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Elenco abbreviazioni

aa aminoacido/i.

ALT Alanine aminotransferase, alanina aminotransferasi.

CAV Chicken anemia virus, virus dell’anemia del pollo.

CITV Comitato internazionale per la tassonomia dei virus

IL Interleuchina

INF Interferon, Interferone.

iNOS inducible nitric oxide synthase

HBV Hepatitis B virus, virus dell’epatite B.

HCV Hepatitis C virus, virus dell’epatite C.

HIV Human immunodeficency virus, virus dell’immunodeficienza umana.
HVR Hypervariable Region, regione ipervariabile.

LPS Lipopolisaccaride.

MRA Malattie Respiratorie Acute

NO nitric oxide

nt nucleotide /1.

ORF Open Reading Frame, cornice di lettura aperta.

PCR Polymerase chain reaction, reazione a catena della polimerasi.
PCV Porcine circovirus, circovirus porcino.

RDA Representational difference analysis, analisi di rappresentazione
differenziale.

SD standard deviation. Deviazioni standard

TLMV TTV-Like-Mini-Virus.

TLR9 Toll-like receptor 9, recettore Toll-like 9

TTMDYV Torqueteno-Midi-Virus

TTMV TorqueTeno-Mini-Virus.



TTV TorqueTeno virus.

UTR Untraslated region, regione non tradotta.



Riassunto

La recente dimostrazione che i Toll-like receptors (TLR) rivestono un ruolo
essenziale in molti processi cellulari ha reso di fondamentale importanza studi su
queste molecole. Ad oggi sono stati identificati nell'uomo 11 TLRs e sembra che
ogni recettore sia in grado di riconoscere solo un pannello molto ristretto di
componenti o di molecole prodotte da batteri, virus, funghi e protozoi. In
particolare, € noto come l’attivazione del TLR9, Ilocalizzato nel reticolo
endoplasmatico, avviene in risposta al legame di sequenze di DNA virale o
batterico non metilate con motivi CpG. Tale legame porta allinnesco di una
cascata di eventi che culmina con linduzione di citochine pro-infiammatorie
(IFN-y, IL-6, IL-12) (Hemmi et al., 2000). E’ stato visto che i motivi CpG, sequenze
ricche in guanina e citosina, particolarmente abbondanti in alcuni virus, possono
interagire con TLR9 attivando o inibendo i processi cellulari regolati da questo
recettore influenzando di conseguenza la bio-fisiologia cellulare. La definizione di
questi motivi e la loro caratterizzazione anche nel genoma di virus persistenti ha
portato ad indagare e studiare la relazione che si instaura tra il Torquetenovirus
(TTV) e il recettore TLR9. TTV, prototipo della famiglia Anelloviridae, € un virus
di piccole dimensioni con un genoma a DNA di 3,8 Kb costituito da un singolo
filamento circolare a polarita negativa. Caratteristiche principale di questo virus
sono: la sua elevata prevalenza nella popolazione sana e la sua ubiquitarieta
nell’ospite infettato. Una volta acquisito il virus sembra persistere per anni nel
sangue della maggior parte dei soggetti infetti, suggerendo quindi che la
cronicizzazione dell’infezione é l’evenienza pit comune. Inoltre, il genoma di TTV
¢ stato amplificato in numerosi fluidi biologici ed € stato rilevato in molti tessuti
evidenziando come il virus sia capace di replicarsi nei tessuti che infetta. Studi
precedenti, condotti nel laboratorio dove ho svolto la mia attivita di ricerca,
hanno dimostrato che TTV infetta produttivamente cellule mononucleate del
sangue periferico (PBMC) attivate, mentre non replica in cellule linfoidi che si
trovano in fase stazionaria (Maggi et al., 2001). Inoltre, in bambini affetti da
patologie respiratorie di varia gravita, i titoli di TTV hanno mostrato una
correlazione inversa con le percentuali di linfociti T circolanti (in particolare
CD3+ e CD4+) e una correlazione diretta con i linfociti B (Maggi et al., 2003). Tali
evidenze hanno suggerito la possibilita che TTV possa avere un ruolo nel

modulare la risposta immunitaria e sistemica, e nell’agire come cofattore nelle
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patologie osservate. Date le caratteristiche di questo virus, il mio progetto di
ricerca si €& basato sullo studio di meccanismi con cui gli Anellovirus
interagiscono con i recettori Toll-like, essenziali per la clearance dei patogeni
nellimmunita innata e le conseguenze che questa interazione ha sul sistema
immunitario e sulla capacitd patogenetica di questi virus. Allo scopo di
raggiungere l'obiettivo finale di questo studio sono state allestite due linee di
ricerca. La prima linea ha avuto come obiettivo lo studio degli effetti
dellinterazione tra il DNA di TTV e cellule di milza di topo. Per far cio € stato
necessario avere a disposizione genomi virali interi appartenenti a diversi
genogruppi di TTV, in quanto € noto come TTV mostri una straordinaria
eterogeneita genetica. E’ plausibile che una tale eterogeneita genetica possa
riflettersi in una differente capacita di interazione dei diversi isolati con il sistema
immunitario dell’ospite. Abbiamo cosi utilizzato 5 cloni di genomi virali interi
appartenenti a 4 diversi genogruppi. Per realizzare l'obiettivo della prima linea di
ricerca € stato utilizzato un sistema “in vitro” che permette la determinazione
dell’espressione genica e della produzione di citochine proinfiammatorie (IL-12,
IL-6, IL-10 e IFN-y) da parte di cellule di milza di topo, dopo stimolazione con il
DNA di TTV. Il substrato cellulare, scelto in quanto particolarmente ricco di
TLR9, é stato stimolato, oltre che col DNA virale, anche con altri induttori fra cui
ODN sintetici contenenti motivi CpG e concanavalina A. Il DNA di TTV utilizzato
inizialmente & stato quello di un isolato di genogruppo 4 (DNA-TTV4). I risultati
hanno dimostrato come il DNA di TTV sia in grado di indurre incrementi
statisticamente significativi di alcune citochine, in particolare di IL-6 e IFN-y. Da
sottolineare come l'incremento d'espressione delle citochine sia dipendente dalle
quantita di DNA virale utilizzato. Cio fa ipotizzare, nell'infezione naturale, un
ruolo fondamentale della carica virale. Per confermare i risultati ottenuti son
state dosate le citochine prodotte nel sovranatante delle cellule (IL-6, IL-10, IFN-
y). Tale dosaggio ha mostrato un netto incremento di IFN-y e di IL-6 ma non di
IL-4 a seguito della stimolazione con DNA di TTV e/o con ODN, dimostrando
come ad un'aumentata espressione del gene corrisponda la produzione della
proteina. Il passo successivo & stato quello di studiare il coinvolgimento del
recettore TLR9, nell’attivazione delle citochine indotte dal DNA-TTV4, in due modi
diversi. In un primo momento € stata utilizzata la clorochina, che opera un
blocco selettivo del recettore, e successivamente un metodo piu specifico che

utilizza la strategia degli RNA-interference (siRNA). I risultati degli esperimenti
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hanno mostrato come le cellule di milza di milza di topo, stimolate con il DNA-
TTV4 sempre in associazione con la lipofectina o con ODN, in seguito a pre-
trattamento con clorochina riducono quasi totalmente 1’espressione dell’IFN-y e
che tali livelli di espressione sono significativamente ridotti (pit dell’80%) dopo il
trattamento con gli specifici siRNA. Al contrario l'uso sia della clorochina che
degli siRNA specifici per il TLR9 non ha mostrato alcun significativo effetto
sull’espressione delle citochine prodotte dalla ConA, indicando chiaramente come
la produzione di citochine da parte del DNA di TTV sia mediato dal recettore
TLR9. Successivamente € stato allestito un esperimento in cui sono state dosate
le citochine prodotte nel sovranatante delle cellule di milza di topo, dopo 16 ore
dalla stimolazione con il DNA di TTV dei diversi isolati per vedere l’effetto della
risposta immunitaria locale e sistemica dell’ospite. La lettura dei risultati,
effettuata dopo 16 ore dalla stimolazione, evidenzia come lisolato DNA-TTV4
appartenente al genogruppo 4 , abbia una differente capacita di interazione con il
sistema immunitario dell’ospite.

La seconda linea di ricerca ha avuto come obiettivo lo studio dell’effetto del
genoma di TTV su una linea cellulare umana di origine respiratoria, le A549. La
scelta di utilizzare tale linea cellulare deriva sia da studi presenti in letteratura
(Jiang et al., 2009) sia dalla dimostrazione in precedenti studi, che il tratto
respiratorio € sede di infezione primaria e continua replicazione di TTV (Maggi et
al., 2003) e che i titoli del virus, trovati a livello del tratto respiratorio, sono
correlati ad un aumentato livello di ossido nitrico (NO) nell’aria espirata. A tal
fine € stata valutata la produzione di NO, mediante il reagente di Greiss,
l'espressione del recettore TLR9 e l’attivazione dell’enzima inducibile iNOS,
mediante Real-Time PCR. Uno studio preliminare, utilizzando come stimolo
I’'ODN 2216 ci ha permesso di determinare che la stimolazione con ODN 2216
induce la massima produzione di NO dopo 40 ore dalla stimolazione. Sulla base
di questo risultato € stato condotto l'esperimento incubando le cellule A549 con il
DNA di TTV per 40 ore. Come stimoli positivi in questo esperimento sono stati
utilizzati P'ODN 2216 da solo e in associazione con il DNA di TTV ed é stato
utilizzato anche un DNA genomico di controllo, che contiene all’interno della sua
sequenza motivi CpG metilati e quindi non in grado di attivare il TLR9. Inoltre, €
stata valutata l’espressione del recettore TLR9 e l’attivazione dell’enzima
inducibile iNOS mediante Real-Time PCR. I risultati hanno mostrato una

attivazione pressoché identica del recettore TLR9 da parte di tutti gli stimoli
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utilizzati nell’esperimento, mentre l’enzima inducibile iNOS,eé stato fortemente
attivato dal DNA di TTV. Tutto cio va a rafforzare quanto gia dimostrato, ovvero il
DNA di TTV attiva il recettore TLR9 che porta alla traslocazione nel nucleo del
fattore di trascrizione Nf-Kb, il quale € coinvolto sia nell’espressione dei geni
specifici per le citochine pro-infiammatorie quali IFN-y , IL-6 sia nell’attivare

I’enzima inducibile iNOS deputato alla produzione di NO.



