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RIASSUNTO

Trichomonas vaginalis & un protozoo flagellato responsabile della tricomoniasi,
una delle malattie a trasmissione sessuale piu diffuse al mondo. L'’infezione é&
caratterizzata da un importante effetto citopatico a carico dell’epitelio vaginale (1, 2).
Evidenze sperimentali indirette indicano che nel meccanismo di citopatogenicita del
protozoo sono coinvolte proteine formanti poro (PFP), suggerendo un’omologia con
altri protozoi, quali Entamoeba histolytica e Naegleria fowleri, che producono PFP
appartenenti alla famiglia delle saposin-like proteins (3, 4). Tuttavia in T.vaginalis non &
stata finora dimostrata la presenza di geni codificanti per proteine formanti poro.
Scopo del lavoro di dottorato & dimostrare la presenza di geni specifici per PFP anche
in T.vaginalis, e caratterizzarne gli eventuali prodotti. Il lavoro svolto ha permesso di
individuare, mediante analisi del genoma di T.vaginalis, la presenza di 12 geni
(TvSaplip1-12) che mostrano un altissimo grado di similarita con i geni delle saposin-
like proteins di E.histolytica e di N.fowleri.
E’ noto che il meccanismo di patogenicita di T.vaginalis & fortemente dipendente
dall’adesione del protozoo alla cellula bersaglio e da valori di pH intorno a 6.0 (5, 6, 7).
E' stato percido valutato se tali fattori fossero coinvolti nella modulazione della
trascrizione dei geni TvSaplip 1-12. | risultati ottenuti hanno messo in evidenza un
incremento dei livelli di trascrizione in seguito alla stimolazione per i geni TvSaplip 5,
TvSaplip 6, TvSaplip 10 e TvSaplip 12. In particolare il gene TvSaplip 12 subisce una

modulazione dei livelli di trascrizione in seguito al contatto del protozoo con le



membrane delle cellule bersaglio, mentre i geni TvSaplip 6 e TvSaplip 5 mostrano un
significativo aumento dei livelli di trascrizione a pH 6.0.

Le proteine TvSaplip5 e TvSaplip6 sono state ottenute in forma ricombinante. Sono
risultate essere dei buoni immunogeni, e sono state quindi utilizzate per la produzione
di anticorpi specifici monoclonali e policlonali. Gli anticorpi a-TvSaplip6 hanno
permesso di localizzare la proteina in immunofluorescenza su protozoi interi. | dati
ottenuti dimostrano che essa € confinata all'interno di granuli intracitoplasmatici. La
proteina & stata localizzata anche sulle membrane degli eritrociti dopo contatto con
T.vaginalis.

L’identificazione e la caratterizzazione dei geni TvSaplip nel genoma di T.vaginalis e
I'osservazione che i geni TvSaplip 6, TvSaplip 5, TvSaplip 10 e TvSaplip 12, subiscono
un incremento dei livelli di trascrizione determinato da fattori che influenzano la
patogenicita del protozoo, ha permesso di confermare le evidenze sperimentali
indirette sul coinvolgimento di proteine formanti poro nel meccanismo di patogenicita
del microrganismo. Si tratta della prima caratterizzazione di geni direttamente coinvolti

nella lisi della cellula bersaglio da parte di T.vaginalis.



INTRODUZIONE

Trichomonas Vaginalis & un protozoo parassita appartenente alla classe dei flagellati e

all'ordine dei Trichomonadida, descritto per la prima volta da Donné nel 1836 (8).

Epidemiologia, manifestazioni cliniche

Trichomonas vaginalis & I'agente eziologico della tricomoniasi, una delle malattie a
trasmissione sessuale piu diffuse al mondo. Si stima che piu di 200 milioni di individui
siano affetti dalla malattia, di cui 2 milioni negli Stati Uniti, e annualmente vengono
registrati 7-8 milioni di nuovi casi (1, 2). Una elevata incidenza in particolare viene
osservata in individui che afferiscono a centri specializzati nel monitoraggio delle
malattie a trasmissione sessuale. Negli Stati Uniti la percentuale di infezione & piu alta
tra le donne di colore che nelle bianche e fattori socio economici e il livello culturale
sembrano essere associati all'incidenza della malattia (9).

L’incidenza dell'infezione dipende da numerosi fattori: eta, costumi sessuali, numero di
partners, altre malattie a trasmissione sessuale concomitanti, fase del ciclo mestruale e
tecniche diagnostiche utilizzate (10).

L'uvomo € l'unico ospite naturale di T.vaginalis e la trasmissione avviene quasi
esclusivamente per contatto sessuale, nonostante alcuni studi abbiano avanzato
lipotesi di una trasmissione non sessuale dell'infezione (11). Essendo spesso
associata ad altre malattie a trasmissione sessuale, in particolare la gonorrea, la
tricomoniasi puo essere utilizzata come marker per comportamenti sessuali ad alto

rischio (12, 13).



Nelle donne T.vaginalis infetta principalmente I'epitelio squamoso del tratto genitale. II
quadro clinico pud variare da un infezione asintomatica fino alla vaginite conclamata. |
fattori responsabili di tale variabilita non sono completamente conosciuti, ma
comprendono sia differenze di virulenza tra diversi ceppi del protozoo che una diversa
suscettibilita individuale dell’ospite infettato (14,15). La percentuale di infezioni
asintomatiche varia dal 9 al 56% dei casi in relazione ai gruppi di popolazione presi in
esame (16). E’ noto che circa un terzo delle infezioni asintomatiche diventano
sintomatiche entro 6 mesi se non trattate. Sulla base di infezioni sperimentali e di
limitate osservazioni cliniche, si ritiene che il periodo di incubazione vari dai 3 ai 28
giorni (17).

L'infezione sintomatica & caratterizzata nel 50-75% dei casi dalla presenza di
secrezioni vaginali anomale che possono essere maleodoranti, abbondanti, schiumose
e giallo-verdastre e da irritazione vulvovaginale. Tuttavia nessuna di queste
manifestazioni cliniche & sufficientemente specifica da consentire una diagnosi precisa
(1, 2). Esiste una notevole sovrapposizione tra il quadro clinico dell’infezione da
T.vaginalis e quello da Candida spp. o da Gardnerella vaginalis, per cui & sempre
necessaria una diagnosi di laboratorio per la conferma del sospetto clinico.

Tra le manifestazioni cliniche sono state riportate dispareunia, disuria e dolori
addominali rispettivamente nel 10-50%, nel 30-50% e nel 5-12% dei casi. Al'esame
ginecologico la vulva presenta un eritema diffuso o escoriazioni in meno del 20% delle
pazienti, un infammazione della parete vaginale (40-75%), e la cosi detta cervice a
fragola che, pur essendo descritta come segno tipico dell'infezione da T.vaginalis, &

osservata solo in circa il 2% dei casi (18).



E’ stata inoltre osservata una variabilita della sintomatologia nelle diverse fasi del ciclo
mestruale. Infatti, I'infezione diventa spesso latente durante le fasi follicolare ed
ovulatoria del ciclo, mentre si ha generalmente un’esacerbarsi dei sintomi durante la
fase mestruale. Cid probabilmente & legato alle variazioni del pH e del quadro
ormonale che si verificano durante le diverse fasi del ciclo, alle quali il protozoo
potrebbe essere suscettibile. Infatti durante la fase follicolare ed ovulatoria 'ambiente
vaginale diviene ostile per il protozoo che si sposta temporaneamente nel canale
endocervicale in cui trova un ambiente a lui piu favorevole, determinando cosi una
apparente remissione dell'infezione. Un'altra possibile spiegazione dell’esacerbarsi dei
sintomi nella fase mestruale potrebbe essere I'ampia disponibilita di ferro durante
questa fase del ciclo, che causa un aumento del metabolismo del protozoo ed induce
'espressione di alcuni importanti fattori di patogenicita (19).

Alcuni studi hanno riportato un aumento delle infezioni sintomatiche durante la
gravidanza, che potrebbe essere correlato con gli stessi fattori riportati per le variazioni
durante il ciclo mestruale; il diverso quadro ormonale che si ha in questa condizione
potrebbe infatti rendere 'ambiente vaginale piu favorevole all'infezione (17).

In corso di gravidanza le complicanze piu comuni dell'infezione da T.vaginalis
consistono in parto prematuro, rottura precoce delle membrane e basso peso del
bambino alla nascita. E’ stato inoltre osservato che un bambino nato da una madre
infetta pud occasionalmente presentare un infezione urinaria o vaginale da T.vaginalis
(20-22). L’infezione & inoltre correlata con una maggiore suscettibilita all'insorgenza di
tumori della cervice uterina (23).

E’ stato recentemente dimostrato che la tricomoniasi € associata ad un’aumentata

suscettibilita allinfezione da HIV. Questa & legata sia al’laumento del numero di virus



HIV nelle secrezioni genitali quando siano in corso altre infezioni sessualmente
trasmesse, sia allincremento della suscettibilita all’infezione virale associato alle
microulcerazioni che si accompagnano all'infezione da parte del protozoo (24, 25).

Nel maschio linfezione € quasi sempre asintomatica, e si risolve spontaneamente
nellarco di tre settimane, a meno che non intervengano fattori di reinoculo o che il
protozoo non infetti anche le vie genitali piu alte quali prostata o vescicole seminali. La
sintomatologia, se presente, si manifesta con uretriti e prostatiti, e le complicanze piu
comunemente riportate consistono in un alterata motilita degli spermatozoi e sterilita
(26, 27). Recentemente & stata osservata una correlazione tra l'infezione da parte di

T.vaginalis e 'insorgenza di tumori alla prostata (28).

Morfologia
Trichomonas vaginalis non forma cisti e il suo ciclo cellulare presenta il solo stadio di

=

trofozoite. In terreni liquidi si

presenta generalmente nelle forme
piu tipiche ovoidali, ellissoidali o
sferiche (fig. 1 A, B), mentre in
presenza di agar o di monostrati
cellulari assume spesso morfologia
ameboide (Fig. 1 C).

Morfologie particolari si osservano
talvolta nelle secrezioni vaginali e

nelle wurine. Anche le diverse
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condizioni fisico-chimiche, come la tensione di ossigeno, il pH, la temperatura possono
determinare alterazioni della morfologia. Se I'ambiente diviene sfavorevole, ad
esempio, Trichomonas vaginalis pu®d assumere aspetto sferoidale, con
internalizzazione dei flagelli, senza perd che si formi alcuna parete. Sono state inoltre
osservate forme giganti, spesso polinucleate con numerosissimi flagelli sulla superficie
(29).

Le dimensioni del protozoo variano sensibilmente, da 7 a 23 ym di lunghezza e da 5 a
15 pm di larghezza (30).

Trichomonas vaginalis ha quattro flagelli anteriori, lunghi circa 12 pm. Un quinto
flagello origina dorsalmente in prossimita degli altri quattro e viene incorporato sul
margine libero di una membrana ondulante che si estende per circa due terzi della
lunghezza del protozoo. L’assostile & una struttura che corre lungo l'asse antero-
posteriore dell’organismo, il cui segmento terminale sporge oltre I'estremita posteriore
del protozoo di circa un terzo, contribuendo a determinarne la peculiare morfologia.

Il trofozoite presenta un unico nucleo, al cui interno sono presenti 6 cromosomi (31),
disposto anteriormente, di forma tipicamente allungata con la superficie ventrale a
contatto con l'assostile. La divisione cellulare & di tipo criptopleuromitotico, con la
formazione cioé di un fuso extranucleare durante la mitosi, senza scomparsa della
membrana nucleare (32).

Recentemente & stato sequenziato il genoma di T.vaginalis, che ha la sorprendente
dimensione di circa 160 milioni di basi. 1l 65% di tale genoma é& costituito da sequenze

ripetute.
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Sono stati identificati 60.000 geni putativi ed & stata osservata la presenza di introni
soltanto in 65 geni. Sono state identificate regioni codificanti per gli RNA transfer dei 20
aminoacidi prodotti dal protozoo e 250 regioni codificanti per gli RNA ribosomiali (33).
L’'osservazione in microscopia elettronica (34) ha evidenziato la presenza del
complesso del Golgi, detto apparato parabasale, e di numerosi ribosomi sia liberi che
associati alle membrane del reticolo endoplasmatico. Sono inoltre presenti lisosomi
che conferiscono al protozoo attivita idrolasica.

Nel citoplasma di T.vaginalis sono assenti i mitocondri ma si evidenziano numerosi altri
organelli caratteristici, gli idrogenosomi, che hanno un diametro circa 0,5 ym e
costituiscono circa il 6% del volume cellulare (35-38).

Gli idrogenosomi per alcuni aspetti sono simili ai

\\ [ 4 Flagella mitocondri: sono rivestiti da due membrane addossate

wwwwwww

'una all'altra e contengono una matrice granulare ed

L
Nucleus ——‘:-E-. un core elettrondenso. Inoltre le  proteine
o\ ®NEET 7
: .’ VAT Y citoplasmatiche che devono essere veicolate verso tale
% 27
S axestyle  organulo possiedono un peptide segnale

amminoterminale, che viene eliminato subito dopo
ingresso nell’organulo, come avviene nei mitocondri.
A differenza dei mitocondri, tuttavia, gli idrogenosomi mancano di DNA e di citocromi. Il
nome idrogenosoma deriva dalla loro capacita di produrre idrogeno molecolare come
prodotto metabolico finale (39). Le reazioni biochimiche che avvengono in questi
organuli rappresentano parte integrante del metabolismo energetico di Trichomonas

vaginalis (40).
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Sull’origine degli idrogenosomi sono state fatte varie ipotesi: che essi derivino da
mitocondri modificati o degenerati, o che abbiano avuto origine comune ai mitocondri
da un organello ancestrale e che si siano separati successivamente. A supportare la
seconda ipotesi € la conoscenza del fatto che, nella filogenesi, Trichomonas vaginalis
si sia staccato precocemente dal ramo degli eucarioti, ed esattamente prima della
comparsa in essi dei mitocondri (41). Una terza ipotesi propone che gli idrogenosomi
abbiano avuto origine dalla simbiosi tra un batterio anaerobio e una cellula eucariotica
primitiva, e le similitudini tra il metabolismo energetico degli idrogenosomi e dei batteri
anaerobi supportano tale ipotesi (35, 42).

Recentemente & stato dimostrato che T.vaginalis pud instaurare una relazione
simbiontica con il batterio Mycoplasma hominis. Il batterio pud avere sia localizzazione
extracellulare che intracellulare: cid dipende da caratteristiche intrinseche del ceppo
isolato (43-45). Tale relazione rappresenta la prima, e fin ora, unica simbiosi finora
descritta tra due patogeni veri, in grado di infettare un ospite immunocompetente,

causando patologie indipendenti a carico degli stessi organi.

Metabolismo

Trichomonas vaginalis € un eucariote primitivo, per molti aspetti simile ad altre cellule
superiori, da cui si differenzia perd per quanto riguarda il metabolismo energetico e
alcune esigenze nutrizionali che lo avvicinano ad alcuni batteri anaerobi primitivi (46,
47). Nel protozoo sono infatti assenti alcune vie metaboliche fondamentali, rendendo

quindi necessari come nutrienti numerosi metaboliti preformati.
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La tabella evidenzia che circa il 50% del peso secco di Trichomonas vaginalis &
costituito da proteine. Elettroforesi bidimensionali di estratti proteici hanno permesso di
distinguere piu di 200 proteine del protozoo, delle quali circa trenta localizzate sulla

superficie cellulare (48).

