieronativi (HBsAb, HBcADb

negativi).
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Popolazione in Studio

L’analisi e stata condotta sui seguenti gruppiogjgetti:

* 42 soggetti affetti da Epatite Cronica da VirusHCV), (26 maschi, 16

femmine, eta media 56 anni);

* 25 pazienti affetti da Steatoepatite non AlcoliNASH), (18 maschi, 7
femmine, eta media 46 anni);

* 7 pazienti affetti da Epatopatia ad Eziologia Grganetica (CRIPTO), (5
maschi, 2 femmine, eta media 39 anni);

* 10 pazienti affetti da Epatite Cronica da VirusHBY), (7 masci, 3
femmine, eta media 48 anni).

Tutti i pazienti arruolati sono seguiti presso lestrutture assistenziali del
Dipartimento di Medicina Clinica, Unitd Operativai &emeiotica Medica,
Policlinico Sant’Orsola-Malpighi, e le definiziodiagnostiche sono state attribuite
secondo le linee guida nazionali ed internazionaliso.
In particolare, il genotipo HCV infettante nel masigruppo di pazienti era cosi
distribuito: 27/42 (64%) erano infetti dal genotlpd4/42 (33%) dal genotipo 2 e
1/42 (3%) dal genotipo 4; esclusi 2 pazienti, deiadfetti da HCV, per i quali al
momento della biopsia epatica la viremia era qai@lhmente positiva ma
quantitativamente non determinabile, per gli altvalore della viremia mediana era
1.026.000 Ul/mL (IQR= 247.750-4.652.000 Ul/mL). Neso dei 42 soggetti HCV
era in terapia al momento della biospia epaticseguito della biospia 35/42 (83%)
dei soggetti sono stati sottoposti a terapia anatliei
| pazienti con infezione cronica HBV erano defiridl seguente pattern siero-
virologico: HBsAg positivi, HBsAb negativi, HBcAbgsitivi, 2/10 HBeAg positivi
e conseguentemente 8/10 HBeAg negativi; solo 1/86Ab negativo, tutti gli altri
HBeADb positivi.
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A tutti i pazienti e stato prelevato un campionsahgue con anticoagulante, ed e

stata trattenuta, a seguito della biopsia epakcaypanea, la parte di tessuto

eccedente rispetto alla quantita necessaria altlisgnostico-terapeutico.

3.2

3.2.1

Valutazione Virologica

Estrazione di acidi nucleici totali da siero o plas EDTA

L’estrazione € stata condotta utilizzando un Kimoaeerciale QIAGEN Milano,

Italia), in accordo alle procedure operative prievisn dettaglio, la metodica ha

previsto i seguenti passaggi:

200l di siero o di plasma EDTA sono stati aggiunt2@0 ul di Buffer AL e

di 20ul di Proteinasi K. Si e quindi lasciato incubaresd® per 10 minuti;

sono stati aggiunti 200l di etanolo (96-100%)

I campioni sono stati trasferiti in una provettaal con filtro separatore in
grado di legare gli acidi nucleici (spin columnriga dal kit di estrazione) e
centrifugati a 8000 rpm per 1 minuto; la colonnaaa il filtro € quindi stata
trasferita in una nuova provetta da 2 ml e la pitaveontenente il filtrato
eliminata;

sono stati aggiunti 50Ql di buffer AW1; centrifugati a 8000 rpm per 1
minuto, e nuovamente si e trasferita la colonnioa it filtro in una nuova
provetta da 2 ml gettando la provetta conteneritirato;

sono stati aggiunti 50Q1 di buffer AW2; centrifugati a 14000 rpm per 3
minuti, trasferita colonnina in una nuova provetta 1.5 ml e gettata la
provetta contenente il filtrato;

si sono aggiunti 10Qul di buffer AE, e dopo incubazione a temperatura
ambiente per 1 minuto e centrifugazione a 8000 gen 1 minuto, la
colonnina é stata eliminata ottenendo cosi nellagita da 1.5 ml I'estratto

desiderato
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3.2.2 Estrazione di acidi nucleici totali da biopsia eped

L’estrazione e stata condotta utilizzando un Kimeoaerciale. QIAGEN Milano,
Italia), ed in particolare:

« 200ul di Buffet ATL sono stati aggiunti al tessuto dpatproveniente dalla

biopsia , si sono aggiunti 34 di proteinasi K e si e lasciato incubare a 56°C

over night e comunque per il tempo necessariodaigregazione del tessuto;

e sono stati aggiunti 200l di etanolo (96-100%);

* i campioni sono stati trasferiti in una provettaal con filtro separatore in
grado di legare gli acidi nucleicspin Columrfornita dal kit di estrazione) e
centrifugati a 8000 rpm per 1 minuto; la colonnaaa il filtro € quindi stata
trasferita in una nuova provetta da 2 ml e la pitaveontenente il filtrato
eliminata;

e sono stati aggiunti 50Ql di buffer AW1; centrifugati a 8000 rpm per 1
minuto, e nuovamente si e trasferita la colonnioa it filtro in una nuova
provetta da 2 ml gettando la provetta conteneriiirdto;

e sono stati aggiunti 50Ql di buffer AW2; centrifugati a 14000 rpm per 3
minuti, trasferita colonnina in una nuova provetta 1.5 ml e gettata la
provetta contenente il filtrato;

e si sono aggiunti 10Qul di buffer AE, e dopo incubazione a temperatura
ambiente per 1 minuto e centrifugazione a 8000 gen 1 minuto, la
colonnina é stata eliminata ottenendo cosi nellagita da 1.5 ml I'estratto
desiderato.

Per verificare I'efficienza di estrazione € statoluso, ad ogni ciclo estrattivo, un
campione ottenuto da un paziente viremico con iafez cronica da HBV, come

controllo positivo.

First Set of Primers Target DNA First Set of Primers

(Outer) \ * r {Outer)
H—‘E ——|—E'
First i

Secend Set of Primers Second Set of Primers

(Innery \ * / (Inner)

¥

Specific Amplification of the Target DNA
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3.2.3 Metodica di Amplificazione della regione S di HBV

La regione S di HBV e stata amplificata medianta tlested-PCR, che prevede 2
reazioni di amplificazione successive utilizzandpme di primers differenti, una
piu esterna(primers outer) e una piu interna (prsnEner).