Abstract

Functional characterization of Toll-like receptors (TLRs) has established that
innate immunity is a skillful system that detects invasion of microbial pathogens.
Recognition of microbial components by TLRs initiates signal transduction
pathways, which triggers expression of genes. These gene products control innate
immune responses and further instruct development of antigen-specific acquired
immunity. Particularly, TLR9 recognizes unmethylated CpG sequences in DNA
molecules. CpG sites are relatively rare (~1%) on vertebrate genomes in
comparison to bacterial genomes or viral DNA. TLR9 is expressed by numerous
cells of the immune system such as dendritic cells, B lymphocytes and natural
killer (NK) cells. TLR9 is expressed intracellularly, within the endosomal
compartments and functions to alert the immune system of viral and bacterial
infections by binding to DNA rich in CpG motifs. TLR9 signals leads to activation
of the cells initiating pro-inflammatory reactions that result in the production of
cytokines such as type-I inteferon and IL-12 (Hemmi et al., 2000). Starting from
previous observations that certain DNA viruses have the potential to stimulate
immune cells to produce IFNy and other proinflammatory cytokines through the
unmethylated CpG motifs present in their genomes , we investigated whether
such a property is shared by TTV. Torquetenovirus (TTV), the prototype of the
anelloviruses, is characterized by a roughly spherical non-enveloped 30- to 32-
nm capsid and a small, circular negative-sense single stranded (ss) DNA genome.
Different TTV isolates are heterogeneous both in genome size (~3.5 to ~3.9 kb)
and in genome sequence (nucleotide [nt] diversity up to over 50%), which has led
to their classification into 5 widely diverse genogroups. The attempts to causally
link TTV to a variety of human diseases have so far been unsuccessful, having at
most found moderate associations between specific diseases and increased
prevalence rates of the virus, leading to suggestions that TTV is completely
apathogenic or even beneficial to the host. Failure to detect a direct causal
relationship with clinical disease does not, however, exclude that TTV may harm
the host in more subtle ways, for example by aggravating the course of diseases
due to independent noxae. Indeed, studies have revealed interesting positive
correlations between infection with specific TTV genogroups or especially active
TTV replication and severity of certain diseases, including neoplasia, asthma and

rheumatoid arthritis (Maggi et al.,, 2001 and 2003)). Since inflammation is a
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particularly important component in at least some of these diseases, we
considered it of interest to determine whether the DNA of TTV may represent a
stimulus for the production of proinflammatory cytokines. In fact, recent studies
have shown that, unlike that of mammals but similar to that of bacteria, the DNA
of some viruses directly or indirectly activates a variety of cell types involved in
immunity, including dendritic cells, macrophages and selected lymphocyte
subpopulations, and drives the production of proinflammatory cytokines,
including interferon (IFN)y, interleukin (IL)6, and IL12. The effect is mainly if not
solely due to unmethylated cytidyl guanosyl dinucleotides (CpG),which are
relatively frequent in bacterial and viral DNA but uncommon in vertebrate
genomes.;this motifs are recognized by TLR9. In this project we investigated
whether such a property is shared by TTV. Spleen cells of BALB/c mice
incubated with TTV-Lipo (DNA of ViPiSAL (TTV-DNA4, a genogroup TTV isolate,
complexed with lipofectin) expressed increased levels of IFNy, IL6, and IL10
RNAs, while the levels of IL4 and IL12 RNAs remained unchanged. In contrast,
TTV DNA alone or lipofectin alone exerted no detectable effects. Lipofectin is
known to spontaneously incorporate DNA, protecting it against nucleases and
efficiently delivering it into a variety of cell types, including spleen cells (8, 53). It
was thus concluded that the TTV DNA wused can effectively activate
proinflammatory gene transcription in immune cells, provided that it is
associated with a substance capable of protecting and delivering it into the cells,
that is of substituting for the viral capsid. Consistent with these findings, the
stimulatory effect of TTV-Lipo on spleen cells was dependent on the dose of viral
DNA incorporated in the liposomes and was reflected by increased
concentrations of IFNy and IL6, but not IL4 in the supernatant of the cultures
relative to what observed with sister cultures exposed to lipofectin alone. We
subsequently performed two inhibition experiments to assess whether the above
activity of TTV DNA4 was mediated by TLR9. Chloroquine, known to inhibit TLR9
activation due to its ability to block endosomal acidification, which is a
prerequisite for TLR9-mediated recognition of unmethylated DNA and signaling
(23, 41), completely blocked the activation of IFNy, IL6, and IL10 gene expression
by TTV-Lipo, and the effect was confirmed by measuring the concentration of
IFNy released in the culture supernatants. Also, a mixture of TLR9-specific
siRNAs inhibited TTV-Lipo induced activation of IFNy RNA transcription by
approximately 80%. Thus, collectively these findings clearly indicated that DNA-
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TTV4 activity is mediated mainly, if not exclusively through TLR9. This endocytic
receptor, that is expressed in a variety of cell types and triggers signal cascades
that culminate in proinflammatory cytokines secretion, was originally identified
as a bacterial DNA receptor but was later shown to be involved in innate sensing
of some complex DNA viruses as well. Furthermore, TLR9 is known to intervene
in the induction of Thladaptive immune responses and in B cell proliferation.
After, to obtain an indication of how extensively the genetic diversity of TTV
might reflect on the ability of its DNA to modulate proinflammatory cytokine
production, we made an experiment with other 4 different isolates of TTV. The
assay of the cytokine production, 16 hours after stimulation, showed a
significant difference between TTV-DNA4 and the other isolates examined.

The aim, of the second part this research project, was the study of the genome
viral effect on human alveolar basal epithelial cells, A549. We assessed the nitric
oxide production, using the Griess Reagent, the TLR9 expression and the
activation of iNOS enzyme, using Real-Time PCR. A preliminary study allowed us
to determine that the stimulation with ODN 2216 induces the high nitric oxide
production after 40 hours stimulation.On bases these results we made an
experiment incubated the AS549 cells with TTV-DNA for 40 hours. The results
showed by all the stimuli used,an almost identical activation of TLR9, while the
iNOS was strongly activated by TTV-DNA4. These results confirmed what has
already showed, that is: TTV-DNA activate the TLR9,it is induces the nuclear
traslocation of Nf-Kb which is involved in the expression of pro-inflammatory
cytokine such as IFN-y , IL-6 and in the production of nitric oxide by inducible

nitric oxide synthase.
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Introduzione

Anellovirus

Cenni storici:

Il progressivo miglioramento delle tecniche di indagine diagnostica e di biologia
molecolare negli ultimi decenni, ha permesso di caratterizzare, dal punto di vista
eziologico, gran parte delle epatopatie di origine sconosciuta. Cio ha stimolato
molte ricerche, condotte al fine di determinare la possibile esistenza di nuovi
agenti patogeni implicati nel danno epatico. Uno di questi studi risale al 1997,
data in cui Nishizawa e collaboratori (Nishizawa et al., 1997) identificarono nel
siero di un paziente con epatite post-trasfusionale non-A non-G una sequenza di
500 nucleotidi, che ben presto fu riconosciuta appartenere ad un nuovo agente
virale: dalle iniziali del paziente il virus fu chiamato TT (TTV). La tecnica che rese
possibile lidentificazione del nuovo virus fu lanalisi di rappresentazione
differenziale (RDA), tecnica sviluppata da Lisitsyn nel 1993 (Lisitsyn et Wigler,
1993). Tale tecnica permette l'identificazione di sequenze di DNA selettivamente
espresse nei tessuti patologici quando confrontate con sequenze derivanti dai
tessuti sani degli stessi soggetti. Le analisi che condussero all’identificazione di
TTV, vennero svolte su campioni di siero prelevato nel momento in cui il paziente
mostrava un picco nei livelli di transaminasi (ALT).Da questo siero venne estratto
il DNA che successivamente fu confrontato con il DNA dello stesso individuo
prelevato nel momento in cui i livelli di ALT risultavano normali. Le sequenze
esclusive, riferite al momento del picco, furono successivamente confrontate con
quelle disponibili in banca dati. Si arrivdo in questo modo all’isolamento di un
clone di circa 500 nucleotidi, denominato N22, il quale non presentava omologia
con nessuna sequenza fino ad allora nota. Tale sequenza fu considerata il
prototipo di un nuovo virus a DNA monocatenario lineare. In seguito Okamoto e
collaboratori (Okamoto et al., 1998b) caratterizzarono, mediante metodiche quali
clonaggio e sequenziamento, un genoma virale, apparentemente completo, di
3.739 nucleotidi (nt), denominato TA278. In realta era stato sequenziato il 90%
del genoma totale. Le ridotte dimensioni del virione, alcune caratteristiche della
sequenza nucleotidica e la mancanza di envelope, indussero gli studiosi ad
inserire provvisoriamente il virus nella famiglia Parvoviridae. Nel 1999, Miyata e

collaboratori, evidenziando I’assenza nell’isolato TA278, delle strutture
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Introduzione

palindromiche terminali caratteristiche dei parvovirus, identificarono una nuova
regione di circa 113 nucleotidi ricca in guanina e citosina (GC) e, mediante
metodica di PCR inversa, riuscirono a dimostrare la natura circolare del genoma
virale. Questa scoperta, insieme ad alcune proprieta strutturali e molecolari che
il virus mostrava condividere con i membri della famiglia Circoviridae, in
particolare con il virus dell’anemia del pollo (CAV), spinsero a considerare TTV
come il primo circovirus umano (Miyata et al., 1999). In seguito, sono state
isolate numerose specie virali con caratteristiche strutturali ed elementi genomici
simili a TTV, ma con variabilita genetica elevata: tra questi gli isolati PMV (Hallet
et al., 2000), SANBAN (Hijikata et al., 1999) e YONBAN (Yakahashi et al., 2000a)
aventi meno del 50% di omologia con il prototipo TA278. Questo quadro di specie
virali altamente eterogenee dal punto di vista genetico divenne ancora piu
complesso con la scoperta di un altro gruppo di virus con genoma a singolo
filamento di DNA circolare con proprieta intermedie tra TTV e CAV (Takahashi et
al., 2000b), denominato inizialmente TLMV (TTV-Like-Mini-Virus), a sottolineare
le dimensioni piu piccole del genoma che risultava 2,9 Kb, contro le 3,8 Kb
tipiche di TTV. Dalla scoperta di TTV ad oggi, sono stati effettuati molti studi per
definire le sue proprieta molecolari e per determinare il suo reale ruolo patogeno.
L’iniziale isolamento di TTV nel siero di un paziente con epatite criptogenetica
fece supporre che questo virus avesse un ruolo nel causare malattie del fegato,
ma successivi studi volti a verificare questa ipotesi hanno spesso fornito risultati
discordanti. Molti altri studi hanno preso in esame la possibilita che TTV potesse
essere coinvolto in patologie extraepatiche, tuttavia in nessun caso € stato
possibile arrivare ad una conclusione certa. L’elevata prevalenza di TTV nella
popolazione generale ha perfino suggerito che il virus potesse essere un semplice
commensale apotogeno dell'uomo (Griffiths, 1999; Mushahwar, 2000). Tuttavia,
non essendo stato associato ad alcuna patologia, TTV & tutt’oggi considerato un
virus “orfano”.

L’assenza dell’involucro pericapsidico e il possesso di un genoma lineare
monocatenario a DNA, indussero inizialmente alla classificazione di TTV nella
famiglia Parvoviridae (Okamoto et al., 1998b). Successivamente la scoperta di
una regione ricca in GC che circolarizzava il genoma virale (Miyata et al., 1999),
indusse ad una nuova classificazione di TTV il quale venne riconosciuto come

appartenente alla famiglia Circoviridae (Hijikata et al., 1999). Tale famiglia &
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Introduzione

composta da virus privi di pericapside, il cui genoma €& rappresentato da un
singolo filamento circolare di DNA racchiuso in un capside icosaedrico composto
da un’unica proteina strutturale (Todd et al., 1990). I principali circovirus
animali sono tre: il circovirus porcino (PCV), il virus della malattia del becco e
delle penne dei pappagalli (BFDV), ed il virus dell’anemia del pollo (CAV).
Studiando in maniera piu approfondita TTV, sono state evidenziate rilevanti
differenze, soprattutto per quanto concerne la sequenza nucleotidica, tra i
circovirus animali e TTV. Nonostante cid, sono state riscontrate alcune analogie
fra CAV e TTV, infatti entrambi posseggono un genoma circolare a singolo
filamento a polarita negativa, le cui dimensioni sono di 3231 (CAV) e 3853 (TTV)
nucleotidi. Inoltre presentano ambedue una regione genomica codificante ORF
suddivisa in frammenti sovrapposti (Iwata et al., 1998), ed una regione non
tradotta UTR ricca in GC con notevole omologia (Miyata et al., 1999). Sebbene
TTV condivida alcune caratteristiche con CAV, molte delle sue peculiarita
rimangono uniche, tanto che fu proposto di considerare il virus come il solo
rappresentante di una nuova famiglia per la quale fu suggerito il nome
Circinoviridae (Mushahwar et al., 1999). In seguito alla scoperta del TT-like mini
virus (TLMV), il quale presentava caratteristiche intermedie tra TTV e CAV, fu
suggerito di classificare i tre virus in una nuova famiglia detta Paracircoviridae
(Takahashi et al., 2000b). Successivamente al fine di stabilire una definitiva
classificazione, il Comitato Internazionale per la Tassonomia dei Virus (CITV) ha
nominato un gruppo di studio, il quale ha proprio recentemente approvato la
tassonomia di TTV. Oggi TTV e i virus relati sono stati classificati nella nuova
famiglia delle Anelloviridae (dal latino “anello”). Inoltre €& stato suggerito di
cambiare il significato degli acronimi; TTV oggi € definito come TorqueTeno Virus
(dal latino “catena sottile”) e di conseguenza i due virus ad esso associato
TorqueTeno Mini Virus (TTMV) e Torqueteno Midi Virus (TTMDV)(Hino, 2002;
Todd et al., 2002).