T.vaginalis pud essere definito ossigeno-tollerante, | peso secco 100-130ug
essendo in grado di sopravvivere a diverse pO,. I Proteine 60 ug
protozoo cresce meglio in condizioni anaerobie, che

DNA 300 ug
in vitro sono generate sia dalla presenza di agenti

RNA 20 ug
riducenti nel mezzo di coltura, che al suo

Glicogeno 17 ug
metabolismo respiratorio che tende a consumare

. . Lipidi 10

rapidamente I'ossigeno presente. P Mg

La principale fonte di energia di T.vaginalis & rappresentata dai carboidrati fra cui il
glucosio, maltosio e galattosio; saccarosio € mannosio non sono invece metabolizzati
dal protozoo (49). La piu importante fonte endogena di energia & rappresentata dal
glicogeno, che costituisce il 20% del peso a secco dellorganismo. Nonostante tali
scorte energetiche il metabolismo di T.vaginalis & fortemente influenzato dalla
disponibilita di carboidrati nel mezzo (50-52).

Il metabolismo dei carboidrati & di tipo fermentativo sia in condizioni aerobie che
anaerobie ed il glucosio viene completamente ossidato. | cataboliti prodotti
comprendono acetato, malato, lattato, glicerolo e CO,. In condizioni anaerobie viene
prodotto anche idrogeno molecolare (49, 50, 53, 54).

I metabolismo dei carboidrati si attua tra due compartimenti: il citosol e

l'idrogenosoma. Nel citoplasma il glucosio & convertito in fosfoenolpiruvato attraverso
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la classica via Embden-Meyerhoff-Parnas, che viene poi traslocato nell'idrogenosoma
dove avviene l'ossidazione fermentativa con produzione di ATP e H, (47, 54, 55).
T.vaginalis non & in grado di sintetizzare de novo acidi grassi e steroli, in quanto
manca degli enzimi necessari. Infatti idrolizza i gruppi acilici da fosfolipidi, colesterolo e
trigliceridi per sintetizzare i lipidi ad esso necessari (56).

| carboidrati sono la fonte energetica d’elezione per T.vaginalis, ma in assenza di
questi & in grado di sostentarsi metabolizzando anche amminoacidi quali arginina,
treonina e leucina. Alanina e glicina rappresentano prodotti secondari del metabolismo
del glucosio nel protozoo (57-59).

T.vaginalis manca della capacita di sintetizzare purine e pirimidine, per cui é
indispensabile che esse siano presenti nel mezzo di crescita (60, 61). Sono stati
individuati due differenti carriers nucleotidici, uno per il trasporto di pirimidine e
adenosina e I'altro per il trasporto di uridina e guanosina (62).

L'incapacita di sintetizzare molecole indispensabili per la sopravvivenza fanno di T.
vaginalis un parassita obbligato che reperisce i nutrimenti dalle secrezioni vaginali o
fagocitando le cellule dellospite o batteri. Il terreno utilizzato per le colture di
T.vaginalis & il Diamond’s TYM (trypticase-yeast estract-maltose) ricco di triptone,

estratto di lievito,ferro a cui si aggiunge siero fetale bovino e vitamina A (63-65).

Diagnosi

La metodica piu diffusa per la diagnosi di tricomoniasi € 'osservazione microscopica di
un vetrino a fresco allestito da fluidi vaginali (66, 67). Questa metodica gia descritta da
Donné nel 1836, permette di evidenziare linfezione solo nel 60-70% dei casi

effettivamente positivi (68). E’ infatti molto importante [linterpretazione data
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dall’operatore che deve possedere una notevole esperienza nel riconoscere il protozoo
anche quando presenta morfologie inconsuete o ha perso la caratteristica motilita.
All'esame microscopico a fresco si dovrebbe affiancare sempre I'esame colturale,
considerato il gold standard per la diagnosi di tricomoniasi, essendo la tecnica piu
affidabile e sensibile (85% dei positivi). Sono stati descritti diversi terreni per
l'isolamento di T.vaginalis (69-71), ma tale esame richiede fino a 7 giorni perché sia
osservata crescita, che comunque &€ sempre dipendente dalla vitalita e dal numero dei
protozoi presenti nel campione al momento dell’inoculo. Perché possa essere fatta una
diagnosi corretta mediante esame colturale € di fondamentale importanza che |l
trasporto del campione avvenga in modo rapido ed adeguato immediatamente dopo |l
prelievo. Per questi motivi non tutti i laboratori utilizzano la coltivazione per la diagnosi
di T.vaginalis.

T.vaginalis pud essere osservato anche negli strisci ginecologici colorati con
Papanicolau (72, 73). L’accuratezza di questo metodo € stata confrontata da Krieger et
al. (67) con le tecniche diagnostiche piu comuni ed & risultata piuttosto bassa,
soprattutto a causa dei numerosi falsi positivi osservati.

Negli anni piu recenti sono state proposte diverse tecniche immunologiche per una piu
sensibile e rapida diagnosi di tricomoniasi quali ELISA (74, 75), agglutinazione con
sfere di lattice adsorbite con anticorpi policlonali anti-T.vaginalis (76) e
immunofluorescenza (77, 78), ma nessuna di esse €& finora entrata nella routine di
laboratorio. L’infezione da T.vaginalis determina una risposta immune sia umorale (79)
che cellulo-mediata (80) da parte dell’organismo infettato. Immunoglobuline specifiche
sono osservabili sia nel siero che nelle secrezioni (81-83), per cui tecniche

immunologiche per la ricerca di anticorpi specifici potrebbero costituire un valido
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strumento diagnostico. Tuttavia a causa dell’elevata variabilita antigenica mostrata dal
protozoo (84), non solo tra diversi isolati clinici (85) ma anche nelllambito dello stesso
ceppo (86-88), non & stato possibile finora applicare tali metodiche alla diagnosi di
laboratorio.

Sono state messe a punto metodiche molecolari per I'evidenziazione del DNA del
protozoo nei fluidi vaginali. Riley et al. (89) tra i primi hanno proposto una reazione di
amplificazione genica PCR per la diagnosi di tricomoniasi che prevede l'utilizzo dei
primers TVA5 e TVAG specifici per una sequenza genomica di 102 bp chiamata A6p.
Essi hanno incontrato tuttavia non poche difficolta nell'individuare un segmento di DNA
che potesse costituire un bersaglio adeguato per questo tipo di diagnosi molecolare:
T.vaginalis infatti presenta una notevole variabilita genotipica, oltre che fenotipica, tra i
diversi isolati clinici. Successivamente & stata proposta un'altra reazione da Rappelli e
coll. (90) che utilizza come bersaglio molecolare il gene codificante per una adesina di
T.vaginalis: la p65.

Sono stati inoltre descritti primers specifici per il gene della B-tubulina di T.vaginalis
TUB1 e TUB2 che permettono I'amplificazione specifica di un frammento di DNA di 112
bp. La sensibilita di tali primers, testati su campioni clinici quali tamponi vaginali, ha
valori compresi tra 85 e 100%. Naruyasu e coll. (91) hanno recentemente descritto un
sistema che permette di identificare simultaneamente sedici microrganismi responsabili
di infezioni a carico dell’apparato urogenitale. Tale sistema permette anche di
evidenziare l'esistenza di correlazioni tra le diversa infezioni. In particolare per
l'identificazione di T.vaginalis essi hanno utilizzato una reazione di PCR che ha come
bersaglio molecolare una porzione di circa 312 paia di basi del gene codificante per

I’'RNA ribosomiale 18S.
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La PCR, tuttavia, non & entrata nella routine della diagnosi di tricomoniasi nelle donne
(92, 93). Infatti la diagnosi viene, nella maggior parte dei casi, eseguita mediante
esame microscopico e piu raramente esame colturale, che sono certamente piu alla
portata della maggior parte dei laboratori rispetto all’analisi biomolecolare.

La PCR sembra invece essere il sistema diagnostico piu efficace e promettente nella
diagnosi di tricomoniasi nelluomo. Infatti i metodi diagnostici tradizionali sono piu
difficoltosi, ad esempio 'esame colturale prevede la raccolta sia di tamponi uretrali che
del sedimento delle urine per ottenere un maggior numero di protozoi nel campione
(94). Schwebke e coll. (95) hanno dimostrano che la sensibilita della PCR nei campioni
di urine € del 100% mentre sui campioni derivanti da tamponi uretrali € del 80%.
Recentemente Caliendo e coll. (96) hanno descritto una reazione di Real Time PCR
che utilizza come bersaglio molecolare una regione di 67 paia di basi di una sequenza
ripetuta del genoma di T.vaginalis (Gene Bank Acces.numb. L23861). Confrontando la
sensibilita di tale sistema con i metodi diagnostici tradizionali, essi hanno dimostrato
che la Real Time PCR ha una sensibilita notevolmente superiore rispetto al’esame

colturale, permettendo di rilevare il 40% in piu dei campioni positivi.

Patogenicita

T.vaginalis, pur essendo l'agente eziologico di una delle piu diffuse malattie a
trasmissione sessuale, € uno dei protozoi meno studiati per quanto riguarda i
meccanismi di patogenicita e le caratteristiche di virulenza.

L’infezione da T.vaginalis comporta un danno dell’epitelio vaginale e un importante
produzione di secreto. In che modo il protozoo determini questi mutamenti patologici &

oggetto di dibattito sin dagli anni ‘40 (97, 98). Houge (99) per prima ha descritto I'effetto
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di T.vaginalis sulle colture cellulari. L’esposizione di cellule di diversa origine a protozoi
vivi comportava una loro “retrazione”, osservabile anche quando le cellule erano
messe a contatto con supernatanti filirati del protozoo. Queste prime osservazioni
suggerivano che T.vaginalis danneggiasse le cellule mediante tossine secrete. Kotcher
e Hoogasian (100) hanno studiato I'effetto dei protozoi vivi su espianti primari da
embrioni di pollo e cellule di derivazione umana. Essi non sono stati in grado di
riprodurre gli stessi effetti usando filtrati del protozoo, ed hanno percid concluso che il
danno alle cellule bersaglio avviene per “via meccanica”, cioé dovuto all'azione
meccanica dei flagelli del protozoo. Christian et al. (101) e Kulda (102, 103) sono giunti
a conclusioni simili usando diverse cellule bersaglio.

Honigberg e Ewalt (104) hanno suggerito che T.vaginalis danneggi le cellule dell’'ospite
sia mediante contatto diretto che attraverso la produzione di fattori secreti. Immagini di
microscopia elettronica hanno evidenziato il passaggio di T.vaginalis dalla morfologia
sferica a quella ameboide nel contatto con le cellule epiteliali, associato alla formazione
di pseudopodi (105, 106). Queste osservazioni sono state interpretate come un’attiva
fagocitosi delle cellule epiteliali da parte del protozoo (105, 107). Heath ha osservato la
distruzione del monostrato cellulare dopo contatto con aggregati di protozoi,
suggerendo che “il contatto tra protozoi e cellule bersaglio & un fattore importante nella
patogenesi’ (108). Questa conclusione & stata supportata dai lavori di Alderete (109,
110) che, studiando l'effetto di T.vaginalis su diverse linee cellulari, ha osservato
lassenza di lisi utilizzando protozoi fissati o supernatanti di colture filtrati. Le
osservazioni sperimentali tuttavia non andavano generalmente oltre la constatazione di

un danno a carico dei vari monostrati cellulari utilizzati.

18



Sono stati piu recentemente descritti i principali meccanismi coinvolti nell’effetto
citopatico: I'adesione cellula-cellula (111-115) e l'interazione con i componenti della
matrice extracellulare (116); la lisi della cellula bersaglio (117-119) e la fagocitosi di
questa e di batteri costituenti la flora vaginale (120); infine la secrezione di fattori
solubili. Tra essi sono descritti proteasi extracellulari (121-123) e un prodotto di
secrezione cellulare, chiamato cell-detaching factor (CDF), che determina in vitro il
distacco di cellule da un monostrato e quindi la possibile disgregazione di un epitelio in
vivo (124).

L’adesione di T.vaginalis alle cellule bersaglio &€ un passaggio critico nella patogenesi
del parassita, indispensabile perché si verifichi la lisi della cellula bersaglio (125, 126).
La trasformazione del protozoo in senso ameboide determina la formazione di aree in
cui il protozoo si trova a stretto
contatto con la cellula bersaglio
isolate dall’ambiente esterno,
nelle quali & possibile ottenere
condizioni ottimali per Iattivita
| dei diversi effettori di

patogenicita (127).

L’'osservazione dell’'interazione
tra T.vagina/i; e. cellule dell’épitelio vaginale umano (HVEC), ha permesso di
evidenziare che nelle zone di contatto tra le due cellule le membrane sembrano
fondersi. Il parassita non penetra attraverso gli epiteli, ma aderisce alle cellule epiteliali

formando delle interdigitazioni, ed & percid considerato non invasivo. E’ stato osservato

che gia dopo cinque minuti di contatto T.vaginalis aderisce alle cellule, assumendo una
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morfologia ameboide. Dopo due ore di interazione con i protozoi, le HVECs mostrano
una mortalita del 90% mentre i protozoi sono tutti vitali (128). La modificazione della
morfologia del protozoo, durante I'adesione al target cellulare, & una conseguenza del
riarrangiamento del citoscheletro, associato ad una ridistribuzione della a-actinina,
normalmente distribuita omogeneamente nel citosol, che viene concentrata nella
periferia della cellula (126).

La superficie cellulare di T.vaginalis € un mosaico di molecole proteiche che giocano
un ruolo fondamentale nell’adesione alle cellule ospiti € alla matrice extracellulare,
nell'interazione ospite-parassita, nell’acquisizione di nutrimenti da parte del protozoo
(129).

Alderete et al. (130) hanno dimostrato I'esistenza di due classi di molecole
direttamente coinvolte nell’adesione del protozoo alle HVECs: le adesine e le cistein
proteasi. Alderete descrive quattro proteine coinvolte nell’adesione del protozoo alla
cellula ospite: AP65, AP51, AP33, AP120 (113, 131), la cui espressione genica sembra
essere regolata a livello trascrizionale dalla disponibilita di ferro (112, 132), e dalla
presenza di cistein-proteasi (130, 133). Il contatto iniziale con la cellula ospite
determina una modificazione conformazionale del protozoo in senso ameboide, con
produzione di pseudopodi seguita da un aumento della sintesi delle adesine (134).
Tuttavia i dati presenti in letteratura riguardanti tali proteine sono controversi. Infatti le
quattro proteine adesive sono state individuate anche negli idrogenosomi, dove sono
coinvolte in attivita metaboliche. L’AP65 corrisponde all’enzima malico, I'AP51
costituisce la subunita beta del’enzima Succinil-CoA Sintetasi, mentre I'AP33
costituisce la subunita alfa di tale enzima, infine I'AP120 corrisponde all’enzima

Piruvato-ferridossina ossidoriduttasi (135, 136). Alcuni autori descrivono la presenza di
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tali proteine esclusivamente a livello idrogenosomale, mentre altri affermano una
doppia localizzazione, sia negli idrogenosomi che nella membrana plasmatica del
protozoo (137, 138).

E’ invece certa la presenza sulla superficie cellulare di T.vaginalis di una glicoproteina
altamente immunogenica chiamata P270. Tale proteina, caratterizzata da una
organizzazione strutturale tipica delle proteine transmembrana eucariotiche,
probabilmente & coinvolta nel legame con molecole esterne (116).

