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ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI
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ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKAEMIA, LEUCEMIA
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ALANINE AMINOTRANSFERASE, ALANINA
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ACUTE MYELOID LEUKAEMIA, LEUCEMIA MIELOIDE
ACUTA

CHICKEN ANEMIA VIRUS, VIRUS DELL’ANEMIA DEL POLLO.

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKAEMIA, LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA

CHRONIC MYELOID LEUKAEMIA, LEUCEMIA MIELOIDE
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LINFOMA DIFFUSO A GRANDI CELLULE B
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HIGHLY ACTIVE ANTIRETROVIRAL THERAPY, TERAPIA
ANTIRETROVIRALE

VIRUS DELL’EPATITE B

VIRUS DELL’EPATITE C

VIRUS DELLIMMUNODEFICIENZA UMANA
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INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES,
COMMISSIONE

INTERFERONE
MIELOFIBROSI IDIOPATICA
IMMUNOGLOBULINE
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NFkB NUCLEAR FACTOR k-B

NK CELLULE NATURAL KILLER

NT NUCLEOTIDE/I.

ORF OPEN READING FRAME, CORNICE DI LETTURA APERTA.
PBMC PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS

PCR POLYMERASE CHAIN REACTION, REAZIONE A CATENA

DELLA POLIMERASI.
PCvV PORCINE CIRCOVIRUS, CIRCOVIRUS PORCINO.

RDA REPRESENTATIONAL DIFFERENCE ANALYSIS, ANALISI DI
RAPPRESENTAZIONE DIFFERENZIALE.

RFLP RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISMS,
POLIMORFISMI DI LUNGHEZZA DEI FRAMMENTI DI
RESTRIZIONE.

SAV SMALL ANELLOVIRUS

SISPA SEQUENCE-INDEPENDENT SINGLE-PRIMER
AMPLIFICATION

TBI TOTAL BODY IRRADIATION, IRRADIAZIONE TOTALE DEL
CORPO

TLMV TTV-LIKE-MINI-VIRUS.

TMO TRAPIANTO DI MIDOLLO OSSEO

TTMDV TORQUETENOMIDIVIRUS

TTMV TORQUETENO-MINI-VIRUS.

TTV TORQUETENO VIRUS.

UTR UNTRASLATED REGION, REGIONE NON TRADOTTA.



RIASSUNTO

Torquetenovirus (TTV) € il prototipo di una vasta gamma di
agenti virali con caratteristiche genomiche simili che vengono
continuamente isolati nell’'uomo e negli animali e attualmente
sono classificati nel genere Anellovirus. Questi virus sono
caratterizzati dalle piccole dimensioni della particella virale, da
un genoma a DNA circolare a polarita negativa di circa 3,8 kb e
da un’elevata variabilita genetica. Sebbene siano stati svolti
numerosi studi per comprendere il ruolo patogenetico del virus,
attualmente non siamo in grado di associare TTV ad una
specifica patologia (Bendinelli e Maggi, 2005).

Le modalita adottate per la replicazione del genoma dagli
anellovirus rimangono al momento da chiarire; il rilevamento di
intermedi replicativi e di trascritti virali in molti tessuti
evidenzia una probabile capacita del virus di replicarsi in molti
dei tessuti e organi che infetta (Okamoto et al., 2001). In
particolare, studi in vitro hanno dimostrato che TTV ¢& in grado
di replicarsi nei linfo-monociti solo quando questi ultimi sono
opportunamente stimolati. (Maggi et al., 2001; Mariscal et al.,
2002) ma ad oggi non € stato ancora dimostrato con certezza se
esista una sottopopolazione linfocitaria nella quale il virus si

replichi e/o persista preferenzialmente. Al fine di approfondire



tale aspetto, in questo lavoro di tesi i livelli di TTV sono stati
misurati nel plasma di 8 pazienti affetti da varie forme di
leucemia e sottoposti a intensi o moderati regimi di
condizionamento mieloablativi prima di ricevere il trapianto di
midollo osseo. I livelli di TTV plasmatici sono stati inoltre
determinati in altri 23 pazienti: 5 erano stati sottoposti a
trapianto di midollo osseo dopo aver ricevuto un regime di
condizionamento non mieloablativo (gruppo di controllo), gli
altri 18 pazienti erano affetti da artrite reumatoide ed erano
stati trattati con il farmaco Rituximab, un anticorpo
monoclonale chimerico umanizzato che riconosce la molecola
CD20 espressa dai linfociti B.

I risultati ottenuti in questo studio forniscono una chiara
evidenza dellimportante ruolo svolto dalle cellule del sistema

ematopoietico nel mantenimento della viremia di TTV.



ABSTRACT

Many aspects of the life cycle of torquetenoviruses (TTVs) are
essentially unexplored. In particular, it is still a matter of
speculation which cell type(s) replicates the viruses and
maintains the generally high viral loads found in the blood of
infected hosts. In this study, we sequentially measured the TTV
loads in the plasma of 8 patients who were strongly o mild
myelosuppressed and then transplanted with haploidentical
hematopoietic stem cells. In addition, other 23 patients were
enrolled and tested for their plasma content of TTV DNA: 5
patients undergoing haploidentical hematopoietic stem cell
transplantation after receiving a non-myeloablative
conditioning regimen (control group) and 18 patients affected
by rheumatoid arthritis and treated with Rituximab, a human
monoclonal antibody able to inhibit B lymphocyte replication.
The findings provide clear quantitative evidence for an
extremely important role of hematopoietic cells in the

maintenance of TTV viremia.
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Introduzione

ANELLOVIRUS

TTV
Piccolo, variabile e diffuso: tre aggettivi che descrivono le

caratteristiche principali del Torque Teno Virus (TTV). Dal
momento della scoperta, avvenuta nel 1997 tramite
representational difference analysis (RDA), ad oggi, sono stati
compiuti molti progressi riguardo la conoscenza del suo
genoma; tuttavia poche e frammentarie sono le informazioni
sulle sue caratteristiche strutturali e morfologiche e sul suo
significato clinico. In realta, quando si parla di TTV non ci si
riferisce ad un solo virus, ma ad un insieme molto complesso di
specie virali, complessivamente identificate come anellovirus e
la cui classificazione € ancora oggetto di studio. Dopo 15 anni
dalla scoperta, piu di 200 sequenze complete o parziali di
genomi virali assimilabili a TTV sono state caratterizzate
nell'uvomo e in diverse specie animali. Queste sequenze
appartengono tutte a virus molto semplici, caratterizzati da un
genoma circolare a singolo filamento di DNA, che tuttavia
mostrano una variabilita genetica notevole con divergenze
molto elevate a livello nucleotidico e aminoacidico tra i diversi
isolati.

Caratteristiche peculiari degli anellovirus sono l'ampia
distribuzione nell'uomo ed in alcune specie animali, l’alta
prevalenza nella popolazione generale e la possibile coinfezione
dell’ospite con ceppi multipli, spesso altamente divergenti.
L’elevata incidenza nella popolazione e, allo stesso tempo, la
scoperta che TTV ¢é in grado di infettare e cronicizzare in quasi
tutti i tessuti umani, senza evidenti correlazioni con nessun

tipo di patologia, ha spinto alcuni studiosi a proporli come
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Introduzione

semplici commensali apatogeni (Griffiths, 1999; Mushahwar,
2000). Bisogna tuttavia ricordare che molti virus, che oggi
sappiamo favorire malattie, in passato, in mancanza di iniziali
evidenze sperimentali, sono stati erroneamente ritenuti
apatogeni. Considerando poi i circovirus animali, a cui TTV &
strutturalmente apparentato, e le patologie ad essi associate (il
circovirus porcino provoca una grave sindrome da deperimento
con immunodepressione nel maiale e il virus dell’anemia
aviaria causa patologie ematologiche nel pollame), l'ipotesi di
una non-patogenicita degli anellovirus sembra alquanto

affrettata).
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CENNI STORICI
La scoperta di TTV risale al 1997, quando nel sangue di un

paziente con epatite cripotogentica venne identificata una
sequenza di 500 nucleotidi di origine sconosciuta (Nishizawa et
al. 1997). 1l clone, denominato N22, fu dimostrato appartenere
ad un nuovo virus a DNA per il quale fu coniato il nome di TT
(TTV) dalle iniziali del paziente. Il successivo clonaggio e
sequenziamento da parte di Okamoto e collaboratori porto alla
caratterizzazione di un genoma virale apparentemente completo
della lunghezza di 3,739 kilobasi (kb) denominato TA278, che
in considerazione delle piccole dimensioni e di altri caratteri del
virione fu ritenuto appartenere alla famiglia delle Parvoviridae
(Okamoto et al. 1998). Questa classificazione si riveldo ben
presto errata, poiché nel 1999 un gruppo di ricercatori
identifico una nuova regione ricca in guanine e citosine (GC),
scoprendo la natura circolare del genoma (Miyata et al. 1999);
questa caratteristica, insieme ad altre somiglianze strutturali e
molecolari con il virus dell’anemia del pollo (CAV), ha spinto i
ricercatori a considerare TTV come il primo circovirus umano
(Okamoto et al., 1998; Miyata et al., 1999; Mushahwar et al.,
1999). In seguito, sono stati amplificati numerosi isolati virali
che dimostravano caratteristiche strutturali simili a TTV, ma da
questo geneticamente molto divergenti. Fra gli isolati
identificati vi sono i virus del gruppo PMV (Hallett et al., 2000),
del gruppo SANBAN, che nella lingua giapponese significa il
terzo (Hijikata et al., 1999) e i virus YONBAN (il quarto in
giapponese), che mostrano meno del 50% di omologia con il
prototipo TTV e un genoma di dimensioni leggermente diverse
(Takahashi et al., 2000a). Anche il virus SEN (SENV), la cui

scoperta risale alllanno 2000, inizialmente ritenuto
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responsabile di forme di epatite criptogenetica (Primi et al.,
2000), dimostro ben presto la sua parentela col gruppo dei
virus TT, in particolare con gli isolati SANBAN (Tanaka et al.,
2001). Nelle stesso anno, Takahashi e collaboratori (2000Db),
durante studi sulla variabilita genetica di TTV, identificarono
casualmente sequenze di acidi nucleici che dimostravano solo
una parziale omologia con il genoma di TTV. La
caratterizzazione di questi amplificati portdo all’identificazione
del TTV like mini virus (TTLMV), oggi conosciuto come Torque
teno midi virus (TTMV).

Successivamente, il gruppo di ricerca guidato da Peng ha
descritto 4 nuovi isolati di TTV che hanno dimostrato
un’omologia inferiore al 50% rispetto agli altri genotipi noti: per
tale motivo sono stati classificati in un gruppo a se stante,

denominato genogruppo 5 di TTV (Peng et al. 2002).

TASSONOMIA E NOMENCLATURA
Le prime osservazioni relative alle dimensioni del virione,

l'assenza di envelope e la presenza di una molecola di DNA a
singolo filamento, indussero gli studiosi a classificare TTV nella
famiglia Parvoviridae (Okamoto et al. 1998). Tuttavia, la
scoperta della presenza di un tratto ricco in GC e soprattutto
della circolarita del genoma, ponevano seri dubbi sulla
classificazione di TTV come membro di tale famiglia.
Sorprendentemente, col progredire delle scoperte, TTV
dimostrava sempre piu forti somiglianze strutturali col virus
dell’anemia del pollo (CAV), un membro delle Circoviridae e di
conseguenza Vvi fu provvisoriamente inserito. Indagini
successive hanno perd evidenziato considerevoli differenze tra i

virus del gruppo TTV e quelli animali, soprattutto nella
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sequenza nucleotidica e nelle dimensioni del genoma. Diverse
proposte sono state avanzate in breve tempo riguardo la
tassonomia dei circovirus umani, tra cui quella di creare una
nuova famiglia con TTV come unico rappresentante
(Circinoviridae; Mushahwar et al., 1999) o quella di crearne una
con TTV, CAV e TTMV (Paracircoviridae; Takahashi et al.,
2000b; Okamoto et Mayumi, 2001). Dato il notevole aumento
delle sequenze depositate in banca dati e l'identificazione di
nuovi virus simili a TTV, I'ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses) ha istituito la nuova famiglia degli
Anelloviridae che consta al suo interno di 9 generi, ciascuno

comprendente un diverso numero di specie (Tabella I.1).

Tabella. I.1 Nuova classificazione degli Anellovirus secondo I'ICTV

ORDINE FAMIGLIA GENERE SPECIE
Alphatorquevirus Torquetenovirus 1-29 TTV
Betatorquevirus Torqueteno mini virus 1-9 TT™MV
Deltatorquevirus Torqueteno tupaia virus
o < , , .
T [a) Epsilontorquevirus ~ Torqueteno tamarin virus
& =
) 8 Etatorgeuvirus Torqueteno felis virus
[19)
g 5 Gammatorquevirus  Torqueteno midi virus 1-2 TTMDV
Z Z . .
< lotatorquevirus Torqueteno sus virus
Thetatorquevirus Torqueteno canis virus
Zetatorquevirus Torqueteno douroucouli virus

Particolarmente complessa € anche la classificazione degli
isolati di TTV all’interno del genere Alphatorqueovirus. 1l criterio
inizialmente adottato prevedeva la distinzione in genotipi,
identificati da numeri arabi, per isolati con divergenze
nucleotidiche maggiori del 30% e in sottotipi, identificati da
lettere minuscole, quando la divergenza era compresa tra il

15% e il 29%. Le prime analisi filogenetiche hanno permesso di
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identificare 23 genotipi di TTV, inizialmente riuniti in quattro
maggiori gruppi filogenetici (Okamoto et al. 1999; Biagini et al.
1999; Mushahwar., 2000). Studi successivi, condotti non piu
sulla regione N22 ma su quella non tradotta (Untranslated
Region, UTR) e sullintero genoma, hanno portato
allidentificazione di un numero ben maggiore di genotipi e
sottotipi (pitt di 40 e 70 rispettivamente), numero destinato
sicuramente ad aumentare, vista la rapidita con la quale
vengono identificati nuovi isolati. Nel 2002, Peng e collaboratori
proposero di raggruppare gli isolati allora conosciuti (72) in S5
genogruppi, identificati con i numeri da 1 a 5, con divergenze
nucleotidiche inter-gruppo superiori al 50% (figura [.1). In
questa nuova classificazione, il ceppo prototipo TA278 & stato
inserito insieme ai genotipi dal 2 al 6 nel genogruppo 1.
L’isolato PMV (Hallet et al. 2000) ¢ il prototipo del genogruppo 2
che comprende in totale 5 genotipi. Pii complessa e piu
numerosa la distribuzione degli isolati allinterno del
genogruppo 3; lisolato prototipo € il SANBAN, ma in questo
genogruppo sono stati inseriti anche i ceppi SENV. L’isolato
YONBAN, genotipo 21 di TTV, ¢ il prototipo del genogruppo 4,
mentre l'isolato JT33 ¢ il prototipo del genogruppo 5 (Peng et al.
2000).

Gli anellovirus sono stati isolati anche in numerose specie
animali: scimpanzé, macachi e altri primati, tupaia, cani, gatti,
maiali (Leary et al. 1999; Okamoto et al. 2000a, 2002; Bigarre
at al. 2005; Biagini et al. 2007). Gli anellovirus animali sono
altamente divergenti da quelli umani sia per sequenze che per
dimensioni del genoma, anche se alcuni fanno eccezione
clusterizzando dal punto di vista filogenetico fra gli anellovirus

umani (Figura. I.1; Biagini, 2009).
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Alphatorquevirus Genus
Torque teno virus (TTV)

Betatorquevirus Genus
Torque teno mini virus (TTMV)

Gammatorquevirus Genus
Torque teno midi virus (TTMDV)

Figura I.1. Analisi filogenetica degli anellovirus dell’'uomo
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PROPRIETA’ DEL VIRUS
La particella virale. A causa della mancanza di un sistema di

replicazione in vitro, le informazioni in nostro possesso sulle
caratteristiche fisico-chimiche degli anellovirus derivano da
studi condotti con particelle virali purificate da plasma o da
feci. Nella maggior parte dei lavori il genotipo 1 di TTV ¢é stato
quello piu studiato e la descrizione delle caratteristiche
morfologiche della particella virale € riferita essenzialmente a
questo tipo. Comunque, alla luce delle conoscenze attuali, le
caratteristiche morfologiche dei diversi genotipi di TTV non
dovrebbero essere molto differenti. I diametro del virione,
compreso tra 30 e 32 nm per TTV, €& stato determinato
attraverso 1'uso di filtri di policarbonato con pori di dimensione
decrescente. Da esperimenti di ultracentrifugazione in
gradiente di cloruro di cesio, la densita di TTV é risultata di
1,31-1,35 g/ml e in gradiente di saccarosio di 1,26 g/ml
(Mushahwar et al. 1999; Okamoto et al. 1998). L’'incubazione di
sovranatante fecale con vy-globuline ha permesso la
visualizzazione di TTV al microscopio elettronico; il virus &
apparso di forma sferica, con un capside a probabile simmetria
icosaedrica e privo di envelope (Itoh et al. 2000; figura 1.2). 11
ritrovamento del genoma di TTV nella bile di soggetti infetti e la
sua resistenza al trattamento con detergenti, solventi e calore
secco confermarono ulteriormente l'assenza di un involucro
lipidico esterno (Okamoto et al. 1998; Ukita et al. 1999).
L’eliminazione del virus in materiali infetti ¢ stata ottenuta solo
in seguito ad esposizione a temperature molto elevate o tramite
purificazione per immunoaffinita (Simmonds et al. 1998;
Takayama et al. 1999). Le proteine strutturali del virus non

sono ancora note ma, per la somiglianza con CAV, si ritiene che
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il capside sia costituito da una sola proteina strutturale con
disposizione icosaedrica. Non sono stati ancora identificati
lipidi o carboidrati virali.