La mix del primo step di amplificazione é cosi casija (volume finale 5Ql):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA 10ul -

Tampone 10X bl 1X

MgCl, 25mM Al 1,5mM

dNTPs 10mM 2l 0,4mM

MD14 1quM 2ul 0,4uM

MD13 1uM 2ul 0,4uM

Taqg DNA polimerasi (5U) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 25,hl

La mix del secondo step di amplificazione e cosngosta (volume finale 50l):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA outer Sl -

Tampone 10X bl 1X

MgCl, 25mM ul 1,5mM

dNTPs 10mM al 0,4mM

MDO06 1uM 2ul 0,4uM

MDO03 1uM 2ul 0,4uM

Taqg DNA polimerasi (5U) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 30,hl

Le sequenze degli oligonucleotidi utilizzati sono:

MD14 (senso outer) 5-CATCTTCTTGTTGGTTCTT-3
MD13 (antisenso outer) 5-TTAGGGTTCAAATGTATA-3’

MDO06 (senso inner) 5-AATTCCTATGGGAGTGGG-3'
MDO3 (antisenso inner) 5-CCCAATACCACATCATCC-3

Il frammento di DNA amplificato é di 126 bp

| fase di amplificazione(outer-PCR):
- Ciclo di denaturazione a 94°C per 10 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
60°C per 45 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti
Il fase di amplificazione (inner-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
50°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti.
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In Figura 1.1 e possibile vedere un esempio deltat dell’'amplificazione della
regione S di HBV

Figura 1.1:Nested-PCR della regione S di HBV 5 HCV (C1; C2; C8; C5) + 1
controllo positivo (A+) + 1 controllo negativo (A-)

He— _E —

M C1 C2 C3 C4 C5A+A-

3.2.4 Metodica di Amplificazione della reqgione Pre-coredte di HBV

La regione Pre-core/Core di HBV e stata amplificatediante una Nested-PCR,
che prevede 2 reazioni di amplificazione successtizzando coppie di primers
differenti, una piu esterna (primers outer) e uitarmterna (primers inner).

La mix del primo step di amplificazione é cosi casia (volume finale 5Ql):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA 10ul -

Tampone 10X pl 1X

MgCl, 25mM 3 1,5mM

dNTPs 10mM 2l 0,4mM

PRE-C 1@M 2ul 0,4uM

MD25 1quM 2ul 0,4uM

Taqg DNA polimerasi (5U1l) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 25,hl -

La mix del secondo step di amplificazione e cosnposta (volume finale 50):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA outer Sl -

Tampone 10X pl 1X

MgCl, 25mM ul 1,5mM

dNTPs 10mM 2l 0,4mM
hbv1858Fw 2l 0,4uM
hbv1928Rv 2l 0,4uM

Taq DNA polimerasi (5Ufl) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 30,5l -

Le sequenze degli oligonucleotidi utilizzati sono:

Pre-C(senso outer) 5-G GGG AGG AGATTAGGT TAA-3
MD25(antisenso outer) 5’- AAG GAA AGA AGT CAG AAG G -3
hbv1858Fw(senso inner)s5’- CAC TGT TCA AGC CTC CAA GCT -3
hbv1928Rv(antisenso innerp’-CAA ATT CTT TAT AAG GGT CAATGT CAA
T-3
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Il frammento di DNA amplificato e di 71 bp.

| fase di amplificazione(outer-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°G pé secondi, annealing a
55°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti
Il fase di amplificazione (inner-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
55°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30mskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti.

L’amplificazione della regione del Core di HBV erpeolarmente ostica, si €
quindi scelto di procedere amplificando prima ur@zne piu piccola della
regione, in quanto essendo il frammento piu picdaldecnica € piu sensibile: i
campioni positivi sono poi stati sottoposti sucoessente all’amplificazione del

frammento piu grande.

3.25 Metodica di Amplificazione della regione X di HBV

La regione X di HBV é stata amplificata mediantea uBmi-Nested-PCR, che
prevede 2 reazioni di amplificazione successiviizaéindo primers senso uguali sia
per I'outer che per I'inner e primers anti-sendedéenti.

La mix del primo step di amplificazione é cosi casija (volume finale 5Ql):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA 10ul -

Tampone 10X bl 1X

MgCl, 25mM Tl 1,5mM

dNTPs 10mM 2l 0,4mM

MD24 1quM 2ul 0,4uM

MD29 1uM 2ul 0,4uM

Taqg DNA polimerasi (5U) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 25,hl -

La mix del secondo step di amplificazione é cosngosta (volume finale 50al):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA outer Sl -

Tampone 10X pl 1X

MgCl, 25mM ul 1,5mM

dNTPs 10mM al 0,4mM

MD24 1QuM 2ul 0,4uM

MD26 1QuM 2ul 0,4uM

Taq DNA polimerasi (5U) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 30,5l -
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Le sequenze degli oligonucleotidi utilizzati sono:

MD24 (senso outer ) 5-AACTGGATCCTGCGCGGG-3
MD26 (antisenso inner) 5-GTTCACGGTGGTCTCCAT-3
MD29 (antisenso outer) 5-TTAATCTAGTCTCCTCCCC-3

Il frammento di DNA amplificato € di 230 bp

| fase di amplificazione(outer-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
50°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti
Il fase di amplificazione (inner-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
50°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti

3.2.6 Metodica di Amplificazione della regione PreS1/SPHBV
La regione PreS1/S2 di HBV é stata amplificata mweidi una Nested-PCR, che

prevede 2 reazioni di amplificazione successivdizaiindo coppie di primers
differenti, una piu esterna (primers outer) e uitarmterna (primers inner).