T.vaginalis possiede inoltre sulla membrana plasmatica recettori proteici per una
proteina della matrice extracellulare, la fibronectina (139). Non & chiaro perd se tali
recettori siano coinvolti in meccanismi di adesione, di acquisizione di nutrimenti o in
entrambi i processi (140). Honigberg et al. (141) hanno caratterizzato dei lectin-binding
carbohydrates sulla superficie di T.vaginalis, successivamente Cappuccinelli et al.
(142) hanno descritto il loro ruolo nell’adesione a superfici di vetro. La presenza di
carboidrati sulla membrana plasmatica sembra essere correlata con la virulenza ed in
particolare con la lisi degli eritrociti (143), con la fagocitosi delle cellule bersaglio (144)
e con la suscettibilita ai farmaci (145).

Nel genoma di T.vaginalis & stata recentemente identificata una famiglia di 656 geni
che codificano per proteine caratterizzate dalla presenza di un caratteristico leucine-
rich repeat (129). E’ noto che sia i leucine-rich repeat che i proline-rich repeat mediano
interazioni di tipo proteina-proteina e sono presenti in proteine di membrana con
funzione di adesine (146, 147).

Tali proteine sono state chiamate BspA-like proteins sulla base della similarita con il
gene della BspA protein di Tannerella forsythensis (148) batterio patogeno della

mucosa orale umana. BspA & una proteina di superficie capace di legare la
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fibronectina e il fibrinogeno e gioca un’importante ruolo nella colonizzazione della
cavita orale da parte di T. forsythensis.

Dei 656 geni individuati nel genoma di T.vaginalis, 178 codificano per proteine
caratterizzate dalla presenza di un dominio transmembrana. Tra questi & stato studiato
in particolare il gene codificante per una proteina di superficie di 625 amminoacidi
(TvBspA-like-625), caratterizzata dalla presenza di 12 leucine rich repeats ed un
proline rich repeat (149). TvBspA-like-625 & stata localizzata, attraverso tecniche di
microscopia confocale, sulla membrana plasmatica del protozoo.

E’ noto che l'interazione di T.vaginalis con le proteine dell'ospite quali fibronectina e
fibrinogeno determina modificazioni all’interno della cellula che coinvolgono le proteine
del citoscheletro actina ed a-actinina, con conseguenti modificazioni della morfologia
del protozoo (150, 151). Sulla base delle caratteristiche di sequenza, & possibile che
TvBspA-like-625 sia coinvolta in alcune di queste risposte.

Esperimenti di adesione in vitro hanno permesso di evidenziare che le cellule epiteliali
durante l'infezione da Trichomonas vaginalis perdono la morfologia tipica diventando
tondeggianti, con conseguente disgregazione del monostrato cellulare. Quando il
protozoo entra in contatto con una cellula target produce enzimi proteolitici, tra cui le
spectrinasi, che degradano la spectrina, un componente del citoscheletro della cellula
bersaglio, determinando la perdita della caratteristica morfologia cellulare (152). Non &
noto il preciso meccanismo attraverso il quale la spectrinasi penetra nella cellula
bersaglio, ma si ipotizza che essa venga rilasciata in vescicole che poi si fondono con
la membrana del bersaglio, o che sia direttamente iniettata nella cellula bersaglio. In

ogni caso il contatto tra le due cellule & indispensabile per tale processo (126).
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La capacita di aderire in vitro tuttavia non sembra essere direttamente correlata con la
virulenza: ceppi virulenti isolati da pazienti sintomatici mostrano differenze nella loro
abilita di aderire alle cellule dell’ospite (153).

E' stato inoltre dimostrato un meccanismo patogenetico contatto-indipendente, e
Hogue é stato il primo a riportare che nella patogenesi di T.vaginalis sono coinvolti
anche meccanismi contatto-indipendenti (154). North (155,156) ha caratterizzato e
purificato numerose proteinasi di T.vaginalis. Le piu rappresentate sono le cistein-
proteasi, di cui ne sono state identificate 23 in elettroforesi bidimensionale (157, 158).
Esse sono coinvolte in diversi aspetti della patogenicita del protozoo (159), quali
I'effetto citotossico, la lisi degli eritrociti (117), nell’adesione alle cellule epiteliali (160) e
nell’evasione delle difese immunitarie (161).

Tra i prodotti di secrezione di T.vaginalis & stato descritto il cell detaching factor (CDF),
che determina in vitro il distacco di cellule da un monostrato e quindi la possibile
disgregazione di un epitelio in vivo. CDF & una glicoproteina di 200 kDa (124),
immunogena, la cui attivita € influenzata dal pH, con un optimum a pH 6,5 che & quello
presente in vagina quando linfezione € in atto. | livelli di CDF sono correlati con la
severita della sintomatologia clinica, infatti 'aumento della produzione di CDF
determina un esacerbarsi dei sintomi (124). La produzione di CDF sembra inoltre
essere influenzata dalla concentrazione di estrogeni in vagina. E’ stato infatti osservato
che in vitro la produzione di CDF decresce in presenza di 3-estradiolo.

Il rilascio di CDF e proteasi da parte di T.vaginalis, in vivo, determina la degradazione
di proteine dell’ospite, quali laminina, vitronectina ed altri componenti della matrice

extracellulare, causando il distacco delle cellule dai tessuti epiteliali (162-164).
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Per meglio comprendere il meccanismo di patogenicita del protozoo, negli anni passati
é stato allestito un modello sperimentale, basato sull'interazione in vitro tra T.vaginalis
ed eritrociti umani. E’ noto infatti che T.vaginalis & in grado di emolizzare i globuli rossi
di differenti specie, dai quali acquisisce lipidi e ferro che non riesce a sintetizzare
autonomamente e che gli sono indispensabili per sopravvivere (119). La lisi degli
eritrociti sembra essere mediata da interazioni specifiche ligando-recettore tra protozoo
e globulo rosso. Inoltre i globuli rossi rappresentano un bersaglio fisiologico dell'azione
di T.vaginalis durante l'infezione.

L'utilizzo di eritrociti come cellule bersaglio per lo studio dell’attivita citolitica del
protozoo presenta alcuni importanti vantaggi rispetto all’utilizzo di cellule epiteliali.
Innanzitutto gli eritrociti sono piu semplici, e quindi costituiscono un modello piu
facilmente studiabile. Inoltre sono sino a 100 volte piu sensibili all'azione di alcune
citolisine (165) ad esempio alle perforine dei linfociti T. Infine la lisi delle emazie pud
essere quantificata molto semplicemente, misurando spettrofotometricamente
I'emoglobina rilasciata nel supernatante. Lo studio in vitro dell'interazione di T.vaginalis
con i globuli rossi ha permesso di definire alcune importanti caratteristiche del
meccanismo citolitico del protozoo.

Esperimenti di emolisi condotti separando i protozoi dai globuli rossi attraverso una
membrana semipermeabile, o incubando preventivamente i protozoi con un siero di
coniglio anti-T.vaginalis hanno permesso innanzitutto di confermare la contatto
dipendenza del fenomeno (5, 7). L’agglutinazione dei globuli rossi da parte di
T.vaginalis avviene dopo 2-3 minuti dal contatto. In altri esperimenti i protozoi o i

globuli rossi venivano preventivamente trattati con enzimi proteolitici, quali la tripsina,
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tale trattamento inibiva I'emolisi evidenziando il coinvolgimento di recettori proteici
presenti su entrambe le membrane nel meccanismo di adesione (7).

La capacita di T.vaginalis di lisare i globuli rossi con cui viene a contatto dipende dalla
temperatura. Infatti, il fenomeno & fortemente inibito a 20°C e a 4°C, mentre ha un
optimum a 37°C. Un'altra importante caratteristica dell’attivita citolitica di T.vaginalis &
la calcio-dipendenza del fenomeno. Infatti in esperimenti condotti in presenza di EDTA,
un chelante del calcio, & stato dimostrato che concentrazioni 4 mM di EDTA inibiscono
completamente I'emolisi, mentre concentrazioni inferiori riducono I'attivita emolitica. La
capacita di danneggiare le membrane delle cellule bersaglio non & invece alterata
quando al campione viene addizionata insieme allEDTA una quantita equimolecolare
di CaCl,, a dimostrazione che l'effetto inibitorio &€ dovuto alla capacita di chelare ioni
Ca"" delllEDTA e non ad un effetto tossico diretto della molecola (7).

Un altro importante fattore che influenza effetto citopatico di T.vaginalis & il pH. In vivo
I"infezione da T.vaginalis determina un innalzamento del pH vaginale che & stato
messo in relazione con un'intensa fagocitosi da parte del protozoo dei lattobacilli
presenti, che sono tra i maggiori responsabili del'ambiente acido della vagina. Infatti il
pH vaginale, che in condizioni normali presenta valori intorno a 4.5, aumenta nel 66-
91% dei casi portandosi a valori intorno a 5.0-6.0 (15). Negli anni passati Garber e
Bowie (166) hanno suggerito che bassi valori di pH possano costituire fattori importanti
per la lisi contatto-dipendente delle cellule epiteliali da parte del protozoo. Pindak (167)
invece ha suggerito l'esistenza di una citotossicita indipendente dal contatto tra
T.vaginalis e cellule bersaglio, che l'autore ha imputato direttamente all'acidita dei

prodotti secreti dal protozoo.
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Fiori et al. (7) hanno dimostrato I'esistenza di un'emolisi contatto-indipendente. Infatti in
esperimenti nei quali veniva valutata I'attivita emolitica di supernatanti di Trichomonas
vaginalis, ottenuti incubando i protozoi in tamponi a diversi valori di pH, si osservava
lisi delle emazie solo quando il pH aveva valori inferiori a 6.5 . Questi risultati danno
una spiegazione del fatto che la lisi delle cellule bersaglio apparisse contatto-
dipendente negli esperimenti tradizionali. Infatti questi venivano condotti a valori di pH,
intorno alla neutralita, non permissivi per I'emolisi contatto-indipendente. Il pH acido
agisce sia inducendo la secrezione di un fattore emolitico, sia condizionandone la
funzionalita.

Il pH acido & da considerarsi pertanto un fattore regolatore dell'emolisi € non, come
invece suggeriva Pindak (167), il diretto responsabile della lisi delle emazie. Infatti
globuli rossi di controllo, incubati in tamponi con valori di pH corrispondenti a quelli dei
supernatanti emolitici, non lisavano affatto.

L'insieme delle caratteristiche dell'emolisi hanno portato ad ipotizzare un meccanismo
citopatico mediato da proteine del tipo delle perforine, anche dette proteine formanti
poro (168). Esse sono proteine caratterizzate dalla capacita di inserirsi nella membrana
delle cellule bersaglio e di formare in essa un poro funzionale permeabile a piccoli ioni
(169). Il meccanismo di azione di una proteina formante pori pud essere cosi riassunto:
quando una proteina formante poro viene inserita nella membrana bersaglio determina
la formazione di un canale che rende la membrana semipermeabile, consentendo il
libero passaggio di piccoli ioni attraverso essa. Gli ioni si muovono cosi liberamente
secondo il proprio gradiente elettrochimico, a differenza di quanto fanno le molecole
piu grandi, che non riescono a passare attraverso il canale formato dalla perforina. I

fenomeno determina cosi un effetto Donnan, con conseguente ingresso all'interno
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della cellula bersaglio di molecole di acqua in risposta alle differenze di pressione
osmotica che si vengono a creare attraverso la membrana. L'ingresso di acqua porta
ad un rigonfiamento della cellula ed infine alla sua lisi. Questa lisi cellulare, per le
modalita che la caratterizzano, & anche detta "colloido-osmotica".

L'azione delle proteine formanti poro sulle cellule bersaglio pud essere inibita dai
"protettori osmotici". Infatti, poiche la lisi & dovuta alla pressione colloido-osmotica
intracellulare, conseguenza dell'alterato scambio di piccole molecole, essa pud essere
inibita mettendo le cellule in presenza di molecole con diametro effettivo superiore a
quello dei pori. Tali molecole infatti, non potendo attraversare liberamente il canale del
poro, generano una pressione osmotica extracellulare che controbilancia quella
interna, e si oppongono cosi di fatto al rigonfiamento e alla lisi. L'abilita di una certa
molecola di bloccare la lisi colloido-osmotica pud dare anche una stima del diametro
interno del canale transmembrana generato dalla perforina. L'uso di protettanti
osmotici ha permesso di determinare il diametro dei pori prodotti da T.vaginalis sulle
cellule bersaglio che & compreso tra 1.14 e 1.34 nanometri. Questi esperimenti hanno
confermato l'ipotesi della formazione da parte di T.vaginalis di pori funzionali sulle
membrane bersaglio, e danno una misura del diametro interno del canale
transmembrana responsabile della lisi cellulare (6).

La lisi contatto-dipendente e quella da prodotti secreti sono in conclusione riconducibili
ad un unico meccanismo, mediato dall'inserzione sulla membrana bersaglio di una
proteina in grado di formare pori funzionali con diametro di circa un nanometro. La
secrezione e l'attivita biologica della perforina sono fortemente condizionate dalle

condizioni di pH dell'ambiente, che deve essere inferiore a 6.5.
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L'intima adesione tra T.vaginalis e cellula bersaglio & effettivamente necessaria perché
avvenga la lisi: essa infatti garantisce la creazione di un microambiente tra membrana
e membrana nel quale si verificano le condizioni di pH acido e di concentrazione di
fattori litici permissive per la lisi (5-7). Il protozoo, una volta adeso alla cellula bersaglio,
secerne enzimi coinvolti nel determinare e mantenere le condizioni acide nel
microambiente che viene a formarsi. Tutte queste caratteristiche del processo emolitico
supportano l'ipotesi del coinvolgimento di proteine formanti poro solubili (7).

Alle basse temperature la lisi & inibita, ma non il contatto tra protozoo e cellula
bersaglio, suggerendo che si tratti di fenomeni distinti. E' stato cosi possibile ipotizzare
un meccanismo citopatico di T.vaginalis che richiede una prima fase di intimo contatto
tra le membrane effettore e bersaglio, seguita dall'inserzione di molecole formanti poro

ed infine dal distacco del protozoo e la lisi della cellula bersaglio.

Proteine formanti poro

La formazione di pori sulle membrane di cellule bersaglio &€ una strategia di
attacco/difesa diffusa tra gli organismi filogeneticamente piu diversi, dai batteri
alluomo. | linfociti T citotossici e le cellule NK del sistema immunitario ad esempio
utilizzano un meccanismo mediato da perforine per lisare le cellule bersaglio (170-
173). Sono proteine formanti poro anche molti veleni presenti in natura, come ad
esempio la mellitina, il piccolo polipeptide anfipatico che costituisce fino al 50% del
peso del veleno dell'ape Apis mellifera, o la barbatolisina, presente nel veleno della
formica rossa Pogonomyrmex barbatus. Anche la sogliola marina Pardachirus
pavonius produce sostanze con attivita perforinica, che sembrano agire come repellenti

per gli squali (174). Tra i microorganismi molti hanno sviluppato un meccanismo di
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offesa che utilizza proteine formanti poro (175). Tra essi vi sono diversi batteri, come
alcuni ceppi uropatogeni di Escherichia coli, produttori di una emolisina calcio-
dipendente (176-180) che inserendosi nelle membrane bersaglio forma un poro di circa
3 nanometri, e Staphylococcus aureus che secerne l'a-tossina, molecola che
polimerizza formando dei canali nelle membrane (181-184).