Non si conoscono altre forme circolanti del virione, mentre &
stata documentata l’esistenza nel sangue di particelle virali

complessate ad immunoglobuline (Itoh et al., 2000).

Figura 1.2. Visualizzazione al microscopio elettronico di particelle di TTV, in
forma di aggregati in seguito ad incubazione con fy-globuline umane
specifiche per il genotipo la (da Itoh et al., 2000).

Il genoma e le proteine codificate. Le informazioni sulla
struttura del genoma e sulle proteine codificate derivano
essenzialmente dall’analisi delle sequenze e dal relativo
confronto con i virus meglio caratterizzati della famiglia
Circoviridae. 11 genoma di TTV & costituito da una singola
molecola di DNA circolare a polarita negativa, rispettivamente
di circa 4000 e 3000 coppie di basi. Dall’analisi strutturale di
tutte le sequenze conosciute, € emerso che il genoma dei due
virus, pur essendo di diversa grandezza, condivide una simile

organizzazione (figura 1.3).
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ORF 2
ORF 2
\ KRR \ ORF 2
ORF 3

TTMV
2841 nt

ORF 5

ORF 1 ORF 1

ORF 1

Figura I.3. Schema e confronto del genoma di TTV (isolato TA278), TTMV e
CAV. Sono evidenziate le dimensioni del genoma e le regioni codificanti.

Differenze nelle dimensioni del suo genoma sono state
osservate anche allinterno degli isolati del gruppo TTV, ma si
tratta di piccole delezioni o inserzioni (Kamahora et al., 2000;
Okamoto et al., 2000a; Muljono et al., 2001).

I genoma risulta formato per due terzi da una regione
codificante (Opern Reading Frame, ORF) e per un terzo da una
piu piccola regione non tradotta (UTR) che sembra svolgere un
ruolo molto importante nel controllo della replicazione virale e
della trascrizione proteica (Kamada et al. 2004; Suzuki et al.
2004). L’analisi delle sequenze ha permesso di individuare sul
filamento positivo, complementare al genoma virale, due geni
maggiori (ORF 1 e 2) potenzialmente espressi con differenti
cornici di lettura e parzialmente sovrapposti; la lunghezza e la
localizzazione di questi geni pud variare fra i differenti isolati. Il
gene ORF 1, localizzato tra i nucleotidi 589 e 2898 sul ceppo
TA278, presumibilmente codifica per la proteina del capside
virale lunga circa 770 amminoacidi (aa). Questa proteina oltre a
svolgere funzioni strutturali, potrebbe essere coinvolta nel

meccanismo replicativo. Infatti, nella sua porzione N-terminale
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sono stati identificati motivi fortemente idrofilici e ricchi in
arginina che potrebbero mediare il legame con il DNA; nella
regione C-terminale sono stati invece riconosciuti i motivi
amminoacidici tipici della proteina Rep, una replicasi presente
nei virus a DNA che utilizzano un meccanismo a cerchio
rotante per la replicazione del loro genoma. La proteina
codificata dal’lORF 1 svolge quasi certamente un ruolo
fondamentale anche nell’interazione con lospite, come
dimostrato dal ritrovamento di tre regioni ipervariabili (High
Variable Regions, HVR 1, 2 e 3) e di potenziali siti di
glicosilazione che, variabili in numero e in localizzazione fra i
differenti isolati, potrebbero modificare le proprieta biologiche
ed antigeniche della proteina (Hijikata et al., 1999).

Il gene ORF 2, compreso tra i nucleotidi 353 e 712 di TA278,
codifica per una proteina non strutturale (di circa 120 aa),
anch’essa probabilmente coinvolta nella replicazione del virus.
Questa convinzione deriva dal ritrovamento di 5 omologie di
sequenza tra la ORF 2 e una proteina di CAV, la VP 2, che
durante la replicazione del virus sembra svolgere importanti
funzioni nei meccanismi intracellulari di trasmissione dei
segnali (Peters et al., 2002).

Dall’analisi della sequenza di molti isolati di TTV, € stato inoltre
osservato che il gene ORF 2 risulta spesso costituito da due
ORF piu piccole (denominate a e b) le cui capacita codificanti
sono ancora tutte da definire; 'ORF 2a & risultata molto
conservata fra i diversi genotipi (Tanaka et al., 2000b; Kakkola
et al., 2002). Trascritti del filamento negativo del genoma di
TTV sono stati ritrovati nelle cellule del midollo osseo (Okamoto
et al., 2000d; 2001) e sono stati osservati anche in modelli

sperimentali (Kamahora et al., 2000; Yokoyama et al., 2002). In
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questi studi sono stati identificati tre distinti mRNA di 3.0, 1.2,
e 1.0 kb con sequenze terminali comuni in 5’ e 3'. L’analisi dei
possibili siti di splicing, utilizzati per produrre questi mRNA, ha
evidenziato la possibilita che esistano altre due ORF minori,
dette ORF 3 (o ORF 2-4) e ORF 4 (o ORF 2-5). L’ORF 3, di circa
286 aa, sembra codificare per due proteine (p38 e p41) dotate
di un differente grado di fosforilazione e per questo simili alla
proteina NSSA del virus dell’epatite C (HCV; Asabe et al., 2001).
Le somiglianze di questa ORF con il gene dell’apoptina di CAV
hanno indotto alcuni studiosi ad indagare, in linee cellulari
derivate da carcinoma epatocellulare umano, il comportamento
di una proteina di 105 aa, codificata dalla sequenza della
putativa ORF 3. Da questi esperimenti € emerso che tale
proteina € in grado di indurre apoptosi solo nelle linee cellulari
originate da tumori epatici mentre non ha effetto su quelle
derivate da altre forme tumorali (Kooistra et al. 2004).

Per quanto riguarda I'ORF 4 (circa 289 aa) si ritiene che anche
essa sia implicata nella replicazione del virus o nella
regolazione della trascrizione di proteine cellulari. Altre ORF
possono essere dedotte dalla sequenza nucleotidica di alcuni
isolati ma il loro significato funzionale € ancora sconosciuto

(Yokoyama et al., 2002).
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La regione non codificante (UTR) di circa 1,2 Kb, comprende
una porzione ricca in guanina e citosina (GC) e in alcuni tratti
risulta assolutamente conservata tra tutti gli isolati noti al
momento; € quindi probabile che svolga funzioni di estrema
importanza per la vitalita del virus. Da elaborazioni al computer
¢ stato osservato che in tutta la regione non tradotta,
soprattutto nella regione ricca in GC, si pud formare una
complessa struttura secondaria con motivi ad ansa,
notoriamente associati a funzioni regolatorie. Studi recenti
hanno identificato la localizzazione del sito di inizio trascrizione
dei 3 trascritti osservati, risultata essere 113 nt a valle rispetto
al promotore basale, costituito dalla TATA box (Kamada et al.
2004). Tramite esperimenti di mutagenesi sono stati individuati
elementi regolatori negativi e positivi (figura 1.5) ed & stato
osservato che lattivita di alcune sequenze di regolazione
potrebbe essere cellulo-specifica; il segnale di attivazione piu
forte € stato osservato in linee cellulari di derivazione epatica e

linfoblastoide (Suzuki et al. 2004).

2
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Figura I.5. Promotori ed enhancer di TTV in relazione alla struttura terziaria
dell’lUTR. Siti conservati per il legame dei fattori di trascrizione: cerchio
vuoto, CREB; cerchio pieno. E2F; quadrato vuoto c-Ets, quadrato pieno,
USF; esagono SP1; le posizioni sono indicate rispetto al sito di inizio
trascrizione (+1 nt). Modificata da Kamada et al. 2004.
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Variabilita genetica. Una delle caratteristiche che rendono
unici gli anellovirus € la loro variabilita genetica,
sorprendentemente elevata per virus a DNA. Livelli maggiori di
variabilita sono stati osservati per le regioni codificanti (solo
32% di omologia amminoacidica fra lisolato SANBAN e il
prototipo TA278 nella ORF 1) e nellORF 1 sono state
identificate 3 regioni altamente variabili che, in analogia con
CAV, sono state definite High Variable Regions (HVRs). Queste
regioni, di 22, 47 e 31 aa nel caso del genotipo 1, mostrano
molte inserzioni e delezioni ed una divergenza fino al 70% a
livello amminoacidico nei differenti isolati.

In uno studio nel tempo, € stato inoltre dimostrato che la
variabilita all’interno di queste regioni € estremamente elevata
durante la fase acuta dellinfezione, indicando un loro
coinvolgimento nei meccanismi di elusione del sistema
immunitario. Le regioni HVRs inoltre presentano maggiore
diversita in soggetti con infezione cronica e si ritiene siano
implicate nella formazione della quasispecie di TTV, cosi come
I’HVR di HCV e la V3 del virus dell'immunodeficienza umana
(HIV) (Nishizawa et al. 1999). Tuttavia, la variabilita all’interno
delle HVRs non € uguale per tutti gli isolati: ad esempio, gli
isolati di genotipo 12 e 13 non hanno mostrato significative
variazioni di sequenza durante un periodo di osservazione di 5
anni (Ukita et al. 2000).

I motivi di questa elevata variabilita non sono ancora noti, ma
sono stati chiamati in causa fenomeni di ricombinazione e la
scarsa fedelta di replicazione del DNA virale. Secondo alcuni
autori, € possibile che fenomeni di ricombinazione avvengano
tra isolati diversi, ipotizzando addirittura che potrebbero

avvenire multipli eventi di ricombinazione all’interno di uno
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stesso isolato virale (Worobey, 2000; Biagini et al., 2001b;
Manni et al.,, 2002). La ricombinazione sarebbe facilitata oltre
che dalle caratteristiche del genoma, anche dalla
contemporanea presenza di differenti isolati virali che circolano
nel sangue o infettano il singolo tessuto dell’ospite (Worobey,
2000; Niel et al., 2000; White et al., 2000). L’ipotesi della
ricombinazione tuttavia non € unanimemente condivisa (Jelcic
et al. 2004).

Le coinfezioni, anche con isolati appartenenti a genogruppi
diversi sono molto frequenti, pari a circa il 65% in bambini al di
sotto dei 7 anni e circa il 90% in soggetti adulti sani (Ukita et
al., 2000; Saback et al., 2002). Per TTMV ¢ stata dimostrata nel
sangue di un soggetto immunocompromesso la contemporanea
presenza di ben 15 isolati differenti (Vasconcelos et al., 2002).
L’utilizzo da parte degli anellovirus di polimerasi cellulari dotate
di una scarsa attivita di correzione di bozze non € stato ancora
dimostrato, anche se ipotizzabile. Infatti, la frequenza con cui
avvengono le sostituzioni nucleotidiche in alcune regioni del
genoma (7.3x10-% per sito per anno nelle HVRs di SENV) risulta
simile a quella di virus ad RNA e circa 10 volte maggiore di
quella di virus a DNA come il virus dell’epatite B (HBV;
Umemura et al., 2001Db).

REPLICAZIONE
Le modalita di replicazione del genoma dei virus del gruppo TT

non sono ancora note e le ipotesi finora formulate derivano
dalle conoscenze sui circovirus animali, in particolare CAV e il
circovirus porcino di tipo 2 (PCV2). Nel loro genoma, a
differenza di quanto osservato per altri virus, non sono state
identificate sequenze in grado di alterare il ciclo della cellula

ospite (Todd et al. 2001). Si ritiene pertanto che il processo di
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replicazione dei circovirus dipenda dallo stato di attivazione
della cellula, e in particolare da proteine prodotte durante la
fase S (Fields, 1996). Inoltre, la mancanza di sequenze
codificanti per DNA polimerasi o alternativamente, per
retrotrascrittasi note, suggerisce che per la replicazione
vengano sfruttati gli enzimi di origine cellulare. Anche per la
replicazione di TTV € stata documentata in diversi esperimenti
la necessita di cellule stimolate (Maggi et al. 2001b; Mariscal et
al. 2002). Cio suggerisce che il processo replicativo avvenga
almeno in parte nel nucleo, ma le modalita d’assemblaggio del
virione sono del tutto sconosciute. L’assenza di uno strato
lipidico esterno lascia comunque pensare che il rilascio delle
particelle avvenga tramite lisi cellulare.

Per la replicazione del DNA, analogamente ai virus vegetali e
batterici con DNA circolare a singolo filamento, & stato proposto
un meccanismo a cerchio rotante che porta alla formazione di
un intermedio replicativo a doppio filamento circolare. Il
ritrovamento anche nel genoma di TTV di motivi conservati per
le proteine REP sembra confermare tale ipotesi; in TTV tuttavia,
non € stato identificato il nonanuleotide tipicamente presente
in tutti i casi in cui € stata documentata una replicazione
tramite cerchio rotante (Erker et al. 1999). I dubbi sull’assenza
del nonanucleotide potrebbero essere superati considerando
che lintermedio replicativo di TTV a doppio filamento di DNA &
stato ritrovato nel fegato e in cellule di midollo osseo (Okamoto
et al. 2000d). Altri esperimenti sono stati condotti per verificare
la capacita di TTV di replicare attraverso un intermedio ad RNA
(come il virus dell’ epatite B), ma non essendo stao trovato nel

suo genoma alcun motivo codificante per una retrotrascrittasi
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virale, si ritiene che tale modello di replicazione non sia adatto
(Nishizawa et al. 1999).

Poco note sono anche le modalita di trascrizione degli RNA
messaggeri (mRNA) di TTV; esperimenti di transfezione hanno
permesso di osservare 3 mRNA diversi per dimensioni e
codificanti per un numero ancora imprecisato di proteine.
Questi messaggeri presentano polarita antigenomica e hanno
un sito di poliadenilazione al 3' e un sito cap al 5. In piu,
tramite un meccanismo di splicing, oltre alle ORF gia
conosciute, verrebbero prodotte altre due nuove ORF, dette
ORF 4 e ORF 5, poste cu cornici di lettura differenti (Kamahora
et al. 2000; figura 1.6).

ORF1 453-2765

Frame 1:
ORF 1-5 -

Figura I.6. Schema ipotetico dei meccanismi di splicing nel genoma di TTV e
descrizione delle ORF prodotte.
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STORIA NATURALE DELL’INFEZIONE
Le interazioni che gli anellovirus sono in grado di stabilire con

I'ospite sono ancora poco conosciute.

In letteratura, sebbene rari, sono stati descritti casi di infezioni
autolimitanti, con risoluzione dell’infezione anche dopo anni o
mesi dal contagio (Lefrere et al., 1999; Matsumoto et al., 1999;
Yuki et al.,, 1999); una rapida eliminazione del virus €& stata
osservata anche in scimpanzé infettati sperimentalmente
(Mushahwar et al., 1999). La spiegazione di tale fenomeno non
€ ancora chiara e tra i possibili motivi sono stati considerati
una ridotta immissione in circolo del virus, un aumento della
sua eliminazione, una modificazione delle sequenze virali che
non permettono piu la rilevazione del DNA ed infine la
possibilita che il virus stabilisca uno stato di latenza. A tal
proposito € stato osservato che 'apparente scomparsa del virus
dal plasma non €& necessariamente associata alla completa
eradicazione dell'infezione (Maggi et al. 2001c; Pollicino et al.
2002). E’ inoltre necessario ricordare che l'andamento
dellinfezione da TTV potrebbe essere diverso a seconda del
genotipo infettante. A tal proposito, in uno studio condotto da
Ohto e collaboratori (2002) € stata osservata la risoluzione
spontanea dell’infezione in circa il 20% dei bambini infettati da
TTV, ma con percentuali differenti a seconda del genotipo virale
infettante; Wilson e collaboratori (2001) hanno invece riportato
che il 77% dei soggetti tossicodipendenti infettati con l’isolato
SENV era in grado di eliminare il virus dal plasma. Molti altri
studi sono tuttavia necessari prima di poter affermare che i
genotipi di TTV possiedano una differente capacita di

persistenza.
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La cronicizzazione dell'infezione € invece un evento molto
frequente, osservato in piu dell’80% dei soggetti infettati da TTV
e documentata in diversi lavori (Takayama et al., 1999; Ali et
al., 2002; Lefrére et al. 1999; Matsumoto et al. 1999); le
infezioni possono essere molto durature nel tempo, tanto che in
un caso la persistenza di TTV € stata dimostrata per piu di 20
anni (Matsumoto et al., 1999). I meccanismi implicati nella
persistenza non sono noti, ma € stato escluso che il virus possa
rimanere latente nella cellula ospite in forma episomiale o
integrata (Tanaka et al., 2000a; Yu et al.,, 2002). L’incapacita
del sistema immunitario dell’organismo ospite di controllare
I'infezione potrebbe in parte spiegare la facilita con cui TTV
persiste. In seguito all’infezione da TTV € stata osservata una
rapida comparsa di immunoglobuline di tipo M (dopo circa 10-
12 settimane dall’infezione), dimostrabili nel sangue per 5-11
settimane, insieme ad una piu lenta, ma anche piu duratura,
produzione di IgG (intorno alla 15°-17° settimana), che invece
tendono a persistere per anni (Tsuda et al.,, 2001). Rimane
ancora da dimostrare la capacita neutralizzante di questi
anticorpi ed evidenze contrastanti sono state ottenute
soprattutto per le IgG, la cui presenza a volte € stata associata
con l'assenza o la scomparsa della viremia plasmatica, a volte
non sembra aver prodotto nessun effetto sulla persistenza del
virus (Tsuda et al., 1999; Ott et al., 2000). A parziale conferma
di cio, la dimostrazione che, in pazienti cronicamente infetti, la
maggior parte di TTV circola complessato ad IgG (Nishizawa et
al., 1999). L’esistenza di infezioni multiple con piu isolati di
TTV suggerisce inoltre che gli effettori immuni siano incapaci di
proteggere dalle superinfezioni sostenute da sottotipi eterologhi

del virus. Le cellule del sistema immunitario potrebbero anzi
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contribuire alla disseminazione virale ai vari tessuti. Gli acidi
nucleici degli anellovirus sono stati amplificati in molti tessuti e
fluidi biologici (bile, saliva, seme, lacrime, fluido duodenale e
secrezioni vaginali, polmone, milza, pancreas, rene, linfonodi,
muscolo scheletrico e tiroide), indicando che essi sono
disseminati in tutto I'organismo e possono stabilire un’infezione
persistente in vari distretti corporei (Deng et al., 2000; Biagini
et al., 2001a; Tajiri et al., 2001; Okamoto et al., 2001; Suzuki et
al., 2001). Sorprendente € stato il ritrovamento di ben 24 isolati
nella milza di un paziente affetto da tumore (Jelcic et al. 2004).