Sequenze appartenenti a TTMDV furono isolate e individuate da Jones e
collaboratori che identificarono, nel plasma di due pazienti con sindromi
d’infezione acuta ad eziologia sconosciuta, due nuove sequenze virali. Dal
confronto in banca dati emerse una somiglianza con i virus del gruppo TT seppur
con divergenze genetiche elevate. Le nuove sequenze virali presentavano

dimensioni rispettivamente di 2.249 nt e di 2.635 nt, collocandosi percio tra TTV
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e TTMV. I due nuovi virus furono, quindi, considerati Anellovirus in quanto
avevano un genoma circolare a singolo filamento con polarita negativa e, come
TTV e TTMV, presentavano una regione genomica codificante suddivisa in pit
ORF parzialmente sovrapposte e una regione non tradotta UTR. I nomi assegnati
a tali virus furono inizialmente Small Anellovirus 1 (SAV1) e Small Anellovirus 2
(SAV2). I due SAV mostravano tra loro un’omologia del 54% e con TTV e TTMV
rispettivamente del 32% e 35%. A causa delle loro dimensioni, della loro
organizzazione genomica e della distanza filogenetica dagli altri Anellovirus, fu
proposto che SAV1 e SAV2 rappresentassero un terzo distinto gruppo di
Anellovirus (Jones et al., 2005). Nel 2007 Ninomiya e collaboratori hanno
identificato nel plasma di pazienti affetti da emofilia tre nuove sequenze virali
denominate MD1-032, MD1-073 e MD2-013 le quali presentavano una
uniformita genomica con gli amplificati SAV tra il 76% e il 99%. I tre isolati
completi hanno mostrato tra loro un’omologia compresa tra il 90% e il 72%,
inoltre segregavano nello stesso cluster e erano filogeneticamente distinti da tutti
gli isolati di TTV e TTMV. Tali risultati hanno indotto a riconsiderare gli isolati
SAV come dei mutanti deleti di un nuovo virus con lunghezza intermedia tra TTV
e TTMV che ¢ stato definito TTMDV (Ninomiya et al., 2007).

I primi studi sulle relazioni filogenetiche degli isolati di TTV sono stati condotti
utilizzando come target d’amplificazione la regione N22 dell ORF1: tali analisi
hanno permesso l'identificazione di 23 genotipi riuniti poi in quattro gruppi
filogenetici (Okamoto et al., 1999; Biagini et al., 1999). Cid nonostante la breve
regione N22 si € rivelata poco adatta per lo studio delle relazioni filogenetiche e
per individuare l'intera varieta di specie di TTV esistenti. Altri studi sono stati
condotti sulla regione non tradotta (Untranslated Region, UTR) e sull’intero
genoma, questi hanno permesso lidentificazione di piu di 40 genotipi e 70
sottotipi. Peng e collaboratori, nel 2002, hanno ideato un nuovo metodo per la
classificazione secondo il quale gli isolati fino al momento identificati (72)
dovevano essere raggruppati in 5 principali genogruppi, identificati con i numeri
da 1 a 5, sulla base di divergenze nucleotidiche maggiori del 50% (Peng et al.,
2002, Figura [.A). Tale criterio di classificazione prevedeva la distinzione in
genotipi, contraddistinti da numeri arabi, con divergenze nucleotidiche maggiori
del 30% e in sottotipi, identificati da lettere minuscole, per amplificati con

divergenza compresa tra il 15% e il 29%. Secondo tale classificazione TA278, il
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ceppo prototipo della famiglia, & stato inserito con i genotipi dal 2 al 6 nel
genogruppo 1. Il genogruppo 2 include gli isolati di TTV di genotipo 7, 8, 22, 23 e
17. 11 genogruppo 3, la cui classificazione risulta particolarmente complessa per
la numerosita di isolati che comprende, ¢ composto dai genotipi dal 9 al
16,nonché 18, 19 e 20. Il genogruppo 4 € composto da 9 genotipi mentre il
genogruppo 5 ne include 4 (Peng et al., 2002). TTMV presenta un grado notevole
di eterogeneita genetica, addirittura superiore a quella mostrata da TTV, ed ¢&
distinto in 4 genogruppi separati da distanze genetiche superiori al 40% (Biagini
et al., 2001b; Gallian et al., 2002). Nel 2004, sulla base di un'analisi filogenetica
nella quale sono state confrontate le sequenze di 24 nuovi isolati con quelle di 79
isolati gia presenti in banca dati, Jelcic e collaboratori hanno proposto di inserire
i ceppi di TTV in una nuova famiglia denominata Anelloviridae (Jelcic et al.,
2004). Sulla base di questa proposta I'I'TCV ha approvato proprio recentemente,
(2009) la famiglia Anelloviridae, secondo cui € distinta in generi definiti da lettere
dell’alfabeto greco. Al genere a, B e 'Y appartengono gli isolati di anellovirus
umani (Figura 1.B). Il genere a in particolare comprende 29 specie di TTV, il

genere 3 9 specie di TTMV e il genere 'Y 2 specie di TTMDV (Biagini., 2009).
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Figura I: Relazioni filogenetiche tra i vari isolati di TTV. In (A) i gruppi definiti da

Peng e collaboratori (2002); in (B) i generi definiti da Jelcic e collaboratori (2004).
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Il virione: genoma, replicazione, eterogeneita genetica,

epidemiologia

Le informazioni circa le proprieta chimicho-fisiche e le caratteristiche
morfologiche della particella virale sono riferite al genotipo 1 di TTV, poiché é
stato il primo ad essere individuato e di conseguenza ad essere studiato piu
approfonditamente. Le attuali conoscenze sul virus hanno indotto ad escludere
differenze morfologiche significative tra i vari genotipi.

Non essendo ancora noto un sistema di coltura cellulare che supporti la
replicazione di TTV, tutte le informazioni sulle caratteristiche strutturali del virus
derivano principalmente da studi condotti su particelle virali purificate da
plasma o da feci. La particella virale ¢ stata osservata al microscopio elettronico,
dopo l'incubazione del sovranatante fecale, contenente TTV di genotipo 1, con le
y-globuline purificate da plasma umano (Itoh et al., 2000; figura II). In seguito a
tale analisi, TTV é risultato di forma sferica con capside a simmetria icosaedrica
e privo di involucro (Figura II). Il diametro del virus € risultato compreso tra 30-
32 nm, tale valore € stato determinato mediante 1'uso di filtri di policarbonato a
porosita decrescente (Mushahwar et al., 1999). Il virione & risultato resistente a
detergenti come il Tween 80 (Okamoto et al., 1998a), a solventi e al calore secco
(62°C per 96 h); tali osservazioni hanno confermato l'assenza di un involucro
lipidico esterno. Cio é stato poi confermato dall’amplificazione di sequenze di TTV
in campioni derivanti dalla bile di soggetti infetti (Ukita et al., 1999), in tale
distretto corporeo infatti, per la presenza degli acidi biliari, si possono rilevare
soltanto virus privi di envelope. TTV, dunque, risulta essere molto stabile e
resistente come i membri della famiglia Circoviridae (Simmonds et al., 1998;

Takayama et al., 1999a; Yokozaki et al., 1999b).
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Le proteine di TTV non sono state ancora ben caratterizzate tuttavia, data 1’
analogia con CAV, si ritiene che il capside icosaedrico sia un polimero costituito
da piu unita di un’unica proteina strutturale; inoltre, non sono stati identificati

né carboidrati né lipidi virali.

Figura II: Visualizzazione al microscopio elettronico di TTV, dopo incubazione

con y-globuline umane specifiche per il genotipo la (Itoh et al., 2000).

Genoma:

La caratterizzazione del genoma di TTV & stata ottenuta sottoponendo il DNA,
estratto da plasma, all’azione di svariati enzimi; € risultato sensibile alla DNasi I
ed alla nucleasi Mung-bean ed invece resistente alla RNasi A ed all’enzima di
restrizione Ndel, tali esiti hanno dimostrato la natura a singolo filamento del DNA
di TTV(Okamoto et al., 1998b; Mushahwar et al., 1999). Esperimenti di
ibridazione con molecole di RNA a polarita positiva e successiva digestione hanno
inoltre dimostrato che il DNA virale presenta una polarita negativa (Mushahwar
et al., 1999). Ulteriori informazioni circa 1’ organizzazione genomica derivano
dall’analisi delle sequenze. L’amplificazione della molecola nella sua lunghezza
totale, circa 3,8 Kb, € stata ottenuta mediante tecniche di clonaggio e PCR
inversa condotta a partire dalla regione N22 (Mushahwar et al., 1999). 1l
sequenziamento del 90% del genoma inizialmente ha indotto all’ipotesi che il
DNA del virus fosse lineare (Okamoto et al., 1998b), supposizione poi smentita in
seguito all’ identificazione di una regione di circa 100 nucleotidi ricca in GC
(Miyata et al., 1999): il genoma di TTV € quindi un singolo filamento di DNA
circolare. L’analisi filogenetiche di tutte le sequenze complete (o quasi) di TTV,
TTMV e TTMDV hanno rilevato una notevole somiglianza tra i tre gruppi di virus

nell’organizzazione genomica anche se l'ampiezza della loro sequenza
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nucleotidica differisce di piu di 1 o 2 Kb. Le differenze nelle dimensioni del
genoma fra i virus del gruppo TTV sono risultate invece pitt modeste (Kamahora
et al., 2000; Okamoto et al., 2000; Muljono et al., 2001). Le informazioni
riguardanti la struttura del genoma di TTV si basano essenzialmente sull’analisi
delle sequenze dei diversi isolati e sul relativo confronto con i virus meglio
caratterizzati della famiglia Circoviridae.

Il genoma ¢ costituito per due terzi da una regione codificante ORF e per un terzo
da una regione UTR non tradotta ma ricca di elementi regolatori (Kamada et al.,
2004; Suzuki et al., 2004; figura III). Sul filamento complementare al genoma, la
regione espressa comprende da due a sei ORF parzialmente sovrapposte,
potenzialmente codificanti con cornici di lettura differenti. Il gene ORF1 di TTV,
localizzato tra i nucleotidi 589 e 2.898 sul ceppo TA278, codifica per un prodotto
proteico di circa 770 aminoacidi, (675 in TTMV), ritenuto l'equivalente della
proteina capsidica di CAV denominata VP-1. La proteina tradotta dall'ORF1 di
TTV oltre a svolgere probabili funzioni strutturali, potrebbe essere coinvolta nel
meccanismo replicativo: in queste proteine € stato identificato infatti un tratto di
circa 100 aminoacidi molto ricco in arginina il quale, per la sua natura idrofilica,
potrebbe avere un ruolo nel mediare 'interazione con il DNA (Shoya et al., 1998;
Vihinene-Ranta et al., 1997); tale dominio si ritrova anche nella regione
aminoterminale di VP1 di CAV (Okamoto et al., 1998D).

Inoltre, all’estremita C-terminale del gene ORF1, sono stati individuati due motivi
aminoacidici tipici delle proteine Rep replicasi utilizzate da virus a DNA che
utilizzano il meccanismo a cerchio rotante. Queste proteine sono caratterizzate
dalla presenza di almeno quattro motivi aminoacidici che risultano essere molto
conservati tra i circovirus animali e vegetali. Inoltre, nella porzione centrale
dell’lORF1, TTV presenta tre regioni ipervariabili dette HVR-1, HVR-2 e HVR-3
(Hight variable region) e potenziali siti di glicosilazione che, variabili in numero e
in localizzazione nei differenti isolati, potrebbero modificare le proprieta
biologiche ed antigeniche della proteina (Hijikata et al., 1999). Il gene ORF2,
compreso tra i nucleotidi 353 e 712 del ceppo TA278, sembra codificare per una
proteina strutturale di circa 120 aminoacidi in TTV (100 in TTMV), probabilmente
implicata nella replicazione virale. A tal proposito ¢ stata dimostrata un’omologia
di sequenza fra questa proteina, in particolare quella codificata dall’isolato

SANBAN, e la proteina VP-2 di CAV che ha una doppia funzione di fosfatasi,
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tirosin- e serin/treonina fosfatasi ed € implicata nei meccanismi di trasmissione
intracellulare dei segnali durante la replicazione del virus (Peters et al., 2002).
Dall’analisi della sequenza di molti isolati di TTV, il gene ORF-2 risulta spesso
costituito da due piccole ORF, denominate a e b, la prima delle quali appare
molto conservata fra i diversi genotipi e le cui capacita codificanti non sono

ancora note ( Tanaka et al., 2000b; Kakkola et al., 2002).