Un'altra classe di proteine formanti poro € quella appartenente alla famiglia delle
saposin-like protein, o SAPLIP. Questa & una famiglia estremamente conservata di
piccole proteine (circa 75-77 aminoacidi), con un’alta omogeneita strutturale,
caratterizzata dalla presenza di un dominio, detto Saplip, molto conservato (185, 4).
Alla famiglia delle Saplip appartengo anche proteine umane, cofattori nel metabolismo
lipidico. Infatti nei lisosomi la degradazione di alcuni sfingolipidi richiede la presenza di
quattro piccole glicoproteine chiamate saposine che derivano da precursori noti come
prosaposine, che dopo clivaggio enzimatico generano le saposine A, B, C e D (186).
Le proteine mature sono costituite da circa 80 residui aminoacidici, contenenti ciascuna
un dominio Saplip. In particolare SapA stimola I'attivita dell'enzima che degrada la
glucosilceramide determinando delle modificazioni conformazionali nell'enzima stesso;
SapB agisce solubilizzando i sulfatidi e rendendoli accessibili all'enzima coinvolto nella
degradazione di questi; SapC agisce formando un complesso con l'enzima che
degrada la glucosilceramide, e favorendo l'interazione enzima-substrato; SapD ¢ la piu
abbondante saposina nei tessuti, agisce legando [I'enzima degradativo della
glucosilceramide. Deficienze nella produzione delle saposine B e C sono state
associate a disordini nello stoccaggio dei lipidi (186, 187).

Un’altra proteina appartenente alla famiglia delle Saplip & la proteina B del surfattante

polmonare SpB (188), un complesso di fosfolipidi cui sono associate specifiche
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proteine, implicato nel ridurre la tensione superficiale all'interfaccia aria-liquido nelle
pareti dei condotti distali delle vie aeree e negli alveoli. SpB viene prodotta dalle cellule
di tipo Il negli alveoli, sotto forma di precursore che viene clivato enzimaticamente
dando origine alla proteina biologicamente attiva (189).

Anche la sfingomielinasi acida appartiene alla famiglia delle proteine Saplip. Si tratta di
un enzima lisosomiale che idrolizza la sfingomielina in ceramide e fosfatidilcolina, che
puo prendere parte alla via di trasduzione del segnale mediata da TNFa ed ha attivita
fosfolipasica (190). La sequenza aminoacidica della proteina & caratterizzata dalla
presenza di un dominio Saplip di 76 residui aminoacidici € da una regione contenente il
sito catalitico. La forma matura dell'enzima € un singolo polipeptide. E' stato osservato
che la deficienza di tale enzima risulta in un disordine nello stoccaggio lisosomiale
della sfingomielina (191).

Le proteine appartenenti alla famiglia delle SAPLIP, nonostante I'evidente eterogeneita
funzionale, sono accomunate dalla capacita di
interagire con i lipidi. Questo tratto comune &
determinato dalle caratteristiche strutturali di tali
proteine. Difatti le SAPLIP mostrano un dominio

comune, dominio Saplip, caratterizzato da uno

scheletro conservato di 6 residui di cisteina in

posizione invariante, che vanno a formare tre ponti : .
Fig. 2 Struttura terziaria tipica di un

dominio Saplip

disolfuro e da un’abbondanza di residui idrofobici.
La sequenza aminoacidica si ripiega a formare 5 alfa-eliche interconnesse da 3 ponti

disolfuro, organizzazione tipica di tutte le SAPLIP (4, 185) (Fig. 2).
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Tra i protozoi patogeni per l'uomo, Entamoeba hystolitica e Naegleria fowleri
producono delle proteine formanti poro, chiamate rispettivamente Amoebapore e
Naegleriapore, che contribuiscono all’azione patogena di questi protozoi, e che
appartengono alla famiglia proteica SAPLIP (3).

Entamoeba histolytica (Fig. 3) € l'agente eziologico della amebiasi, un’infezione a
carico dell'apparato gastrointestinale che pud diffondersi extraintestinalmente e
arrivare al fegato determinando una massiccia distruzione dei tessuti. | mediatori
dellattivita di killing del protozoo sono pore-forming proteins (192). Tali proteine sono
state ampiamente caratterizzate e sono state individuate tre isoforme note come
Amoebapore A, B e C, che mostrano attivita battericida
e citolitica verso cellule nucleate. Esse hanno anche
caratteristiche strutturali conservate, cid suggerisce
che le tre isoforme abbiano un meccanismo di
formazione dei pori simile. Nonostante tutto Ila
sequenza aminoacidica delle isoforme B e C mostra un

identita con Amoebapore A solo del 57 e 47%

rispettivamente (193, 194). »

Fig. 3 Entamoeba histolytica

Le amoebapores sono contenute in  granuli

citoplasmatici caratterizzati da un pH acido, che vengono liberati nello spazio che si
crea tra le due membrane in seguito al contatto del protozoo con la cellula bersaglio. In
questo modo si ha l'acidificazione del microambiente tra le due membrane, creando le
condizioni ideali perché le Amoebapores possano esplicare la loro funzione. E' noto

infatti che I'attivita di amoebapore A & fortemente dipendente dal pH acido (193, 194).
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Le amoebapores sono analoghe alle granulisine dei linfociti TCD8+ e alle NK-lisine
delle cellule Natural Killer dei mammiferi, molecole ad attivita batteriolitica prodotte dai
linfociti T citotossici e delle cellule NK. E’ stato osservato che cellule di E.histolytica
sottoposte al silencing del gene codificante per amoebapore A perdono la capacita di
esercitare un effetto citopatico su cellule bersaglio (195, 196).

Sono state individuate PFP anche in Naegleria fowleri (Fig. 4), un protozoo flagellato a
vita libera diffuso nelle acque di tutto il mondo. Esso pud compiere il suo intero ciclo
vitale senza parassitare alcun organismo, tuttavia in alcuni casi passando attraverso la
mucosa nasale e il nervo olfattivo, puo invadere il
cervello umano e causare meningoencefalite.
Questa malattia & caratterizzata da una massiccia
distruzione dei tessuti dell’'ospite a causa dell’attivita
citolitica del protozoo (3, 197).

L’attivita citolitica & stata attribuita alla secrezione di

proteine formanti poro che sono state identificate e

Fig. 4 Naegleria fowleri denominate Naegleriapores A e B. Le Naegleriapores hanno

un ampio spettro d’azione, potendo agire sia su cellule
procariotiche che su cellule eucariotiche. Esse vengono prodotte a partire da un
precursore, costituito da piu domini Saplip dal quale si ottengono peptidi
biologicamente attivi costituiti da un unico dominio Saplip, in seguito ad un clivaggio
enzimatico. Il precursore di Naegleriapore A da origine a 3 isoforme diverse, mentre il
precursore di Naegleriapore B da origine a 5 isoforme (198). E’ stato osservato che le

unita singole derivanti da uno stesso precursore non sono presenti in quantita
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equivalenti, probabilmente perché vi sono differenze di stabilita tra le varie unita che
vanno quindi incontro a proteolisi (198).

Il fatto che esista un precursore che viene clivato nelle diverse isoforme proteiche
attive, permette al microrganismo di produrre contemporaneamente diverse proteine
formanti poro, quindi di possedere una maggiore aggressivita ed un pit ampio spettro
di cellule bersaglio. Tutte le isoforme di naegleriapore B hanno attivita batteriolitica sia
su batteri Gram positivi che Gram negativi (197, 198).

Il meccanismo di formazione dei pori da parte di Amoebapore e Naegleriapore & pH
dipendente, cosi come Iattivita emolitica di T.vaginalis. A pH acido un residuo di
Istidina in posizione caratteristica viene protonato, determinando la formazione di un
dimero per interazione elettrostatica con un residuo di acido aspartico carico
negativamente presente in un altro monomero (Fig. 5 A). Di seguito vengono aggiunti
nuovi dimeri sino ad ottenere una struttura esamerica ad anello, che ha la superficie
esterna di natura idrofobica e il canale interno su cui si affacciano residui polari di
natura idrofilica. Il modello strutturale prevede quindi la formazione di un poro di
diametro di circa due nanometri. Questo tipo di struttura si inserisce nelle membrane
delle cellule bersaglio formando un canale che determina la lisi osmotica (194) (Fig. 5

B).

A@dy
¥

Fig 5 A Fig. 5B

. >
% orabs

33



Il ruolo delle pore forming proteins in T.vaginalis & stato finora dimostrato solo
indirettamente, attraverso esperimenti che dimostrano la formazione di pori funzionali
del diametro di circa 1,2 nanometri sulle membrane bersaglio. Tuttavia i geni e gli
effettori coinvolti nell’effetto citopatico del protozoo non sono stati finora descritti.
Partendo dal presupposto che le caratteristiche del meccanismo di patogenicita di
T.vaginalis sono per molti aspetti simili a quelle di Entamoeba histolytica e di Naegleria
fowleri, & ipotizzabile le proteine formanti poro di T.vaginalis presentino un elevato
grado di omologia rispetto a Amoebapores e Naegleriapores.

In questa tesi di Dottorato verra descritta I'individuazione e la caratterizzazione dei geni

codificanti per le proteine formanti poro in T.vaginalis.
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MATERIALI E METODI

Identificazione dei geni TvSaplip 1-12

La ricerca di sequenze codificanti per putative Pore Forming Proteins in Trichomonas
vaginalis & stata possibile grazie al recente sequenziamento del genoma del protozoo.
Utilizzando il Database Tvag_6x_assembly del Trichomonas vaginalis Genome Project
(http://www tigr.org/tdb/e2k1/tvg/) ed il programma tblastn, che permette di individuare
sequenze nucleotidiche omologhe partendo una sequenza amminoacidica, sono state
condotte analisi di similarita. La sequenza aminoacidica utilizzata come query era
costituita dai 98 residui aminoacidici della proteina AmoebaporeA di Entamoeba

histolytica (GenBank nos. P34095):

MKAIVFVLIFAVAFAVTATHQGEILCNLCTGLINTLENLLTTKGADKVKDYISSLCNKASG

FIATLCTKVLDFGIDKLIQLIEDKVDANAICAKIHAC

Analisi delle sequenze geniche

Le sequenze dei 12 Open Reading Frame TvSaplip 1-12 sono state caratterizzate
attraverso i programmi Simple Modular Architecture Research Tool (SMART)
(http://www.ebi.ac.uk), SCANPROSITE (http://www.expasy.org/) e SignalP 3.0 Server
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Essi permettono, a partire da una specifica
sequenza genica, di effettuare un’analisi di sequenza per domini conservati, quindi di

conoscere l'ipotetica struttura della proteina dedotta.
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In particolare i software SMART e SCANPROSITE permettono di individuare nella
struttura della proteina la presenza di domini conservati, la posizione ipotetica di ponti
disolfuro inter ed intracatena e la presenza di siti di glicosilazione. Il software SignalP
3.0 Server permette di predire in una sequenza aminoacidica la presenza e la
localizzazione di un peptide segnale, e il sito di clivaggio del peptide segnale stesso.

Utilizzando il software ClustalW le sequenze aminoacidiche dei domini Saplip sono
state allineate con le sequenze aminoacidiche di Amobapores A, B, C (GenBank nos.
P34095, Q24824 e Q24825) e di Naegleriapores A e B (GenBank nos. AAL01157 e

AAL01158).

Coltivazione di Trichomonas vaginalis

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando i ceppi di riferimento SS-22 e G3 di
T.vaginalis, caratterizzati dall’'assenza del simbionte Mycoplasma hominis,da una
spiccata patogenicita in vitro e da una particolare stabilita fenotipica. | ceppi, isolati da
donne affette da tricomoniasi sintomatica, fanno parte della banca di protozoi del
Dipartimento di Scienze Biomediche dell’'Universita di Sassari.

| protozoi erano mantenuti in coltura mediante passaggi giornalieri in terreno liquido
Diamond’s TYM (trypticase-yeast estract-maltose) (65) addizionato con 10% di siero
fetale bovino (FSB), diluiti con terreno fresco in modo che non superassero mai la
concentrazione di circa 1.5x10° protozoi/ml, a 37°C in atmosfera addizionata con il 5%
di anidride carbonica (63).

Quando non utilizzati per gli esperimenti i protozoi venivano congelati in azoto liquido,
risospesi alla concentrazione di 1x10’ protozoi/ml in soluzione di congelamento (10%

dimetilsolfossido e 90% FBS). Gli esperimenti venivano condotti utilizzando protozoi in
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crescita esponenziale, con vitalita superiore al 99%, determinata microscopicamente

sulla base della moaotilita.

Preparazione delle emazie

Sangue umano di gruppo 0, prelevato in presenza di eparina da donatori sani, era
diluito 5 volte in tampone fosfato pH 7,4 (PBS) e centrifugato a 2000 rpm. Il plasma ed
il “buffy coat” contente le cellule nucleate venivano allontanati, e gli eritrociti lavati tre
volte con lo stesso tampone. Se non utilizzati immediatamente i globuli rossi erano

conservati a 4°C in RPMI per non piu di cinque giorni.

Emolisi da contatto

T.vaginalis in fase esponenziale di crescita sono stati lavati due volte in PBS e
risospesi in PBS addizionato con maltosio 15 mM (PBS-M) ad una concentrazione di
2x10° cellule/ml. Gli esperimenti sono stati condotti in condizioni differenti, utilizzando
come medium PBS-M a pH 6.0 e PBS-M a pH 7.0. Ai protozoi sono stati aggiunti gli
eritrociti umani ottenuti come descritto in rapporto di 20:1 con i protozoi. Le cellule sono
state incubate in atmosfera addizionata con 5% CO, a 37°C e ad intervalli di tempo
predefiniti (0', 30", 60", 90") sono stati prelevati 4 ml della sospensione e centrifugati a
1800 rpm per 10". Il surnatante & stato ulteriormente centrifugato a 14000 rpm per 10',
per eliminare le membrane degli eritrociti lisati, ed & stato analizzato
spettrofotometricamente mediante lettura dell'assorbanza a 546 nm, al fine di
quantificare I'emoglobina rilasciata nel mezzo conseguente all'attivita emolitica dei
protozoi. | controlli erano rappresentati da campioni trattati secondo lo stesso

protocollo ma in assenza di protozoi.
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Estrazione del DNA

Dieci milioni di cellule per ciascun ceppo di Trichomonas vaginalis sono stati lavati 2
volte in PBS ed incubati per 20 minuti a 65°C in 400 ul di tampone TE pH 8.0 (10 mM
Tris HCI, 1 mM EDTA ) addizionato con SDS 1% e 100 pg/ml di Proteinasi K. Il DNA &
stato estratto tre volte con 400 pl di fenolo-cloroformio-alcool isoamilico (25:24:1),
quindi precipitato in 2 volumi di etanolo assoluto e 0.1 volumi di sodio acetato 3 M pH
5.2. Il DNA infine & stato risospeso in tampone TE sterile ad una concentrazione finale

di 0.4 pg/ml e conservato a -20°C fino al momento dell'uso.