L’intermedio di replicazione di TTV o l’attivita di trascrizione &
stata ritrovata in molti tessuti, dimostrando che esso € in grado
di replicare in tutte le cellule che infetta e non solo in quelle
epatiche o del midollo osseo (Okamoto et al., 1998; 2000b;
2000d; 2000e; 2001; Kikuchi et al., 2000; Lopez-Alcorocho et
al., 2000; Rodriguez-Inigo et al., 2000; Comar et al., 2002).
Come per altri virus a DNA, € tuttavia probabile che la capacita
di replicazione di TTV dipenda dallo stato di attivazione della
cellula ospite. Studi in vitro hanno dimostrato che TTV ¢ in
grado d’infettare i linfo-monociti ma che la replicazione del
virus avviene solo quando queste cellule sono attivamente
stimolate (Maggi et al., 2001b; Mariscal et al., 2002). Un evento
precoce dellinfezione da TTV ¢ la disseminazione del virus nel
sangue, come estesamente osservato sia in scimpanzé infettati
sperimentalmente che in soggetti trasfusi con sangue infetto. In
tutti questi casi, la viremia diveniva evidenziabile dopo 5-8
settimane dall’esposizione e restava spesso dimostrabile per
tutto il periodo di osservazione (Mushahwar et al.,, 1999;
Tawara et al., 2000; Tsuda et al., 2001). I titoli di TTV osservati

nel plasma di diversi soggetti mostrano un ampio range di
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variabilita, oscillando fra 102 e 108 copie di DNA/ml. Inoltre, i
livelli plasmatici medi nelle infezioni croniche sono paragonabili
a quelli di altri virus persistenti, come HCV, HIV e HBV (Pistello
et al. 2001). Nel tempo, i titoli viremici possono variare
notevolmente per alcuni individui, mentre in altri tendono a
rimanere stabili. In un precedente lavoro, applicando un
modello matematico simile a quello utilizzato per gli studi su
HIV e HCV, in pazienti positivi per HCV e cronicamente infettati
da TTV, e stato possibile studiare la cinetica di TTV in risposta
alla terapia con interferone (IFN). Dallo studio € emerso che
I’emivita di TTV nel plasma €& di circa 6 ore, che ogni giorno
vengono prodotti almeno 1010 virioni e che piu del 90% del
virus plasmatico subisce un turnover giornaliero (Tabella 1.2;

Maggi et al., 2001c¢).

TABELLA I.2. Dinamica della viremia plasmatica di TTV confrontata con
quelle di altri virus persistenti

Virus Emivita del N° minimo di virioni Referenza
virione prodotti al giorno

HBV 1.2 giorni >1.7x1013 Whalley et al. 2001

HCV 2.7 ore >1.3x 1012 Neumann et al. 1998

HIV <1 ora >9.8x10° Ramratnam et al. 1999

TTV 6.5 ore >3.8x 10 10 Maggi et al. 2001c

DIAGNOSI DI LABORATORIO
L’identificazione degli anellovirus € attualmente possibile solo

facendo ricorso a tecniche di amplificazione molecolare degli
acidi nucleici, data la mancanza di efficienti sistemi di
coltivazione e di saggi per la ricerca di antigeni virali. A causa
dell’elevata variabilita genetica inter-ed-intra isolato, la scelta

della regione genomica da amplificare si € rivelata di
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fondamentale importanza. Infatti, il motivo delle piu basse
frequenze di TTV osservate nei primi studi € sostanzialmente
riconducibile alla metodica utilizzata (20%, Itoh et al. 1999;
9%, Irving et al. 1999). La regione scelta inizialmente come
bersaglio dell’amplificazione era la porzione N22 del gene ORF 1
(PCR N22); questo frammento, in seguito, non si € rivelato
conservato fra tutti gli isolati di TTV e la metodica ben presto €
apparsa valida solo per l'amplificazione dei genotipi 1-6
(Muljiono et al., 2001). Le conoscenze sempre piu approfondite
del genoma hanno indicato la regione dell’lUTR (PCR UTR) come
regione ottimale per l'amplificazione del genoma di tutti gli
isolati di TTV tanto che questo sistema di amplificazione € stato
definito universale (Okamoto et Mayumi, 2001). Tale regione €
anche il bersaglio delle amplificazioni quantitative attraverso
metodiche di real-time PCR o PCR competitiva, (Kato et al.,
2000; Nakagawa et al., 2000; Maggi et al., 2001a; 2001c; Moen
et al., 2002).

Gli isolati virali individuati e quantificati con la Real- Time PCR
universale possono essere in seguito caratterizzati con PCR
genogruppo-specifiche dedotte da diverse regioni del genoma
virale (Maggi et al. 2001b) che richiedono comunque la
conferma tramite sequenziamento.

Attualmente non € possibile eseguire la diagnosi sierologia
d’infezione acuta o pregressa. Nei pochi studi effettuati, sono
stati eseguiti saggi di immunoblotting o di
immunoprecipitazione combinata alla PCR e utilizzando come
antigeni particelle virali intere o frammenti della proteina ORF
1 o ORF 2 espressi in batteri (Nishizawa et al., 1999; Tsuda et
al., 1999; 2001; Handa et al., 2000; Ott et al., 2000). Le

metodiche non hanno dati risultati riproducibili e nei diversi
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studi sono stati trovati valori di prevalenza molto differenti (dal
10% al 98% dei soggetti sani sono risultati positivi per anticorpi
anti-TTV di tipo G; Handa et al., 2000; Ott et al., 2000; Tsuda
et al.,, 2001; Kakkola et al. 2002), suggerendo che il tipo di
antigene adoperato € in grado di influenzare enormemente la

performance del saggio sierologico.

EPIDEMIOLOGIA
Una delle caratteristiche peculiari dell'infezione degli

anellovirus € la loro estrema diffusione in tutte le popolazioni
del mondo (Prescott et Simmonds., 1998). Nonostante le
limitazioni dei protocolli di amplificazione utilizzati, nei primi
studi di prevalenza circa un terzo della popolazione risulto
positiva a TTV, con diverse percentuali a seconda della regione
geografica analizzata. La frequenza di individui positivi piu alta
fu trovata tra le popolazioni africane e sud americane, mentre
in Asia il virus risultd mediamente prevalente. Nei paesi
industrializzati, Stati Uniti e Nord Europa, la frequenza di TTV
si dimostro molto bassa. Oggi € noto che la metodica utilizzata
nei primi studi era in grado di amplificare solo i genotipi 1-6 e i
risultati ottenuti potrebbero indicare wuna loro diversa
distribuzione. Con l’avvento della PCR universale, sia nella
versione qualitativa che in quella quantitativa, TTV & stato
ritrovato in circa 2/3 della popolazione mondiale con modeste
variazioni fra le differenti aree geografiche (Matsubara et al.,
2001; Niel et Lampe, 2001): in particolare, la prevalenza di TTV
tende ad essere piu moderata in Nord America ed Oceania
(circa 40%) e piu elevata in Asia (> 90%), con picchi di
prevalenza che si avvicinano sensibilmente al 100% in

Giappone, Arabia Saudita e Singapore (figura 1.7).
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@ PCR ORF-1
O PCR UTR

Figura 1.7. Prevalenza di TTV nella popolazione. Le percentuali indicate si
riferiscono ai dati ottenuti amplificando regioni dell’ORF 1 (verde) e dell'UTR
(rosso), da Bendinelli et al. 2001.

La percentuale di prevalenza degli anellovirus appare poco
influenzata dal sesso e dalle condizioni socio-economiche della
popolazione esaminata mentre € stato osservato un certo
incremento con leta (Suzuki et al., 2000; Umemura et al.,
2001a) anche se l'infezione risulta altamente diffusa gia nella
prima infanzia (Vasconcelos et al., 2002).

E’ stato inoltre osservato che popolazioni segregate, che hanno
scarsi contatti con le restanti regioni del mondo, esibiscono
livelli di viremia particolarmente elevati (Prescott et Simmonds.,
1998). Tuttavia, la ricerca del genoma come unico mezzo
diagnostico, permette di rilevare solo le forme attive
dell’infezione, sia acute che croniche, ma non € in grado di
evidenziare le forme pregresse ed € dunque probabile che i reali
livelli di prevalenza siano ancora piu elevati rispetto a quelli
osservati. A conferma di cio, il ritrovamento di sequenze virali

in assenza di viremia (Maggi et al. 2001c; Pollicino et al. 2002).
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Una cosi elevata prevalenza dell’infezione presuppone che gli
anellovirus siano altamente contagiosi e che la loro diffusione
avvenga attraverso molteplici modalita di trasmissione, tra cui
quella parenterale e quella oro-fecale. La maggior diffusione di
questi virus nei soggetti trasfusi o esposti al sangue e il loro
frequente ritrovamento nelle feci dei soggetti infetti, porta a
ritenere che la via parenterale e quella oro-fecale siano anche le
piu efficaci (Gallian et al., 2000; Luo et al., 2000; Lin et al.,
2000; Nakagawa et al., 2000; Tawara et al., 2000; Azzi et al.,
2001).

La dimostrazione del DNA degli anellovirus nel sangue cordale,
nelle secrezioni vaginali, nel seme e nella saliva suggerisce la
possibile esistenza di altre vie di trasmissione sia pur con
frequenza ed efficienza ancora poco chiare (Gerner et al., 2000;
Kazi et al., 2000; Inami et al., 2000; Liu et al., 2000; Martinez
et al.,, 2000; Matsubara et al., 2000; 2001; Schroter et al.,
2000; Stark et al., 2000; Biagini et al.,, 2001a; Chan et al,,
2001; Fornai et al., 2001; Krekulova et al., 2001; Pirovano et
al., 2002a). TTV ¢ stato ritrovato, con titoli piu elevati, nelle
secrezioni e nelle cellule nasali, rispetto al corrispondente
campione di plasma, di bambini con sintomi respiratori acuti.
Queste circostanze indicano la via aerea come ulteriore
possibile modalita di trasmissione nonché l’eventualita che il
tratto respiratorio possa essere un sito primario di replicazione
e colonizzazione dell’ospite (Maggi et al. 2003).

Il ritrovamento di sequenze molto simili a quelle dei circovirus
umani in numerosi animali da allevamento (bovini, suini, ovini
e pollame) e da compagnia (cani e gatti) suggerisce inoltre, la
possibilita di una trasmissione interspecie dell’infezione (Leary

et al., 1999; Okamoto et al., 2002).
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Pochi studi hanno investigato la prevalenza dei differenti
genotipi di TTV, e le metodiche utilizzate in questi lavori si sono
rivelate spesso incapaci di amplificare tutti i genotipi
conosciuti. Tuttavia, i risultati finora ottenuti sembrano
suggerire che certi genotipi siano piu diffusi di altri e che
esistano differenze nella loro distribuzione geografica (Gallian et
al. 2000; Mikuni et al. 2002; Peng et al. 2002). Ad esempio, il
genotipo 1 ed alcuni genotipi di SENV appaiono piu diffusi in
Asia che nei paesi occidentali: in uno studio, il 10% dei
donatori di sangue in Giappone é risultato positivo per SENV-D
e SENV-H rispetto al 2-3% dei donatori positivi in USA e Italia
(Shibata et al., 2001; Umemura et al.,, 2001a). Non €& noto se i
diversi genotipi vengano trasmessi con differente efficienza:
Pirovano e collaboratori (2002b) hanno riportato una maggior
prevalenza di SENV-A e SENV-B in soggetti HIV positivi ed in
particolare fra i soggetti tossicodipendenti piuttosto che fra
quelli infettati per via sessuale; recentemente, genotipi di TTV
appartenenti al genogruppo 2 sono stati ritrovati in soggetti
HIV e HBV positivi, ma non in donatori di sangue (Devalle e

Niel, 2004).
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ASSOCIAZIONE CON LA PATOLOGIA
La patologia associata allinfezione da anellovirus rappresenta

ancora un punto oscuro, nonostante i numerosi studi compiuti
in tal senso. Anche se l'espressione dell’ORF 1 del genotipo 1 in
topi transgenici con conseguente produzione di una proteina
ricombinante provoca cambiamenti patologici nei reni
(Yokoyama et al. 2002), e frammenti subgenomici di TTV
potrebbero influenzare l’evoluzione di alcune malattie, cosi
come avviene per i geminivirus delle piante (Leppik et al. 2007),
I’elevata prevalenza degli anellovirus nella popolazione generale,
la loro capacita di instaurare infezioni durature e la loro
enorme variabilita genetica rendono difficile l'interpretazione
dei dati via via ottenuti. Per tali ragioni € notevolmente
complicato stabilire una relazione tra TTV e la patologia
osservata nell'individuo infettato (Griffiths, 1999; Mushahwar,
2000). Tali condizioni spiegano perché alcuni ricercatori hanno
suggerito che questi virus possano comportarsi come comuni
commensali della flora microbica umana o che siano, piu
semplicemente, apatogeni (Griffiths, 1999; Mushahwar, 2000).
Altri studiosi invece sono di parere opposto. Sebbene a volte
contrastanti, le osservazioni finora condotte suggeriscono un
possibile coinvolgimento di TTV nella ezio-patogenesi di alcune
malattie. Infatti, le circostanze della scoperta influenzarono
notevolmente la direzione intrapresa nei primi studi, nei quali
veniva ricercata un’associazione tra TTV e la patologia epatica.
Dopo la scoperta del virus, sequenze di TTV furono ritrovate in
3 di 5 pazienti con epatite post-trasfusionale a etiologia
sconosciuta (Nishizawa et al.1997). Inoltre, TTV ottenuto da un
siero di un bambino di 11 mesi con epatite acuta e inoculato in

uno scimpanzé, induceva un brusco aumento delle
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transaminasi epatiche (Tawara et al. 2000) e sono state
riportate numerose correlazioni fra viremia di TTV ed
andamento delle transaminasi (Cleavinger et al. 2000; Forns et
al. 1999; Itoh et al. 1999; Kanda et al. 1999b; Lefrére et al.
1999; Luo et al. 1999; Naoumov et al.1998; Okamura et al.
2000; Shibata et al. 2000). Alcuni studi dimostravano un
maggior tropismo per il fegato e quindi una maggior capacita
patogena a questo livello solo di alcuni genotipi di TTV, in
particolare del genotipo 1 (Okamura et al. 2000; Moriyama et
al. 2001; Tokita et al. 2001a; 2001b; 2001c; Tokita et al.
2002b) e dei genotipi 12 e 16 (Unemura et al. 2001a). Tuttavia,
se da una parte alcuni studi aumentavano le evidenze a favore
di una relazione tra la presenza di TTV e varie patologie
epatiche (Kanda et al. 1999; Okamura et al. 2000; Tanaka et al.
2000; Tuveri et al. 2000; Takayama et al. 1999), molti altri
sembravano contraddire questa relazione (Hijikata et al. 1999;
Naoumov et al. 2000; Niel et al. 1999; Viazov et al. 1998).
Inoltre, non sempre negli scimpanzé naturalmente o
sperimentalmente infettati con TTV si osservavano sintomi o
segni riconducibili ad un danno epatico (Mushahwar et al.
1999). L’associazione con altri virus dell’epatite come il virus
dell’epatite C (HCV) ed il virus dell’epatite B (HBV) non sempre
ha fatto registratre un peggioramento delle condizioni del
paziente (Lefrére et al. 1999; Matsumoto et al. 1999; Berg et al.
1999; Kao et al. 2000). Al contrario, Tokita et al. (2002) hanno
riportato che alti titoli di TTV erano indipendentemente
associati con lo sviluppo di epatocarcinoma ed avevano valore
prognostico nei pazienti con epatite cronica da HCV. Tale
osservazione si puo spiegare ipotizzando da wuna parte

un’influenza negativa di TTV nella progressione della malattia
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cronica e dall’altra che l'incremento dei titoli di TTV sia causato
dall’inefficienza del sistema immunitario gia compromesso
dall’infezione da HCV, come avviene ad esempio nel caso dei
soggetti HIV positivi dove a bassi valori dei CD4+ corrispondono
alti titoli di TTV (Christensen et al. 2000; Shibayama et al.
2001). E’ anche probabile che TTV giochi un ruolo nello
sviluppo della cirrosi e delle sue complicanze dato che il virus €
maggiormente prevalente nei pazienti con cirrosi scompensata
e HCC piuttosto che in quelli con epatite cronica (Zein et al,
1999). Ad oggi, pur considerando le evidenze sopra riportate, la
maggior parte degli studiosi non considera TTV un virus
responsabile di forme di epatite (Matsumoto et al. 1999; Kao et
al. 2000; Shang et al. 2000; Ali et al. 2002).