Tratto simile a CAV di 36 nt (3816-3851)  TATA box(85-90)

Sequenze
contenute nell’ ) )
ATF/CREB Tratto ricco in GC (3732-3853)

siti AP-2 Motivo aa CAV-like (398-460)
NF-KB
sito SP-1

1
Y

Potenziale | stem-loop (353-712)

7

Segnale poly (A) (3073-3078)

ORF5

(2567-3074)

Regione ricca di Arg

ORF1

(589-2898)

_ HVR1 (1411-1476)

HVR2  (1528-1668)

Regione N22 (1847-2346)

HVR3  (1702-1794)

Figura III: Organizzazione genomica di TTV. Le posizioni si riferiscono all’isolato

TA278.

Esperimenti di trasfezione di cellule con vettori contenenti un costrutto del
genoma linearizzato di TTV (genotipo 1), hanno dimostrato la presenza di altre
ORF e permesso lidentificazione di tre distinti mRNA di 3,0, 1,2 e 1,0 Kb
(Kamahora et al., 2000); i tre mRNA, che presentano polarita antigenomica ed
hanno il sito di poliadenilazione al 3’ e il sito cap al 5’, sono stati ritrovati anche

in cellule del midollo osseo infettate da TTV (Okamoto et al., 2000d; 2001). Il
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meccanismo di splicing ipotizzato prevede 1'utilizzo di diversi schemi di lettura e
agirebbe sia sulle regioni ORF conosciute che su ORF minori di nuova
identificazione, dette ORF4 e ORFS5, localizzate in prossimita della porzione C-
terminale dell’lORF1 e ad essa sovrapposte. Dall’analisi dei potenziali siti di
splicing, € emerso che il messaggero piu lungo conterrebbe per intero il gene
ORF1, mentre i due mRNA piu corti risulterebbero dalla combinazione del’lORF2
con I'ORF4 e I'ORFS. I prodotti proteici derivanti dall’lORF3 (o ORF2-4) e dalla
ORF2-5 potrebbero essere coinvolti nella replicazione del virus o nei meccanismi
di controllo e di regolazione della trascrizione virale. In particolare I'ORF-3
sembra codificare per due proteine (p38 e p41) dotate di un differente grado di
fosforilazione simili alla proteina NSS5A del virus dell’epatite C (HCV; Asabe et al.,
2001). Inoltre, in uno studio basato sulla considerazione che alcune sequenze
nucleotidiche di TTV presentavano similitudini con il gene dell’apoptina di CAV, &
stato dimostrato che I’'ORF3 codifica anche per una proteina di 105 aa che
induce l'apoptosi di linee cellulari derivate da carcinoma epatocellulare umano
(Kooistra et al., 2004). Esperimenti di trasfezione in cui sono stati introdotti
costrutti del genotipo 6 di TTV in cellule di rene umano immortalizzate, hanno
evidenziato, mediante Western blotting, l'espressione di almeno 6 proteine
derivate da 3 distinti mRNA, la cui traduzione avverrebbe a partire da 2 diversi
codoni d’inizio, O1AUG (nt 581) e O2AUG (nt 354). Questi ultimi, ottenuti
mediante splicing alternativi, assumevano dimensioni pressoché identiche (2,8,
1,2, e 1,0 kb) agli mRNA precedentemente identificati in vitro. E’ stato inoltre
possibile , mediante sistemi di marcatura, stabilire la localizzazione sub-cellulare
delle 6 proteine: sono stati identificati tre patterns di espressione secondo cui
due proteine derivanti dall’lORF1 e dal’lORF2 avrebbero una localizzazione
principalmente citoplasmatica, due proteine (ORF2/2 ed ORF 2/3) si
troverebbero esclusivamente nel nucleo, mentre altre due (ORF1/1 ed ORF1/2)
presenterebbero una localizzazione intermedia tra citoplasma e nucleo. Le
proteine ORF1 ed ORF2, in base a questo studio, sarebbero tradotte dall'mRNA
di 2,8 kb partendo, rispettivamente, dalle triplette d’inizio O1AUG e O2AUG; le
proteine ORF2/2 ed ORF2/3 deriverebbero invece dallo splicing degli mRNA
rispettivamente di 1,2 e 1,0 kb partendo da O2AUG; anche ORF1/1 ed ORF1/2
derivano dagli stessi mRNA di 1,2 e 1,0 kb ma utilizzano O1AUG come codone

d’inizio delle traduzione (Qiu et al., 2005). La regione non codificante UTR, lunga
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circa 1,2 Kb, comprende un tratto di circa un centinaio di nucleotidi, con il 90%
di basi nucleotidiche costituito da guanina e citosina. Al suo interno € presente
anche una sequenza di 36 nucleotidi, caratterizzata da un alto grado di omologia
con la stessa regione di CAV (Miyata et al., 1999). Alcuni tratti della UTR
risultano estremamente conservati tra tutti i ceppi di TTV al punto di essere un
bersaglio delle metodiche di amplificazione per l'individuazione di diversi genotipi
del virus; tali regioni cosi conservate svolgono probabilmente funzioni di grande
importanza per la vitalita virale. A questo proposito é stato dimostrato che in
tutta la regione UTR, e soprattutto nel tratto ricco in GC, €& possibile la
formazione di complesse strutture secondarie caratterizzate da tipici motivi ad
ansa associati a funzioni regolatrici (Hijikata et al., 1999; Miyata et al., 1999;
Mushahwar et al., 1999). Attraverso saggi di espressione in vitro (Noteborn et al.,
1994), nella regione UTR di CAV sono state evidenziate, oltre al sito di
poliadenilazione a valle di VP-1 e al sito di trascrizione TATA BOX a monte di
VP-2, una serie di sequenze ripetute invertite che costituiscono elementi di
attivazione della trascrizione, ed altre regioni di legame per specifici fattori di
trascrizione capaci di stimolare la proliferazione cellulare (SP-1, NF-Kb, AP-2).
Questi motivi sono stati ritrovati anche nell’'lUTR di TTV, compresa una regione
palindromica, posizionata a valle del sito di poliadenilazione, altamente
conservata tra i diversi isolati del virus (fino al 90%).

Esperimenti di mutagenesi hanno messo in evidenza la presenza di alcuni
elementi regolatori negativi e positivi con probabile attivita cellulo-specifica
(Suzuki et al., 2004). Altri studi hanno permesso la localizzazione del sito di
inizio trascrizione dei 3 mRNA osservati, tale sito si trova 113 nt a valle rispetto

al promotore basale, costituito dalla TATA BOX (Kamada et al., 2004).

Replicazione:

La modalita di replicazione del genoma impiegata dagli Anellovirus € ancora da
chiarire; percio & possibile solo formulare ipotesi sulla base di analogie ai virus
con cui condividono alcune caratteristiche strutturali come alcuni membri della
famiglia Circoviridae ed in particolare con CAV e il circovirus porcino di tipo 2
(PCV-2). 1l genoma dei circovirus animali non codifica per DNA polimerasi o per

retrotrascrittasi, cid suggerisce che la loro replicazione sia strettamente
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dipendente dagli enzimi della cellula infettata. Inoltre, ’'assenza di sequenze in
grado di alterare il ciclo cellulare dell’ospite (Todd et al., 2001) e la capacita dei
circovirus di propagarsi in cellule linfoidi attivate, hanno indotto a supporre che
il loro meccanismo replicativo dipenda dallo stato di attivazione della cellula, in
particolare dalle proteine prodotte durante la fase S del ciclo cellulare (Fields et
al., 1996). Anche per TTV, affinché avvenga la replicazione, le cellule infettate
devono essere in uno stato di attiva divisione come quelle del fegato, del midollo
osseo, (Okamoto et al., 2000d; Okamoto e Mayumi, 2001) e del sistema linfoide
stimolate (Maggi et al., 2001; Mariscal et al., 2001); cido ha indotto ad ipotizzare,
per il processo replicativo, la necessita di una localizzazione nucleare; le modalita
di assemblaggio del virione invece, non sono al momento conosciute. Vista la
notevole eterogeneita genetica caratteristica dei virus del gruppo TT (Umemura
et al., 2001Db), € probabile che la funzione di replicasi sia compiuta da polimerasi
con scarsa attivita di “correzione di bozze”. Resta ancora da chiarire anche la
modalita con cui TTV viene rilasciato dalla cellula ospite anche se la mancanza di
un involucro lipoproteico porta ad ipotizzare che la liberazione dei virioni maturi
avvenga per lisi cellulare.

Viste le similarita con i circovirus ed in analogia con i virus vegetali e batterici a
DNA monocatenario circolare & stato proposto, per la replicazione di TTV, un
meccanismo a cerchio rotante che porterebbe alla formazione di un intermedio
replicativo a doppio filamento circolare. L’ipotesi € rafforzata dall’esistenza di
alcuni motivi aminoacidici, tipici delle proteine Rep, individuati nella regione
ORF1 del virus. Tali proteine vengono utilizzate dai virus a DNA che si replicano
mediante il meccanismo a cerchio rotante (Erker et al., 1999); tale ipotesi ¢ stata
rafforzata in seguito all’identificazione, nelle cellule del fegato e del midollo osseo,
dellintermedio replicativo di TTV a doppio filamento di DNA (Okamoto et al.,
2000d). Sfortunatamente l’assenza della sequenza nonanucleotidica
indispensabile per le iniziali interazioni durante la replicazione a cerchio rotante,
ha fatto dubitare circa il reale utilizzo di TTV di questo modello replicativo (Erker
et al., 1999). Tali dubbi hanno indotto ad indagare un’eventuale capacita di TTV
di replicarsi attraverso un intermedio ad RNA (come si verifica per il virus
dell’epatite B, HBV); non avendo trovato nel suo genoma alcun motivo codificante
per una retrotrascrittasi virale, si ritiene che tale possibilita sia improbabile

(Nishizawa et al., 1999).
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TTV possiede una spiccata capacita di infettare una vasta gamma di tipi cellulari,
infatti il suo genoma viene amplificato in diversi campioni, cid0 induce ad
ipotizzare che i recettori utilizzati da TTV durante la fase di riconoscimento
cellulare siano rappresentati da molecole localizzate a livello di diversi tipi di
tessuti, nonostante non sia escluso l'uso di specifici corecettori da parte dei
differenti genogruppi e/o genotipi virali. In questa prospettiva € importante
sottolineare la presenza di porzioni di genoma ipervaribili (HVR) distribuite nella
parte centrale della regione codificante ORF1, porzioni che potrebbero indirizzare

il tropismo cellulare di TTV (Takahashi et al., 2002).