La mix del primo step di amplificazione é cosi casija (volume finale 5Ql):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA 10ul -

Tampone 10X bl 1X

MgCl, 25mM Tl 1,5mM

dNTPs 10mM 2l 0,4mM

P1 1M 2ul 0,4uM

S1-2 1M 2ul 0,4uM

Taqg DNA polimerasi (5U) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 25,hl -

La mix del secondo step di amplificazione é cosngosta (volume finale 5al):

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA outer Sl -

Tampone 10X pl 1X

MgCl, 25mM ul 1,5mM

dNTPs 10mM al 0,4mM
2823Fw 2 0,4uM

3098Rv 2 0,4uM

Taq DNA polimerasi (5U) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 30,5l -
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Le sequenze degli oligonucleotidi utilizzati sono:

P-1(senso outer) 5- TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA- 3
S1-2(antisenso outer) 5- CGA ACC ACT GAACAAATG GC- 3
2823(senso inner) 5'- TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAAGA-3
3098(antisenso inner) 5-GCA GGA GGC GGATTT GCT-3

Il frammento di DNA amplificato € di 230 bp

| fase di amplificazione(outer-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
50°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti
Il fase di amplificazione (inner-PCR):
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 5 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°G pé secondi, annealing a
50°C per 30 secondi, allungamento a 72°C per 30nskc
— Ciclo di allungamento a 72°C per 5 minuti

Sia per 'HBV-DNA estratto da biopsia epatica cher guello estratto da siero o
plasma € stato necessario valutare se I'estrazvesse funzionato correttamente.
A questo scopo alcuni estratti sono stati sottopadt amplificazione del gene
GAPDH, un gene ubiquitario la cui amplificazioneene spesso utilizzata per
valutare la qualita del DNA estratto. Il risultaitienuto ci ha permesso di affermare
che la metodica di estrazione funziona correttamerd da plasma che da biopsia

(Figura 1.2). Viene sottoportata la metodica di amplificazione del GAPDH.

Figura 1.2: PCR del gene GAPDH da estratti da biopsie (B1;8B2;B4; B5) + 1
controllo positivo (E+) + 1 controllo negativo dinalificazione (A-)

M A-E+B1B2B3B4B5 M

30



3.2.7 Metodica di Amplificazione GAPDH
Il gene GAPDH di HBV e stato amplificato medianteauPCR, che prevede una

singola reazione di amplificazione utilizzando wo@pia di primers.

La mix dello step di amplificazione & cosi compdstaume finale 5Qul)

Componenti Quantita Concentrazione finale
DNA 5ul -

Tampone 10X Bl 1X

MgCl, 25mM 4l 2mM

dNTPs 10mM 4l 0,8mM
GAPDH-1 1M 2.5ul 0,5uM
GAPDH-2 1M 2.5 0,5uM

Tag GOLD (5Ul) 0,5ul 2,5U

H,0 sterile 26,5l -

Le sequenze degli oligonucleotidi utilizzati sono:
GAPDH/1 5-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3
GAPDH/2 5-CAAAGTTGTCATGGATGACC3

Il frammento di DNA amplificato € di 175 bp

Fase di amplificazione:
— Ciclo di denaturazione a 94°C per 10 minuti.
— 38 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C pé secondi, annealing a
60°C per 45 secondi, allungamento a 72°C per 1tminu
— Ciclo di allungamento a 72°C per 10 minuti

3.2.8 Analisi di Sequenza

Gli amplificati sono stati analizzati mediante seansu gel di Agarosio all’'1%. I
gel e stato sottoposto a corsa elettroforetica®/aBs per 30 minuti in buffer TBE
1X. | campioni dopo la corsa sono stati visualizgattoponendoli ad esposizione a
lampada UV Quantity Ong. Gli amplificati dei campioni OBI positivi sondati
sottoposti a purificazione su colonMdICROCON effettuando due successivi
lavaggi al fine di ottenere un eluato finale djul,Gcontenente I'amplificato privato
dei componenti della Mix. || materiale cosi pur#io € stato sottoposto a seccaggio:
le strips contenenti i campioni sono state insantérmociclatore a 70°C per 30
minuti. Il purificato, a questo punto secco, étstaottoposto a sequenziamento
diretto.

| ferogrammi ottenuti dal sequenziamento direttarfta dato come risultato

sequenze nucleotidiche che sono state allineateantedl programmeClustal X;
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con lo stesso programma e stato anche possibdartele sequenze nucleotidiche
in amminoacidiche ed allinearle. Le sequenze oteesono state allineate tra di loro
e con una serie di prototipi disponibili €&ene BankCon le suddette sequenze
sono stati costruiti alberi filogenetici mediantatilizzo dei programméaPrint-Tree

e BioEdit.

3.3 Valutazione Immunologica

3.31 Isolamento di cellule mononucleate

A partire da 20 ml di sangue periferico le celldl@nonucleate sono state isolate

come di seguito descritto.
« Ciascun campione, diluito 1:1 con tampone fosfatstato gradientato su 15
ml di Ficoll.
* |l sangue cosi stratificato é stato centrifugato3fea 1700 RPM a 20-22° C.
« Al termine della centrifuga e cosi stato ottenuwblimite con il Ficoll, un
anello di cellule (le mononucleate). Tali cellulens state raccolte in un’altra
Falcon e portate a volume di 50 ml con PBS 1X @&lI'i FBS e quindi
sottoposte ad un primo lavaggio centrifugandole/@01rpm per 10 min. a 20-
22°C.
« Al termine della centrifuga il sovranatante e skiminato e si € proceduto
ad un nuovo lavaggio risospendendo prima il patletolume di 2-3 ml di PBS
e poi riportando a volume di circa 50 ml. Il secoratl ultimo lavaggio e stato
nuovamente fatto a 1700 RPM per 10’ a 20-22° C.
« Al termine il sovranatante e stato eliminato edbute sono state risospese in
un volume di 5 ml (o 10 ml a seconda della consealel pellet) di RPMI +10
% FCS o PBS, per procedere alla conta.
» Per la conta cellulare e stato utilizzato il coldealrypan Bly che consente
la differenziazione e dunque la conta delle cellitali. Il colorante e stato
posto in concentrazione 1:10, e la conta é stdédtedita con camera monouso
Kova Slide
« Effettuata la conta, i campioni sono stati nuovaimesentrifugati a 1700

RPM per 10’ a 4°C ed il pellet & stato risospesaina soluzione di freezing,
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preparata con Fetal Bovine Serum (Gibco, Milan@lid) addizionato di
Dimetilsolfossido (Sigma Aldrich, Milano, Italia) 40%. Il pellet cellulare é
stato suddiviso in modo da ottenere aliquote cafiula circa 10 milioni di
cellule mononucleate.

e . La criopreservazione € stata effettuata in cotten Criobox Nalgene,
Milano, Italia), contenente 250 mL di alcol isopropilic€drlo Erba, Miano,
Italia), e garantisce la riduzione della temperatura nm@ssjvamente e
lentamente, alla velocita di 1 grado al minutacdhgelamento e stato pertanto
effettuato a -80°C, quindi il giorno successivoal&uote cellulari sono state
spostate in azoto liquido (-196°C) per la consaorez a lungo termine, ed in

particolare fino all’effettuazione del test.