PCR

Per ciascun gene TvSaplip da 1 a 12 & stato messo a punto un protocollo di PCR per
determinare l'effetiva presenze delle sequenze specifiche nel genoma dei ceppi di
Trichomonas vaginalsi oggetto dello studio. Utilizzando il programma Oligo Perfect
Designer (Invitrogen) & stata disegnata una coppia di primers specifica per ciascun

gene:
TvSaplip 1 fw 5-GCCAGCTGCCCAACATTAC-3’
TvSaplip 1 rev 5-TCAGCAGCGCGAGACTTC-3’ T.a 55°C Amplicon size: 404 bp

TvSaplip 2 fw 5-ATCTGCGACACATGCGTTACA-3’
TvSaplip 2 rev 5-GGGCGAGCTTGAGGGACTTT-3 T.a. 57°C Amplicon size: 511 bp

TvSaplip 3 fw 5-GCCACGTGCTACAAAGGTT-3’
TvSaplip 3 rev 5-GGCAGCCGGTGGTTCGT-3’ T.a. 53,5°C Amplicon size: 235 bp

TvSaplip 4 fw 5-CCGCCCGGCCATCATTCAG-3’
TvSaplip 4 rev 5-GCAGCCGCCTCCATTAACAACAGT-3 T.a. 56,8°C Amplicon size: 565 bp
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TvSaplip 5 fw 5-AAAAACGGCCTTACACAATGCTC-3’
TvSaplip 5 rev 5-TCACCAGAACGAAGGAAGTAGATG-3

TvSaplip 6 fw 5-CTTATTTGCTAGCGCTGTTTCCTT-3’
TvSaplip 6 rev 5-CATTGTGGGTTTGTCTCTGTTGA-3’

TvSaplip 7 fw 5-TTAGGTAAATGCCGTCCAAAAG-3’
TvSaplip 7 rev 5-TGAGAAATAATAAGGTGAATAAGA-3’

TvSaplip 8 fw 5-GGCGGCCAGTCATCAACAGC-3’
TvSaplip 8 rev 5'-TTATGGAAAATGGCGTGGACCTT-3

TvSaplip 9 fw 5-GAATTTGCCAACCGCTGAA-3’
TvSaplip 9 rev 5-TGCTGCCATGGGAGTTTGT-3

TvSaplip 10 fw 5-CTTGTTATGTGCCCGTCTTGTTGG-3'
TvSaplip 10 rev 5-TCTCGCCTGCCTTAATGTATCTGA-3’

TvSaplip 11 fw 5-GAGCCCAATGTGCCTTTCTT-3’
TvSaplip 11 rev 5-TTTCCTTTTCTATGTACTTGATGA-3’

TvSaplip 12 fw 5-CCAAGCCAGGACCAAAGTG-3’
TvSaplip 12 rev 5-GGGGCCCTCCTGTTATTATTATTC-3’

T.a. 52°C Amplicon size

T.a. 55,8°C Amplicon size

T.a. 48,9°C Amplicon size

T.a. 57,4°C Amplicon size

T.a. 53°C Amplicon size

T.a. 54,5°C Amplicon size

T.a. 49,5°C Amplicon size

T.a. 50,5°C Amplicon size

: 200 bp

: 357 bp

- 272 bp

1162 bp

- 274 bp

- 242 bp

1194 bp

: 148 bp

La mix di reazione per le PCR ¢ cosi costituita: 3,2 ul dNTPs 1,25 mM, 2 ul di Buffer

10X (Invitrogen), 0,75 ul di MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,24 pl di taq Polymerase

Recombinant 5U/ul (invitrogen), 1 pl di ciascun primers 10 mM, 1 yl DNA e H,O fino ad

arrivare ad un volume finale di 20 ul. Le reazioni venivano condotte per 30 cicli (1

minuto di denaturazione, 45 secondi di annealing e 45 secondi di estensione) in un

thermal cycler PCRExpress HYBAID.
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Estrazione RNA

Dalle cellule di T.vaginalis messe a contatto con i globuli rossi per tempi differenti &
stato estratto I'RNA totale. Brevemente, il pellet &€ stato risospeso in 800 ul di Trizol
reagent (Invitrogen) e 200 pl di cloroformio, e centrifugato per 15’ a 12000 rpm a 4°C.
La fase acquosa, contenente gli acidi nucleici, € stata quindi trasferita in una nuova
provetta e precipitata con 500 pl isopropanolo e 1 ul di glicogeno 10 mg/ml per 30’ a -
80°C. | campioni sono stati quindi centrifugati a 12000 rpm per 15’ a 4°C. Eliminato il
sopranatante, i pellets sono stati lavati in 800 ul di etanolo al 75% e centrifugati a
12000 rpm per 5’ a 4°C. Eliminato I'etanolo, i pellets sono stati digeriti con 4 unita di
DNAsil (Invitrogen), mediante incubazione a 37°C per un’ora, per I'eliminazione del
DNA genomico. Successivamente & stata eseguita una seconda estrazione, mediante
aggiunta di 300 pl di acqua RNAsi free, 200 ul fenolo e 200 pl cloroformio, e
centrifugazione a 12000 rpm, per 5 a temperatura ambiente. | campioni sono stati
quindi precipitati in 800 ul di vetanolo assoluto, 60 pl di acetato di sodio e 1 pl di
glicogeno 10 mg/ml per 30 minuti a -80°C.

| pellets ottenuti dopo centrifugazione a 12000 rpm per 15’ a 4°C, sono stati risospesi
in 800 pl di etanolo al 75% e centrifugati a 12000 rpm per 15’ a 4°C. Eliminato I'etanolo
i pellets sono stati risospesi in 50 pl di acqua RNAsi free e conservati a -80°C.

I campioni di RNA ottenuti venivano saggiati in PCR utilizzando i primers: Actin fw 5'-
CCCTTCCACACGCCATCATG-3’ e Actin rev 5-ATCACGAACGATTTCCTTTTCGG-3',
specifici per il gene codificante per I'actina di T.vaginalis per verificare eventuali
contaminazioni da DNA genomico. | campioni che risultavano positivi erano sottoposti

ad una seconda digestione con DNAsi I.
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Retrotrascrizione

A 1pg di RNA totale, per ciascun campione, venivano aggiunti 200 ng di random
primers e 1 pl di ANTPs Mix 10 mM in un volume finale di 10 ul. Dopo un’incubazione
di 5 minuti a 65°C, alla mix di reazione venivano aggiunti 4 pl di First-Strand buffer 5X
(Invitrogen), 2 pl di DTT 0,1 M (Invitrogen) e 1 ul di enzima SuperScript Il (Invitrogen)
(200 U/pul) e i campioni posti a 42°C per 50 minuti. Alla reazione di retro trascrizione

faceva seguito un’incubazione di 15’ a 72°C per I'inattivazione dell’enzima.

RT-PCR

Per verificare che le ORF TvSaplip1-12, fossero trascritte, sono state allestite delle RT-
PCR. Come campione ¢ stato utilizzato cDNA, ottenuto attraverso una reazione di
retrotrascrizione dal RNA totale, estratto da protozoi messi a contatto con eritrociti
umani per due ore. | primers utilizzati sono quelli disegnati per le PCR messe a punto
per verificare la presenza delle sequenze TvSaplip nel genoma di T.vaginalis. Anche i
protocolli per la preparazione della mix di reazione e i cicli di temperatura utilizzati sono

gli stessi delle PCR precedenti.

Real Time PCR Multiplex

I cDNA ottenuti negli esperimenti di contatto tra protozoi ed emazie a tempi differenti
sono stati analizzati in Real Time PCR. A tale scopo sono state allestite delle Real
Time PCR Multiplex che permettessero di valutare modificazioni dei livelli di
trascrizione dei geni TvSaplip1-12 in relazione ad un gene di riferimento, i cui livelli di
trascrizione non fossero influenzati dalle condizioni sperimentali scelte. Si & scelto di

utilizzare il sistema TagMan che prevede I'utilizzo, oltre a primers specifici, di sonde
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marcate con molecole fluorescenti. Questo sistema permette la messa a punto di Real
Time PCR multiplex particolarmente sensibili.
Per ciascun gene sono stati disegnati primers e sonde utilizzando il programma

Beacon Designer (PREMIER Biosoft International):

TvSaplip1 (TVAG_388060) 1.665 bp
fw 5-CGCCGAAATCTGCCAGAAGC-3’
rev 5-TGACGCAGTAGTTGCATAATAGGC-3’
Probe 5-CGCTGCCACAAAGGTTGCCCGCC-3’ Amplicon size 89 bp

TvSaplip2 (TVAG_209200) 1.605 bp
fw 5-TCTGCAAGAAGATCGGCCTTTG-3’
rev 5-AATGGACAAGTTCAACGCACATG-3’
Probe 5-TCCGTCAAGGGTGCCAAGTCCCAG-3 Amplicon size 90 bp

TvSaplip3 (TVAG_393030) 312 bp
fw 5-TTCTTTGCATTATTGGGCCTCATG-3’
rev 5-TTTCCGTCCTCAAGATAGTCTTCG-3’
Probe 5-CTGCTGCTGCCGTTAAGCCACGT-3 Amplicon size 134 bp

TvSaplip 4 (TVAG_473630) 1.149 bp
fw 5-TTCTGTTCAACACAAGGAGTTACTG-3’
rev 5-TCAATTGTTCCAACAACTTTTGTGC-3’
Probe 5-CATGTCGCAGCCGCCTCCATTAACA-3 Amplicon size 77 bp

TvSaplip5 (TVAG_000220) 330 bp
fw 5-ATCTACTTCCTTCGTTCTGGTG-3’
rev 5-TTCTTGGTTTTCATAATATGCAGTG-3
Probe 5-AGCACCGATAAGTCTGCAAGCAGC-3 Amplicon size 90 bp

TvSaplip6 (TVAG_453350) 396 bp
fw 5-CCAACCGAGATTTGCGAGAAGG-3’
rev 5-CTCTGTTGAGAAAGCTGGTCTTCC-3’
Probe 5-TGCCGCAAGGTTCGTGTTAACGCC-3 Amplicon size 123 bp
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TvSaplip8 (TVAG_213250) 381 bp
fw 5'-CTACAGCAAGCTCATGACATTCC-3'
rev 5-TGTGGGAAGTGTGGAGCAAC-3’
Probe 5-CGCGGCGGCCAGTCATCAACAGC-3'

TvSaplip10 (TVAG_392900) 360 bp
fw 5-TTCAAGGGAATTCAACTGTGTTTG-3’
rev 5-ACACAGATTTCTGATGGTTTCTCG-3’
Probe 5-ACCGCAGAAAGATCACCAGCCGC-3’

TvSaplip11 (TVAG_306610) 309 bp
fw 5-GAAATCACAGAAAAGGTTGAAGC-3'
rev 5-CTATGTACTTGATGATTTCTGGAAC-3’
Probe 5-CGCATACCTTCAGGGTGATGCTCA-3'

TvSaplip12 (TVAG_183780) 459 bp
fw 5-CCGAAATATGTAAACTCTTTGATCC-3'
rev 5-ATGGCAAAATTCTTGATTTGTTTTC-3’
Probe 5-TCAGCCTGCATGGACTCGTTGAAC-3'

Amplicon size 147 bp

Amplicon size 144 bp

Amplicon size 109 bp

Amplicon size 122 bp

Inizialmente come gene housekeeping & stato scelto quello codificante per I'actina, una

proteina costituente il citoscheletro del protozoo. Tuttavia tale gene non si € rivelato

adatto alle condizioni sperimentali da noi utilizzate, poiché i livelli di trascrizione

subivano variazioni in seguito al contatto del protozoo con le membrane bersaglio.

E' stato quindi scelto come gene housekeeping il gene codificante I'RNA ribosomiale

18S (Acc.n.U17510 ) i cui livelli di trascrizione rimangono costanti nelle condizioni

sperimentali prese in esame. Sono stati disegnati primers e sonda utilizzando il

programma Beacon Designer:

fw 5-GGGAAACTTACCAGGACCAGATG-3
rev 5-AGCTGAATCAACGCTAGACAGG-3’
Probe 5’-CAACCCACGCACCACCAACGGC-3’

Amplicon size 124 bp
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Tutte le coppie di primers utilizzate sono state sintetizzate dalla ditta Invitrogen, mentre
le sonde sono state sintetizzate dalla ditta Sigma Genosys.

La sonda per il gene housekeeping & stata marcata con le molecole fluorescenti Hex
(hexachlorofluoresceina phosphoramidite 556 nm) all’estremita 5 e Tamra (6-
carbossitetrametilrodamina, 580 nm) all’estremita 3, mentre le sonde per i geni
TvSaplip sono state marcate con le molecole fluorescenti Fam (6-carbossifluoresceina,
518 nm) allestremita 5 e Tamra all’estremita 3’, in modo da poter lavorare
simultaneamente in reazioni di Real Time PCR Multiplex.

Poiché i geni TvSaplip1-12 sono caratterizzati da una spiccata omologia di sequenza,
primers e sonde sono stati disegnati in regioni peculiari per ciascun gene. Inoltre essi
sono stati scelti in modo da poter lavorare in un protocollo di multiplex real time PCR
con il gene housekeeping. Cid €& stato possibile per tutti i geni TvSaplip analizzati
eccetto per il gene TvSaplip7. A causa delle dimensioni estremamente ridotte, non &
stato possibile individuare nella sequenza regioni peculiari che potessero essere
ibridizzate da una sonda specifica. Per il gene TvSaplip7 € stata pertanto messa a
punto una Real Time PCR che utilizza come chimica fluorescente il Sybr green
(Biorad), sistema che non necessita della sonda specifica.

La mix di reazione per le Real Time PCR Multiplex, € cosi costituita: 4 yl dNTPs 200
nM, 2,5 pl di Buffer 10X (Invitrogen), 0,75 pl di MgCl, 50 mM (Invitrogen), 1 pl di taq
Platinum 5U/ul (invitrogen), 0,75 ul di primers 10 mM per il gene TvSaplip e per il gene
housekeeping, 0,5 ul di sonda 10 mM per il gene TvSaplip e per il gene housekeeping,

3 ul cDNA e H,O fino ad arrivare ad un volume finale di 25 pl.
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Sono stati utilizzati i seguenti cicli di reazione:

95°C per 90” 2 cicli
95°C per 15”
54°C per 30” | 50 cicli

72°C per 30”

Per la Real Time PCR per I'analisi del gene TvSaplip 7 & stato utilizzato il seguente
portocollo:

12,5 pl di iQ SYBR green Supermix 2X (Biorad), 0,75 pl di ciascun primer 10 mM, 3 pl
di cDNA ed H,0O fino ad arrivare ad un volume finale di 25 pl. Il termal cycler utilizzato &
il BioRad Icycler IQ real time PCR instrument.

Ciascun campione é stato analizzato in triplicato e ciascun esperimento € stato ripetuto
tre volte con entrambi i ceppi di T.vaginalis presi in esame.

L'espressione relativa dei geni € stata calcolata, in riferimento al’housekeeping gene
rRNA 18S, con la formula 222% utilizzando il foglio di calcolo elettronico Gene
Expression Relative Quantitation (Biorad) che consente, in seguito allinserimento dei
dati ottenuti in real time PCR, di ottenere i valori di incremento o diminuzione dei livelli
di trascrizione rispetto ad un livello basale di trascrizione normalizzati sui valori del
housekeeping. La variazione nell'espressione dei geni & quantificata calcolando

2°8ACT 4 RBC / 2728C Ty |

Clonaggio di TvSaplip 5 e TvSaplip 6
I geni TvSaplip 5 e 6 sono stati clonati utilizzando il vettore di espressione pQE30 che
permette una semplice purificazione dei prodotti ricombinanti espressi. Infatti la

proteina ricombinante ottenuta possiede, all'estremita N-terminale, una coda di sei
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istidine che permette Ila facile

purificazione in cromatografia di GKH

BamHI OvL3-Chitinase HindlllI
affinita  in  colonnine  contenenti Xholr /
particelle di nichel (Kit Ni-NTA Spin

Handbond, Qiagen). Inoltre tale

plasmide possiede il gene per la

resistenza all'ampicillina.

Gli inserti di DNA sono stati ottenuti in

PCR utilizzando la Taqg polimerasi Vent (New England Biolabs) e i seguenti primers:

TvSaplip5 (TVAG_000220) 330 bp
TvSaplip5-cl fw 5-CGGGATCCATGTTTCTTTTCTTA-3’
TvSaplip5-cl rev 5-AACTGCAGTTACTCGACGAAATC-3’ T.annealing 59°C

TvSaplip6 (TVAG_453350) 396 bp
TvSaplip6-cl fw 5-CGGGATCCATGCTCGCATTCTTA-3’
TvSaplip6-cl rev 5-AACTGCAGGATAGCTTCTTCCCA-3’ T.annealing 63°C

| primers fw di entrambe le coppie presentano all’estremita 5’ la sequenza di taglio per
'enzima di restrizione BamHI, evidenziata in rosso. | primers rev sono caratterizzati
dalla presenza all’estremita 5’ la sequenza di taglio per I'enzima di restrizione Pstl,
evidenziata in verde.