Eterogeneita genetica:

TTV, TTMV e TTMDV mostrano una straordinaria eterogeneita genetica, peraltro
evento molto inconsueto fra i virus a DNA; l'identificazione delle numerose specie
virali altamente divergenti ma correlate a TTV e la rapidita con cui ultimamente
vengono isolati nuovi ceppi virali del gruppo TT ne rappresentano una chiara
testimonianza. Tale variabilita genetica riguarda principalmente la regione
genomica codificante di TTV, ed € massima nella zona centrale della ORF1 (si
osserva soltanto il 32% di omologia fra l'isolato SANBAN e il prototipo TA278)
dove sono stati identificati almeno tre segmenti ipervariabili. Queste regioni,
denominate HVR-1, 2 e 3 codificanti rispettivamente per 22, 47 e 31 aminoacidi
nel caso del genotipo 1, presentano codoni multipli di inserzione o delezione ed
una diversita genetica a livello aminoacidico superiore al 70% (Erker et al., 1999;
Hijikata et al., 1999; Takahashi et al., 1998b). In uno studio condotto da
Nishizawa e collaboratori nel quale € stata analizzata, in un periodo compreso tra
tre e otto anni, la sequenza dei prodotti di PCR dedotti dal’ORF1 di due soggetti,
¢ stato osservato che le regioni HVR presentano un grado maggiore di variabilita
in soggetti con infezione cronica e che tale variabilita diviene particolarmente
pronunciata durante la fase acuta dell’infezione, suggerendo un probabile
coinvolgimento di queste regioni nei meccanismi utilizzati dal virus per sfuggire
alla risposta immunitaria. Si ritiene inoltre che le HVR siano implicate nella
formazione della quasispecie di TTV, come del resto si verifica con ’'HVR di HCV e
la V3 di HIV (Nishizawa et al., 1999). Tuttavia, la stessa variabilita all'interno

delle HVR, non € stata riscontrata per tutti gli isolati di TTV: in un periodo di
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osservazione compreso tra tre e otto anni le sequenze degli isolati di genotipi 12 e
13 non hanno mostrato particolari variazioni (Ukita et al., 2000). Un ulteriore
meccanismo ipotizzato per spiegare l’elevata eterogeneita di TTV é rappresentato
dall’utilizzo preferenziale, da parte del virus, di polimerasi cellulari con scarsa
capacita di “correzione di bozze” durante la replicazione. Sebbene tale processo
non sia stato ancora dimostrato, ¢ avvalorato dal fatto che la frequenza con cui
avvengono le sostituzioni nucleotidiche in alcune regioni del genoma (7,3 x 10-4
per sito per anno nelle HVRs di SENV) risulta simile a quella di virus ad RNA,
cioé circa 10 volte maggiore di quella di altri virus a DNA, come ad esempio, il
virus dell’epatite B (HBV; Umemura et al., 2001b). Un’altra ipotesi avanzata per
spiegare l’alto grado di eterogeneita genetica € la possibilita che tra isolati diversi
o addirittura all’interno di uno stesso ceppo virale, si verifichino eventi multipli di
ricombinazione (Worobey, 2000; Biagini et al., 2001b; Manni et al., 2002). Sono
stati identificati, infatti, 19 siti di ricombinazione omologa, di cui 13 appartenenti
alla regione UTR (Worobey, 2000; Biagini et al., 2001b); tale regione quindi
potrebbe avere un ruolo importante nell’amplificazione dell’eterogeneita genetica
(Erker et al., 1999; Hijikata et al., 1999). La ricombinazione, oltre che dalle
caratteristiche del genoma, potrebbe essere facilitata dalla presenza di diversi
isolati virali di TTV che spesso circolano contemporaneamente nel sangue o
infettano lo stesso distretto corporeo dell’ospite (Worobey, 2000; Niel et al., 2000;
White et al., 2000). Anche per TTMV ¢ stata dimostrata la contemporanea
presenza di ben 15 differenti isolati nel sangue di un soggetto
immunocompromesso (Vasconcelos et al., 2002). Tuttavia c’¢ da sottolineare,
come emerso in uno studio, che non vi & ancora concordanza di opinioni circa
I'ipotesi della ricombinazione come causa primaria della elevata eterogeneita
genetica di TTV e TTMV (Jelcic et al., 2004). Infine anche la considerazione che
TTV sia un virus antico, che circola nella popolazione umana da migliaia di anni,
puo giustificare il grado di variabilita genetica che potrebbe essersi accumulata

nel corso di lunghi periodi (Hijikata et al., 1999; Prescott et al., 1999).
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Epidemiologia

L’aspetto sicuramente piu interessante dell’epidemiologia di TTV € la sua elevata
distribuzione in tutte le popolazioni del mondo indipendentemente dall’area
geografica, dall’origine etnica e dallo sviluppo socio-economico.

I primi studi di prevalenza, in cui come bersaglio di amplificazione nelle reazioni
di PCR era stata utilizzata la regione ORF1, avevano segnalato una discreta
diffusione del virus, anche se con differenti percentuali di positivita per TTV a
seconda dell’area geografica considerata (Niel et al.,1999). Nei paesi
industrializzati, Stati Uniti e Nord Europa, la frequenza di TTV risultava molto
bassa. Al contrario, nelle popolazioni africane e sud americane si evidenziarono
percentuali di positivita assai elevate, mentre in Asia il virus era mediamente
prevalente. Furono, inoltre, rilevati livelli di viremia particolarmente elevati in
popolazioni isolate, ovvero limitatamente in contatto con le restanti regioni del
mondo (Prescott e Simmonds, 1998). In tutti questi studi non fu osservata
alcuna associazione della prevalenza di TTV con lo status clinico dei soggetti, né
con altre caratteristiche della popolazione analizzata.

Con lintroduzione della PCR universale ¢ stata dimostrata una diffusione del
virus ancora piu sorprendente di quanto ritenuto in precedenza; TTV €& stato
infatti ritrovato in circa 2/3 della popolazione mondiale, con variazioni non
significative fra le differenti aree geografiche (Biagini et al., 2000; Biagini et al.,
2001a; Mastubara et al., 2001; Niel e Lampe, 2001). In base a questi studi TTV &
risultato particolarmente diffuso in Asia con una prevalenza superiore al 90%, al
contrario € risultato essere meno diffuso (circa 40%) in Nord America e in

Oceania (figura 1V).

28



Introduzione

@ PCR ORF-1
O PCR UTR

Figura V: Prevalenza di TTV nella popolazione mondiale. Le percentuali indicate
si riferiscono ai dati ottenuti amplificando regioni del’ORF1 (verde) e del’'UTR

(rosso), (Bendinelli et al., 2001).

I dati ottenuti per TTMV sono simili a quelli ottenuti per TTV (Biagini et al.,
2000; 2001a). La distribuzione di entrambi i gruppi di virus non € sembrata
influenzata dal sesso dei soggetti esaminati. Gia nella prima infanzia € stata
evidenziata un‘ampia diffusione del virus (Davidson et al., 1999; Hsieh et al.,
1999; Vasconcelos et al., 2002; Maggi et al.,, 2003a), i livelli di prevalenza
tendono ad aumentare nel tempo raggiungendo l'apice nell’eta adulta (Chen et
al., 1999; Davidson et al., 1999; Hsieh et al., 1999; Maggi et al., 1999).

L’alta prevalenza di TTV e TTMV e probabilmente anche di TTMDV nella
popolazione mondiale presuppone che si diffondano attraverso svariate vie di
trasmissione. L’elevata percentuale di positivita osservata in numerosi studi fra i
soggetti esposti a sangue o a emoderivati (emofiliaci, emodializzati, politransfusi,
talassemici e tossicodipendenti) ha dimostrato quanto TTV possa essere
facilmente trasmesso attraverso la via parenterale. Il ritrovamento di sequenze
virali in campioni di feci di soggetti viremici ha inoltre suggerito che possa essere
trasmesso anche per via oro-fecale. L’identificazione del genoma di TTV in
neonati ha fatto supporre l'esistenza di una via di trasmissione del virus dalla

madre al feto; tale ipotesi, inizialmente messa in discussione (Okamura et al.,
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1999; Hsieh et al., 1999; Yokazaki et al., 1999a), ha trovato riscontro in seguito
al ritrovamento di TTV in oltre il 50% dei campioni di sangue cordale esaminati.
Tale evidenza ha peraltro suggerito che madri infette possano trasmettere
I'infezione al figlio attraverso la placenta (Morrica et al., 2000). Il genoma virale &
stato inoltre ritrovato in campioni di latte materno: cido spiega l’esistenza di
neonati positivi con madri negative e di bambini che presentano isolati virali
differenti da quelli identificati nel sangue materno (Davidson et al., 1999). La
trasmissione del virus per via sessuale non € stata ancora chiarita ma, in alcuni
studi, TTV e TTMV sono stati amplificati dalle secrezioni vaginali, dal fluido
spermatico e dalla saliva di alcuni soggetti (Gerner et al., 2000; Kazi et al., 2000;
Inami et al., 2000; Liu et al., 2000; Martinez et al., 2000; Matsubara et al., 2000;
Matsubara et al., 2001; Schroter et al., 2000; Stark et al., 2000; Biagini et al.,
2001a; Chan et al., 2001; Fornai et al., 2001; Krekulova et al., 2001; Pirovano et
al., 2002a). I risultati di uno studio condotto su bambini di eta inferiore ai due
anni affetti da malattie respiratorie acute hanno indotto ad ipotizzare per il tratto
respiratorio, la probabile sede di replicazione di TTV e proposto la via aerea come
un’ulteriore via di trasmissione del virus. I titoli virali determinati nelle secrezioni
e nelle cellule nasali dei bambini esaminati risultavano infatti significativamente
piu alti se posti a confronto con i livelli osservati nei corrispondenti campioni di
plasma (Maggi et al., 2003a). In precedenza erano gia state identificate sequenze
di TTV a livello dell’epitelio respiratorio, nei polmoni, nelle tonsille e nelle
adenoidi, a sostegno dell’ipotesi dell’esistenza di una via di trasmissione aerea del
virus (Pollicino et al., 2002).

Studi di prevalenza dei diversi genotipi di TTV e TTMV hanno evidenziato una
maggiore diffusione di alcuni genotipi rispetto ad altri, come si evince da un
lavoro in cui € dimostrato che i genotipi 1 e 3 sono stati ritrovati con maggior
frequenza nella popolazione generale rispetto al 4 e 5, mentre il genogruppo 2
sembra essere quello pit raro (Maggi et al., 2005). Da altri lavori € invece emerso
un certo grado di variabilita nella distribuzione geografica dei vari isolati (Gallian
et al., 2000; Mikuni et al., 2002) ad esempio, il genotipo 1 ed alcuni genotipi di
SENV sono risultati piu diffusi in Asia piuttosto che nei paesi occidentali con il
10% dei donatori giapponesi positivi per SENV-D e SENV-H rispetto al 2-3% dei
donatori positivi statunitensi e italiani (Shibata et al., 2001; Umemura et al.,

2001a). E stata anche dimostrata una differente prevalenza di alcuni genotipi di
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TTV fra paesi dello stesso continente: 'infezione con i genotipi 22 e 23 é risultata
frequente in Indonesia, ma praticamente assente in Giappone (Muljono et al.,
2001). Rimane ancora da chiarire se i diversi genotipi vengano trasmessi con
diversa efficienza; a tal proposito, in un lavoro sono stati identificati genotipi di
TTV appartenenti al genogruppo 2 in soggetti HIV e HBV positivi, ma non in
donatori di sangue (Devalle e Niel 2004); inoltre studi condotti da Pirovano e
collaboratori hanno evidenziato una maggiore prevalenza di SENV-A e SENV-B in
soggetti tossicodipendenti piuttosto che in individui infettati per via sessuale

(Pirovano et al., 2002b).