L’osservazione che gli anellovirus non solo sono in grado di
infettare tessuti diversi da quello epatico ma sono anche in
grado di replicarvisi, ha indirizzato gli studiosi a ricercare
l'associazione anche con altri tipi di patologie. Da segnalare
una possibile associazione dell’infezione da TTMV con gravi
patologie dell’apparato renale (Gallian et al., 2002) o la capacita
di TTV d’indurre in vitro alterazioni in cellule renali simili a
quelle osservate nella sindrome nefrosica (Yokoyama et al.,
2002). Ulteriore conferma giunge dallo studio condotto da
Szladek e collaboratori (2003), i quali hanno osservato la
persistenza del genogruppo 1di TTV in un gruppo di pazienti
sottoposti a trapianto renale.

Numerose evidenze suggeriscono un ruolo di TTV e degli
anellovirus nell’eziopatogenesei delle malattie respiratorie,
soprattutto durante la prima infanzia. Il virus sembra in grado
di replicare nel tratto respiratorio, come dimostrato dal

ritrovamento in questo distretto sia di intermedi replicativi sia
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di piu elevati titoli virali (Okamoto et al. 2001; Bando et al.
2001; Maggi et al 2003). In un neonato, la comparsa di rinite
coincideva con linfezione da TTV (Biagini et al. 2003) e in uno
studio condotto su bambini ospedalizzati per bronchiettasie o
malattie respiratorie acute sono stati osservati titoli di TTV piu
alti rispetto ai controlli sani (Maggi et al. 2003; Pifferi et al.
2006) e comunque piu elevati in pazienti con broncopolmonite
rispetto a quelli dei soggetti affetti da malattie repiratorie meno
gravi (Maggi et al. 2003). Inoltre titoli elevati di TTV sono stati
osservati nel sangue di bambini con valori spirometrici alterati,
suggerendo un eventuale coinvolgimento di TTV nella
patogenesi dell’asma (Pifferi et al. 2005). Recentemente ¢ stato
ipotizzato che TTV possa influenzare negativamente la prognosi
della fibrosi polmonare idiomatica e possa essere una
complicanza nell’insorgenza del tumore polmonare (Bando et al.
2008). Gli strumenti al momento disponibili per lo studio di
TTV non permettono di stabilire se TTV sia la causa o il
risultato delle malattie del tratto respiratorio (di cui molte sono
a etiologia sconosciuta) anche se € stato ipotizzato un ruolo
immunomodulante del virus che sarebbe in grado di indirizzare
la risposta immunitaria in senso Th2, che come ¢& noto
rappresenta un meccanismo di sviluppo dell’asma (Pifferi et al.
2005). Numerose ed interessanti sono le correlazioni osservate
tra TTV e patologie del sistema linfoide. Recenti studi hanno
dimostrato che i livelli piu elevati del virus circolano in pazienti
immunocompromessi come quelli con AIDS o con altre malattie
intercorrenti (Shibayama et al., 2001; Simmonds, 2002)
suggerendo che la replicazione di TTV possa essere controllata
dal sistema immunitario, il cui indebolimento causerebbe un

incremento dei titoli virali. In pazienti HIV positivi € stata
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ritrovata una correlazione inversa fra i titoli di TTV e la conta
delle cellule CD4+ (Christensen et al., 2000; Shibayama et al.,
2001; Touinssi et al., 2001). L’incremento dei livelli di TTV non
avviene in tutti i pazienti HIV positivi; cido suggerisce che in
seguito alla deplezione dei linfociti CD4+, indotta da HIV,
verrebbero prodotti fattori necessari per l'incremento del titolo
di TTV (Moen et al., 2002). L’ipotizzato ruolo dell’infezione da
TTV nella progressione dell’AIDS € comunque ancora tutto da
dimostrare. Un considerevole aumento dei titoli di TTV ¢ stato
osservato anche in pazienti sottoposti a trapianto epatico o in
terapia con farmaci immunosoppressivi (Shang et al., 2000).

Le analogie con i circovirus animali hanno suggerito inoltre la
possibilita che alcune delle complicanze ematologiche osservate
in pazienti immunocompromessi come la neutropenia, la
trombocitopenia e l'anemia possano essere, direttamente o
indirettamente, correlate con la presenza e lincremento dei
livelli di TTV nel midollo osseo (Kikuchi et al., 2000; Tokita et
al., 2001c; Simmonds, 2002). Non mancano, tuttavia anche in
questo caso, osservazioni di segno completamente opposto
(Poovorawan et al. 2001). Il ritrovamento di TTV nei linfociti
circolanti, nei linfonodi di pazienti con linfomi a cellule B e con
linfomi di Hodgkin suggerisce che il virus, modulando le cellule
T infette, possa giocare un ruolo nella patogenesi del linfoma
(Garbuglia et al. 2003). II DNA di TTV & stato ritrovato in
numerosi tessuti neoplastici (de Villiers et al. 2002) ma non
esiste ad oggi nessuna plausibile associazione causale tra
infezione da TTV e trasformazione cellulare o tumorigenesi.
Infine, nessuna correlazione & emersa con crioglobulinemia,
psoriasi, lupus eritematoso sistemico (Cacoub et al. 2003;

Maggi et al. 1999), mentre parziali associazioni sono state
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osservate in pazienti affetti da diabete, fibrosi polmonare
idiopatica, artirte reumatoide ed emodializzati (Gallian et al.
1999; Bando et al. 2001; Boysen et al. 2003).

L’ampia variabilita genetica degli anellovirus e la loro
somiglianza con i circovirus animali hanno suggerito l'ipotesi
che i diversi genotipi dimostrino un differente ruolo in relazione
a determinate patologie, cosi come osservato per i circovirus
porcini, dei quali solo il tipo 2 si comporta come un patogeno
franco (Chae, 2004). Se questa ipotesi fosse vera, le conclusioni
tratte dalla maggioranza dei lavori pubblicati sarebbero
vanificate, essendo esse basate su metodiche universali,
incapaci di discriminare i diversi genotipi infettanti. A favore di
questa opinione, stanno emergendo un numero sempre
crescente di prove, come la correlazione osservata tra la
presenza del genotipo la di TTV con le transaminasi in soggetti
con patologie epatiche e il ritrovamento, sempre del genotipo 1,
in pazienti con epatite fulminante o con aggravamento delle
condizioni cliniche (Okamura et al., 2000; Shibata et al., 2000;
Moriyama et al., 2001; Tokita et al., 2001a; 2001b; 2001c;
2002). Isolati appartenenti al genogruppo 3 (SENV-D e SENV-
H) sono stati ritrovati piu frequentemente nel siero di pazienti
con epatite posttrasfusionale non-A non-G che in soggetti sani
(Umemura et al., 2001a); tuttavia, in altri lavori gli isolati SENV
sono stati ritrovati con prevalenza paragonabile sia nei pazienti
che nei controlli (Kao et al. 2002; Mikuni et al. 2002 Yoshida et
al. 2002).

SENSIBILITA’ AI FARMACI ANTIVIRALI
Data la natura del virus, enormemente diffuso nella

popolazione e apparentemente apatogeno, non ci sono
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esperienze dirette riguardo la sensibilita di TTV ai farmaci. La
maggior parte delle conoscenze attuali derivano da studi
effettuati in pazienti coinfettati da altri virus, in particolare
HCV e per tale motivo quasi tutte le osservazioni riguardano il
comportamento della viremia di TTV in corso di terapia con
IFN. Le risposte osservate per TTV sono risultate paragonabili a
quelle di HCV. Dopo una o due settimane di trattamento, la
terapia con IFN induce in circa il 50% dei pazienti una
scomparsa della viremia plasmatica di TTV e livelli virali bassi o
nulli per tutta la durata del trattamento (Kao et al., 2000; Dai
et al., 2002). Nel rimanente 50%, in alcuni casi, la terapia con
IFN non esercita effetti misurabili sui livelli della viremia,
mentre in altri casi il titolo virale varia notevolmente durante il
periodo di osservazione, per ritornare al termine del
trattamento paragonabile ai livelli basali (Akahane et al., 1999;
Berg et al., 1999; Chayama et al., 1999; Maggi et al., 1999).
Non é escluso comunque che in molti casi la ricomparsa di TTV
dopo la terapia possa essere dovuta ad una nuova reinfezione
(Ali et al., 2002). Vi sono scarsi elementi per definire quali siano
i parametri responsabili dei diversi pattern di risposta.
Tuttavia, bassi livelli di viremia plasmatica pre-trattamento ed
isolati di TTV filogeneticamente distanti dal prototipo la si sono
dimostrati parametri predittivi di una migliore risposta allTFN
(Akahane et al., 1999; Chayama et al., 1999). Cosi come
osservato per HCV, la combinazione IFN piu ribavirina mostra
una maggiore efficacia nellindurre una risposta a lungo
termine di TTV (Berg et al., 1999). Non € conosciuto se esistano
differenze nella suscettibilita alllFN fra i differenti genotipi di
TTV, evento comunque ritenuto probabile. Infatti, osservazioni

recenti indicano gli isolati SENV particolarmente sensibili
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all’azione dell'IFN con il 60-80% dei pazienti infettati che
mostrava la scomparsa del virus circolante dopo il trattamento
farmacologico (Umemura et al., 2002; Wong et al., 2002). La
variazione dei livelli di TTV € stata osservata anche nei pazienti
HIV positivi trattati con farmaci antiretrovirali. Né questa
terapia sembra avere effetto sulla viremia da TTV, né la
presenza del virus sembra alterare la capacita di risposta ai

farmaci antiretrovirali (Watanabe et al., 2000; Kawanaka et al.,

2002).
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TTMV

La sua scoperta avvenne accidentalmente durante alcuni studi
su TTV e a causa delle sue piu ridotte dimensioni del genoma
fu inizialmente denominato TTV-like mini virus (TLMYV;
Takahashi et al. 2000b) e l'attuale nome Torquetenomini virus
(TTMV) é stato introdotto solo nel 2005 (Biagini et al. 2005). 11
virione appare di piu piccole dimensioni rispetto a TTV e il
genoma, una molecola circolare di DNA a singolo filamento con
polarita negativa, € lungo 2800-2900 nt. L’organizzazione ¢
simile a quella di TTV con una regione N-terminale ricca di
arginina, motivi Rep nella ORF 1 e un motivo simile a CAV
nella ORF 2 (Biagini et al. 2001b, 2007, Okamoto et al. 2000a;
Takahashi et al. 2000b; figura 1.8). TTMV mostra un’omologia
di sequenza con TTV inferiore al 35% a livello nucleotidico e la
variabilita delle sequenze di TTMV si aggira intorno al 40% a
livello nucleotidico e al 70% a livello amminoacidico e sono
raggruppate in diversi genogruppi. Come per TTV, TTMV risulta
altamente frequente nella popolazione generale (Biagini et al.
2001b; Niel et al. 2001) con percentuali di prevalenza del 48-
72% (Biagini et al. 2006b; Moen et al. 2002; Niel et al. 2001). I
DNA di TTMV ¢ stato rinvenuto in molti fluidi e tessuti
dell’ospite infettato come plasma, PBMC, feci, saliva, midollo
osseo, milza, fluido vaginale (Biagini et al. 2001b; Fornai et al.
2001; Thom et al. 2003; Vasconcelos et al. 2002). Al momento
non ¢ stata identificata nessuna correlazione con patologie
umane sebbene sia stato ipotizzato un ruolo di TTMV in alcune
gravi disfunzioni renali. La diagnosi € eseguibile solo tramite
amplificazione dell’acido nucleico virale mediante saggi di PCR
o real-time PCR che prevedono 'amplificazione di una porzione

dell’'UTR (Biagini et al. 2001a).
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Figura I.8 Organizzazione e dimensioni dei genomi virali di isolati
rappresentativi dei vari generi degli anellovirus umani confrontati con CAV
(Davidson e Shulman, 2008)

TTMDV

Utilizzando la sequence independent single primer amplification
(SISPA) nel 2005 Jones e collaboratori identificarono nel
sangue di pazienti con sintomi da recente infezione virale, due
ceppi di virus simili a TTV. A causa delle ridotte dimensioni del
loro DNA furono denominati Small anellovirus SAV-1 e SAV-2.
I genoma €& circolare con polarita negativa ed €& lungo
rispettivamente 2249 nt con 3 ORF e 2635 nt con 5 ORF. In
particolare la ORF 2 presenta un motivo simile a CAV come
riscontrato nei TTV e nei TTMV (Andreoli et al. 2006; Figura I-
8). Anche i SAV sono caratterizzati da un’ampia variabilita
genomica che raggiunge il 41% tra i vari isolati e il loro DNA &
stato amplificato in molti fluidi biologici come saliva, PBMC
(Biagini et al. 2006) e aspirati nasofaringei (Chung et al. 2007).

La loro prevalenza nei soggetti sani varia dal 20 al 35 %
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(Biagini et al. 2006; Chung et al. 2007). Recentemente,
combinando la SISPA con il rolling-circle amplification (RCA),
Biagini e collaboratori (2007) hanno identificato altri isolati
correlati a SAV ma caratterizzati da genomi ancora piu corti.
Inoltre altri studiosi nel tentativo di amplificare sequenze del
SAV da sieri umani si sono imbattuti in isolati che
presentavano genomi molto pit lunghi di quanto atteso con
dimensioni di 3242-3253 nt e con tutte le caratteristiche dei
TTV. I SAV precedentemente descritti sono infatti risultati
essere dei mutanti deleti o artefatti generati durante
l'amplificazione di questi isolati piu lunghi che hanno
dimensioni intermedie tra i TTV e i TTMV e che per questo
motivo sono stati denominati Torquetenomidi virus (TTMDYV)

(Ninomiya et al. 2007a).
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NEOPLASIE EMATOLOGICHE

Le neoplasie ematologiche originano dal sistema reticolo-
endoteliale e linfatico e comprendono un insieme eterogeneo di
malattie che differiscono per etiologia, prognosi e frequenza. La
classificazione dei tumori ematologici € sempre stata
particolarmente difficile e nel corso degli anni sono stati
proposti diversi criteri per raggruppare le neoplasie
ematologiche in modo da identificare categorie di malattie
omogenee. E’ comunque da tutti accettata la distinzione in

leucemie, linfomi e mielomi.

LEUCEMIE
Le leucemie sono tumori originati dall'invasione del midollo ad

opera di un clone neoplastico con conseguente distruzione delle
cellule emopoietiche normali, caratterizzati dalla presenza nel
sangue circolante di leucociti alterati. La classificazione FAB
(French American British) per le leucemie, raggruppa le cellule
neoplastiche in relazione al grado di maturazione e alle
caratteristiche cliniche. Le leucemie sono definite linfoblastiche
se il clone leucemico origina dalla linea linfoide, mieloblastiche
se origina dalla linea mieloide. Importante € anche Ila
distinzione in leucemie acute o croniche in base alla maturita
delle cellule tumorali. I quattro tipi pit comuni di leucemia
sono:

*Leucemia linfoblastica acuta (Acute Lymphoblastic Leukaemia
- ALL)

* Leucemia mieloide acuta (Acute Myeloid Leukaemia - AML)

* Leucemia linfocitica cronica (Chronic Lymphocytic Leukaemia
- CLL)
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* Leucemia mieloide cronica (Chronic Myeloid Leukaemia -
CML; (Romagnani et al. 2000).

La leucemia acuta insorge quando il tumore colpisce le cellule
nelle primissime fasi del loro sviluppo. Ne deriva che le cellule
rimangono immature perdendo ogni tipo di funzionalita. Il
paziente affetto da una forma acuta di leucemia ha pertanto
maggiori probabilita di contrarre infezioni, emorragie e anemia
e quasi sempre richiede cure immediate. Nelle forme di
leucemie croniche le cellule tumorali presentano un maggior
grado di differenziazione. A volte queste cellule conservano gran
parte della normale funzionalitd e quindi anemia, emorragie e
infezioni sono meno probabili. Non sempre infatti i pazienti
richiedono cure immediate e alcuni addirittura non hanno
bisogno di nessun tipo di intervento terapeutico (Bernasconi,

2004).

Leucemia linfoblastica acuta (Acute lymphoblastic leukaemia
— ALL). La ALL ¢ la forma piu comune di leucemia dell’infanzia
ma puo colpire anche gli adulti. E’ wuna malattia
linfoproliferativa sistemica originata da una trasformazione
neoplastica dei linfoblasti che genera una progenie di cellule
indifferenziate a fenotipo B o T. Le cellule neoplastiche
rimpiazzano il normale tessuto emopoietico midollare, circolano
nel sangue periferico e determinano infiltrazione degli organi
linfoidi. Fortunatamente la ALL risponde molto bene alla
terapia tanto che si osservano percentuali di remissione
completa intorno all’80% sia nei bambini che negli adulti. Si
parla di remissione completa, quando la quota di blasti scende
sotto il 5% della popolazione midollare totale valutabile

(Bernasconi, 2004).
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Leucemia mieloide acuta (Acute myeloid leukaemia — AML). La
AML ¢ una neoplasia clonale che colpisce i progenitori della
famiglia mieloide interessando quindi i granulociti, i monociti, i
globuli rossi e le piastrine. E’ molto piu frequente in eta
avanzata e interessa entrambi i sessi con una lieve
predominanza per quello maschile. In base all’etiologia si

possono identificare tre tipi diversi di leucemie mieloidi:

- primarie o “de novo” ad insorgenza primitiva;

- secondarie ad una precedente sindrome
mielodisplastica;

- secondarie all’esposizione di sostanze tossiche e/o a

precedenti chemioterapie.