3.3.2 Generazione delle linee HBV-specifiche

Sulla base delle evidenze riportate in letteratigastato utilizzato lo stesso
approccio in uso per lo studio del profilo immunibain corso di infezione cronica,
e dunque lo sviluppo di linee T cellulari. E’ difahoto come i linfociti HBV
specifici in corso di epatite cronica, se presestno quasi completamente anergici,
ed incapaci di esplicare le proprieta antiviradi;denerazione di linee cellulari ha
dunque lo scopo di far si che, mediante I'aggiwhea peptidi virali, le cellule
specifiche proliferino in seguito alla stimolaziomesi espandano clonalmente,
aumentando le possibilita di rilevarne la presemzaliante test funzionali, che si
basano sulla capacita di produzione di citochine.

Per la stimolazione HBV specifica sono stati utidit complessivamente 15 milioni
di PBMCs. Di questi, il 50%, e stato destinato anzionare come “cellule
presentanti I'antigene” (APC) in quanto la compdeemononucleata ottenuta dal
gradiente contiene cellule in grado di esplicafe #dtivita: monociti e linfociti B.
Tale proporzione e stata dunque trattata col peptéfinché questo venisse
inglobato e presentato alla restante parte deoditif impiegata a costituire la
componente effettrice. In dettaglio, le cellule mano centrifugate a 1500 rpm per
10 minuti. Al termine della centrifugazione, ven@i@minato il sovranatante e nella

parte di volume rimanente (solitamente 200-800 venivano aggiunti 2Ql del
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pool costituito da tutti i singoli peptidi sinteticoverlapping (OLP) alla
concentrazione di 0.2 mg/ml. La stimolazione avvanper un’ora e mezza in
termostato (5% CO2, 37 °C). Al termine dell’inculmeme le cellule venivano lavate
al fine di rimuovere il pool di peptidi e venivannite alla restante parte di cellule
(cellule effettrici) non stimolate. Entrambe le qmonenti venivano risospese in
terreno RPMI addizionato come precedentementeatmlie seminate in piastre per
colture cellulari Nunc, Rochester, NY, UpBAa 24 pozzetti. La coltura proseguiva
in termostato per due settimane e comportava dopoofé I'aggiunta di
Interleuchina-2 alla concentrazione di 50 Ul/nilL-2, Roche, Milano Italia Per il
mantenimento della coltura era necessario il cardbierreno R10 arricchito di IL-

2 circa due volte alla settimana.

3.3.3 Elispot con Peptidi Sintetici HBV-Specifici

« Coattamento della piastra. Sono state utilizzate piastre pé&LIspot
(Multiscreen Millipore, Bedford, U.S.AjJon membrana di nitrocellulosa. E’
stata effettuata una diluizione 1:500 dell’antia€oating (Anti-Human mAb 1-
DK, Mariemont, USA)aggiungendo a 10 mL di PBS |#0di anticorpo per
ciascuna piastra. Tale soluzione e stata dispensateEOQul per pozzetto. Le
piastre cosi coattate sono state conservate a dfiizeate dopo 24 ore.

* Preparazione della piastra. Sono stati utilizzati peptidi sintetici
overlappanti, costituiti da 18-20 unitd amminoacd ciascuno, in grado di
coprire l'intero proteoma virale virale. La piast@attata e stata lavata con PBS
1% FCS per 6 volte, dispensando ogni volta gRQoer pozzetto. Sono quindi
stati aggiunti 30uL di R10 ad ogni pozzetto. | peptidi in pools sosiati
dispensati nei pozzetti e infine sono state aggiymer ciascun pozzetto, 100

di sospensione cellulare. La piastra € quindi sfatxiata overnight nel
termostato a 37°C.

 Sviluppo della piastra. 1l primo passaggio dello sviluppo
iImmunoenzimatico ha previsto I'utilizzo dell’antigm biotinilato alla diluizione
di 1:2000 (100uL). La piastra e stata lasciata incubare per lknaperatura

ambiente. Al termine dell'incubazione, é stata s$ateo dell’anticorpo e lavata
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con PBS 1X per 6 volte, ed aggiunta la soluzionetd@ptavidina (Mabtech,
Mariemont, USA), alla diluizione di 1:2000 (100 uLPopo un’ora di
incubazione a temperatura ambiente, al buio, vemggiunto il substrato
cromogeno;(BCIP/NBT — Biorad, Milano, Italia), fino allo swippo della
reazione colorimetrica, che consiste nella formaaidi spot blu sulla membrana
del pozzetto. La reazione usualmente impiega dikcaninuti, e veniva fermata
quando ritenuto opportuno mediante |I' aggiunta @We&n 20 e il lavaggio con
acqua corrente.
. Lettura della piastra e analisi dei risultati:

La lettura della piastra e stata eseguita medi&tispot Reader, AID ELISpot

Reader Autoimmun Diagnostika, Germany

Il calcolo del “background”, ossia della reaziomefdcitaria aspecifica, & stato

effettuato calcolando i seguenti valori numerici:

a. tre volte il valore della media degli spot dezpetti negativi
b. tre volte il valore della deviazione standard plezzetti negativi sommato
alla media.