Interazione fra TTV e l’ospite

Una volta acquisita l'infezione il virus persiste per anni nel sangue della maggior
parte dei soggetti infetti, (per almeno 22 anni in uno studio; Matsumoto et al.,
1999) cio suggerisce che la cronicizzazione del virus sia l’evenienza pit comune.
Diversi lavori in letteratura hanno infatti evidenziato che piu dell’80% degli
individui infettati diviene portatore cronico del virus (Takayama et al., 1999b; Ali
et al., 2002; Lefrére et al., 1999; Matsumoto et al., 1999). I meccanismi tramite
cui il virus genera la persistenza sono sconosciuti, tuttavia pare che non rimanga
latente nella cellula ospite in forma episomiale o integrata, fenomeno invece
possibile per altri virus a DNA (Tanaka et al., 2000a; Yu et al., 2002). Nella
capacita di persistenza di TTV potrebbe essere implicata la mancata capacita del
sistema immunitario dell’ospite di controllare l'infezione. Durante l’infezione
virale infatti, vengono prodotti anticorpi anti-TTV ma nella maggior parte dei casi,
non sembrano capaci né di eradicare l'infezione né di prevenire eventuali
superinfezioni. Infezioni miste con isolati eterologhi di TTV sono risultate
frequenti, con percentuali del 65% rilevate nei bambini di eta inferiore ai sette
anni, e addirittura del 90% in soggetti adulti sani (Ukita et al., 2000; Saback et
al., 2002; Maggi et al., 2005). La risposta umorale € caratterizzata dalla rapida
comparsa (dopo circa 10-12 settimane dall’infezione), di IgM rilevabili nel sangue
solo per 5-11 settimane, seguita da una piu lenta produzione di IgG (intorno alla

15°-17° settimana) che persistono per anni (Tsuda et al., 2001). La capacita di
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questi anticorpi di neutralizzare il virus non € stata ancora dimostrata. Sono stati
ottenuti dati contrastanti per quanto riguarda la produzione di immunoglobuline
in seguito all'infezione da TTV. Tali dati mostrano che in alcuni casi la presenza
di IgG correla con la scomparsa o l'assenza della viremia plasmatica mentre, in
altri casi, tali immunoglobuline non hanno prodotto alcun effetto sulla
persistenza del virus. Tsuda e collaboratori hanno infatti evidenziato come la
comparsa di immunocomplessi TTV-IgG sia seguita da una riduzione del titolo
virale (Tsuda et al., 1999). Nishizawa e collaboratori invece, hanno dimostrato
come, in pazienti cronicamente infetti, TTV circola complessato proprio ad IgG
(Nishizawa et al., 1999). L'importanza della risposta cellulo-mediata nel controllo
dellinfezione da TTV é ancora da chiarire; si ritiene pero che le cellule del
sistema immunitario assumano un ruolo essenziale sia nella persistenza che
nella disseminazione di TTV ai vari tessuti. Successivamente all’infezione il virus
¢ amplificato da campioni ematologici. I livelli plasmatici del virus dopo la
cronicizzazione sono paragonabili a quelli di altri virus persistenti, come HCV,
HBV e HIV e subiscono un’oscillazione tra 103 e 108 copie per ml di plasma
(Pistello et al., 2001) mostrando, nella maggior parte dei casi, ampie fluttuazioni
nel tempo, in altri casi invece, una relativa stabilita (Ball et al., 1999; Matsumoto
et al., 1999).

La cinetica del virus €& stata studiata in un gruppo di pazienti HCV positivi
cronicamente infettati da TTV misurando gli effetti dell’interferone (IFN) sulla
viremia (Maggi et al., 2001c). Applicando un modello matematico simile a quello
utilizzato per gli studi su HIV e HCV, € stato stimato che l’emivita di TTV nel
plasma € di circa 6 ore, che ogni giorno vengono prodotti almeno 1010 virioni e
che piu del 90% del virus plasmatico subisce un turnover giornaliero (Maggi et

al., 2001c; tabella I).
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VIRUS EMIVITA DEL N° MINIMO DI REFERENZA
VIRIONE VIRIONI
PRODOTTI AL
GIORNO
HBV 1,2 giorni >1,7x1013 Whalley et al. 2001
HCV 2,7 ore >1,3x1012 Neumann et al. 1998
HIV <1 ora >9,8x109 Ramratnam et al.
1999

TTV 6,5 ore >3,8x1010 Maggi et al. 2001c

Tabella I: Confronto della viremia plasmatica di TTV con quelle di altri virus

persistenti.

La cronicizzazione dell’infezione da TTV & l'evento piul probabile, ciononostante in
letteratura non mancano <casi in cui linfezione sembra risolversi
spontaneamente, talvolta dopo mesi o anche anni dal contagio (Lefrére et al.,
1999; Matsumoto et al., 1999; Yuki et al., 1999). In ogni caso la scomparsa della
viremia osservata in questi casi, non dimostra la completa eradicazione del virus:
sono state isolate sequenze di TTV in diversi tessuti anche in assenza di viremia
(Maggi et al., 2001c; Pollicino et al., 2002). Da cio € nata l'ipotesi che l'apparente
risoluzione dell’infezione possa dipendere da una ridotta immissione in circolo
del virus in seguito a fasi di latenza. E stato anche ipotizzato che ad opera di
modificazioni delle sequenze virali, non sia pitl possibile la rilevazione del DNA.
L’andamento dell’infezione da TTV potrebbe inoltre differire a seconda del
genotipo infettante: in uno studio condotto da Otho e collaboratori € stata
osservata la risoluzione spontanea dellinfezione in circa il 20% dei bambini
infettati da TTV, tale risoluzione comunque si € verificata con diverse percentuali
a seconda del genotipo virale coinvolto nell’infezione (Otho et al., 2002). Un altro
studio ha evidenziato la scomparsa della viremia nel 77% di soggetti

tossicodipendenti infettati con l'isolato SENV (Wilson et al., 2001).
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I1 genoma di TTV € stato identificato in numerosi fluidi biologici tra cui bile,
saliva, lacrime, seme, secrezioni vaginali, fluido duodenale, liquido sinoviale e
fluido cerebrospinale (Deng et al., 2000; Biagini et al., 2001a; Tapiri et al., 2001;
Maggi et al.,, 2001a; Fornai et al., 2001; Nakagawa et al., 2000; Inmai et al.,
2000), ad indicare che il virus € disseminato in tutto 'organismo. Inoltre, sono
stati ritrovati intermedi replicativi e trascritti virali in molti tessuti (polmone,
milza, pancreas, rene, linfonodi, muscolo scheletrico e tiroide; Okamoto et al.,
2001) a dimostrazione della capacita del virus di replicarsi in molti tessuti
infettati (Okamoto et al., 2001) e non solo nelle cellule epatiche o in quelle del
midollo osseo, come si pensava precedentemente (Okamoto et al., 1998b;
Okamoto et al., 2000b; Okamoto et al., 2000d; Kikuchi et al., 2000; Lopez-
Alcorocho et al., 2000; Rodriguez-Inigo et al., 2000; Comar et al., 2002). Questi
risultati hanno fornito importanti indicazioni, ma la mancanza di sistemi di
coltivazione idonei per TTV, non ha ancora permesso lidentificazione di tipi
cellulari in grado di supportarne la replicazione. Tuttavia, recenti studi in vitro
hanno dimostrato che TTV ¢ in grado di infettare i linfo-monociti, ma la sua
replicazione avviene solo quando questi ultimi sono opportunamente stimolati.
Cio suggerisce che la capacita di replicazione di TTV dipenda dallo stato di
attivazione della cellula ospite, come del resto accade per molti altri virus a DNA
(Maggi et al., 2001b; Mariscal et al., 2002). Non & ancora chiaro se esista una
sottopopolazione linfocitaria nella quale il virus preferenzialmente si replichi e/o
persista, ma in alcuni lavori sono stati osservati quantita di virus maggiori a
livello dei granulociti e dei linfociti CD19+ (Lopez-Alcorocho et al., 2000;
Takahashi et al., 2002; Yu et al., 2002; Zhong et al., 2002). Anche in questo caso
¢ ipotizzabile che diversi genotipi di TTV abbiano un tropismo cellulare
preferenziale, come suggerito dalla discordanza tra le sequenze individuate nei
tessuti di un singolo paziente e quelle presenti in circolo (Okamoto et al., 2000c).
Al contrario il recente ritrovamento di ben 24 isolati del virus nella milza di un
paziente affetto da tumore sembra smentire le precedenti ipotesi (Jelcic et al.,
2004). Moen e collaboratori hanno infine indagato la possibilita che TTV e TTMV
abbiano un ruolo come agenti immunomodulanti, similmente a quanto
dimostrato per i circovirus animali. Per far luce su tale ipotesi sono stati arruolati
gruppi di pazienti sottoposti a trattamenti immunosoppressivi diversi: i risultati

hanno evidenziato cambiamenti nei titoli di TTV in base all’entita delle variazioni
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delle risposte di difesa fisiologiche dell’ospite (Moen et al., 2002b). In altri lavori,
a conferma di quanto emerso negli studi condotti da Moen, & stata osservata una
diminuzione della viremia basale in seguito a trapianti di midollo osseo o a

trattamenti mielosoppressivi (Kanda et al., 1999b).

Associazione con la malattia

Dalla scoperta di TTV ad oggi sono stati svolti numerosissimi studi allo scopo di
far luce sulla reale capacita patogenetica del virus. Sebbene i risultati di molti
lavori lascino aperta la possibilita che l'infezione da TTV possa assumere un
qualche significato clinico, non si € ancora giunti ad una conclusione certa
(Naoumov, 2000). Sulla base dell’alta prevalenza di TTV nella popolazione sana,
della sua ubiquitarieta nell’ospite infettato e dell’esistenza di diverse vie di
trasmissione, alcuni autori si sono affrettati a ritenerlo un semplice commensale
apatogeno dell'uvomo (Griffiths, 1999; Mushahwar, 2000). TTV & stato
inizialmente amplificato a partire da campioni di pazienti affetti da forme di
epatite non-A non-E (Nishizawa et al., 1997), per tale motivo € stato presunto che
potesse rappresentare la causa di epatiti croniche o acute ad eziologia
sconosciuta. Studi successivi hanno sollevato dubbi circa tale potenzialita
patogenetica di TTV, in quanto la sua presenza € stata riscontrata sia in pazienti
con epatiti criptogenetiche che in soggetti senza alterazioni epatiche o addirittura
in individui sani (Berg et al., 1999; Colombatto et al., 1999; He et al., 1999;
Kanda et al.,1999; Nakano et al., 1999; Toniutto et al., 1999; Viazov et al., 1998).
Inoltre non € stata dimostrata alcuna correlazione tra linfezione da TTV e la
progressione dell’epatite e/o l’entita del danno epatico in studi condotti su
pazienti trasfusi o coinfettati con HBV o HCV (Giménez-Barcons et al., 1999;
Irving et al., 1999; Lefrére et al., 1999; Matsumoto et al., 1999; Oguchi et al.,
1999; Berg et al., 1999; Gad et al., 2000; Kao et al., 2000). I risultati emersi da
tali studi hanno di fatto confutato un ruolo primario del virus nella patologia
epatica (Matsumoto et al., 1999; Kao et al., 2000; Shang et al., 2000; Ali et al.,
2002). Tuttavia in letteratura sono descritti casi in cui € stata rilevata una
possibile associazione tra danno epatico e TTV, come dimostrato dalle sporadiche

correlazioni fra viremia ed andamento delle transaminasi in alcuni soggetti
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(Cleavinger et al., 2000; Forns et al., 1999; Fujiwara et al., 1998; Ikeda et al.,
1999; Itoh et al., 1999a; Jiang et al., 1999; Kanda et al., 1999b; Lefrere et al.,
1999; Luo et al., 1999; Naoumov et al., 1998). Data la presenza e la capacita
replicativa di TTV in molti tessuti differenti da quello epatico, é stata analizzata la
possibilita di associare il virus con altri tipi di patologia. A tal proposito € emersa
un’interessante relazione tra l'infezione da TTMV e gravi patologie dell’apparato
renale (Gallian et al., 2002); ¢ stato inoltre evidenziato, in un esperimento
condotto in vitro, un possibile ruolo di TTV nell’induzione di alterazioni a carico
di cellule renali simili a quelle osservate nella sindrome nefrosica (Yokoyama et
al., 2002). Topi transgenici per piu porzioni del’lORF1 presentavano segni
patologici solo a livello del rene; tali manifestazioni patologiche risultavano essere
tanto piu gravi quanto maggiore era l’espressione del transgene, a conferma che
il danno renale era indotto dalla proteina codificata. Uno studio condotto su un
gruppo di pazienti sottoposti a trapianto renale, ha sottolineato la persistenza di
isolati del genogruppo 1 in questo organo (Szladek et al., 2003). Parziali
correlazioni sono state riscontrate in pazienti affetti da diabete, fibrosi polmonare
idiomatica, artrite reumatoide ed in emodializzati con bassi livelli di emoglobina e
scarsa risposta al trattamento con eritropoietina (Gallian et al., 1999; Bando et
al., 2001; Boysen et al., 2003; Hirata et al., 1998). Inoltre, sono stati evidenziati
alti titoli di TTV in bambini con broncopolmonite (BP) piuttosto che in quelli
affetti da forme meno gravi di malattie respiratorie acute (MRA), suggerendo un
possibile ruolo di TTV come cofattore nella patologia di alcune affezioni a livello di
vie aeree (Maggi et al., 2003a). Non € stata rilevata alcuna relazione tra TTV ed
anemia aplastica, crioglobulinemia, lupus eritematoso, psoriasi (Kikuchi et al.,
2000; Cacoub et al., 2003; Maggi et al., 1999) e neppure con la presenza di
infezione da Helicobacter pilori (Toyoda et al., 2000). Vista 'omologia che TTV
mostra con alcuni circovirus animali, € stata presa in esame l'ipotesi che il virus
interagisca con il sistema immunitario dell'organismo ospite (Bendinelli et al.,
2001; Simmonds, 2002). Dagli studi messi in atto, sono emerse interessanti
correlazioni tra TTV e patologie del sistema linfoide: studi condotti da Shibayama
e collaboratori hanno evidenziato livelli notevolmente elevati del virus in pazienti
immunocompromessi (affetti da AIDS o da altre sindromi intercorrenti), cid ha
suggerito un possibile ruolo del sistema immunitario nel controllo della