La prognosi della malattia ¢ molto influenzata dall’eta del
paziente, infatti nei soggetti giovani si ottengono 1'80% di
remissioni complete ed una sopravvivenza libera da malattia in
circa il 30% dei casi. Nell’anziano la AML ha in genere una
prognosi sfavorevole dovuta in massima parte all’alta incidenza
di lesioni citogenetiche a cariotipo complesso, all’esistenza di
una precedente fase mielodisplastica, alla presenza della
proteina multidrug resistance MDR-1 spesso causa della
mancata efficacia della chemioterapia (Romagnani et al. 2000).
Quando sottoposti agli schemi terapeutici convenzionali, i
pazienti con eta superiore ai 60 anni hanno dal 40 al 60% di
probabilita di ottenere una remissione completa (Deschler et

Lubbert, 2006).

Leucemia linfocitica cronica (Chronic lymphocytic leukaemia —
CLL). La CLL € una neoplasia ematologica cronica o a decorso

lento caratterizzata nel 98% dei casi, dalla proliferazione e
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accumulo nel sangue, midollo e tessuti linfatici, di piccoli
linfociti che, pur mostrando un avanzato grado di maturazione,
hanno una scarsa capacita replicativa, scarsa funzionalita e
prolungata capacita di sopravvivenza. La CLL ¢ la leucemia piu
diffusa negli adulti e 'eta media di insorgenza € intorno ai 65
anni. La sua progressione puo essere molto lenta tanto che la
malattia rimane latente per anni, senza sintomi evidenti. La
diagnosi viene spesso posta casualmente in corso di
accertamenti diagnostici eseguiti per altre ragioni. Molti
pazienti conducono una vita normale per lunghi anni e non &
sempre necessario il ricorso a regimi terapeutici volti
all’eradicazione e/o controllo della malattia (Romagnani et al,

2000).

Leucemia mieloide cronica (Chronic myeloid leukaemia -
CML). La CML € una malattia neoplastica relativamente rara (1-
2 casi annui/100.000 abitanti) prevalente nell’adulto-anziano,
caratterizzata da una proliferazione dei granulociti e
megacariociti. La malattia, in origine monoclonale, puo
coinvolgere le linee mieloide, monocitica, eritroide,
megacariocitica e talora anche il compartimento linfoide mentre
non ¢ stato mai osservato il coivolgimento delle cellule stromali
del midollo. Segno distintivo della CML ¢ la presenza, nel 95%
dei casi, di un cromosoma anomalo noto come cromosoma
Philadelphia (Ph) dal nome della citta americana dove fu
osservato per la prima volta. I1 cromosoma Ph si forma in
seguito ad una traslocazione tra il cromosoma 9 ed il
cromosoma 22 causando la fusione di due geni (il gene BCR del
cromosoma 22 ed il gene ABL del cromosoma 9), normalmente
separati: il gene ibrido BCR-ABL che si viene a formare gioca

un ruolo fondamentale nello sviluppo di questa malattia,
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inducendo un aumento della capacita proliferativa delle cellule
leucemiche e rendendole resistenti ai normali sistemi di
controllo della moltiplicazione cellulare. Nel rimanente 5 % dei
casi di in cui non si osserva il cromosoma Ph & comunque
possibile dimostrare, con tecniche di biologia molecolare, la
presenza del gene di fusione BCR-ABL (Bernasconi, 2004).

La CML presenta un decorso clinico -caratteristicamente
bifasico. Nella fase iniziale della malattia, detta fase cronica, la
malattia ha un decorso indolente. Le cellule leucemiche
proliferano in modo incontrollato, ma conservano la capacita di
maturare e di produrre cellule del sangue funzionali. Durante
questa fase il controllo della malattia ¢ abbastanza agevole.
Inevitabilmente dopo un periodo di tempo variabile da alcuni
mesi a qualche anno, alla fase cronica segue una fase acuta o
blastica in cui non c’@¢ maturazione delle cellule tumorali e la
malattia assume le caratteristiche di leucemia acuta.
L’evoluzione dalla fase cronica alla fase acuta puo essere
progressiva (fase accelerata, in cui aumentano
progressivamente i blasti nel midollo), o brusca (crisi blastica;

Lopez, 2005).

LINFOMI
Il linfoma €& definito come una neoplasia a carico del tessuto

linfoide (linfociti T e B e loro precursori). Pur avendo numerose
caratteristiche sia fenotipiche che citogenetiche a comune con
la leucemia, il linfoma se ne differenzia per la presenza nel
corpo di masse tumorali distinte, generalmente localizzate in
un tessuto linfoide periferico. I linfomi sono la terza piu
frequente neoplasia a livello mondiale e la quinta causa di

morte per cancro. Attualmente i linfomi sono classificati
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secondo i criteri pubblicati nel 2001 e aggiornati nel 2008
dall’Organizzazione Mondiale della Sanita. Tale classificazione
propone 5 grandi categorie per inquadrare le numerose forme
di disordini neoplastici linfoidi ma rimane sempre molto utile la
distinzione in linfomi di Hodgkin (HL) e linfomi non Hodgkin
(NHL). Negli HL istologicamente € presente una grande cellula
binucleata chiamata cellula di Reed-Sternberg che non &

evidenziabile negli NHL (Lopez, 2005).

Linfomi di Hodgkin (Hodgkin’s Lymphoma, HL). 11 HL colpisce
le ghiandole linfatiche, soprattutto quelle del collo, e in genere
la sua manifestazione € lenta. Due sono le classi di eta
considerate piu a rischio di malattia: i giovani con eta fra 20 e
30 anni e gli anziani con eta superiore a 70 anni, ma esistono
casi anche nell’infanzia. L’etiologia del’HL non €& ben chiara,
anche se € noto da tempo il ruolo di alcuni agenti infettivi e in
particolare del virus di Epstein Barr (EBV), il cui genoma &
stato ritrovato in un’elevata percentuale di cellule tumorali;
titoli anticorpali piu alti rispetto ai controlli sono stati osservati
nei pazienti con HL. Come altri fattori di rischio sono stati
chiamati in causa alcuni stati immunodeppressivi congeniti o
acquisiti e la predisposizione genetica. I protocolli terapeutici
con cicli di chemioterapia e/o radioterapia possono essere
associati ad interventi chirurgici volti alla rimozione della
massa tumorale. La remissione completa si raggiunge in molti

soggetti (Romagnani et al. 2000).

Linfoma non Hodgkin. (Non Hodgkin’s Lymphoma, NHL). Si
tratta di un insieme eterogeneo di neoplasie maligne che

interessano le cellule linfatiche della linea B o T. L’alterazione
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neoplastica pua svilupparsi a partire da qualsiasi punto del
normale processo di sviluppo e differenziamento cellulare e di
conseguenza tali patologie si presentano con caratteristiche
citologiche e immunofenotipiche molteplici. I NHL sono piu
frequenti nei maschi e lincidenza aumenta esponenzialmente
tra i 20 e gli 80 anni ma le forme piu gravi della malattia
colpiscono soprattutto i giovani adulti. L’etiologia dei linfomi
non € ancora ben nota, tranne in forme particolari; € tuttavia
evidente che piu fattori, come predisposizione genetica,
infezioni, particolari condizioni di immunodeficienza e
esposizione ad agenti fisici e chimici, contribuiscono alla
comparsa dei NHL (Lopez, 2005).

I NHL possono essere localizzati nelle ghiandole linfatiche, nel
midollo osseo o in qualsiasi tessuto molle dell’'organismo e
spesso presentano una disseminazione pil o0 meno generale. La
classificazione dei linfomi & particolarmente difficile a causa
della complessita ed eterogeneita con cui i NHL si manifestano.
La WHO, nell’ambito della suddivisione in linfomi a cellule B o
a cellule T, suddivide i NHL in forme che derivano dai
progenitori e forme che originano dalle cellule periferiche, con
caratteristiche corrispondenti rispettivamente alle fasi piu
precoci e a quelle piu avanzate dei processi maturativo-
differenziativi delle linee cellulari B e T. Inoltre, tra i NHL di
derivazione periferica € stata proposta la distinzione in forme
disseminate/leucemiche, primitivamente nodali Vs
prevalentemente extranodali. La WHO non prevede Ila
tradizionale suddivisione dei NHL in forme a basso, intermedio
e alto grado di malignita, basata su parametri esclusivamente
morfologici (Kiel Classification) oppure prevalentemente clinici

(Working Formulation, Campo et al. 2011)
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MIELOMI
Mieloma multiplo (Multiple Myeloma, MM). I MM €& una

malattia neoplastica caratterizzata dalla proliferazione e
accumulo nel midollo osseo di linfociti e di plasmacellule
sintetizzanti immunoglobuline monoclonali (componente M)
che, direttamente o indirettamente, possono causare danni a
vari organi ed apparati (ossa, reni, nervi periferici, sistema
immunitario). II MM rappresenta approssimativamente 1’1%
delle patologie maligne e circa il 10% delle neoplasie
ematologiche. E’ una neoplasia caratteristica dell’eta adulta-
anziana, infatti la sua frequenza aumenta con l’eta e raggiunge
un picco trai 60 e i 70 anni di vita. I soggetti di sesso maschile
sono piu colpiti rispetto alle donne. L’etiologia del mieloma
multiplo € sconosciuta. E’ tuttavia ormai accertato che la
componente genetica € scarsamente rilevante, mentre numerosi
studi epidemiologici hanno invece chiamato in causa fattori
ambientali come fumo, esposizione ad elevati livelli di pesticidi,
a solventi e a radiazioni. Nello sviluppo del MM sembra inoltre
molto importante la stimolazione cronica del sistema monocito-
macrofagico, che si verifica durante processi infettivi o flogistici
cronici o di natura autoimmune, possa rivestire un ruolo di
primaria importanza nell’etiologia della malattia. A seconda
dell’evoluzione della malattia e delle condizioni del paziente la
cura ¢ basata sulle diverse possibilita di combinazioni di
chemioterapia, radioterapia e trapianto di midollo osseo (Sirohi

et Powles, 2004).

TRAPIANTO DI MIDOLLO OSSEO (TMO)
I1 trapianto di midollo osseo negli ultimi decenni € stato

impiegato con sempre maggiore frequenza in tutto il mondo fino
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a diventare parte integrante nel trattamento di numerose
patologie ematologiche e non, che un tempo risultavano fatali.
L’assegnazione del Premio Nobel, nel 1990, a E. Donnal
Thomas, uno dei pionieri nel TMO nell'uomo, sottolinea
Iimportanza terapeutica di questa procedura. L’obiettivo del
TMO ¢é leliminazione della malattia del paziente tramite
I’esposizione a chemio/radioterapia a dosi sovramassimali
seguita dal ripristino delle normali funzioni del midollo osseo
grazie allinfusione delle cellule staminali prelevate da un
donatore compatibile o dal paziente stesso (Laddaga et al.
1995).

I fenomeni immunologici coinvolti nel trapianto di midollo osseo
sono essenzialmente il rigetto del trapianto da parte del
ricevento verso le cellule trapiantate che si traduce nella Graft
Versus Host Disease (GVHD) e l'aggressione delle cellule
dell’ospite verso le cellule tumorali che si traduce nel graft-
versus-leukaemia (GVL). L’esito del TMO, come di qualsiasi
altro trapianto d’organo, dipende dal grado di compatibilita
delle caratteristiche immunologiche fra donatore e ricevente; la
tipizzazione del sistema maggiore di istocompatibilita (Human
leukocyte antigen, HLA) di entrambi i soggetti coinvolti nel
trapianto appare dunque di fondamentale importanza. In base
al grado di compatibilita del sistema HLA, il trapianto viene
definito come autologo, singenico od allogenico. Si parla di
trapianto autologo quando il paziente coincide con il donatore:
le cellule staminali “sane” sono prelevate dal midollo o dal
sangue periferico del paziente durante la fase di remissione
della malattia o prima del trattamento mieloablativo e
sottoposte a complesse tecniche di ripulitura (purging)

farmacologiche o immunologiche al fine di eliminare le cellule
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tumorali e lasciare solo le cellule staminali che verrano poi
reinfuse. Poiché le cellule staminali trasfuse sono dello stesso
paziente, nel trapianto autologo non c’¢ rischio per la GVHD ma
non si verifica neanche l'effetto la GVL, rendendo elevate quindi
le probabilita di recidiva che peraltro puo essere dovuta anche
ad un purging incompleto. Nel trapianto singenico il donatore €
un gemello omozigote del paziente e quindi con sistema HLA-
identico. Anche in questo caso non si ha nessun fenomeno di
rigetto, né verso il midollo trapiantato né verso la malattia. Il
trapianto allogenico € quello in cui ricevente e donatore hanno
un sistema HLA diverso. Spesso si tratta di consanguinei ma
una possibile alternativa € rappresentata dai donatori volontari
(Unrelated Donors, UD) compatibili (alloidentici) o parzialmente
compatibili (Matched Unrelated Donors, MUD, o Mis-Matched
Unrelated Donors, MMUD), oppure da familiari parzialmente
compatibili (aploidentici) e da cellule staminali ottenute da
cordone ombelicale. Nel trapianto allogenico il ricevente
riconosce il midollo trapiantato come estraneo e pertanto si
verifica, con diversa gravita a seconda del grado di
compatibilita dei sistemi HLA del donatore e del ricevente, la
GVHD che rende necessario intraprendere una terapia
immunosoppressiva. In questo caso pero ci puo essere anche la
GVL, reazione che a volte risulta di fondamentale importanza

nell’eradicazione della malattia (Lopez, 2005).

CONDIZIONAMENTO
Con il termine “regime di condizionamento” si intende il

trattamento chemio/radioterapico cui sono sottoposti i pazienti
prima di ricevere l'infusione di cellule staminali ematopoietiche.

Sin da quando sono stati introdotti e fino a non molti anni fa, i
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regimi di condizionamento al trapianto sono stati fondati
sull’impiego di schemi ad impronta fortemente mieloablativa,
nonché dotati di capacita immunosoppressiva, soprattutto per i
pazienti avviati ad un TMO allogenico che mostrano un piu alto
rischio di GVHD. Il condizionamento mieloablativo &€ nato con il
triplice scopo di eradicare la malattia di base, creare spazio nel
midollo per le cellule staminali del donatore, sopprimere il
sistema immunitario del ricevente per evitare il rigetto e
favorire l’attecchimento, ma €& gravato da un’elevata tossicita
extraematologica che si estrinseca in una significativa mortalita
legata alla procedura. In seguito a tale trattamento ’emopoiesi
del paziente, diversamente delle chemioterapie convenzionali, €
distrutta in modo irreversibile e non si ha quasi mai il recupero
ematologico spontaneo. Si viene quindi a creare una situazione
di aplasia, ovvero di assenza totale di parenchima midollare con
conseguente pancitopenia periferica, cioé¢ di mancanza di
globuli bianchi, eritrociti e piastrine nel sangue.

I regimi di condizionamento mieloablativi tradizionalmente si
sono basati sulla combinazione di irradiazione totale corporea
(total body irradiation, TBI) e farmaci citostatici (ciclofosfamide,
etoposide, melphalan, citosin-arabinoside) o, in alternativa, €
stato utilizzato il busulfano in combinazione con gli stessi
agenti chemioterapici impiegati insieme alla TBI (Silvestrini,
2005).

Col passare degli anni si € visto che la “creazione di spazio
midollare” non deve necessariamente essere un obiettivo
primario del condizionamento in quanto sono probabilmente le
stesse cellule staminali infuse che vanno a crearsi il loro
proprio spazio. E’ divenuto inoltre ben evidente che

l’eradicazione della malattia di base non € esclusivamente
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dovuta alla mieloablazione perché un ruolo maggiore € giocato
dalle cellule allogeniche del donatore che mediano la GVL.
Queste evidenze hanno stimolato la ricerca per ottenere la
guarigione senza essere mieloablativi, con l'obiettivo di ridurre
la mortalita associata al TMO e di aprire la possibilita al
trapianto ad un numero sempre maggiore di pazienti
(Raimondi, 2010). Sono stati cosi introdotti dei regimi di
condizionamento con ridotta attivita mieloablative o nulla
attivita mieloablativa. Questo approccio trapiantologico € stato
possibile grazie alla disponibilita di farmaci efficacemente
immunosoppressori gravati da limitata tossicita extra-midollare
come la fludarabina, alla possibilita di modulare le radiazioni
somministrate e dallimpiego di alte dosi (megadosi) di cellule
staminali emopoietiche, attraverso cui ottenere uno stabile
attecchimento emopoietico, risparmiando significativa mortalita

e morbilita peri-trapiantologica (Silvestrini, 2005).
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SCOPO

A piu di 10 anni dalla scoperta di TTV, permangono numerosi
aspetti da chiarire circa le modalita replicative adottate dagli
anellovirus. Gli studi sinora condotti suggeriscono che le cellule
del sistema ematopoietico potrebbero svolgere un ruolo
fondamentale nel tropismo degli anellovirus. Non € ancora
chiaro tuttavia se esista una sottopopolazione linfocitaria nella
quale il virus preferenzialmente replica e/o persite. Scopo di
questo lavoro di tesi €& stato quello di indagare il
comportamento di TTV nel plasma di pazienti sottoposti a
terapia mieloablative e non, al fine di comprendere il ruolo delle
cellule del sistema ematopoietico nel sostenere la replicazione

del virus.
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SEZIONE I

MATERIALI E METODI
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SOGGETTI DI STUDIO
Per questo studio sono stati arruolati in totale 31 soggetti

sottoposti a regimi terapeutici in grado di alterare la capacita
riproduttiva delle cellule del sistema ematopoietico. In
particolare, sono stati presi in esame:

A) 4 soggetti, 3 femmine e 1 maschio, affetti da varie forme
di leucemia acuta e sottoposti ad un intenso regime di
condizionamento,

B) 4 soggetti, 3 femmine e 1 maschio, affetti da varie forme
di neoplasie ematiche e sottoposti ad un regime di
condizionamento a ridotta intensita,

C) 5 soggetti, 2 femmine e 3 maschi, affetti da varie forme di
neoplasie ematiche e sottoposti ad un regime di
condizionamento non mieloablativo,

D) 18 soggetti, 13 femmine e 5 maschi, affetti da artrite
reumatoide e sottoposti a trattamento con Rituximab, un
anticorpo  monoclonale chimerico umanizzato che
riconosce la molecola di transmembrana CD20 espressa
dai linfociti B normali determinandone il loro
abbattimento,

Tutti i pazienti erano in cura presso le cliniche dell'Universita

di Pisa.