Fra i due valori numerici ottenuti, veniva sceltome valore soglia quello piu alto;
veniva pertanto considerato positivo ogni valorendmero di spot eccedente |l

valore soglia.

|| s
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3.34 Analisi Statistica

| risultati sono espressi come mediana + IQR. Lliahatatistica é stata effettuata
attraverso test statistici non parametrici (Wilcoxest per dati appaiati e il Mann
Whitney test per dati indipendenti). E’ stato coesato significativo un valore di
p<0.05. L’analisi statistica e stata condotta meigial software SPSS per Windows
(11.0.2).
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4. RISULTATI

4.1 Risultati Virologici
4.1.1 Amplificazione delle Reqgioni di HBV

La rilevazione dellHBV DNA sia sierico che intregpro ha, come detto, richiesto

I'amplificazione mediante Home Made Nested-PCRrdiregioni HBV: S, pre-
Core/Core e X.

In conformita a quanto stabilito dalla letteratstdl’argomento, sono stati definiti
OBI positivi quei campioni che hanno mostrato positivita pemneslo due su tre
delle regioni amplificate. Nessun soggetto in siudié affetto da epatopatia ad
eziologia virale (HCV) né affetto da epatopatiaeaiblogia non virale (NASH e
CRIPTO) ha mostrato positivita per OBI nel plasiNg@ssun soggetto affetto da
epatopatia ad eziologia non virale ha mostrato tipdai per OBl a livello
intraepatico. Al contrario 8 su 429%) dei soggetti affetti da HCV hanno mostrato
positivita per OBI a livello intraepatico. Dei 4Bggetti affetti da HCV 16 erano
anti-HBc positivi e di questi iB1% (5/16) erano OBI-positivi, 26 erano anti-HBc
negativi e di questi11% (3/26) erano OBI positivi.

In Tabella 1 sono stati riassunti i soggetti HCV IgBsitivi, il loro profilo
sierologico relativo all'infezione da HBV, e le rtegi HBV per le quali hanno

mostrato 0 meno positivita.
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TABELLA 1:

HBsAg HBcAb | HBeAb | Sregion| Pre-core| X region
region
C8 neg neg neg POS POS neg
C26 neg neg neg POS POS neg
C29 neg neg neg neg POS POS
C30 neg POS neg POS neg POS
C34 neg POS POS POS POS neg
C42 neg POS neg POS POS neg
C43 neg POS neg POS POS neg
C44 neg POS neg neg POS POS

| campioni che sono risultati OBI positivi sono lime stati sottoposti ad

amplificazione della regione PreS1/S2 al fine depvalutare il genotipo HBV. In

Figura 2.5 sono riportati esempi di campioni pesigé negativi alla regione
PreS1/S2 di HBV.
| 10 campioni di pazienti affetti da infezione cimanda HBV (HBsAg e HBV-DNA

positivi), utilizzati pertanto come controlli pasit sono risultati positivi a tutte le

regioni virali amplificate, come atteso.

Vengono di seguito riportati esempi di campioniifpase negativi a ciascuna delle

regioni in studio.
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Figura 2.1:campioni positivi e negativi alla regione S di HBWI=Marker; C1 e
C2=campioni positivi;, C3=campione negativo; A+=gotlb positivo di amplificazione,
E-=controllo negativo di estrazione, A-controllogagéivo di amplificazione).

M Cl C2 C3 A+ E- A-

Figura 2.2: campioni positivi e negativi alla regione Pre-c@are di HBV(M=marker;
C1-C6=campioni positiviij C7=campione negativo; CB2Ecampioni positivi;
C13,C14=campioni negativi; A+=controllo positivo @mplificazione; A-=controllo
negativo di amplificazione).

a

M C1C2C3C4C5 C6 C7 C8CI9C10C11C12C1BEA+A-
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Figura 2.3:campioni positivi e negativi alla regione X di HBWM=markers; Cl1-
C4=campioni negativi; C5,C6=campioni positivi; Eentrollo negativo di estrazione; A-
=controllo negativo di amplificazione).

M Cl C2 C3 C4 C(C5Co6 E- A M

Prima di essere amplificati per le regioni di HBViteresse, gli estratti sono stati
valutati relativamente alla qualita del’lHBV-DNA testto mediante Simple-PCR
del gene GAP-DH (GAP-DH e un gene ubiquitario spesgpiegato in biologia
molecolare per valutare la qualita del DNA estratidessuto).

Figura 2.4: campioni positivi e negativi al’amplificazione d&AP-DH(M=marker; C1-

C13=campioni positivi; A+=controllo positivo di afifcazione; A-=controllo negativo di
amplificazione; E-=controllo negativo di estrazipne

M Cl1 C2 C3 C4 C5C6 C7C8 C9C10C112C13A+ A- E- M
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Figura 2.5: campioni positivi e negativi allamplificazione tkelregione PreS1/S2 di
HBV(M=marker; C1-C9=campioni positivi; E+=controllpositivo di estrazione; E-
=controllo negativo di estrazione; A+=controllo fin® di amplificazione; A-=controllo
negativo di amplificazione).

M C1 C2 C3C4 C5C6 C7C8C9 E+ E- +HAA-

4.1.2 Analisi di Sequenza

| soggetti OBI positivi sono stati sottoposti a @eoziamento diretto Bmr-
Genomics, Padova, lItalia) per valutare il profilo virologiccaratterizzante
I'infezione occulta ed in particolare la presentandtazioni a carico della regione
S o di altre regioni di HBV, considerate responkatbella produzione di una
proteina S mutata e conseguentemente del’lHBsAgatngig. | ferogrammi
risultanti dal sequenziamento diretto sono statizmati per ottenere, grazie al
programmaCilustal X allineamenti, nucleotidici e amminoacidici, utdl fine di
valutare le eventuali mutazioni caratteristiche deggetti OBIl. Vengono sotto
riportati alcuni esempi di allineamenti nucleotidiamminoacidici e alberi
filogenetici(Figure 2.6; 2.7; 2.8; 2.9).