replicazione di TTV: i titoli del virus, aumenterebbero in risposta ad un
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progressivo indebolimento della risposta immunitaria (Shibayama et al., 2002;
Simmonds, 2002). Quanto appena esposto, € stato anche confermato
dall’incremento della viremia di TTV in pazienti sottoposti a trapianto epatico o a
terapia con farmaci immunosoppressivi (Shang et al., 2000), oltre che da una
inversa correlazione fra i livelli quantitativi del virus ed il numero dei linfociti
CD4+ in pazienti HIV positivi (Christensen et al., 2000; Shibayama et al., 2001;
Touinssi et al., 2001). Cido nonostante, non € stato osservato un aumento dei
livelli di TTV in pazienti HIV positivi, cio induce ad ipotizzare che, in seguito alla
deplezione HIV-indotta dei linfociti CD4+, vengano occasionalmente prodotti
fattori necessari per lincremento del titolo di TTV (Moen et al., 2002a). L’effettivo
contributo di TTV nella progressione dell’HIV rimane da chiarire. Una relazione
tra TTV ed alterazioni del sistema immunitario ¢ emersa da uno studio condotto
su bambini affetti da MRA, in cui € stata osservata una correlazione tra i titoli del
virus ed i livelli di alcune sottopopolazioni linfocitarie circolanti (in particolare
con i linfociti T CD3+ e CD4+ e con i linfociti B CD19+; Maggi et al., 2003b).
L’alta variabilita genetica che caratterizza gli Anellovirus, ha fatto considerare
anche la possibilita che i diversi genotipi assumano un differente ruolo in
relazione a determinate patologie, come accade per alcuni membri della famiglia
Circoviridae: il circovirus porcino (PCV), ad esempio, provoca una grave sindrome
da deperimento con immunodepressione nel maiale, ma tale potenzialita
patogenetica € attribuibile solo al PCV di tipo 2. Studi condotti al fine di chiarire
questo aspetto hanno fornito interessanti risultati, difatti € stata rilevata una
correlazione tra il genotipo 1 di TTV e i livelli di transaminasi in soggetti con
patologie epatiche; inoltre tale genotipo risultava particolarmente frequente in
pazienti con epatite fulminante o con aggravamento delle condizioni cliniche
(Okamura et al., 2000; Shibata et al., 2000; Moriyama et al., 2001; Tokita et al.,
2001a; 2001b; 2001c; Tokita et al., 2002). Uno studio condotto da Umemura e
collaboratori, ha risaltato come due genotipi di SENV (SENV-D e SENV-H) fossero
maggiormente presenti nel siero di pazienti affetti da epatite post-transfusionale
non-A non-G piuttosto che in soggetti sani (Umemura et al., 2001a). Tuttavia,
studi successivi hanno riportato risultati contrastanti (Kao et al., 2002; Mikuni et

al., 2002; Yoshida et al., 2002).
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I Recettori Toll-Like

Negli esseri umani esistono due sistemi che contribuiscono allimmunita:
- Il sistema innato (non specifico, non adattativo)

- Il sistema adattativo (acquisito, specifico)

Ambedue sono essenziali per la sopravvivenza degli individui. Le principali cellule
dell'immunita innata sono: i macrofagi, i neutrofili, e le popolazioni linfocitarie
delle cellule natural killer (NK), le cellule dendritiche (DC). Molte di queste cellule,
proprio per le funzioni di primo intervento che svolgono, esprimono delle proteine
che funzionano come veri e propri recettori sensoriali (PRRs, da "Pattern
Recognition Receptors") in grado di riconoscere ed interagire con l'antigene
batterico e conseguentemente innescare delle vie di segnale intracellulare che
determinano a loro volta, come risultato finale, l'instaurarsi dell'infiammazione. I
profili molecolari microbici altamente conservati con cui si interfacciano i PRRs,
sono definiti PAMPs (da:"Pathogen-Associated Molecular Patterns") e sono ad
esempio lipopolisaccaridi, peptidoglicani, sequenze di DNA non comuni all'ospite,
lipoproteine, RNA virale. I due gruppi maggiori di PRRs umani attualmente
conosciuti sono i recettori Toll-like (TLRs, da "Toll-Like Receptors) e le proteine
NODs (Nucleotide Oligomerization Domain).

I recettori Toll-like sono importanti per la clearance dei patogeni e sono tra i
PRRs quelli maggiormente caratterizzati e studiati. Tali recettori sono espressi sia
sulla superficie cellulare (TLR 1, 2, 4, 5, 6) che nel compartimento endosomiale
(TLR 3, 7, 8, 9) (Figura VI).
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Figura VI: Visione generale della famiglia dei TLRs umani

I TLRs localizzati sulla superficie cellulare riconoscano principalmente
componenti strutturali dei patogeni (proteine, lipoproteine, polisaccaridi), quelli
che si trovano sulla membrana endosomiale invece, sono implicati nel
riconoscimento di polinucleotidi (RNA, DNA). Alcune sequenze nucleotidiche
presentano modificazioni che fanno si che il sistema immunitario le identifichi
come non-self. I TLRs endosomiali sono responsabili del riconoscimento di quei
patogeni che sono stati fagocitati o che hanno infettato le cellule (Akira and
Hemmi, 2003; Wagner, 2004).Uno studio recente ha inoltre dimostrato che esiste
un meccanismo in grado di facilitare il riconoscimento degli acidi nucleici non-
self ai recettori Toll-like. Tale meccanismo € svolto da un gruppo di proteine
altamente mobili HMGB 1,2,3 che svolgono la funzione di sentinelle universali
degli acidi nucleici. HMGBs sono proteine altamente espresse nel nucleo, dove
regolano la struttura della cromatina e la trascrizione, ma sono anche presenti in
percentuali minori nel citosol e nei fluidi extracellulri. I risultati di questo studio
dimostrano come il legame degli acidi nucleici alle proteine HMGBs € una pre-
condizione per un piu efficiente riconoscimento e attivazione dei recettori TLR.

Rimane ancora da chiarire, pero, dove esattamente avviene il legame tra I’acido
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nucleico e le HMGBs e come tali complessi (HMGBs-acido nucleico) attivano la
cascata di trasduzione dei loro rispettivi recettori (Hydeyuk et al., 2009). In
particolare, il recettore TLR9 riconosce dinucleotidi CpG inclusi in sequenze
nucleotidiche conservate. Le sequenze CpG sono piu abbondanti a livello del
genoma dei procarioti rispetto a quello degli eucarioti. Inoltre il DNA eucariote
presenta il dinucleotide in forma metilata sulla citosina, mentre in quello
procariote tali metilazioni sono rare. Il motivo CpG non metilato rappresenta
infatti lo stimolo per la risposta immune. II TLR9 €& attivato non solo da DNA
naturale derivante da virus e Dbatteri, ma anche da corte sequenze
oligonucleotidiche sintetiche (20 pb), dette ODN, contenenti motivi CpG non
metilati. Vista la facilita con cui tali molecole possono essere prodotte e dal
momento che mimano leffetto dei PAMPs, gli ODN-CpG sono diventati il piu
promettente mezzo per lo studio dell’effetto immunostimolante dei motivi CpG
non metilati (Dalpke et al., 2001, 2002b, c) e stanno trovando sempre pitl ampio
spazio nelle applicazioni terapeutiche per la loro capacita di promuovere una
migliore risposta umorale e cellulo-mediata. Oltre all’effetto audiuvante, i motivi
CpG sintetici esercitano anche un importante ruolo nel prevenire le reazioni di
ipersensibilita di tipo I (anafilassi) e nella terapia antitumorale (Buhé et al.,
2009). La capacita, infatti, di indurre principalmente citochine di tipo Th-1,
riduce lo sviluppo di una risposta umorale Th-2, prevenendo il rilascio di
citochine come IL-4 e IL-5 e la conseguente produzione di anticorpi quali le IgE,
riducendo cosi la suscettibilita allo sviluppo delle allergie (Sur S. et al., 1999;
Kline JN., 1998; Horner AA. et al.,, 2001).Per quanto riguarda [lattivita
antitumorale risulta, invece, fondamentale la sua capacita di attivare i linfociti T

citotossici e le cellule NK.
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I motivi CpG nel DNA batterico e virale

Per molto tempo il DNA é stato ritenuto una componente immunologicamente
inerte, ma gli studi di Tokunaga e collaboratori, nel 1984, hanno cambiato
questa visione. Tali autori, con i loro studi, dimostrarono che una frazione
estratta dal Micobacterium bovis, ceppo di Calmette e Guerin (BCG), stimolava
gli immunociti di topo a produrre interferon (IFN) ed inibiva la crescita di vari
tumori singenici dell’'uomo e del topo (Tokunaga et al., 1984). Tali osservazioni
aprirono la strada ad una serie di studi per la comprensione ed l'individuazione
di quale fosse la componente del BCG responsabile di tali effetti. Tramite la
caratterizzazione chimico-fisica della frazione del BCG, denominata MY-1, si
evidenzio che essa era costituita da acidi nucleici e conteneva tracce di zuccheri e
proteine. Il suo profilo di eluizione mediante HPLC (high performance liquid
chromatography) mostrava patterns di piu pesi molecolari. Successivamente la
frazione MY-1, ad alto peso molecolare, fu digerita enzimaticamente con DNasi
e/o con RNasi. I prodotti purificati di tali digestioni furono valutati per la loro
attivita immunologica. Solo la frazione digerita con RNAasi manteneva la stessa
capacita della frazione non digerita nel produrre IFN; i prodotti purificati dopo
digestione con DNasi perdevano invece tale capacita. Tali esperimenti
dimostrarono dunque che la molecola, presente nella frazione MY-1, in grado di
indurre la stimolazione delle cellule del sistema immunitario era il DNA. L’attivita
immunologica dimostrata per il DNA batterico, spinse i ricercatori a indagare se
tale proprieta fosse associabile anche al genoma di altre specie. Messina e
collaboratori dimostrarono che solo il DNA batterico stimolava direttamente la
proliferazione in vitro di linfociti di topo, mentre la stimolazione con DNA
proveniente da mammiferi non aveva effetto mitogeno (Messina et al., 1991).
Questi studi stabilirono che, nonostante le notevoli somiglianze biochimiche
esistenti tra il DNA dei batteri e quello dei mammiferi, le due molecole differivano
per la presenza di particolari strutture che nei batteri funzionano come
determinanti antigenici capaci di stimolare una risposta immunitaria o come
segnali mitogeni. I motivi che mediano tale immunostimolazione furono
successivamente identificati in Escherichia coli (E.coli) e risultarono essere
dinucleotidi CpG non metilati fiancheggiati da specifiche basi (Krieg et al., 1995).