Tutti i soggetti sono risultati negativi per il virus dell’epatite B
HBV, come dimostrato dall’assenza dell’antigene di superficie
(HBsAg) e negativi per anticorpi contro il virus
dellimmunodeficienza umana di tipo 1 e 2 (HIV).

Lo studio & stato reso possibile dalla sottoscrizione del
consenso informato per l'utilizzo dei campioni da parte di ogni

soggetto.
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PRELIEVO E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI
I campioni di sangue di ciascun individuo, ottenuti sterilmente

in provette contenenti EDTA, subito dopo il prelievo sono stati
centrifugati a 620xg per 10 minuti al fine di separare il plasma
dalla parte corpuscolata. In seguito a tale operazione, dalla
frazione superiore della provetta & stato prelevato il plasma,
successivamente suddiviso in aliquote e conservato a —-80° C

fino al momento dell’utilizzo.

ANALISI CHIMICO-CLINICHE E VIROLOGICHE DI ROUTINE
Tutti i campioni di sangue ottenuti stati sottoposti alle indagini

normali virologiche e sierologiche di routine.

I campioni di sangue periferico dei pazienti trapiantati sono
stati testati con numerosi anticorpi diretti verso i seguenti
cluster di differenziazione: CD45, CD3, CD4, CD8, CDI16,
CD25, CD56 e CD57 (BD Bioscience, USA). I dati sono stati
valutati grazie a un flussocitometro FACS Calibur e analizzati
con CellQuest 3.1 (BD Bioscience, USA) presso 'Ospedale S.
Chiara di Pisa.

ESTRAZIONE DEL DNA VIRALE
L’estrazione del DNA virale & stata eseguita manualmente

utilizzando il kit commerciale QIAamp DNA mini kit (QIAgen,
Chatsworth, CA). La prima fase dell’estrazione € una lisi
alcalina, ottenuta aggiungendo al campione un tampone
contenente guanidina isotiocianato e la proteinasi K. Il volume
del tampone e la concentrazione finale della proteinasi
dipendono dalla quantita di campione utilizzata per l’estrazione
(da 200 a 400 ul di fluidi biologici e da 1 a 10 milioni di cellule).
La miscela ottenuta €& stata agitata vigorosamente e incubata
per 10 minuti a 56 °C. La precipitazione degli acidi nucleici €

stata ottenuta aggiungendo un volume di etanolo (96-100 %)
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proporzionale alla quantita di campione utilizzato per
l'estrazione. Nel passaggio successivo, la miscela €& stata
trasferita in colonnine contenenti al loro interno wuna
membrana e filtri di gel di silice con elevata affinita per gli acidi
nucleici (QIAmp spin columns; QIAgen). Le colonnine sono
state sottoposte a passaggi in serie con soluzioni a differenti
condizioni di salinita e di pH favorenti il legame alla membrana
dell’acido nucleico. I1 DNA trattenuto € stato infine eluito con
un apposito tampone (10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH 9)
che, oltre a consentire il rilascio del DNA dalla membrana, ne
previene anche la degradazione. Gli estratti cosi ottenuti sono

stati conservati a —80°C fino al momento dell’'uso.

REAL-TIME PCR
La tecnologia TagMan ¢ stata utilizzata per la determinazione

della carica virale di TTV. Questa tecnica si avvale dell’'uso di
uno sonda complementare alla sequenza target posta tra i siti
di legame dei primers e marcata alle due estremita con due
differenti fluorocromi, al 5’ il reporter (6-carbossi-fluoresceina,
FAM) ed al 3 il quencer (6-carbossi-tetrametil-rodamina,
TAMRA). La sonda durante l'amplificazione ¢ degradata
dall’attivita nucleasica 5'-3' della polimerasi AmpliTaqGold™ e
cio determina l'allontanamento del quencer dal reporter e
quindi il conseguente rilascio di fluorescenza da parte di
quest’ultimo (figura II.1). La quantita di fluorescenza emessa
dipende dai ripetuti cicli di PCR e dalla conseguente
degradazione della sonda e risulta essere direttamente
proporzionale alla quantita di DNA target presente nel
campione in esame. L’incremento dellintensita del segnale
emesso € misurato ed interpretato dal sistema iCycler iQ5 (Bio-

Rad Laboratories). Tale apparecchiatura ¢ dotata di un software
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che rileva Jl’emissione di fluorescenza o ARn previa
normalizzazione sulla base di un background ottenuto
dall’analisi dei primi 3-15 cicli di amplificazione e di un
controllo ottico passivo costituito da un terzo colorante non
coniugato (rodamina, ROX) presente in concentrazione costante
nel tampone di reazione. Il primo ciclo di amplificazione in cui
si ha un incremento statisticamente significativo del ARn
costituisce il ciclo soglia o Ct. Quest’ultimo parametro viene
determinato, allinterno di ciascuna reazione, anche per una
serie di standard per i quali € noto il numero di copie. Ne deriva
una curva di taratura dalla quale viene dedotta la

concentrazione dei diversi campioni in esame.
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Polimerizzazione

Primer senso

Y

Primer antisenso

Spostamento del filamento
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Figura II.1: Schema generale della real-time PCR (R, reporter; Q, quencer)

Per quanto riguarda TTV, la reazione di real-time PCR ¢é stata
disegnata su un frammento UTR del genoma virale che risulta
essere estremamente conservato fra tutti di genotipi del virus

fino ad oggi identificati (figura I1.2 e figura II.3).
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Figura II.2. Allineamento di 72 isolati di TTV nella regione bersaglio per la
real time PCR (AMTS, primer senso, AMTPU, sonda tagman; AMTAS,
primer antisenso). I trattini indicano accordo con la sequenza consensus,
i puntini indicano nessun nucleotide presente.
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I primers e la sonda sono stati progettati utilizzando il
programma “Primers Express Software” (versione 1.0; AB) ed

hanno la sequenza riportata in tabella II.1.

TABELLA II.1. Oligonucleotidi utilizzati per la real time PCR di TTV.

Posizione Dimensioni

Nome Sequenza (5'-3) (nt) = frammento
AMTSP GTGCCGAGGTGAGTTTA 177-194
63 bp
AMTAS AGCCGGCCAGTCC 226-239

AMTPU FAM-TCAAGGGGCAATTCGGGCT-TAMRAC 205-223

a: Le posizioni nucleotidiche (nt) sono riferite all’isolato ABO17610.
b: AMTS, primers senso; AMTAS, primers antisenso; AMTPU, sonda.
¢ FAM, reporter; TAMRA, Quencer.

La miscela di amplificazione (50 ul totali) € composta, oltre che
dai primers (0,9 uM ciascuno) e dalla sonda (0,2 uM), da una
Universal Master Mix contenente la polimerasi AmpliTaq Gold,
’AmpErase uracil-N-glycosilase (UNG) e i nucleotidi con dUTP
al posto del dTTP. A questa miscela sono aggiunti Syl del DNA
estratto pari ad una concentrazione di 10-100 ng.
L’amplificazione € condotta utilizzando il sistema ABI 7700
secondo il seguente profilo ciclico: 1 ciclo a 50°C per 2 minuti
(fase di attivazione della UNG), 1 ciclo a 95°C per 10 minuti
(fase di attivazione della Ampli Taq Gold polimerasi) e 40 cicli a
95°C per 15 secondi (fase di denaturazione) e 60°C per 1
minuto (fase di ibridazione dei primers ed estensione).

Nello studio tutti i campioni sono stati esaminati in triplicato
nella stessa seduta di amplificazione e la maggior parte di essi
sono stati analizzati partendo da due differenti estrazioni di
DNA. Inoltre, se i valori quantitativi ottenuti nelle tre repliche

mostravano un coefficiente di variazione superiore al 50%, la
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determinazione non era ritenuta attendibile ed il campione

veniva di nuovo estratto e riesaminato.

Prima del suo utilizzo, la metodica di real-time & stata
estensivamente sperimentata per verificarne le performances in
termini di linearita, specificita e sensibilita. A tal fine sono stati
prodotti degli standard di riferimento opportunamente
quantificati che sono stati utilizzati nei diversi esperimenti.

Il sistema si € dimostrato in grado di quantificare con ottima
precisione in un range di 5-6 log (da 103 a 108 copie) con
differenze minime fra il numero di copie analizzate e il numero
di copie calcolate (tra 880 e 1200 per gli standard di 103 copie e
tra 810.000 e 1.360.000 per gli standard di 10® copie) e con
variazioni intra e inter-saggio nei cicli soglia che non superava
rispettivamente il 2,4% e il 3,1%. Risultati simili, con variazioni
dei titoli inferiori a 0,6 log, sono stati ottenuti anche quando
l'analisi € stata effettuata su campioni biologici estratti e
processati separatamente in diverse ed indipendenti reazioni.
La specificita del saggio € stata confermata attraverso l’analisi
di sequenza dei prodotti dell’amplificazione mentre, con le
procedure standard utilizzate, il limite di sensibilita inferiore
del sistema € stato stimato essere pari a 1.0x103 copie di TTV

DNA per ml di plasma o per pg di DNA estratto.

Preparazione degli standard per la real-time PCR. Il DNA di
TTV ¢ stato estratto dal siero di un paziente ed amplificato
mediante nested PCR con primers dedotti dalla UTR del
genoma virale. L’amplificazione € stata condotta utilizzando
dapprima due primers esterni al frammento di interesse
(primer senso: S-GTTTTCCACGCCCGTCCGC-3'; posizione nt
105-133; primer antisenso, 5-AGAGCCTTGCCCATAGCC-3';
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posizione nt 236-253, ceppo di riferimento ABO017610) e
successivamente gli stessi primers usati nella real-time (AMTS
e AMTAS). L’amplificato ottenuto € stato inserito in un vettore
plasmidico e transfettato in cellule competenti. I cloni ottenuti
sono stati sequenziati e quantificati mediante lettura
spettrofotometrica a 260 nm. Dalla misura della densita ottica,
nota la lunghezza in nucleotidi del vettore ricombinante, & stato
possibile determinare il numero esatto di copie ottenute con la
purificazione e preparare, attraverso una serie di diluizioni
successive, degli standard di riferimento a numero noto di

copie di DNA.

PCR GENOGRUPPO-SPECIFICHE
La determinazione dei genogruppi di TTV €& stata realizzata con

I'uso di S differenti reazioni di PCR progettate su regioni diverse
del genoma del virus. I primers sono stati progettati utilizzando
il programma Primer Premier (Versione 5.00; Premier Biosoft
International, Palo Alto, CA); particolare attenzione €& stata
rivolta nel cercare di evitare combinazioni di primers con
strutture a forcina o formanti dimeri. Per tutte le amplificazioni
¢ stato utilizzato lo stesso protocollo: uniche differenze i
primers e la temperatura di annealing che saranno descritte nei
paragrafi seguenti. Brevemente, per il primo step, 5 ul di DNA
estratto sono stati aggiunti a 45 ul della miscela di reazione
contenente il tampone (10 mM Tris-HCL ph 8,2, 50 mM kCI,
1,5 mM MgCly), 200 pM di ogni desossiribonucleotide trifosfato
(dNTPs), 0,6 uM di ciascun primer e 2,5 U di Taq DNA
polimerasi. Preparata la miscela sono stati effettuati 35 cicli
con il seguente profilo termico:

1. fase di denaturazione: 94°C per 30 secondi,
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2. fase di appaiamento: temperatura di annealing per 30
secondi,

3. fase di estensione: 72 °C per 45 secondi.
Al termine dei 35 cicli la temperatura € stata mantenuta a 72°C
per 15 minuti affinché la Taq polimerasi completasse eventuali
frammenti tronchi.
Il secondo step € stato effettuato trasferendo S ul del prodotto
del primo step in nuovi tubi di reazione contenenti una miscela
simile a quella del primo step ma con primers interni al
frammento gia amplificato. L'unica differenza nel secondo step
€ stato il numero dei cicli, 25 anziché 35. Le reazioni sono state
eseguite in termociclizzatori Perkin-Elmer 9600 (Applied
Biosystems, Foster City, Calif.) e i prodotti di amplificazione
sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica su gel
d’agarosio al 3%, colorato con etidio bromuro. La dimensione
dei prodotti di amplificazione € stata valutata per comparazione
con un marker molecolare di riferimento.
La validita delle reazioni di PCR ¢é stata determinata tramite la
presenza di un controllo positivo mentre, la presenza di
contaminanti € stata esclusa inserendo in ogni reazione un
numero di controlli negativi pari al 33% del totale dei campioni
analizzati. Ogni campione € stato amplificato in doppio e in
caso di discordanza il campione € stato nuovamente estratto e

amplificato due volte.

PCR genogruppo 1. Un protocollo di nested PCR ¢ stato messo
a punto per l'amplificazione specifica degli isolati di TTV
appartenenti al genogruppo 1. I primers sono stati disegnati

nella regione ORF1 e in tabella II.3 sono riportate le sequenze,
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la posizione rispetto al ceppo di riferimento e le temperature di

annealing della reazione (figura IL.3).

TABELLA II.3. Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazione di TTV di
genogruppo 1.

'\ an Temp. Posizione Dimensioni
Nome Sequenza (5-3) Step annealing (nt) ® frammento
G1-1 AACGARGACCTAGACCTITGTAGATA 1348-1366
I 50 °C 346 bp
TTV2 CAGTTAGTGGTGAGCCGAA 1126-1145
TTV5 ACAGCCCCCAGCATACATCC 1138-1157
II 50 °C 220 bp
G1-4 GTGAGCCGAACGGATATTG 1309-1328

a: I: inosine; R: A or G;
b: Le posizioni nucleotidiche (nt) sono riferite all’isolato ABO17610

PCR genogruppo 2. Anche per l'amplificazione degli isolati
appartenenti a questo genogruppo ¢ stata studiata una nested
PCR. La regione prescelta come target per l'amplificazione &
I’ORF 1. La sequenza dei primers, la loro posizione rispetto al
ceppo di riferimento e la temperatura di annealing del primo e

del secondo step sono riportate in tabella II.4 (figura II1.3).

TABELLA II.4. Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazione di TTV di
genogruppo 2.

Nome Sequenza (5'-3') 2 Step ar?rfél:al{)i;'lg Posizione (nt) P gﬁfrﬁiﬁtﬁ
G2-1 AATATGACMCCTTTGGAGGIGG 945-966

1 52 °C 434 bp
G2-2 TGAGCAGAACGGAAACCGCAAG 1357-1378
G2-3 CTGGAGIAGATCGAAGRTAGA 1030-1050

II 52 °C 260 bp
PMV4 CTGTAAATAGAGTGGGGGG 1271-1289

a: I: inosine; M: A or C; R: A or G;
b: Le posizioni nucleotidiche (nt) sono riferite all’isolato AF261761.
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PCR genogruppo 3. A causa dell’enorme variabilita degli isolati
appartenenti a questo genogruppo, la migliore strategia di
amplificazione ¢ risultata una multiplex-eminested PCR e sia
nel primo che nel secondo step € stata utilizzata la stessa
coppia di primer senso (G3-la e G3-1b). I primers antisenso
utilizzati nel primo step e nel secondo step sono
rispettivamente G3-2 e G3-4. Bersaglio dell’amplificazione ¢ la
regione ORF 1. Temperatura d’annealing, sequenza e
localizzazione dei primers sono riportate in tabella II.5 (figura
I1.3).

TABELLA II.5. Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazione di TTV di
genogruppo 3.

' ana Temp. Posizione  Dimensioni

Nome Sequenza (5-3) Step annealing (nt) ® frammento
G3-la  AAYGACCAGCTAGACCTIGCCAGATA 1054-10791

G3-1b AAYACTCAGCTAGACCTIGCYAGAT I 55°C 997-10212 334-344 bp
1295-1316!
G3-2 TTWGTGGTGRGCIGAACGG 1238-12592
G3-la  AAYGACCAGCTAGACCTIGCCAGATA 1054-1079!

G3-1b AAYACTCAGCTAGACCTIGCYAGAT 1I 55°C 997-10212 263 bp

1379-13871
G3-2 TGKGTGTACCAITTRTCTWCAA 1321-13402

a ]:inosine; M: Ao C; REA0G; K:GoT; Y: ToC; W: Ao T.
b: Le posizioni nucleotidiche (nt) sono riferite all’isolato 1: AB025946 e 2:
AB050448.