La costruzione dell’albero filogenetico (Figura 2d@ ha permesso di identificare
che il genotipo HBV infettante in tutti i sogge@BI positivi € il D, in conformita
alla distribuzione epidemiologica caratteristicd dacino del Mediterraneo che
individua nel genotipo D il genotipo prevalenteldgbopolazione italiana. Tultti i
pazienti risultati OBI positivi erano di fatti ifahi. Analogamente, la quasi totalita
(8/10) dei pazienti affetti da HBV € inoltre, coratteso, infettata dal genotipo D.
Dall’allineamento nucleotidico (Figura 2.7), ottémwal confronto tra le sequenze

dei campioni HCV/OBI positivi, con gli HBV e con uprototipo scaricato da
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GeneBanle invece emerso che non é possibile individuarpaitern di mutazioni
caratteristico per i soggetti affetti da OBI. Difaanche la dove compaiono
mutazioni puntiformi, ovvero sostituzioni di un golo nucleotide, queste si
presentano sia nei soggetti OBI che negli HBV e @@uindi possibile individuare
un cluster di varianti; inoltre nessuna sostitugionucleotidica determina la
conversione di una tripletta codificante in unopstomdon: non e quindi stato
possibile individuare alcuna mutazione che possaresritenuta ragionevolmente

responsabile della produzione di una proteina Staut
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Figura 2.6: Albero Filogenetico ottenuto allineando le sequeRzeS1/S2 dei soggetti
HCV/OBI positivi con le sequenze dei campioni HBVcen le sequenze prototipo
scaricate d&eneBankappresentative di tutti i genotipi HBV ad oggemificati.
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Figura 2.7: Allineamento nucleotidico ottenuto con le sequeRreS1/S2 dei campioni
HCV/OBI positivi, con gli HBV e con una sequenzatptipo HBV genotipo D scaricata
daGeneBank
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Analogamente a quanto detto in merito alla regiBneS1/S2 nessuna mutazione
che possa essere ritenuta ragionevolmente resplenskdi’'HBsAg negativita e
emersa a seguito dell’analisi di sequenza esequitzarico delle regioni S e
Polimerasi di HBV (Figure 2.8 e 2.9). In questoaas € scelto di riportare le
sequenze amminoacidiche delle regioni S e Polimeeasendo il genoma HBV
circolare e conseguentemente parte delle sue liegpgrapposte, mediante il Frame
Shift del modulo di lettura & possibile ottenerpidamente sia la sequenza dell’S
che quella della Polimerasi. Da notare che le nmazamminoacidiche sono

ancora piu ridotte, in numero, rispetto a quelleleotidiche.
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Figura 2.8: Allineamento delle sequenze amminoacidiche deltporee S di HBV dei
campioni HCV/OBI positivi con gli HBV e un prototp genotipo D scaricato da

GeneBank
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Figura 2.9: Allineamento delle sequenze amminoacidiche detieoree della Polimerasi di
HBV dei campioni HCV/OBI positivi con gli HBV e uprototipo genotipo D scaricato da

GeneBank
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Purtroppo non é stato possibile eseguire alcundisami sequenza relativa alla
regione Pre-core/Core di HBV. E’ infatti da notale non sempre ad un risultato di
PCR qualitativamente positivo, corrisponde un fesiagna, sufficientemente chiaro

da permettere un’analisi di sequenza sicura edditiie.

45



4.2 Dati Biochimici e Demografici

Per quanto i tre gruppi in studio siano numericametifferenti e relativamente
esigui, i principali parametri socio-demografici ainici indicano una certa
sovrapponibilita delle caratteristiche dei tre grum studio. Le uniche differenze
statisticamente significative si registrano relathente all’eta, dal momento che i
pazienti HCV presentano un’eta piu elevata sidiva@mente ai pazienti NASH che
a quelli affetti da epatopatia criptogenetige@.012 e p=0.004, rispettivamente)
(TABELLA 2). Inoltre, come largamente prevedibiléy quanto insito nelle
caratteristiche patogenetiche e biochimiche delatha, i pazienti affetti da
NASH presentano valori di BMI piu elevati sia rifijpeai soggetti affetti da HCV
(p= 0.000) che rispetto ai pazienti CRIPTO (p=0.00IABELLA 2); e rispetto ali
pazienti HCV mostrano una maggiore tendenza alliaedo di colesterolo e di
trigliceridi (rispettivamentg@®=0.0410 g=0.0083) (TABELLA 2).

Parametri Clinici e Demografici dei pazienti al moanto del test

TABELLA 2:
DATI NASH HCV CRIPTO P
CLINICI/DEMOGRA N= 25 N=42 N=7
FICI
SESSO 18M/7F 26M/16F 5M/2F
ETA’ 41.0 56.0 39.0 1=0.012
(33.5-54.0§% | (45.0-65.03 (36.0-42.03 2=0.004
ALT 68.5 54.8 49.0 ns
(54.0-87.3) | (33.9-83.7) | (46.5-95.5)
AST 34.1 40.5 31.0 ns
(30.1-39.6) | (27.8-51.5) | (27.0-39.0)
GAMMA-GT 50.8 36.5 17.0 ns
(32.5-71.5) | (22.1-50.0) | (14.0-39.5)
COLESTEROLO 201.0 170.0 180.5 1=0.04
(171.0-232.5) | (139.0-218.0) | (176.5-193.5)
TRIGLICERIDI 153 87.0 86.5 0.002
(112.0-206.5) | (67.0-140.0) | (79.2-125.2)
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GLUCOSIO 80 83.0 78.0 ns
(74.0-88.0) (77.0-91.0) (74.5-85.5)
BMI 30.1 ; 26.4 24.7 1=0.001
(26.9-31.8 (24.6-28.03 (22.8-25.9) 2= 0.000
421 Parametri Clinici e Demografici OBl (8pz) vs nonOBK66pz) e

HCV/OBI (8 pz) vs HCV/nonOBI(34 pz)
Ai fini di stabilire come la presenza di OBI impagulla severita della malattia di

fegato, si € proceduto al confronto tra i pazi@®i e i pazienti non OBI. Non sono
state riscontrate differenze statisticamente digative relativamente all’attivita
necroinfammatoria e agli indici di colestasi. Retb la presenza di OBI non

sembra determinare una maggiore progressione debdgpatico (Tabella 3)

Parametri Clinici e Demografici OBl (8pts) vs nonE) (66pts)

TABELLA 3:
DATI CLINICI OBl MEDIANA nonOBI MEDIANA FISHER EXACT
TEST

ETA 58.0 47.0 ns
(51.0-64.2) (38.0-60.0)

ALT 52.7 59.2 ns
(33.3-76.5) (39.3-88.2)

AST 39.6 345 ns
(31.2-53.3) (28.0-47.5)

GAMMA-GT 34.0 40.6 ns
(20.3-55.2) (22.1-58.0)

Inoltre, dal momento che tutti i pazienti risultgidsitivi ad OBI sono affetti da
infezione da HCV, si é proceduto al confronto tapbpolazione OBI positiva e
OBI negativa nel gruppo dei pazienti HCV, in terimdncaratteristiche virologiche
(TABELLA 4), per stabilire se la coinfezione OBI han qualche ruolo
sull'infezione da HCV.