La mix di reazione era composta da 5 ul di Buffer 10X, 8 pl di dNTPs, 0,75 ul di MgSO,
1,5 mM, 2,5 pl di ciascun primer 10 mM, 0,6 pl Taqg Vent, 2 ul di DNA e 28,65 ul di

H,0.
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| cicli di temperatura utilizzati per 'amplificazione erano:

94°C per 5’
94°C per 45”
45°C per 45” | 10 cicli
72°C per 45”

94°C per 45”
59/63°C per 45”| 35 cicli
72°C per 45”

72°C per 5’

Il prodotto di PCR ottenuto & stato purificato su colonna (PCR purification Kit Concert ,
Qiagen). Il plasmide e il prodotto di PCR sono stati digeriti con gli enzimi BamHI e Pstl
(Amersham). | prodotti di PCR sono stati quindi clonati all'interno del plasmide pQE30
utilizzando il kit Topo TA cloning (Invitrogen), attraverso una reazione di ligation
catalizzata dall’enzima T4 ligasi.

| vettori di espressione pQE30/saplip5 e pQE30/saplip6, contententi rispettivamente gli
inserti TvSaplip5 e TvSaplip6 sono stati sequenziati dal Servizio Sequenziamento
DNA-BMR Genomics per verificare il corretto inserimento dell’inserto.

Per l'espressione della proteina ricombinate & stato scelto il ceppo Escherichia coli
DH5a preventivamente trasformato con il plasmide pREP4. Il plasmide pREP4
contiene il gene lacl che ha il promotore mutato e produce il repressore /ac in quantita
dieci volte superiori al gene nativo. La presenza di numerose copie dei questo
plasmide consente di ottenere livelli ancora piu alti di repressore /ac. Inoltre, pREP4
contiene anche il gene che conferisce la resistenza all’antibiotico kanamicina. | batteri
sono stati separatamente trasformati con i vettori di espressione pQE30/saplip5 e

pQE30/saplip6, utilizzando il kit rapid Transit (Sigma). Brevemente, Escherichia coli
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DH5a sono stati seminati in terreno LB (Luria Bertani) liquido e incubati per una notte
a 37°C. Un’aliquota della coltura & stata quindi diluita 1:60 in 30 ml di brodo LB e
incubata a 37°C fino al raggiungimento di una densita ottica (0.D.) di 0,4 misurata
spettrofotometricamente a 600 nm. Un ml di coltura & stato centrifugato a 3500 rpm per
10, ed i batteri sono stati risospesi in 50 ul di tampone Rapid Transit (1 vol Rapid
Transit 2x e 1 vol di Recovery medium Sigma). Cinque microlitri del prodotto della
reazione di ligation sono stati addizionati alla sospensione batterica. Dopo 10’ di
incubazione in ghiaccio, sono stati aggiunti 900 pl di Recovery medium (Sigma) e i
batteri sono stati incubati 60 a 37°C. | batteri trasformati, denominati d’ora in poi
rispettivamente DHb5a/saplipb e DH5a/saplip6, sono stati seminati su LB agar
addizionato con ampicillina 100 pg/ml e kanamicina 25 ug/ml e le piastre sono state
incubate per una notte a 37°C.

| batteri sono stati quindi sottoposti a PCR con i primers specifici per i geni TvSaplip5 e

TvSaplip6 per confermare I'avvenuta trasformazione.

Produzione delle proteine ricombinanti

Ai batteri trasformati, coltivati in Luria broth con ampicillina 100 ug/ml e kanamicina 25
Mg/ml, in fase esponenziale di crescita, € stato aggiunto IPTG 1mM. | batteri sono stati
incubati per 4 ore a 30°C in agitazione. Allo scadere di ciascuna ora di induzione &
stata prelevata un aliquota di coltura che & stata processata per I'analisi in SDS-PAGE.
Una stessa quantita di cellule per ciascun tempo di induzione € stata centrifugata per
10’ a 14000 rpm, risospesa in buffer Laemmli (0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 2% SDS; 0,1%

Blu di bromo fenolo; 10% glicerolo; 2,5% B-mercaptoetanolo) e bollita per 2’.
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I campioni sono stati sottoposti a elettroforesi in gel di poliacriiammide al 12.5%, con
un voltaggio applicato di 50 V per 15" e 200 V per 35'. | gel sono stati quindi colorati

con Blu di Comassie per 30 minuti e successivamente decolorati.

Purificazione delle proteine ricombinanti

Escherichia coli DH5a/saplipb e DH5a/saplip6 sono stati incubati in LB con ampicillina
100 pg/ml e kanamicina 25 pg/ml, per una notte a 30°C. La coltura & stata rilanciata in
30 ml di LB con antibiotici fino al raggiungimento di una densita ottica di 0,6 misurata a
600 nm, ed é stato aggiunto IPTG 1mM. | batteri sono stati quindi incubati per 4 ore a
30°C in agitazione. Per mantenere la crescita esponenziale dopo due ore di induzione
sono stati aggiunti alla coltura 10 ml di LB liquido con ampicillina 100 pg/ml,
kanamicina 25 pg/ml e IPTG 1 mM.

La proteina ricombinante & stata purificata per cromatografia di affinita (Kit Ni-NTA Spin
Handbond Qiagen). |l pellet di batteri & stato risospeso in buffer A pH 8 (6 M Guanidine
HCI, 0,1 M NaH,PQO,, 0,01 M Tris-HCI € 10 mM imidazolo) ed incubato per 90 minuti in
agitazione a temperatura ambiente. || campione & stato centrifugato per 10 minuti a
14000 rpm, ed il sopranatante e stato caricato nelle colonnine Ni-NTA Spin Handbond
(Qiagen), e centrifugato per 1° a 14000 rpm. La colonnina & stata lavata 3 volte
mediante centrifugazione per 1’ a 14000 rpm con buffer C pH 6,3 (8 M Urea, 0,1 M
NaH,PO, e 0,01 M Tris-HCI) contenente imidazolo 10 mM. Le proteine ricombinanti
sono state infine eluite dalla colonnina due volte con 100 ul di buffer E pH 4,5 (8 M

Urea, 0,1 M NaH,PO4 e 0,01 M Tris-HCI).

49



Di ogni frazione ottenuta durante il processo di purificazione sono stati prelevati 10 pl
per I'analisi in SDS-PAGE in gel di acrilamide al 12,5 %. Ad essi sono stati aggiunti 10

pl di Laemmli 2x e bolliti per 2’

Quantificazione delle proteine purificate

La proteina purificata & stata quantificata mediante Saggio di Bradford. Preparata una
soluzione di albumina 10mg/ml, sono state allestite 12 diluizioni in acqua milliQ a
partire da questa. Cinque microlitri di ciascuna diluizione sono stati distribuiti in pozzetti
di una piastra da 96 pozzetti, ciascuna diluizione & stata caricata in triplicato. Il bianco
era costituito da acqua milliQ sterile.

Una volta caricati sulla piastra i campioni, anch’essi in triplicato, sono stati aggiunti per
ciascun pozzetto 195 ul di reagente di Bradford. Dopo 15 di incubazione a

temperatura ambiente, i campioni sono stati letti allo spettrofotometro a 595 nm.

Produzione di anticorpi policlonali murini

Le proteine purificate sono state utilizzate come antigene per la produzione di anticorpi
monoclonali e policlonali in topi Balb-c.

Al fine di ottenere anticorpi murini specifici per le proteine ricombinanti Tvsaplip 5 e 6,
topi di ceppo Balb-c di sesso femminile di eta compresa tra le 4 e 6 settimane sono
stati separatamente inoculati con le proteine ricombinanti in peritoneo e sotto cute, con
dosi di 25 ug, in adiuvante completo di Freund. Gli inoculi sono stati ripetuti per 3 volte

a distanza di 15 giorni. Dieci giorni dopo I'ultimo inoculo i topi sono stati sacrificati.
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Immunoblotting

La proteina ricombinante TvSaplip 6 € stata analizzata in immunoblotting utilizzando gli
anticorpi policlonali prodotti e sieri ottenuti da donne affette da tricomoniasi. | campioni
utilizzati sono stati ottenuti da una coltura di Escherichia coli DH5a/saplip6 e indotti a
produrre la proteina ricombinante con IPTG 1 mM per quattro ore.

I campioni sono stati preparati per I'elettroforesi su gel di acrilamide al 12.5%: una volta
centrifugati, i sedimenti sono stati risospesi in Buffer Laemmli e bolliti per 2'.

Dopo l'elettroforesi le proteine sono state trasferite su una membrana di nitrocellulosa,
per 50 minuti a 50V.

Le membrane sono state saturate per un’ora in PBS addizionato con Tween20 0.05%
e albumina 3%, quindi con i diversi anticorpi primari. In particolare sono stati utilizzati
nei diversi esperimenti: 1) anticorpi a-TvSapilip6 murini ottenuti come descritto
(diluizione 1:300)

2) 15 sieri di donne affette da tricomoniasi (diluizione 1:200)

3) un siero policlonale di coniglio immunizzato con proteine totali di T.vaginalis
(diluizione 1:300)

Dopo estensivi lavaggi le membrane sono state incubate con il relativo anticorpo
secondario: a-mouse IgG (diluizione 1:2000), a-human IgG (diluizione 1:15000) e
monoclonal a-rabbit IgG (diluizione 1:20000), coniugati con I'enzima fosfatasi alcalina.
La reazione veniva sviluppata in seguito all’ aggiunta di 3 ml di substrato BCIP/NBT-

blue liquid substrate System for membranes (Sigma) per I'enzima.
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RISULTATI

Identificazione dei geni TvSaplip nel genoma di Trichomonas vaginalis

I meccanismo di citopatogenicita del protozoo T.vaginalis € mediato da proteine
formanti poro (PFP). La dimostrazione del coinvolgimento di perforine & stata ottenuta
mediante esperimenti di interazione tra T.vaginalis e cellule bersaglio condotti in vitro.
A tutt'oggi, tuttavia, il ruolo delle perforine nell’effetto citopatico di T.vaginalis non &
stato dimostrato in modo diretto, e non sono stati individuati a livello molecolare né le
pore forming proteins né i geni che le codificano.

Proteine formanti poro, appartenenti alla famiglia delle saposin-like proteins, sono state
individuate ed ampiamente caratterizzate in altri protozoi, quali Entamoeba histolytica e
Naegleria fowleri. E’ noto che le queste proteine rivestono un ruolo fondamentale nella
patogenicita dei due protozoi.

Il recente completamento della sequenza del genoma di T.vaginalis ha permesso di
verificare la presenza, in esso, di geni codificanti per PFP. In una prima fase del lavoro
di tesi sono state condotte ricerche di similarita per individuare, nel genoma di
T.vaginalis, eventuali sequenze nucleotidiche omologhe ai geni codificanti per proteine
formanti poro di Entamoeba histolytica e di Naegleria fowleri.

In particolare, sono state fatte delle ricerche di similarita utilizzando il database del
genoma di Trichomonas vaginalis disponibile nel sito http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tvg/,
utilizzando come query la sequenza amminoacidica di Amoebapore A del protozoo

Entamoeba histolytica.
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Tali ricerche hanno portato all'individuazione, nel genoma di T.vaginalis, di 12 open
reading frames (ORF) con elevatissima omologia nei confronti di Amoebapore A. Le
analisi di sequenza hanno permesso di individuare, per ciascuna delle 12 ORF
TvSaplip, la presenza di uno o piu domini conservati Saplip caratteristici delle proteine
appartenenti alla famiglia delle Saposin-like proteins.

| risultati ottenuti hanno permesso di affermare per la prima volta che nel genoma di
T.vaginalis sono presenti geni codificanti per proteine formanti poro.

Gli ORFs sono stati denominati TvSaplip da 7 a 12 e corrispondono, nel genoma di

T.vaginalis, ai seguenti loci:

TVAG_388060
TVAG_209200
TVAG_393030
TVAG_473630
TVAG_000220

TVAG_453350

TVAG_070250
TVAG_213250
TVAG_464870
TVAG_392900
TVAG_306610

TVAG_183780
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Analisi delle sequenze amminoacidiche TvSaplip

Utilizzando i software Simple Modular Architecture Research Tool (SMART)
(http://www.ebi.ac.uk), SCANPROSITE (http://www.expasy.org/) e SignalP 3.0 Server
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), sono state analizzate le  sequenze
amminoacidiche codificate dalle 12 Open Reading Frame TvSaplip da1a 12.

Ciascun dominio Saplip individuato € costituito da una sequenza di circa 75 residui
amminoacidici con un caratteristico pattern di sei cisteine e una elevato numero di

residui idrofobici.

TvSaplip1 ==§arusmarimrr mrr urr imsrtijmrr Come mostrato in figura 6, i 12 geni
A TvSaplip hanno un’organizzazione diversa
TvSaplip3
TvSaplip4 GroLipGrrL oL 0L tra loro. Le sequenze amminoacidiche di
TvSaplip5 _._ D .
) TvSaplip 3, 5,6,7, 8,9, 10, 11 e 12 sono
TvSaplip6
TvSaplip? infatti costituite da un unico dominio
TvSaplip8 '.- y . . . . .
— Saplip, organizzazione che rispecchia
TvSaplip9
TvSaplip10 quella caratteristica delle tre
TvSaplip11 —.' P . .
— Amoebapores. TvSaplip 1, 2 e 4, in
TvSaplip12
Fig. 6 Organizzazione in domini delle Tvsaplip. Gli invece, sono costituite rispettivamente da

esagoni rappresentano i domini saplip conservati di
circa 75aa, le barre rosse i peptidi segnale.

7, 5 e 4 domini Saplip. Tale

organizzazione € analoga a quella delle Naegleriapores e delle Saposine umane.
Le sequenze amminoacidiche TvSaplip 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 11 sono caratterizzate dalla
presenza di un peptide segnale in posizione N-terminale, che suggerisce che esse

possano essere secrete.
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Utilizzando il software ClustalW le sequenze amminoacidiche dei singoli domini Saplip

delle TvSaplip da1 a 12 sono state allineate con le sequenze di Amoebapores A, B, C

e di Naegleriapores A and B (Fig. 7).

SaphpT1a/1-75
Saplp2a/1-74
Saphp8/1-75
Saplp5/1-68
Saplip5/1-75
saplip19/1-74
Saplp2t/1-74
Saphp3/1-76
Soplip11/1-76

aphp 16/1-
Saplp11/1-76
Saplip1¢/1-76
Saplip1d/1-76
Saplp1e/1-75
saphp20/1-73
Saplp2b6/1-76
Saplp2d/1-76
Saplip2¢/1-76
Saplp4b/1-76
Saplp4c/1-76
Saplp4a/1-76

|saplip4d/1-76

NaoglonaporoB1/1-73

AmoobaporoA/1-75
AmoebaporoB/1-75

AmoobaporoC/1-75
ISaplp6/1-75
Naoglona, Ae/1-75
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Carlton JM et al. Science. 315: 207-212. (2007).