PCR genogruppo 4. Per lamplificazione degli isolati
appartenenti a questo genogruppo € stato possibile progettare
una nested PCR. I primers sono stati studiati in una regione a
cavallo tra 'UTR e I'ORF 2; la loro sequenza e posizione rispetto
al ceppo di riferimento € riportate in tabella II.6, insieme alla
temperatura d’annealing e lunghezza del frammento amplificato

(figura I1.3).
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TABELLA II.6. Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazione di TTV di
genogruppo 4.

Nome Sequenza (5-3)) = Step a;::; ﬁng Posizione (nt) P E?;rizﬁg
G4-1 CCATTTTGTGCAGCCCG 103-119

I 52°C 317 bp
G4-2  CGGCGGACTCCACGGCAT 402-419
G4-3 AGCCCGCCAATTTCTGTT 114-131

I 52°C 295 bp
G4-4 ACGGCATGAYTTTGTGTCCTG 388408

aY:torC.
b: Le posizioni nt sono riferite all’isolato AB038622.

PCR genogruppo 5. Cosi come per il genogruppo 4, i primers
progettati per questo genogruppo riconoscono sequenze
bersaglio nella regione dellUTR e nel’lORF 2. Il protocollo
studiato prevede due step di amplificazione, condotti a 58 °C il
primo e a 55 °C il secondo. In tabella II.7 & riportata la
sequenza di ciascun primer e la posizione rispetto al ceppo di
riferimento (figura II.3). La lunghezza del frammento ottenuto
dopo il secondo step pud variare da 271 a 306 nucleotidi a
causa di delezioni che possono essere presenti, per alcuni

isolati, allinterno del frammento amplificato.

TABELLA II.7. Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazione di TTV di
genogruppo 5.

Nome Sequenza (5'-3') 2 Step ar;rr?:allﬁ.ng Posizione (nt) P ]?ri;nr;;zi;:g
G5-1 CCAACTGCAAAGAAAAAACCACCT 505-328
I 58 °C 418 bp
G5-2 CGCCTCCTTACTCTTCGTCGTC 704-722
G5-3 AGCCCGCCAATTTCTGTT ME S
I 55 °C
G5-4 ACGGCATGAYTTTGTGTCCTG 650-670 bp
ayY: Tor C.

b: Le posizioni nt sono riferite all’isolato AB064606.
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Real
time

Genogruppi
4e5

Genogruppi
1,2e3

Figura II.3. Genoma di TTV: rappresentazione schematica delle regioni
bersaglio d’amplificazione.

SEQUENZIAMENTO
I prodotti di amplificazione delle PCR gruppo-specifiche, previa

purificazione tramite estrazione da gel d’agarosio, sono stati
sequenziati in entrambe le direzioni, usando il kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) ed il
sequenziatore automatico a capillare ABI 373 (AB). Per la
visualizzazione e la manipolazione delle sequenze & stato
utilizzato il programma BioEdit, versione 6.0.7 (BioEdit

Sequences Alignment Editor, Isis Pharmaceuticals).

ANALISI DELLE SEQUENZE
La sequenza consensus per ciascun amplificato, ottenuta dal

confronto tra il filamento senso e quello antisenso, € stata
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confrontata in banca dati al fine di verificare la specificita

dell’amplificazione (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

ANALISI STATISTICA
Le differenze fra le medie e le distribuzioni sono state stimate

mediante il test t di Student a due code. L’associazione fra le
variabili & stata determinata con il coefficiente di correlazione.
Tutti i test sono stati eseguiti adoperando il programma SPSS

versione 8.0 per windows.

MODELLI MATEMATICI PER LO STUDIO DELLA CINETICA
VIRALE

L’analisi della cinetica di TTV & stata eseguita facendo
riferimento ad un valido modello matematico elaborato in
precedenza da Neumann e collaboratori. L’applicazione di tale
modello ha permesso di stimare parametri molto importanti
quali la velocita della clearance virale e il tempo in cui si
verifica il calo della viremia dopo linizio del trattamento
farmacologico. La stima minima della produzione giornaliera di
virus € stata ottenuta moltiplicando la clearance del virus (c)
con il carico virale in condizione di steady state (Vo) e con il
volume dei fluidi corporei extracellulari; questo volume € stato
stimato 3*103 ml per tutti i pazienti assumendo che il siero e i
fluidi extracellulari nei diversi compartimenti fossero in

equilibrio.
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SEZIONE III

RISULTATI
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CARATTERISTICHE DEI PAZIENTI SOTTOPOSTI A
TRAPIANTO APLOIDENTICO

Nello studio sono stati arruolati 4 soggetti adulti, 3 femmine e 1
maschio di eta compresa tra 41 e 58 anni affetti da varie forme
di leucemia acuta (tabella III.1). I pazienti hanno ricevuto un
trapianto aploidentico dopo essere stati sottoposti ad un

intenso regime di condizionamento (pazienti Aplo — T depleti).

TABELLA III.1. Parametri principali dei pazienti Aplo - T depleti

Cellule CD34+

Paziente P[00/ Diagnost i opiantate (100 SOPFAVVINENZa
cellule/Kg)
CD 54 / M T-ALL 23,60 30
GMP 47 | F ALL 9,41 174
PA 41 / F B-ALL 11,70 111
RR 58 /F AML 5,90 267

aT-ALL, leucemia linfoblastica acuta a cellule T; ALL, leucemia linfoblastica
acuta; B-ALL, leucemia linfoblastica acuta a cellule B; AML, leucemia
mieloide acuta.

I1 protocollo terapeutico del regime di condizionamento
prevedeva al giorno O l'irradiazione totale del corpo (total body
irradiation, TBI) con elevate dosi di radiazioni (10 Gy), tra il
secondo e il terzo giorno la somministrazione di 5 mg/Kg/die di
thiotepa, tra il terzo e il settimo giorno di 40 mg/m?/die di
fludarabina e tra il quarto e l'ottavo giorno di 1,2 mg/Kg/die di

globuline anti-timociti (tabella III.2). Al decimo giorno dall’inizio
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del regime di condizionamento i pazienti sono stati sottoposti a
trapianto tramite trasfusione delle cellule CD34+ ottenute da
cellule staminali ematopoietiche prelevate da donatori con

sistema HLA aploidentico (tabella III.2).

TABELLA III.2. Regime di condizionamento dei pazienti Aplo - T depleti

Giorno Trattamento Dose
0 TBIa 10 Gy
2-3 thiotepa Smg / Kg / die
3-7 fludarabina 40 mg / m? / die
4-8 globuline anti-timociti 1,2mg / Kg / die
10 Trapiantq con pellule staminali Da 5,90 a 23,60 * 106
aploidentiche CD34+ cellule / Kg

aTBI, irradiazione totale del corpo.

DETERMINAZIONE DEI TITOLI E DEI GENOGRUPPI DI TTV
NEI PAZIENTI APLO - T DEPLETI

La ricerca e quantificazione della viremia di TTV & stata
effettuata mediante una real time PCR ad alta sensibilita
definita “universale” perché disegnata su un frammento del
genoma virale altamente conservato e quindi in grado di
rilevare tutti i tipi di TTV ad oggi conosciuti (Maggi et al, 2001a

e 2001b). I campioni di sangue periferico sono stati raccolti
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immediatamente prima dell’inizio del regime di
condizionamento e a tempi prestabiliti nei 30 giorni successivi,
il plasma € stato suddiviso in aliquote e conservato a -80°C fino
al momento dell’estrazione del DNA. Tutti i campioni di ciascun
paziente sono stati amplificati in triplicato nella medesima
seduta di real time PCR e per ciascun campione sono state
esaminate almeno due estrazioni indipendenti. Il DNA estratto
ottenuto al tempo O €& stato esaminato per la presenza dei
genogruppi di TTV utilizzando un pannello di cinque nested
PCR, ciascuna specifica per un singolo genogruppo (Maggi et al,
20095). Nei 4 pazienti esaminati sono stati ritrovati titoli di TTV
in un range compreso tra 4,7 e 6,8 log copie per ml di plasma e
sono stati osservati da 1 a 3 genogruppi diversi (tabella II1.3). In
particolare, tutti i pazienti risultavano positivi per il
genogruppo 1, che ¢& altamente rappresentato nella nostra
regione (Maggi et al, 2005), il genogruppo 2 non €& stato
ritrovato in nessun paziente mentre i genogruppi 3 € 5 sono
stati ritrovati solo nel paziente CD. Il paziente GMP era ['unico
soggetto positivo per il genogruppo 4. In accordo con i dati di
letteratura la contemporanea presenza di tre genogruppi € stata
osservata nel paziente che dimostrava i titoli di TTV piu elevati

(Maggi et al, 2005).

80



Risultati

TABELLA III. 3. Titoli e genogruppi di TTV nei pazienti Aplo - T depleti

TTV nel plasma Pre-TBI

Paziente
Log copie / ml Genogruppi
CD 6,8 1,3,5
GMP 4,7 1,4
PA 5,3 1
RR 5,0 1

Come rappresentato in figura III.1, in tutti e 4 i pazienti i titoli
di TTV subiscono un drastico decremento dopo la TBI. Tale
decremento persiste fino almeno al ventiduesimo giorno con
livelli di TTV prossimi al limite di sensibilita della metodica
(2*¥102 copie di TTV DNA per ml di plasma) anche se, in nessun
caso, sono stati osservati campioni con titoli inferiori a tale
limite. I pazienti CD, GMP e RR fanno registrare un calo di
circa 4 log e solo il paziente PA ha un calo inferiore, di circa 3
log. In particolare, al momento del massimo calo, il decremento
maggiore € stato osservato per il paziente CD la cui quantita di
TTV é risultata pari a 9*10-> volte quella basale mentre la
riduzione minore dei titoli di TTV € stata misurata nel paziente

PA, con una viremia pari a 3¥*10-3 volte quella iniziale.
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Figura III.1. Andamento dei titoli di TTV e del numero totale dei leucociti

nei pazienti Aplo — T depleti. La freccia indica il giorno del trapianto.

- 4000
- 3000

- 2000

- 1000

- 4000

3000

2000

1000

4000

3000

2000

1000

4000

3000

2000

1000

82

il ; aoeanan

.



Risultati

La drastica diminuzione dei titoli di TTV non sembra inoltre
essere influenzata dai diversi genogruppi presenti prima del
trapianto anche se il basso numero di pazienti osservati non
permette di trarre delle conclusioni definitive in tal proposito.

Al fine di investigare le dinamiche dell’infezione da TTV é& stato
esaminato 'andamento dei carichi virali osservati durante la
fase di massimo declino (dal giorno O al giorno 12) utilizzando il
modello matematico originariamente sviluppato da Neumann et
al. (1998). L’applicazione di questo modello ha reso possibile il
calcolo della percentuale di clearance e della vita media dei
virioni. Tale calcolo ha permesso di determinare che la media
della percentuale di clearance del TTV circolante ¢ 3,8 die!
mentre la vita di TTV nel plasma si € dimostrata variabile da
3,6 a 4,8 h, con una media di 4,3 h (tabella III.4). Tale valore
risulta leggermente inferiore rispetto a quello precedentemente
calcolato in pazienti trattati con interferone alfa (Maggi et al,
2001b). Cio probabilmente dipende dal fatto che l'irradiazione
totale puod aver portato ad un blocco completo della replicazione

virale a differenza di quanto succede con l'uso dell’interferone.
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TABELLA III. 4. Dinamiche di TTV nei pazienti Aplo — T depleti

Parametri virali

Pazienti
Clearance rate Emivita dei virioni N° dei virioni plasmatici
(c [die -1]) ([die]) & prodotti al giorno b
CD 3,8 0,18 7,8 x 1010
GMP 4,5 0,15 6,7 x 109
PA 3,7 0,19 2,1x 109
RR 3,5 0,20 9,6 x 108
I\E’[Seila + 3,8+0,2¢ 0,18 £ 0,01 2,0x 1010+ 1,0 x 1010

% Calcolato con I'equazione : In (2)/c.

blLa produzione giornaliera dei virioni plasmatici € stata calcolata
moltiplicando c per la viremia misurata al tempo O e per il volume dei
fluidi extracellulari che sono stati impostati arbitrariamente pari a 3,0 x
103 ml.

¢ ES, errore standard.

Il paziente CD & deceduto per sindrome da fallimento multi
organo poche ore prima di effettuare il prelievo al giorno 30 e
quindi non € stato possibile determinare i titoli di TTV e la
conta dei leucociti a quella data. Per i rimanenti 3 pazienti si
osserva a partire dal ventiseiesimo giorno (figura III.1) un
moderato ma costante incremento nella viremia di TTV e alla
fine del periodo di osservazione dei 30 giorni i titoli virali
risultano in genere considerevolmente inferiori rispetto al valore
basale. Dalla figura III.1 € possibile apprezzare che 'incremento

della viremia di TTV procede parallelamente alla ricomparsa dei
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leucociti nel sangue periferico. Al momento del trapianto i
pazienti si trovavano nella cosiddetta fase “aplastica”
caratterizzata da assenza di parenchima midollare e
pancitopenia periferica indotte dalla terapia di
condizionamento. In condizioni di risposta ottimale, dopo 2-3
settimane il processo di attecchimento del trapianto € ben
avviato e il numero delle cellule raggiunge livelli di sicurezza.
Dai dati ottenuti, 'aumento della viremia di TTV sembrava
avvenire a trapianto ben attecchito. Infatti, dopo il drastico calo
della fase aplastica, la conta dei leucociti totali ritorna a valori
comparabili a quelli basali dopo circa un mese dal trapianto.
Purtroppo solo per i pazienti GMP e RR é& stato possibile
estendere l’analisi fino a 110 giorni dopo linizio del
trattamento, con campionamenti eseguiti anche nei giorni 50 e
80 (figura III.2). In questi due soggetti, nel secondo e terzo mese
dopo il trapianto il numero dei leucociti totali rimane pressoché
invariato mentre i titoli di TTV aumentano fino a superare
quelli basali, suggerendo una maggiore produzione di TTV nelle
cellule infettate e/o una piu veloce cinetica del rilascio del virus
nel plasma.

E’ importante ricordare tuttavia, che nonostante il numero di
leucociti totali ritorni nella norma entro 100 giorni post-
trapianto, il sistema immunitario dei pazienti non risulta
ancora funzionalmente paragonabile a quello del pre-trapianto.
E’ ben noto che proprio i 2-3 mesi successivi al trapianto di
midollo rappresentano il periodo piu critico per le riattivazioni
virali e per 'acquisizione di nuove infezioni. Infatti, nonostante
una conta cellulare normale, la composizione delle
sottopopolazioni linfocitarie risulta atipica con l'espansione di

alcuni particolari cloni cellulari che, a seguito della nuova
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emopoiesi indotta dalla linfopenia, tendono ad espandersi
rapidamente ripristinando numericamente, ma non

funzionalmente, la massa di cellule circolanti.
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Figura III.2: Andamento dei titoli di TTV e del numero totale dei leucociti
dal giorno 30 al giorno 110 nei pazienti GMP e RR.
E’ interessante inoltre osservare che il numero e il tipo dei
genogruppi di TTV ritrovati nel plasma successivamente al
trapianto € risultato chiaramente diverso rispetto a quello
osservato al baseline. In particolare il paziente GMP oltre ai
genogruppi 1 e 3 gia presenti prima di iniziare il regime di
condizionamento, acquisisce anche i genogruppi 3 e 4, il
paziente RR invece acquisisce i genogruppi 3, 4 e 5, mentre il
paziente PA perde il genogruppo 1 (o persiste con livelli molto
bassi, inferiori al limite di sensibilita della nested PCR) ma

risulta positivo per il genogruppo 3 (tabella III.5).
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TABELLA IIIL.5. Titoli e genogruppi di TTV post trapianto nei pazienti Aplo -

T depleti
TTV (plasma) Post-TBI
Paziente
Log copie / ml Genogruppi
CD NDa ND
GMP 5,4 (80)P 1,3,4,5
PA 4,2 (30) 3
RR 7,0 (110) 1,3,4,5

aND, non determinato.
b In parentesi i giorni post trapianto in cui si aveva il picco di TTV e in cui
sono stati determinati i genogruppi di TTV.

I motivi alla base di queste variazioni possono essere molteplici.
Uno potrebbe essere la riattivazione, ad opera del
condizionamento o della procedura stessa del trapianto, di TTV
preesistenti nel paziente e latenti in qualche particolare
distretto corporeo. Un altro motivo potrebbe essere
l’acquisizione di nuovi genogruppi attraverso le trasfusioni di
emazie e piastrine a cui quasi tutti i pazienti sono stati

sottoposti.

DETERMINAZIONE DEI TITOLI DI TTV NEI PAZIENTI
SOTTOPOSTI A TRAPIANTO ALLOGENICO TRATTATI CON
UN RIDOTTO REGIME DI CONDIZIONAMENTO E CON
TERAPIA NON MIELOABLATIVA

Nei pazienti Aplo — T depleti € stato osservato che i titoli di TTV

hanno una cinetica del tutto sovrapponibile all’landamento dei
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leucociti totali suggerendo cosi che queste cellule (o alcune
particolari sottopopolazioni) possano essere deputate alla
replicazione di TTV. Al fine di indagare piu approfonditamente il
comportamento di TTV in seguito all’abbattimento dei leucociti
totali circolanti, sono stati arruolati nello studio altri 9 pazienti
sottoposti a trapianto allogenico (tabella III.6), 4 dei quali
avevano ricevuto un ridotto regime di condizionamento (Allo —
RRC) mentre gli altri 5 avevano ricevuto una terapia non

mieloablativa (Miniallo — NMA).