In termini di risposta al trattamento antiviraler g¢CV, che i pazienti hanno
intrapreso dopo la valutazione istologica, seti@qudi OBI sono stati trattati e 5 di

essi sono risultati responsivi (71%). Tra i sogg€Bl negativi, in seguito
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all'analisi istologica, hanno intrapreso il trat@amo 26 pazienti, di cui 12 sono

risultati responsivi (46%).

TABELLA 4:

OBI POSITIVI OBI NEGATIVI p

N=8 N= 34

GENOTIPO VIRALE 6/2 21/13 ns
gen 1/gennon 1
%ECA/CIRROSI 0/8 2/32 ns
HCV-RNA 828.000 1.087.000 ns
[MEDIANA-RANGE] (645.5709.249.500) (151.000-4.652.000
NAIVE/ 7/1 31/3 ns
PRECEDENTEMENTE
TRATTATI

Infine, & stata anamnesticamente ricercata l'inmione nei pazienti OBI positivi
circa I'eventuale familiarita per infezione da HBWessun paziente OBI positivo

riportava anamnesi familiare positiva per questo.da
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4.3 Risultati Immunologici

Le indagini immunologiche, finora eseguite su 5i@atz, hanno evidenziato in
primo luogo che una risposta T cellulare HBV speaifpud essere rilevata nel
comparto periferico di pazienti con infezione otaula HBV. Dei 5 pazienti in
studio, 3 appartenevano al gruppo degli OBI pasithentre 2 pazienti erano OBI
negativi (HCV positivi). Per quanto attiene ai Zieati OBI positivi, tutti i pazienti
erano anticore-positivi, e dunque mostravano segrpregresso contatto con |l
virus. Tutte le quattro regioni del proteoma virateno state bersaglio di risposta
immune, senza un preferenziale target (TABELLA 5).

Di nota, mentre si e riscontrata sovrapposiziomeldrregioni amplificate dal test
virologico, e le regioni riconosciute dalla reattv T linfocitaria per quanto
riguarda le componenti strutturali di HBV (core exvelope), non si e trovata la
stessa corrispondenza per le parti non strutturalirisposta immunitaria verso le
regioni X e polimerasi sono risultate particolarteeimtense in termini di ampiezza,
pertanto non si puo escludere che dove sia preseateeattivita elevata, ci sia una
maggiore soppressione della replica virale e/dedgdressione di tali antigeni.

Per quanto riguarda gli OBI negativi, i risultaiindra prodotti hanno evidenziato
una risposta intensa e multispecifica, dal momehentrambi hanno riconosciuto
diverse sequenze di distinte regioni virali (TABEALS). Mentre uno dei pazienti
era anti-core positivo, e dunque la sua reattigitéivirale poteva essere attesa, il
risultato completamente inaspettato riguarda itamgro di una risposta immune
presente ed insualmente vigorosa per quanto athenan paziente senza alcun
segno di pregresso contatto con il virus (C16). rhalutazione dell'indagine
virologica ha evidenziato che in realta questo @B aveva presentato una
positivita per l'amplificazione alla regione S deirus, ma sulla base delle
definizioni attualmente utilizzate, era stato cifisato OBl negativo in quanto privo
di positivita concomitante per due regioni. Per mjaaquesto risultato isolato
certamente meriti rivalutazione e necessiti di essenfermato in altri casi, impone
tuttavia grande attenzione ed offre almeno spuntiifgéssione circa gli attuali
criteri diagnostici, cosi come suggerisce la polsibdi multiple e sconosciute

interazioni fra virus e risposta immune.
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TABELLA 5:

Risposta T|Frequenzg Ampiezza

IHCcv/OBI |HBCAb|RISppStE ngposta Rlsppstal anti di complesiva
anti-S [anti-core| antiX . A
polimerasi| risposta

C34 pos pos Neg| pos neg neg 1 301
C29 pos pos Pos| neg neg neg 1 256
C42 pos pos Neg neg pos pos 5 13962
C32 neg pos Pos pos pos neg 4 1860
C16 neg neg Neg neg pos pos 13 >10.000

Frequenza di risposta = numero di peptidi ricongsci
Ampiezza complessiva = SFCFIPBMCs
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5. DISCUSSIONE

L'infezione occulta da HBV costituisce un problesanitario di grande rilevanza
ed attualita e potenzialmente destinato ad aunentduturo, per le caratteristiche
epidemiologiche tipiche dell'infezione da HBV. Meat infatti l'incidenza
dell'infezione € in decremento in molte aree gefigha, grazie alla disponibilita di
una profilassi vaccinale efficace, la prevalenzgatiienti con segni di precedente
contatto col virus € molto elevata. Grazie aglidstairca I'infezione occulta, €
ormai chiaro come questi pazienti possano riagividinfezione in caso di
Immunosoppressione; oltre a questo, una parte zlepid con infezione occulta
risulta sieronegativa per tutti i marcatori HBVu@éndo pertanto ogni sospetto
diagnostico. Oltre a questa possibilita, I'infeaoacculta da HBV puo avere un
ruolo nelle trasfusioni e nei trapianti di organejl'insorgenza di HCC e mantiene
pertanto un impatto clinico estremamente rilevastie merita la definizione dei
meccanismi sottostanti, cosi come dell’effettivéitardel fenomeno, che non e stato
ad oggi definitivamente chiarito.