Fig. 7 Allineamento delle sequenze amminoacidiche TvSaplips1-12 con le sequenze di Amoebapores A, B, C
e di Naegleriapores Ae B

L’allineamento delle sequenze amminoacidiche ha messo in evidenza, in tutte le

TvSaplip, la presenza di cisteine in posizione conservata caratteristiche dei domini

Saplip. Esse sono localizzate anche nelle TvSaplip nelle posizioni conservate 3, 6, 34,

45, 73 e 79. La presenza di cisteine in tali posizioni & fondamentale per la formazione

dei ponti disolfuro indispensabili per la funzionalita delle proteine Saplip. Fanno

eccezione TvSaplip9, nella quale sono presenti solo 4 delle caratteristiche cisteine, e

TvSaplip 12 nella quale manca la cisteina in posizione 3.
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Un'altra caratteristica fondamentale dei domini Saplip & lI'abbondanza di residui
amminoacidici idrofobici, evidenziati in grigio nella figura 7, che sono presenti in tutte le
sequenze TvSaplip.

Le Amoebapores sono caratterizzate inoltre da un’istidina (H) in posizione 75. Tale
residuo amminoacidico & coinvolto nel meccanismo di formazione dei pori. Un residuo
di istidina & presente nella posizione corrispondente anche in TvSaplip 3 e in uno dei
domini SAPLIP di TvSaplip 1 e 2. In TvSaplip 10 e 6 nella stessa posizione & invece
presente un residuo di lisina (K), caratteristico di Naegleriapores. Poiché la lisina & un
amminoacido con caratteristiche chimiche molto simili all'istidina, & ipotizzabile il
coinvolgimento di tale amminoacido in un meccanismo di formazione dei pori analogo
a quello mediato dall'istidina di Amoebapore A. In TvSaplip 4, 5, 8 e in uno dei domini
Saplip di TvSaplip 1 e 2, in posizione 75 & presente una glicina (G). In TvSaplip 7, 11 e
in uno dei domini Saplip di TvSaplip 1 & presente un residuo di acido aspartico (D). In
TvSaplip 9 e in uno dei domini Saplip di TvSaplip 1 & presente un residuo di serina (S).

Infine in TvSaplip12 & presente un residuo di glutammina (Q)

Caratterizzazione dei geni TvSaplip

Una volta individuate mediante analisi bioinformatica le 12 ORF TvSaplip1-12, & stato
verificato se esse fossero effettivamente presenti nel DNA dei due isolati di T.vaginalis
oggetto dello studio. A questo scopo sono state messe a punto delle PCR specifiche
per ciascuna ORF, che hanno confermato la presenza di tali sequenze nel genoma di
entrambi i ceppi del protozoo. La figura 8 mostra gli amplificati ottenuti con i primers
specifici per le TvSaplip da 1 a 12. Gli ampliconi hanno mostrato in tutti i casi

dimensioni corrispondenti a quelle attese.
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E' stato poi verificato che tutte le TvSaplip fossero effettivamente trascritte. Sono state

quindi allestite delle RT-PCR specifiche per tali sequenze. | risultati ottenuti hanno

messo in evidenza che tutti i geni TvSaplip vengono trascritti eccetto TvSaplip 9, come

mostrato nella figura 9.

L’individuazione dei geni TvSaplip nel genoma di T.vaginalis e I'evidenza che essi
vengono attivamente trascritti, fanno di questi dei forti candidati a rivestire il ruolo di
effettori citolitici.

Data l'alta eterogeneita funzionale della famiglia delle saposin-like proteins, &
ipotizzabile che non tutti i dodici geni TvSaplip siano coinvolti direttamente nell’effetto
citopatico di T.vaginalis. Difatti tra questi vi saranno probabilmente geni coinvolti nel

metabolismo lipidico o in altre funzioni cellulari. Si sono resi quindi necessari studi di
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caratterizzazione funzionale dei geni TvSaplip per individuare quali siano
effettivamente coinvolti nel meccanismo citopatico del protozoo.

Tra i fattori che caratterizzano il meccanismo di patogenicita di T.vaginalis, il contatto
con le membrane bersaglio e il pH giocano un ruolo fondamentale. E’ stato quindi
ipotizzato che tali fattori possano influenzare I'espressione dei geni TvSaplip coinvolti
dellattivita citolitica del protozoo.

L’approccio scelto si & basato sulla messa a punto di una serie di Real Time PCR per
valutare se vi fosse una modulazione dell’espressione genica dei geni TvSaplip in
seguito al contatto di T.vaginalis con eritrociti umani o in seguito a variazioni del pH.

| campioni da analizzare in Real Time PCR, sono stati ottenuti mettendo i protozoi a
contatto con eritrociti umani per tempi diversi. Per ciascun gene TvSaplip & stata
messa a punto una reazione Real Time PCR multiplex, che ha permesso di valutare
variazioni dei livelli di trascrizione nelle condizioni sperimentali utilizzate. | valori
ottenuti sono stati normalizzati rispetto ad un gene di riferimento, i cui livelli di
trascrizione non vengono influenzati dal contatto del protozoo con i globuli rossi.
Inizialmente come gene housekeeping & stato scelto il gene codificante per I'actina,
una delle proteina costituenti il citoscheletro del protozoo, che & uno tra i geni
housekeeping piu utilizzati. Tuttavia per i nostri scopi tale gene non si & rivelato adatto,
in quanto il protozoo in seguito al contatto con le cellule bersaglio subisce delle
modificazioni conformazionali che determinano una trasformazione della cellula da
piriforme in ameboide. Tale modificazione coinvolge le proteine del citoscheletro, tra le

quali I'actina, i cui livelli di trascrizione in tali circostanze subiscono delle fluttuazioni.
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Di conseguenza ¢ stato scelto come gene di riferimento il gene per 'RNA ribosomiale
18S, che nelle condizioni sperimentali utilizzate mantiene costanti i livelli di
trascrizione.

| risultati ottenuti dalle reazioni di Real Time PCR, mostrati in figura 10, hanno
dimostrato che tutti i geni TvSaplip analizzati sono costitutivamente trascritti,

confermando il risultato della RT-PCR.
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| geni TvSaplip 5, 6, 10 e 12 subiscono un significativo incremento dei livelli di
trascrizione dopo contatto con le cellule bersaglio. Al contrario i livelli di trascrizione di
tutti gli altri geni TvSaplip analizzati non vengono influenzati, in modo apprezzabile, dal
contatto del protozoo con le membrane bersaglio.

In particolare il gene TvSaplip 5 subisce un incremento graduale dei livelli di
trascrizione, con un incremento di 2 volte dopo 60 minuti di contatto con le membrane
bersaglio che diventa di 3 volte dopo ulteriori 30 minuti. Lo stesso andamento si

osserva per il gene TvSaplip 6.
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Il gene TvSaplip 10 € caratterizzato da un aumento ancora piu marcato dei livelli di
trascrizione, con un incremento di tre volte dopo 60 minuti, che raggiunge valori 5 volte
superiori rispetto a quelli iniziali nei 30 minuti successivi.

TvSaplip 12 subisce un aumento dei livelli di trascrizione piu rapido rispetto agli altri
geni TvSaplip, con un incremento di circa 3 volte ai 60 minuti, che perd rimane
costante nei 30 minuti successivi.

Il lavoro di tesi si € concentrato sulla caratterizzazione dei geni TvSaplip 5, 6 e 12 e
sulla la definizione di un loro ruolo nel meccanismo di patogenicita di T.vaginalis.
Tenendo conto della notevole influenza che il pH ha una sull'attivita emolitica di
T.vaginalis, & stato verificato se esso fosse un parametro influenzante i livelli di
trascrizione dei geni TvSaplip sui quali &€ stato concentrato l'interesse. Sono stati messi
a punto esperimenti in cui i protozoi in presenza di membrane bersaglio e non
venivano incubati in medium a pH 7. Gli stessi esperimenti sono stati condotti
utilizzando un medium a pH 6.

| risultati, valutati in Real Time PCR multiplex, ottenuti a partire da esperimenti nei quali
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livelli di trascrizione. Infatti & stato osservato un incremento graduale dei livelli di

trascrizione negli esperimenti condotti a pH7 di partenza, sia nei campioni nei quali i
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protozoi venivano messi a contatto con gli ertrociti, che nei controlli di T.vaginalis non a
contatto con gli eritrociti.

| risultati degli stessi esperimenti condotti a pH 6 (Fig.12) mostrano un incremento dei
livelli di trascrizione piu immediato. linfatti gia dopo 60’ si ha un incremento dei livelli di

trascrizione di circa 2 volte
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possa esplicare la sua azione patogena. Tali risultati trovano riscontro con i dati
ottenuti dal monitoraggio dell’attivita emolitica del protozoo nel corso dell’esperimento

(Fig.13). Infatti nel corso degli esperimenti & stata monitorata I'attivita emolitica di
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90’ di contatto tra il protozoo e le membrane bersaglio. Al contrario negli esperimenti in
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cui il pH di partenza del medium era 6 & stata osservata un’attivita emolitica rilevante
gia dopo 60’ di contatto.

Contemporaneamente, durante gli esperimenti, € stato monitorato anche il pH del
medium. Ai vari tempi di contatto, & stata osservata una progressiva acidificazione del
medium in seguito all’attivita metabolica del protozoo. Infatti dopo 90’ di contatto con le
membrane bersaglio negli esperimenti in cui il pH iniziale era 7, & stato raggiunto il
valore di 5,98, mentre negli esperimenti in cui il pH iniziale era 6 & stato raggiunto il
valore di 5,03. Tali osservazioni evidenziano che T.vaginalis esplica la propria attivita
emolitica quando il pH ambientale raggiunge il valore circa 6.

Esperimenti analoghi a quelli per i geni TvSaplip5 e 6 sono stati condotti per il gene

TvSaplip 12 (Fig. 14).
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modulare I'espressione di tale gene. Infatti in assenza delle membrane bersaglio, i
protozoi sia negli esperimenti condotti a pH 7 che a pH 6 non subiscono incrementi dei
livelli di trascrizione determinati dall'acidificazione del mezzo.

L’influenza del pH sui livelli di trascrizione dei geni TvSaplip € stata verificata anche

per i geni che non mostravano una modulazione in seguito al contatto del protozoo con
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le cellule bersaglio. | risultati ottenuti hanno evidenziato che tali geni non vengono

influenzati né dal contatto con cellule bersaglio né dal pH (Fig.15).
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Produzione delle proteine ricombinanti TvSaplip 5 e TvSaplip 6

I geni TvSaplip5 e 6 sono stati clonati utilizzando il vettore di espressione pQE30 che
permette una facile purificazione dei prodotti ricombinanti espressi.

Per l'espressione della proteina ricombinate € stato utilizzato un sistema procariotico,
Escherichia coli DH5a. L'induzione dei batteri con IPTG ha determinato la produzione
della proteina ricombinante che nel caso di TvSaplip 6 viene prodotta basalmente
anche dai batteri non indotti mentre TvSaplip 5 viene prodotta solo in seguito
all'induzione. In entrambi i sistemi, gia dopo un ora di induzione si ha un notevole
incremento nella produzione della proteina.

Le proteine ricombinanti TvSaplip 5 e 6 sono state analizzate in SDS-PAGE nel
pattern di proteine totali di E.coli DH5a/saplip5 e DH5a/saplip6 indotti e non indotti. La
dimensione delle proteine ricombinanti & stata stabilita, esse hanno un peso

molecolare di 12 e 14 kDa rispettivamente.
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L’immagine (Fig.16) mostra un gel di acrilamide colorato con Blu di Comassie nella

Fig. 16.
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lane 1 sono state corse proteine
totali di E.coli DH5a/saplip6 non
indotti mentre nelle lane da 2 a 6
sono presenti le stesse quantita di
proteine totali di batteri indotti
raccolte in 5 ore di induzione allo
scadere di ciascuna ora.

Le proteine ricombinanti TvSaplip 5

e 6 sono state poi purificate per cromatografia di affinita, quantificate attraverso un

saggio di Bradford, ed utilizzate come antigeni per la produzione di anticorpi policlonali

in topi Balb-c.

La proteina ricombinante TvSaplip 6 & stata inoltre utilizzata per saggiare, mediante

immunoblotting, la reattivitd specifica di sieri di donne con tricomoniasi e senza

M

Fig. 17.

tricomoniasi. | risultati ottenuti
evidenziano che la proteina
ricombinante viene riconosciuta in
maniera specifica dai sieri di
donna con tricomoniasi ma non
dai controlli non infetti.

L’'immagine (Fig.17) mostra la

reattivita di 4 sieri di donne con

tricomoniasi nei confronti di proteine totali di E.coli DH5a/TvSaplip6, non indotti e

indotti con IPTG.
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Gli anticorpi a-TvSaplip 6 murini sono stati saggiati in immunoblotting utilizzando come
antigene proteine totali di T.vaginalis. L'immagine (Fig.18) mostra un’immunoblotting
nel quale nelle prime 4 lanes dopo |l
marker sono  state  caricate
concentrazioni decrescenti di
proteine totali di T.vaginalis, mentre
nelle successive lanes sono state
caricate concentrazioni decrescenti
della proteina ricombinante
o purificata. La membrana & stata poi
incubata con anticorpi a-TvSaplip 6 specifici. | risultati ottenuti hanno evidenziano una
reattivita specifica degli anticorpi verso la proteina ricombinante, ma non verso la
proteina nativa. Gli anticorpi a-TvSaplip 6 sono stati quindi testati in dot-blot per
valutare se l'antigenicita della proteina nativa fosse sensibile alla denaturazione
effettuata nella preparazione del campione per 'immunoblotting. Sono stati saggiati
campioni preparati secondo protocolli denaturanti e non denaturanti, riducenti e non
riducenti. | risultati ottenuti mostrano che la proteina nativa non viene riconosciuta dagli
anticorpi murini se trattata con agenti denaturanti quali il sodio dodecil solfato e se
sottoposta a bollitura.

| risultati ottenuti in condizioni non denaturanti hanno evidenziato la presenza di
TvSaplip6 nel campione costituito dai protozoi incubati a pH 6 a contatto con i globuli

rossi in quantita maggiori rispetto ai protozoi non attivati.
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Localizzazione della proteina TvSaplip 6 in immunofluorescenza

Gli anticorpi a-TvSaplip 6 sono stati utilizzati per determinare la localizzazione di
TvSaplip 6 nella cellula attraverso tecniche di immunofluorescenza. | risultati
dimostrano che la proteina si trova, nelle cellule protozoarie, all'interno di granuli
citoplasmatici. Dopo il contatto con le membrane bersaglio la proteina si ritrova sulla
superficie di membrana delle emazie. Cid avvalora l'ipotesi che il contatto del protozoo
con le cellule bersaglio determini la secrezione di proteine formanti poro che si

inseriscono nella membrana di cellule bersaglio determinandone la lisi.
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DISCUSSIONE

Trichomonas vaginalis € l'agente eziologico di una delle malattie a trasmissione
sessuale piu diffuse al mondo. Benché sia stato osservato la prima volta da Donné nel
1836, la prima dimostrazione che esso & patogeno si & avuta solo dopo il 1940, ed &
da allora che il protozoo & diventato oggetto di studio.