TABELLA III.6. Parametri principali dei pazienti Allo — RRC e Miniallo —

NMA
Paziente Eta (anni) / Diagnosi clinica 2
Sesso
CoA 59 /F AML
FE 57/ F DLBCL
Allo - RRC
BGP 47 | F IMF
RF 29 /M HL
CapA 56 / F MM
VS 58/ F MM
Miniallo - NMA CR 43 / M MM
MM 66 / M IMF
FA 50/ M DLCBL

a AML: Leucemia mieloide acuta,» DLCBL,:Linfoma diffuso a grandi cellule B,
IMF: Mielofibrosi idiopatica, HL: Linfoma di Hodgkin, MM, mieloma
multiplo.

Lo schema terapeutico (tabella III.7) cui sono stati sottoposti i
pazienti Allo — RRC determina in genere una diminuzione dei
leucociti totali ma di intensita minore rispetto a quello

osservato nei pazienti Aplo — T depleti, mentre quello attuato
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diminuzione significativa dei leucociti circolanti.

TABELLA III.7. Schema terapeutico pazienti Allo- RRC e Miniallo - NMA

Giorno Trattamento Dose
4 Thiotepa 10 mg / Kg / die
Da 2 Ciclosporina 1 mg / Kg/ die
Allo- 6,7 Ciclofosfamid 50 mg / Kg / di
RRC / iclofosfamide mg / Kg / die
8 Melphalan 30 mg / m2 / die
Trapianto con cellule Da 5,90 a 23,60 * 106
9 staminali aploidentiche cellule / K
CD34+ g
Da 6 Ciclosporina 1 mg / Kg/ die
S/ 7 Fludarabina 30 mg / m? / die
Miniallo
- NMA
9 TBIa 200 cGy
Trapianto con cellule £ 106
9 staminali aploidentiche Da 5,90 a 23,60 * 10

CD34+

cellule / Kg

4TBI, irradiazione totale del corpo.

I campioni di plasma sono stati raccolti e conservati con le
medesime modalita utilizzate per i pazienti Aplo — T depleti e la

determinazione dei titoli di TTV € stata eseguita con la stessa
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metodica di real time PCR universale gia adoperata per il primo
gruppo di pazienti.

Analizzando le dinamiche del numero totale dei leucociti
circolanti nei primi 10-11 giorni dopo l'inizio del trattamento, si
puo osservare che i pazienti Allo — RRC mostrano un calo meno
rapido rispetto ai pazienti Aplo - T depleti mentre nei pazienti
Miniallo — NMA il numero dei leucociti totali rimane pressoché

invariato (figura II1.3).
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Sempre nei primi 11 giorni dallinizio del trattamento nei
pazienti Allo - RRC i livelli di TTV mostrano una flessione che
pero risulta essere piu moderata rispetto a quella osservata
negli Aplo — T depleti (circa 1 log per gli Allo - RRC e quasi 2 log
per gli Aplo — T depleti, figura III.3) mentre nei pazienti Miniallo
- NMA i valori di TTV non subiscono variazioni significative.
Come per i 2 pazienti GMP e RR (Aplo — T depleti), anche per i
pazienti Allo — RRC e Miniallo — NMA ¢ stato possibile estendere
I'analisi fino a piu di 100 giorni dopo l'inizio del trattamento
(figura II1.4). Anche in questo caso i titoli di TTV procedono di
pari passo all’landamento dei leucociti totali e alla fine del
periodo di osservazione risultano significativamente aumentati
rispetto ai livelli pre-trattamento. A pit di 3 mesi dal trapianto
infatti, i titoli medi di TTV oscillavano intorno ai 6 log con un
incremento medio rispetto al valore della viremia basale di
quasi 2 logaritmi.

Le osservazioni condotte sui pazienti che hanno subito una
ridotta terapia mieloablativa sono in linea con quanto gia
osservato nei soggetti Aplo — T depleti rafforzando quindi
I'ipotesi che le cellule del sistema immunitario possano essere

sede di replicazione di TTV.
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Figura III.4: Andamento dei titoli di TTV e del numero totale dei leucociti
nei pazienti Allo - RRC e Miniallo — NMA nei 109 giorni successivi all’inizio
del trattamento.

DETERMINAZIONE DEI TITOLI DI TTV NEI PAZIENTI CON
ARTRITE REUMATOIDE SOTTOPOSTI A TERAPIA CON
RITUXIMAB

I regimi di condizionamento a cui sono stati sottoposti i pazienti
con patologie ematologiche comportano wuna deplezione
indiscriminata dei leucociti totali. Per poter comprendere in
maniera piu approfondita la natura del parallelo calo/aumento
TTV-leucociti sopra descritta sarebbe opportuno analizzare le
dinamiche virali in pazienti sottoposti a terapia in grado di
abbattere specifiche sottopopolazioni leucocitarie. Per tale

ragione sono stati arruolati nello studio 18 pazienti affetti da
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artrite reumatoide sottoposti a trattamento con l’anticorpo
monoclonale Rituximab (pazienti Art.Reum. — Rituximab) noto
per la sua capacita di indurre una deplezione specifica dei
linfociti B. Le caratteristiche dei pazienti e il tipo di terapia che
essi hanno ricevuto sono riportate in Tabella III.8. L’analisi dei
titoli di TTV in questi pazienti permettera di comprendere se i

linfociti B hanno un ruolo nel sostenere l'infezione da TTV.

TABELLA III.8. Caratteristica dei 18 pazienti Art.Reum. — Rituximab

Parametri

Sesso (Maschio / Femmina) 5/ 13
Eta (media + DS?) 59+ 13
Tempo dall’inizio della malattia (anni £ DS) 10+ 6
No. di pazienti precedentemente trattati con altri 10 (55)

anticorpi monoclonali umani (%)

No. di pazienti in terapia combinata con:

Steroidi (%) 16 (89)
Metotressato (%) 8 (44)
Idrossiclorochina (%) 3 (17)
Leflumonide (%) 3 (17)
Aziatropina (%) 2(11)
No. di pazienti con artrite in remissione dopo 6 11 (61)

mesi di terapia con rituximab (%)

a DS: deviazione standard
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Nei pazienti Art.Reum. — Rituximab ¢ stato possibile monitorare
l'andamento dei titoli di TTV e delle cellule del sistema
immunitario per un periodo di circa 7 mesi. Anche per essi, il
prelievo dei campioni e la determinazione dei titoli di TTV sono
stati condotti secondo le modalita illustrate per i pazienti Aplo —
T depleti. Durante il periodo di osservazione il numero di
leucociti totali ha fatto registrare una leggera diminuzione
mentre il numero dei linfociti B € diminuito considerevolmente
(figura II1.5). Differentemente dai pazienti sottoposti a trapianto
di midollo, nei pazienti Art.Reum. — Rituximab i livelli di TTV
non subiscono nessun calo ma addirittura, nei primi 2 mesi di
trattamento, parallelamente alla diminuzione del numero dei
linfociti B hanno fatto registrare un incremento significativo
mantenendosi comunque sempre piu alti rispetto al livello

basale anche alla fine del periodo di osservazione (figura III.5).
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Figura III.5: Confronto dell’andamento dei titoli di TTV, del numero totale
dei leucociti e dei linfociti B nei pazienti Art.Reum. - Rituximab.

Tali osservazioni suggeriscono che i linfociti B non sono sede di
replicazione di TTV che invece potrebbe replicare nei linfociti T,
come dimostrato anche da altri studi che attestano la capacita
di TTV di replicare in vitro in PBMC stimolati con
fitoemagglutinina (Maggi et al. 2001a; Mariscal et al. 2002;
Desai et al. 2005).

A tal proposito sarebbe utile osservare il comportamento del
virus in seguito all’abbattimento selettivo delle varie
sottopopolazioni di linfociti T ma al momento non esistono

farmaci cosi selettivi da permettere una tale tipo di studio.
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Sono anche auspicabili studi con un numero maggiore di
pazienti arruolati in modo tale da avere sufficienti osservazioni
che siano indipendenti il piu possibile dalle variabili dei singoli
pazienti. Tale obiettivo tuttavia non € di facile realizzazione
vista la gravita delle patologie per le quali € necessario attuare

terapie mieloablative.

97



Discussione

SEZIONE IV

DISCUSSIONE

98



Discussione

Dal 1997, anno in cui fu scoperto il primo isolato di TTV, il
prototipo degli anellovirus, sono stati condotti numerosi studi
per comprendere il loro ruolo patogenetico e i meccanismi di
replicazione e persistenza virale. Sebbene siano passati ormai
circa 15 anni gli anellovirus rimangono ancora oggi dei virus
“enigmatici”. Sono infatti molte le caratteristiche che fanno di
essi virus unici nel mondo della virologia umana e che nello
stesso tempo complicano gli studi volti a risolvere il loro rebus.
Gli anellovirus infatti sono caratterizzati da un’elevata
diffusione nella popolazione generale, un’ampia oscillazione dei
titoli virali, una elevata eterogeneita genetica, una prolungata
e/o un’indefinita persistenza nell’ospite e un ampio tropismo
tissutale (Lefrere et al. 1999; Bendinelli et al. 2001; Bendinelli e
Maggi, 2005). Tali caratteristiche suggeriscono che gli
anellovirus siano capaci di interagire in modo continuo e
prolungato con gli effettori del sistema immunitario, come in
effetti € stato ben documentato nei circovirus animali, molto
simili agli anellovirus dell'uomo (Todd et al. 2001). Questi virus
animali mostrano una stretta relazione con I'immunita
dell'ospite inducendo spesso importanti e considerevoli
alterazioni nella capacita di risposta immune dell’animale
infettato. Studi recenti dimostrano che anche l'infezione da
anellovirus nell'uomo € assai ben relazionata allo status di
funzionalita immune. Numerosi autori hanno ritrovato il DNA
di TTV nelle cellule del sangue periferico, spesso anche con
titoli elevati del virus (Okamoto et al. 1999; 2000b; Maggi et al.
2001a; Mariscal et al. 2002; Takahashi et al. 2002; Yu et al.
2002; Zhong et al. 2002; Desai et al. 2005). In alcuni lavori €
stato ipotizzato che i principali reservoir del virus siano i

linfociti B (Yu et al. 2002), in altri i neutrofili (Takahashi et al.
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2002), in altri ancora non sono state evidenziate differenze
significative nella capacita di propagare il virus da parte delle
diverse sottopopolazioni leucocitarie (Maggi et al. 2001a). Se da
una parte sembra abbastanza scontato che gli anellovirus siano
in grado di infettare e riprodursi nelle cellule del sistema
immunitario, dall’altra non & ancora stato identificato con
certezza il tipo cellulare in cui TTV possa replicare
preferenzialmente. Una delle piu importanti indagini in tal
proposito € stata eseguita da Kanda e collaboratori che hanno
descritto nei pazienti sottoposti a trapianto durante la fase di
aplasia conseguente al regime di condizionamento una
significativa diminuzione, fino al limite di sensibilita della
metodica utilizzata, dei titoli di TTV (Kanda et al. 1999c).
Intermedi di replicazione del virus sono stati poi trovati nei
PBMC e nelle cellule del midollo (Okamoto et al. 2000b; 2000c;
Zhong et al. 2002; Bendinelli e Maggi, 2005), suggerendo come
TTV possa avere un tropismo maggiore per questa tipologia di
cellule. Partendo da tali premesse lo scopo di questo lavoro é
stato quello di investigare in maniera approfondita come varia il
comportamento degli anellovirus, in particolare di TTV, nei
pazienti sottoposti a schemi terapeutici differenti ma comunque
tutti in grado di alterare profondamente la capacita riproduttiva
e la funzionalita delle cellule del sistema immunitario. I pazienti
ematologici rappresentano infatti un ottimo modello di
osservazione poiché a causa della loro patologia ricevono
terapie immunosoppressive in grado di azzerare completamente
o in parte la produzione delle cellule di origine ematopoietica. Il
primo gruppo di pazienti esaminati era stato sottoposto ad un
pesante regime di condizionamento che ha causato una

drastica caduta del numero dei leucociti totali. E’ interessante
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notare che anche i livelli di TTV hanno subito un rapido
declino, suggerendo che le cellule del sistema immunitario
siano coinvolte nella replicazione del virus. Il fatto che la
caduta dei titoli di TTV sia quasi contemporanea alla
diminuzione del numero dei leucociti totali € compatibile con i
dati derivati dallo studio della cinetica virale, che hanno
evidenziato, confermando quanto gia osservato in un
precedente lavoro (Maggi et al, 2001c), che TTV € un virus
altamente dinamico, con una breve emivita e caratterizzato da
un elevata produzione giornaliera di virioni da parte delle
cellule infettate. Per confermare e approfondire ulteriormente
tali osservazioni l'andamento dei titoli di TTV €& stato
determinato sia in un nuovo e pit numeroso gruppo di pazienti
ematologici, sottoposti perdo a regimi di condizionamento di
diversa entita, sia in un gruppo di pazienti affetti da artrite
reumatoide trattati con l'anticorpo monoclonale Rituximab. Il
razionale alla base del loro arruolamento era che questi soggetti
sarebbero andati incontro ad alterazioni, di diversa ampiezza e
natura in relazione al tipo di terapia ricevuta, nel numero e
nella funzionalita delle cellule del sistema immunitario. Infatti,
nei pazienti ematologici sottoposti a trapianto allogenico che
avevano ricevuto una terapia mieloablativa di ridotta intensita
(Allo — RRC) si € osservato un declino piu lento del numero dei
leucociti totali circolanti e anche in questo caso, 'andamento
dei titoli di TTV ha mostrato un calo meno repentino risultando
sovrapponibile alla cinetica di decadimento delle cellule
leucocitarie. Ulteriore conferma a questa osservazione €
arrivata dallo studio dei pazienti che hanno ricevuto un
trapianto allogenico con un basso numero di cellule staminali

(Miniallo — NMA) e che per tale ragione non sono stati sottoposti
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a terapia mieloablativa. In essi non € stato osservata alcuna
variazione significativa né nel numero dei leucociti totali né nei
livelli plasmatici di TTV. A questo punto appare evidente che le
cellule del sistema immunitario siano coinvolte nella
replicazione di TTV o comunque nel mantenimento dei livelli
plasmatici del virus. L’indagine €& stata allora estesa a 18
pazienti affetti da artrite reumatoide trattati con Rituximab, un
anticorpo monoclonale in grado di determinare la selettiva
deplezione dei linfociti B. Questi pazienti sono stati seguiti per
un periodo di circa 7 mesi durante i quali &€ stato osservato un
calo significativo dei linfociti B mentre i titoli di TTV non solo
non hanno fatto registrare nessun declino, ma addirittura sono
aumentati rispetto ai livelli iniziali. Questo comportamento del
virus probabilmente trova spiegazione nel fatto che i linfociti B
non sono sede di replicazione del virus e in seguito alla loro
caduta, nei pazienti trattati con Rituximab, si verifica una
alterazione delle popolazione linfocitaria a favore delle cellule T,
probabile sede di replicazione di TTV (Maggi et al. 2001a;
Mariscal et al. 2002; Desai et al. 2005). La riprova di quanto
finora descritto si  potrebbe ottenere studiando il
comportamento del virus in soggetti sottoposti a deplezione
selettiva di sottopopolazioni di linfociti T. Purtroppo al
momento non esistono terapie in grado di determinare una
specifica caduta di tali sottopopolazioni linfocitarie.

E’ interessante sottolineare che 'aumento dei titoli di TTV &
stato osservato a distanza di piu di due mesi dall’inizio del
regime di condizionamento anche nei pazienti sottoposti a
trapianto di midollo. In questi soggetti, sebbene il numero di
leucociti totali un mese dopo il trapianto abbia raggiunto valori

normali e rimanga costante per il rimanente periodo di
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osservazione, il sistema immunitario risulta comunque alterato.
Infatti, in seguito al periodo di aplasia midollare determinata
dal regime di condizionamento, possono prendere il
sopravvento alcune sottopopolazioni linfocitarie che non
garantiscono una  corretta funzionalita del sistema
immunitario. Cid potrebbe spiegare 'aumento dei titoli di TTV
osservato a partire dal secondo mese dopo il trapianto che
peraltro potrebbe essere causato anche da altre situazioni: una
piu veloce cinetica virale, una maggiore capacita di rilascio del
virus nel sangue da parte delle cellule infettate, I’acquisizione di
nuovi genogruppi di TTV in seguito alla procedura di trapianto,
le numerose trasfusioni a cui di solito tali pazienti sono
sottoposti oppure dalla riattivazione di ceppi latenti in sedi
corporee extra linfocitarie. In effetti, I’'esame della composizione
dei genogruppi di TTV nei pazienti Aplo — T depleti, condotto
prima e dopo il trapianto, ha evidenziato che in genere si
osserva una variazione nella composizione dei genogruppi
infettanti, che nella maggior parte dei casi corrisponde
all’acquisizione di uno o piua genogruppi. Va comunque
sottolineato che nei pazienti da noi osservati, I'incremento della
viremia di TTV non mostra alcuna correlazione con
l’acquisizione, la perdita e/o la sostituzione di uno o piu
genogruppi, escludendo quindi che tale aumento sia dovuto ad
una massiva replicazione di un virus super-infettante, di piu
recente acquisizione. I dati raccolti in questo lavoro di tesi, pur
non giungendo ad una dimostrazione conclusiva, inducono
fortemente a pensare che le cellule del sistema immunitario e i
linfociti T in particolare possano essere sede di replicazione di

TTV.
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