Il primo risultato dello studio mostra che OBI n@milevabile nel gruppo esaminato
di pazienti affetti da epatopatia ad eziologia mmale (NASH e CRIPTO), né a
livello plasmatico né intraepatico. Particolare emelsse € stato rivolto alla
valutazione della presenza di OBI in pazienti coalattia criptogenetica, dal
momento che costituisce la proporzione di pazi@pprossimativamente il 5% del
totale di pazienti con epatopatia cronica) in qua ghiara eziologia della malattia di
fegato non viene identificata. Il risultato delliudio non e in linea con precedenti
osservazioni [44], che dimostrano la presenzafdizione occulta nel 30% dei casi.
Presumibilmente queste differenze possono giuatgiccon la selezione delle
popolazioni in studio, in termine di tassi di priarea, ed esposizione a fattori di
rischio. D’altra parte, non si puo escludere chesilltato dello studio risenta della
casistica estremamente esigua di cui si disponéymZfienti), e andrebbe pertanto
confermato su casistiche piu ampie. L'unico gruglgazienti che ha mostrato
positivita per OBI e risultato essere quello detipati affetti da infezione cronica

da HCV a conferma di dati gia presenti in letterat{l;6;7;9;21]. OBI e stata
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rilevata, a livello intraepatico, nel 19% dei patieaffetti da HCV. Nei soggetti che
sono risultati OBI positivi inoltre, a conferma diteriori dati gia presenti in
letteratura [5;6], I'analisi di sequenza non hanpesso di individuare un pattern
caratteristico di mutazioni che identificasse eattarizzasse i soggetti OBI positivi
dai soggetti HBV cronici o dai prototipi presentlle banche datiGeneBank
Infatti, le mutazioni puntiformi delle sequenze a sinucleotidiche che
amminoacidiche, rilevate rispetto ai prototipi, sopresenti nei soggetti OBI
esattamente come nei pazienti affetti da infezenomica HBV. Inoltre, per quanto
riguarda le sequenze nucleotidiche, nessuna deitazioni puntiformi rilevate € in
grado di determinare la conversione di una trigletidificante in uno stop codon,;
allo stesso modo per le sequenze amminoacidiclssuna sostituzione sembra in
grado di determinare l'alterazione della funziotdalproteica. Possiamo quindi
concludere che nelle analisi di sequenza delleoneds, Polimerasi e X di HBV,
non e stata rilevata alcuna mutazione che possaeesi$enuta ragionevolmente
responsabile della produzione di una proteina Satawg quindi, conseguentemente
del’lHBsAg negativita. Questo risultato confermagadenti osservazioni che non
hanno identificato sostanziali alterazioni nellgusEnza virale fra OBI e non OBI,
ma piuttosto una serie di modifiche epigenetichratterizzanti il virus responsabile
di infezione occulta [45].

La valutazione dei principali parametri biochimidi malattia del gruppo OBI
rispetto al gruppo non OBI ha mostrato che i sdggéBl positivi non si
caratterizzano per una malattia epatica piu agyeessal punto di vista biochimico.
Questa conclusione risente tuttavia di una seridingitazioni: in primo luogo
'osservazione puntiforme, la natura cross-sectiahalo studio, e la relativa
disomogeneita della popolazione in studio, sopttattun termini di storia di
malattia. Va inoltre precisato che I'analisi € atabndotta in larga parte su pazienti
affetti da epatite e non da cirrosi, dal momente Ehrruolamento si € basato sui
pazienti che venivano sottoposti a biopsia epatcguesto non ha consentito la
valutazione del ruolo di OBI nelle forme piu prodite di epatopatia. L’
ampliamento della casistica, assieme ad un’ossenazongitudinale nel tempo,

consentira di pervenire a risultati maggiormentectasivi da questo punto di vista.
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Infine, una serie di lavori ha stabilito il ruolo @BI nel trattamento per l'infezione
da HCV, in alcuni casi trovando un’associazionelfrgresenza di OBI e la non
risposta al trattamento. Nello studio presente, @@1 sembra avere alcun impatto
in termini di risposta antivirale, dal momento dhéegli 8 (75%) OBI positivi che
sono stati sottoposti a trattamento standard peV Hi@terferone peghilato e
ribavirina) hanno risposto al trattamento, conkrt6P6 dei pazienti non OBI.

Il punto di vista immunologico infine relativamerae OBI € un aspetto di grande
interesse, dal momento che e stato ipotizzato cbmiezione occulta derivi
dall'inoculo con minime quantita di virus e dallanseguente incapacita di montare
una risposta immunitaria efficace e rilevabile [46]risultati dello studio, per
quanto ancora estremamente preliminari, offron@vat spunti di interesse, che
meritano ulteriore approfondimento. In primo luog®, conferma di dati gia
disponibili in letteratura [8], i pazienti con irfiene occulta hanno una reattivita
linfocitaria HBV-specifica. Non e stato riportata diverso profilo immunologico
fra pazienti anticore-positivi e pazienti anticoregativi; € stata riscontrata
sovrapposizione fra regioni amplificate e regiolwonosciute per le componenti
strutturali del virus (core ed envelope), mentresiassa sovrapposizione per la
proteina X e polimerasi non e stata riscontrata.risposte contro queste stesse
componenti inoltre, quando presenti, sono risultditegrande intensita, il che
potrebbe suggerire che alcune risposte hanno uUa sudia replica e I'espressione
antigenica virale. Infine, il risultato piu inastsb, € quello relativo alla presenza di
una forte risposta immune antivirale in un paziesiggologicamente negativo per
HBV e classificato come OBI negativo sulla basdeddkfinizioni attuali: questa
osservazione, se confermata in altri pazienti costésso profilo siero-virologico,
puo sottendere alla definizione di differenti fordienfezione occulta.

Circa il problema della diagnosi di OBI, ad oggtlesivamente possibile mediante
biopsia epatica, i dati immunologici dello studibenché preliminari, fanno
intravedere la possibilita di disporre in futuro wh test diagnostico per OBI da

effettuarsi su prelievo ematico.
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