Nel mondo si registrano 200 milioni di casi di infezione, con 7-8 milioni di nuovi casi
ogni anno. L'infezione si manifesta generalmente nella donna con una vaginite, mentre
nel maschio & nella maggior parte dei casi asintomatica. T.vaginalis infetta
principalmente [l'epitelio del tratto genitale. Nella donna il quadro clinico della
tricomoniasi pud andare dallo stato di portatore asintomatico alla vaginite conclamata.
Nella maggior parte dei casi linfezione risponde alla terapia e si risolve senza
conseguenze, ma talvolta possono subentrare complicazioni. L'infezione nella donna
ha infatti tendenza a cronicizzare, e l'infezione cronica & stata messa da diversi
ricercatori in relazione con un'aumentata insorgenza di neoplasie della cervice. Inoltre
é stata osservata una suscettibilita all'infezione da HIV sei volte maggiore nelle donne
affette da tricomoniasi. Il protozoo infatti durante l'infezione esercita un effetto
citopatico nei confronti delle cellule dell'epitelio vaginale, con conseguenti interruzioni
della continuita dell'epitelio: le microlacerazioni che ne conseguono sembrano
costituire una via di accesso per il virus durante rapporti con individui infetti da HIV.
Nonostante la riconosciuta rilevanza dell'infezione da Trichomonas vaginalis, i
meccanismi cellulari che sono alla base della patogenicita del protozoo non stati

completamente definiti. Dal 1943 in avanti sono stati compiuti notevoli sforzi per
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chiarire i rapporti tra T.vaginalis e cellule epiteliali, che sono il principale bersaglio del
suo effetto citopatico. Dal 1957 T.vaginalis € coltivabile axenicamente in vitro e questo
ha permesso l'allestimento di numerosi modelli sperimentali, con linee cellulari di
diversa origine. Il notevole impegno profuso non ha perd portato finora a comprendere,
a livello molecolare, i meccanismi citolesivi utilizzati dal protozoo. Sino agli anni
novanta gli unici dati disponibili portavano a ritenere che T.vaginalis non secernesse
molecole tossiche e che il meccanismo fosse piuttosto contatto-dipendente. |l lavoro
svolto negli ultimi anni dal gruppo di ricerca dell’'Universita di Sassari ha permesso di
descrivere e caratterizzare [I'attivita citotossica di T.vaginalis. Essa € mediata da
proteine formanti poro (PFP), molecole in grado di inserirsi nel doppio strato lipidico
delle cellule bersaglio, formando canali transmembrana che determinano la lisi
osmotica e la morte cellulare. L'effetto citopatico &€ conseguente ad un intimo contatto
tra protozoo e cellula bersaglio, che determina I'instaurarsi di un microambiente tra le
membrane, nel quale si vengono a realizzare le condizioni ottimali perché le proteine
formanti poro possano svolgere la loro azione. Le perforine di T.vaginalis infatti
vengono secrete e sono attive solamente in un ambiente nel quale il pH abbia valori
intorno a 6.

Questo meccanismo di azione litica nei confronti delle cellule bersaglio & stato gia
descritto in Entamoeba histolytica e Naegleria fowleri, protozoi che utilizzano proteine
formanti poro per danneggiare le cellule dellospite. Le PFP di E.histolytica e di
Naegleria fowleri appartengono ad una famiglia di molecole note come saposin-like
proteins (SAPLIP) e sono state chiamate rispettivamente Amoebapore e

Naegleriapore.
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Il ruolo delle pore forming proteins in T.vaginalis € stato finora dimostrato solo
indirettamente, attraverso esperimenti che dimostrano la formazione di pori funzionali
del diametro di circa 1,2 nanometri sulle membrane bersaglio. Tuttavia i geni e gli
effettori coinvolti nell’effetto citopatico del protozoo non sono stati finora descritti.

Il lavoro di tesi di Dottorato ha avuto come fine quello di individuare e caratterizzare
geni codificanti per proteine formanti poro nel genoma di T.vaginalis.

Partendo dal presupposto che il meccanismo di patogenicita di T.vaginalis mostra
numerose similitudini con quello ormai noto di E.histolytica e di N.fowleri, sono state
ricercate sequenze geniche che avessero una elevata omologia con i geni codificanti
per Amoebapore e Naegleriapore.

L’analisi bioinformatica del genoma di T.vaginalis, recentemente sequenziato, ha
portato all’individuazione di dodici open reading frames (ORF) caratterizzati dalla
presenza di uno o piu domini Saplip. Le sequenze amminoacidiche dedotte presentano
un altissimo grado di omologia nei confronti delle pore forming proteins di E.histolytica
e N.fowleri. Le ORF individuate sono state chiamate TvSaplip da 1 a 12.

Le sequenze TvSaplip sono tutte costituite da uno o piu domini estremamente
conservati. Tali domini, detti Saplip, sono caratterizzati da uno scheletro conservato
che presenta 6 residui di cisteina in posizione invariante, che occupano nelle TvSaplip
le medesime posizioni che si riscontrano in Amoebapores e Naegleriapores. Le
TvSaplip, inoltre, presentano un’elevata percentuale di residui amminoacidici idrofobici,
anch’essa caratteristica tipica di tutte le proteine appartenenti alla famiglia delle
SAPLIP.

I 12 candidati geni TvSaplip, pur nella loro omogeneita, mostrano delle importanti

differenze strutturali. TvSaplip 1, 2 e 4 infatti sono caratterizzati dalla presenza di piu
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domini Saplip, in particolare da 7, 5 e 4 domini Saplip rispettivamente. Una tale
organizzazione multidominio & piuttosto diffusa in Natura. Essa si riscontra, ad
esempio, nelle pore forming proteins di N.fowleri e nelle saposine umane, che vengono
sintetizzate come lunghi precursori contenenti diversi domini Saplip, da cui vengono
rilasciati, per proteolisi, peptidi biologicamente attivi costituiti da circa 77 amminoacidi.
Il fatto che esista un precursore che viene clivato dando origine a diverse isoforme
proteiche attive, permette al microrganismo di produrre contemporaneamente diverse
proteine formanti poro. Cid determina una maggiore aggressivita ed un piu ampio
spettro di cellule bersaglio. Date le omologie strutturali di TvSaplip 1, 2 e 4 con le
Naegleriapores e le saposine umane, € ipotizzabile che esse vengano prodotte
attraverso un meccanismo analogo.

Tutte le altre TvSaplip sono invece costituite da un unico dominio Saplip, con
un’organizzazione simile a quella delle Amoebapores.

In Amoebapore A in posizione 75 & presente un’istidina (H), direttamente coinvolta nel
meccanismo di formazione dei pori. A pH acido il residuo di istidina viene protonato,
consentendo la formazione di un dimero per interazione elettrostatica con un residuo di
acido aspartico carico negativamente presente in un altro monomero. Di seguito
vengono aggiunti nuovi dimeri sino ad ottenere una struttura esamerica ad anello, che
ha la superficie esterna di natura idrofobica e il canale interno su cui si affacciano
residui polari di natura idrofilica, con formazione di un poro di circa 2 nm. Questo tipo di
struttura si inserisce nelle membrane delle cellule bersaglio formando un canale che
determina la lisi osmotica. Cid spiega perché il meccanismo di formazione dei pori da
parte di Amoebapore e Naegleriapore sia dipendente dal pH acido dell’ambiente.

Anche T.vaginalis necessita di un pH acido perché possa esercitare I'effetto citopatico
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e, in omologia con Entamoeba histolytica, TvSaplip 1, 2 e 3 presentano un residuo di
istidina in posizione 75.

In TvSaplip10 e TvSaplip6 in posizione 75 € invece presente un residuo di lisina (K),
come in Naegleriapores (170). La lisina € un amminoacido protonabile con
caratteristiche chimiche e funzionali simili all'istidina. Cid permette pertanto di
ipotizzare il coinvolgimento di tale amminoacido in un meccanismo di formazione dei
pori analogo a quello ormai caratterizzato dell’istidina di Amoebapore A (166, 167).

Le analisi di sequenza hanno permesso inoltre di evidenziare la presenza di peptidi
segnale in posizione N-terminale in TvSaplip da 1 a 6 e in TvSaplip 11, suggerendo
una loro possibile secrezione da parte del protozoo. Le TvSaplip 7, 8, 9, 10 e 12, che
non presentano peptidi segnale, potrebbero essere compartimentalizzate in granuli
citoplasmatici e liberate al momento opportuno mediante un meccanismo esocitotico,
come accade per Amoebapores.

Le caratteristiche strutturali di alcune TvSaplip rafforzano l'ipotesi che queste possano
essere direttamente coinvolte nel meccanismo di patogenicita di T.vaginalis, in
omologia a quanto avviene in Entamoeba histolytica e in Naegleria fowleri.

E’ noto che alcune delle proteine Saplip esistenti in Natura non sono coinvolte in
meccanismi di patogenicita. Alcune di esse, infatti, sono coinvolte nel metabolismo
lipidico cellulare, come accade ad esempio per le saposine umane. E’ ipotizzabile
pertanto che non tutti i dodici geni putativi TvSaplip siano direttamente coinvolti nella
formazione di pori, ma che una parte di essi svolgano un ruolo diverso nel
metabolismo del protozoo.

Per studiare ['effettivo coinvolgimento dei geni TvSaplip nella patogenicita di

T.vaginalis sono stati allestiti esperimenti in vitro nei quali i protozoi erano messi a
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contatto con eritrociti umani. | globuli rossi infatti rappresentano il modello di cellule
bersaglio ottimale, e sono stati gia utilizzati in tutti gli esperimenti di caratterizzazione
del meccanismo di effetto citopatico da parte di T.vaginalis a suo tempo condotti.

| risultati dimostrano che dei dodici geni TvSaplip solo TvSaplip9 non viene espresso
neanche dopo contatto con le cellule bersaglio. Degli altri undici solo quattro
(TvSaplip5, TvSaplip6, TvSaplip10 e TvSaplip12) mostrano un incremento
nell’espressione nelle condizioni sperimentali utilizzate. L’espressione € stata valutata
in multiplex Real Time PCR, normalizzando i risultati rispetto al gene di riferimento
codificante per I'RNA ribosomiale 18S. L’incremento & di circa tre volte rispetto al
valore basale (cioé prima del contatto con le cellule bersaglio) e si determina entro 90
minuti. Questi dati ci hanno portato a restringere lo studio ai quattro geni TvSaplip che
hanno mostrato di essere attivati in seguito al contatto con le membrane bersaglio. Tra
essi, particolare interesse hanno suscitato TvSaplip5 e TvSaplip6, in quanto entrambi
presentano tutte le caratteristiche dei domini Saplip biologicamente attivi. Le sequenze
aminoacidi che da essi dedotte, infatti, presentano sia il peptide segnale che tutte e sei
le cisteine nelle posizioni conservate. TvSaplip6, inoltre, possiede in posizione 75 una
lisina, che pud svolgere una funzione analoga a quella svolta dall’istidina di
Amoebapore A nell’assemblaggio pH dipendente dei monomeri.

E’ noto che oltre al diretto contatto con le membrane bersaglio, anche il pH gioca un
ruolo chiave nella realizzazione dell’effetto citopatico di T.vaginalis. E’ stato quindi
determinato il ruolo giocato dal pH sull'attivazione dei geni TvSaplip. | risultati hanno
dimostrato che i geni TvSaplip5 e TvSaplip6 sono influenzati dal pH, che deve avere
valori intorno a 6 perché si verifichi I'incremento dell’espressione genica. Questi dati

sono in perfetto accordo con quanto dimostrato in precedenza dal gruppo di Rappelli
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(&), e cioe che l'effetto emolitico di T.vaginalis si realizza solo a pH 6, ed &
completamente inibito a pH 7. Nel caso di TvSaplip12 invece I'attivazione si verifica
solo dopo contatto con le membrane bersaglio, e non & sufficiente il solo
abbassamento dei valori di pH perché si abbia un aumento dell’espressione genica.
Per dimostrare in maniera conclusiva il ruolo svolto da TvSaplip5 e TvSaplip6 nella
patogenicita di T.vaginalis & necessario procedere ad un’inibizione selettiva dei geni o
dei loro prodotti.

In questo lavoro si &€ scelto di produrre anticorpi specifici per le proteine codificate dai
geni TvSaplip5 e TvSaplip6. Gli anticorpi specifici infatti rappresentano gli strumenti
ideali sia per l'inibizione funzionale delle proteine oggetto dello studio, che per la loro
caratterizzazione.

Per ottenere anticorpi specifici & stato necessario produrre TvSaplip5 e TvSaplip6 in
forma ricombinante, ed inocularle in topi Balb/c. Sono stati finora ottenuti anticorpi
policlonali anti-TvSaplip6, con i quali € stato possibile per la prima volta iniziare la
caratterizzazione delle proteine formanti poro di T.vaginalis.

Esperimenti condotti in immunofluorescenza, utilizzando I'anticorpo anti-TvSaplip6,
hanno dimostrato la presenza della proteina Tvsaplip6 nel citoplasma di T.vaginalis,
con una localizzazione apparentemente compartimentalizzata in microvescicole. i
contatto del protozoo con i globuli rossi determina un significativo aumento della
fluorescenza, con una cinetica perfettamente sovrapponibile a quella ottenuta
misurando la lisi le cellule bersaglio e a quella osservata in Real Time PCR relativa
all'attivazione del gene. | globuli rossi a contatto con T.vaginalis diventano a loro volta
rapidamente fluorescenti in periferia, confermando lipotesi di un’inserzione della

proteina TvSaplip nella membrana delle cellule bersaglio. Gli anticorpi hanno inoltre
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mostrato un’ottima reattivita nei confronti della proteina ricombinante, ma non hanno
riconosciuto in una prima fase la proteina nativa in immunoblotting. Esperimenti
condotti facendo avvenire I'elettroforesi in condizioni denaturanti e non denaturanti,
riducenti e non riducenti, hanno poi dimostrato che la forma nativa di TvSaplip6 viene
riconosciuta dall’anticorpo solo se non denaturata. Cio ha di fatto limitato le possibilita
di caratterizzazione della proteina attraverso I'uso degli anticorpi specifici. E’ tuttora in
corso la produzione di anticorpi monoclonali anti TvSaplip5 e anti TvSaplip6, che
consentiranno di disporre di strumenti epitopo-specifici, che auspicabilmente
consentano di superare i problemi riscontrati con il siero policlonale di topo sinora
utilizzato.

La proteina ricombinante & stata riconosciuta in modo specifico da sieri di donne affette
da tricomoniasi, mentre non & riconosciuta affatto da sieri di donne non infette e di
bambini. Questi risultati rafforzano I'ipotesi di un ruolo chiave di TvSaplip6 nel
manifestarsi degli effetti dell'infezione da T.vaginalis. D’altra parte se & vero che, come
suggerito dai risultati ottenuti in immunofluorescenza, la proteina si accumula sulla
superficie delle membrane bersaglio, & possibile che essa sia particolarmente esposta
al sistema immunitario dell'ospite, e stimoli per questo motivo un’importante risposta
anticorpale.

La definizione dell’effettivo ruolo svolto dai geni TvSaplip nella patogenesi
dell'infezione da Trichomoans vaginalis € in questo momento uno dei punti cruciali
intorno ai quale ruota l'interesse scientifico nei confronti del protozoo. La definizione
dei meccanismi molecolari che sono alla base della patogenicita del protozoo

consentira infatti di dare nuovo impulso agli studi, sia di base che clinici.
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| risultati ottenuti nel lavoro di tesi di Dottorato hanno permesso di descrivere e di
caratterizzare per la prima volta una perforina ed il suo gene in T.vaginalis. | dati
ottenuti contribuiscono a definire in maggiore dettaglio i meccanismi molecolari alla
base della patogenicita di Trichomonas vaginalis. Cid potra rappresentare un elemento
importante nel quadro piu ampio della caratterizzazione della patogenicita dei
microorganismi, anche in considerazione del fatto che il protozoo rappresenta un
interessante modello per il piu generale studio delle complesse relazioni ospite-
parassita.

Inoltre & noto che gli effettori di patogenicita sono i migliori candidati per la messa a
punto di protocolli vaccinali. La caratterizzazione delle pore forming proteins in
Trichomonas vaginalis e la migliore definizione del ruolo che esse svolgono nei
meccanismi di patogenicita del protozoo rendera disponibili nuovi potenziali bersagli

per un’efficace profilassi.
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