I1 DNA dei batteri si distingue da quello dei vertebrati sia per il contenuto in tali
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dinucleotidi, che per il grado della loro metilazione. Infatti nel genoma dei
vertebrati i dinucleotidi CpG sono presenti solo con una frequenza pari al 25%
del valore atteso e questo fenomeno viene comunemente indicato come
“soppressione dei motivi CpG” (Bird et al., 1987). Inoltre, tali motivi sono
solitamente metilati sulla citosina e fiancheggiati da basi che determinano un
effetto neutralizzante sul sistema immunitario piuttosto che immunostimolatorio.
Al contrario il DNA batterico € caratterizzato da un’alta frequenza di motivi CpG
che risultano generalmente non metilati. Queste differenze strutturali, rendono il
DNA batterico capace di attivare direttamente le cellule del sistema immunitario.
In particolare i motivi CpG non metilati agiscono sulle cellule presentanti
I’antigene (APC), come le cellule dendritiche, i macrofagi e i linfociti B. Tali
cellule, quando attivate, producono diverse citochine immunomodulatorie come
Iinterleuchina (IL) 6, che contribuisce ad attivare le cellule B e T, l'interferon vy
(IFN-y), che aumenta la capacita dei macrofagi di eliminare patogeni intra ed
extracellulari, ed infine IIL-12 che regola la produzione di IFN- y e contribuisce
all’attivazione delle cellule natural killer (NK). Inoltre i motivi CpG regolano
I’espressione del complesso di istocompatibilita di classe II e di molecole
costimolatorie come le molecole B7-1 e B7-2 (Krieg. 1999), mentre al contrario
non sembrano attivare direttamente le cellule T (Krieg. 2002). La presenza dei
dinucleotidi CpG non metilati fu individuata anche nei genomi dei virus a DNA
ma a differenza del genoma batterico, in cui si ha un alto numero di tali
dinucleotidi, i genomi virali mostravano differenti prevalenze in base alla loro
lunghezza. Infatti si osservava una significativa riduzione del dinucleotide CpG
nei genomi di lunghezza inferiore a 30 kb e un contenuto medio piu alto in quelli
con lunghezza superiore a 30 kb (Karlin et al., 1994). Fin dai primi studi condotti
da Tokunaga era emerso che il dinucleotide CpG, per poter attivare la risposta
immunitaria, dovesse essere fiancheggiato da basi specifiche (Tokunaga et al.,
1992). Successivi studi condotti da Krieg e collaboratori confermarono tale
ipotesi dimostrando che la massima attivazione immunitaria si osservava quando
il dinucleotide CpG era preferibilmente fiancheggiato al 5’ da due purine (GpA) e
al 3’ da due pirimidine (TpC o TpT) (Krieg et al.,1999). L'importanza delle basi che
fiancheggiano il dinucleotide CpG fu rafforzata dall’evidenza che non tutti i motivi
CpG non metilati portavano ad una immunostimolazione: Krieg nel 1998 scopri

che il DNA degli adenovirus di tipo 2 e 5 non aveva un effetto stimolatorio ma
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piuttosto immunoneutralizzante, induceva il blocco della produzione di citochine
da parte del DNA batterico (Krieg et al., 1998). Sequenze CpG neutralizzanti sono
anche presenti nel DNA dei vertebrati, i quali presentano infatti motivi non
metilati che non inducono nessuna stimolazione del sistema immunitario. Tali
motivi sono detti neutralizzanti perché, al contrario dei motivi stimolatori, non
solo non inducono la produzione di citochine ma antagonizzano l’effetto dei
motivi stimolatori. I motivi neutralizzanti sono caratterizzati dalla ripetizione del
dinucleotide CpG preceduto da wuna C e/o seguito da una G
(CGGCGGGCGGCGCCGCCCC) (Krieg et al., 1998). Il potenziale immunostimolante
caratteristico del DNA batterico e virale risalta come il sistema immunitario dei
vertebrati abbia evoluto meccanismi che permettono di discriminare differenze
strutturali tra il DNA degli agenti infettanti e quello dei mammiferi (Wagner et al.,
1999 Krieg et al., 2002;). Il sistema immunitario potrebbe infatti aver acquisito
dei meccanismi di difesa basati sul riconoscimento dei dinucleotidi CpG non

metilati i quali segnalerebbero percio la presenza di un DNA estraneo.

Oligonucleotidi sintetict

Gli oligonucleotidi sintetici (ODN) sono delle molecole che mimano l’azione
stimolatoria del CpG DNA sulle cellule del sistema immunitario (Yamamoto et al.
1992); la quali sono direttamente o indirettamente attivate da ODN di tipo
stimolatorio (ODN-S). Le cellule B sono indotte a proliferare, differenziarsi e a
secernere diverse citochine immunoregolatorie (Liang et al., 1996). I monociti e i
macrofagi sono indotti a secernere una ampia gamma di citochine
proinfiammatorie alcune delle quali attivano le cellule NK a produrre IFN-y ed
incrementano la loro attivita litica verso le cellule tumorali (Chance et al., 1997).
Inoltre, anche le cellule dendritiche, che sono estremamente importanti nel
regolare e coordinare le risposte del sistema immunitario, sono direttamente
attivate da ODN-S (Jakob et al., 1998). Attualmente sono stati caratterizzate tre
classi di ODN: la classe A o D, la classe B o K e la classe C. Gli ODN di classe A
attivano preferenzialmente le cellule dendritiche e portano alla produzione di IFN-
a; dal punto di vista strutturale sono caratterizzati da un motivo palindromico

CpG centrale e all’estremita 3’ hanno una “coda” di guanine che ne incrementa
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l’attivita. Sono, inoltre, caratterizzati dalla presenza di legami in cui uno degli
atomi di ossigeno implicato nel legame fosforodiestere é sostituito da un atomo di
zolfo, tale manipolazione rende il legame resistente alle nucleasi cellulari. Gli
ODN-S di classe B stimolano preferenzialmente le cellule NK, e contengono nella
loro sequenza motivi CpG multipli preferenzialmente localizzati all’estremita 5’
terminale ed anch’essi hanno legami fosforotioati. Infine gli ODN-S di classe C
hanno caratteristiche in comune con le altre due classi. Sono, infatti, in grado di
indurre l’attivazione delle cellule B o delle NK e portano alla produzione di I[FN-a
(Tabella III) . A differenza degli ODN-S di classe A quelli di classe C sono
interamente fosforotioati € non hanno una coda di poli guanine ma hanno
sequenze palindromiche combinate con sequenze stimolatorie (Vollmer et al.

2004).

ODN-S DI
CLASSE DI ODN-S SEQUENZA
RIFERIMENTO
A ODN 2216 geGGGacgaTCGTCggggge
B ODN 2006 tegtegttttgtegttttgtegtt
C ODN M362 tcgtcgetegttcgaacgagttgat

Tabella III: Esempi delle tre classi di ODN-S. La lettera minuscola corrisponde al
legame fosforotioato, la lettera maiuscola al legame fosfodiestere; la

sottolineatura indica sequenze palindromiche.
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Il recettore TLR9

Il meccanismo attraverso il quale il sistema immunitario capta e risponde alla
stimolazione da parte del DNA batterico e degli ODN-S é stato studiato per molto
tempo. In particolare numerose ricerche sono state compiute per capire quale
recettore fosse coinvolto nella trasduzione del segnale. Una svolta importante per
comprendere quale fosse tale recettore, coinvolto nel riconoscimento di motivi
CpG non metilati, si ebbe nel 2000 quando Hemmi e collaboratori scoprirono che
il recettore Toll-like 9 (TLR9) svolgeva un ruolo fondamentale nellinterazione con
tali motivi. Tali autori dimostrarono che cellule del sistema immunitario
provenienti da topi deficienti per i recettori TLR2 e TLR4 rispondevano al CpG-
DNA con la produzione di molecole effettrici; al contrario, topi deficienti per il
recettore TLR9 non mostravano nessuna risposta (Hemmi et al., 2000). Ad oggi,
sono stati identificati nell'uomo 13 recettori Toll-like localizzati sia sulla
superficie cellulare sia in compartimenti intracellulari, ognuno dei quali &
deputato al riconoscimento di molecole associate a patogeni (PAMPs) tra cui: i
mannani componenti della parete cellulare dei lieviti, i lipopolisaccaridi (LPS)
caratteristici della parete dei batteri gram-negativi, le lipoproteine, i
peptidoglicani e il DNA contenente motivi CpG non metilati. Dal punto di vista
strutturale, i TLRs, sono proteine transmembrana di tipo I e presentano
un’organizzazione comune. I TLRs contengono nell’ectodominio, all’ estremita
amminoterminale, un dominio ricco di leucine ed uno di cisteine; l’estremita
carbossiterminale invece, localizzata nella porzione intracellulare, presenta un
dominio denominato TIR (Toll/IL-1 recettore) che ha omologia strutturale con il
recettore delllL-1 (Akira et al., 2003).Ma a differenza di altri TLR, il TLR9 non &

espresso sulla superficie cellulare delle cellule del sistema immunitario ma si
trova localizzato nel reticolo endoplasmatico.Infatti, Leifer e collaboratori (2004)
dimostrano che il TLR9, transfettato in cellule B e colorato con anticorpi
fluorescenti, si localizzava nel compartimento reticolare e colocalizzava con
markers specifici del reticolo endoplasmatico. Dal momento che il DNA viene
internalizzato e digerito a livello di vescicole endosomiali rimaneva da chiarire

come possa avvenire 'interazione con il TLR9 che si trova localizzato nel reticolo
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endoplasmatico. Alcuni studi hanno chiarito quest’aspetto dimostrando che,
sebbene il TLRY sia inizialmente localizzato nel reticolo endoplasmatico, quando
il CpG-DNA é internalizzato attraverso l'endocitosi di vescicole rivestite da
clatrina si assiste ad una rapida ridistribuzione del recettore verso il
compartimento cellulare in cui si verifica I'accumulo di CpG DNA (Lats et al.,
2004). Il riconoscimento tra il recettore e le sequenze CpG procede in direzione
5°—>3’ e 1 motivi caratterizzati da sequenze inibitorie sono generalmente
dominanti sui motivi stimolatori (Yamada et al., 2002). La cascata di trasduzione
del segnale innescata dal legame del motivo CpG con il TLR9 é stata ampiamente
analizzata ed attualmente si conoscono in dettaglio tutte le tappe. Il legame del
ligando al recettore provoca la dimerizzazione del recettore stesso, con
reclutamento della molecola adattatrice MyD88 (myeloid differentiation factor 88)
tramite il dominio intracitoplasmatico. Cio facilita I’'associazione con la chinasi
IRAK (IlI-1R-associated kinase). La successiva autofosforilazione di IRAK permette
la sua dissociazione dal complesso recettoriale e ne consente l'interazione con la
molecola TRAF6 (TNF-receptor associated factor 6), un membro della famiglia
delle proteine adattatrici. La cascata di traduzione del segnale prosegue con
I’'attivazione della chinasi TAK-1 (TGF-S activated kinase) da parte di TRAF6, la
quale porta alla fosforilazione e attivazione delle chinasi MAP (mitogen activated
protein) sia all’attivazione di enzimi IkB chinasi che forforilano IkB. Quest'ultimo
fattore fosforilato lega residui di ubiquitina che lo indirizzano verso il proteasoma
dove viene degradato e quindi libera il fattore di trascrizione NF-kB, il quale puo
traslocare nel nucleo e legarsi a molti geni implicati nelle risposte infiammatorie

ed immunitarie (Figura VII) (Kandimalla et al., 2003; Gilliet et al., 2008).
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Figura VII: Cascata di trasduzione del segnale indotta dall’attivazione del TLR9
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Modello Sperimentale

Per realizzare questo studio & stato messo a punto un modello sperimentale “in
vitro” che utilizza come substrato le cellule di milza di topo, conosciute essere
particolarmente ricche di TLR9. Sono stati utilizzati topi sani adulti BALB/c
allevati in ambienti asettici e apirogeni. Gli animali sono stati sacrificati per
traslocazione cervicale e splenectomizzati. In pratica si effettua un’incisione
profonda, con un bisturi chirurgico, nella loggia superiore dell’ipocondrio
sinistro; € cosi possibile identificare e localizzare la milza per il suo caratteristico
colore rosso scuro e per la sua forma semilunare, ed € possibile isolarla dai
tessuti adiacenti mediante la rimozione del tessuto connettivo. L’organo, dopo
essere stato asportato, viene posto su una piastra Petri sterile e le cellule della
milza sono raccolte mediante spremitura della capsula fibrosa, anch’essa
effettuata con un bisturi chirurgico. Le cellule quindi, sono lavate due volte
mediante risospensione in 15ml di terreno RPMI e centrifugate a 600 g per 8
minuti per rimuovere ogni residuo della capsula fibrosa. Il pellet cellulare
ottenuto € risospeso in 10 ml di terreno RPMI contenete 1% glutammina e 10%
siero fetale bovino e un’aliquota di questa sospensione cellulare viene utilizzata
per contare le cellule e determinare cosi il numero esatto da utilizzare nei vari
esperimenti.

Gli esperimenti eseguiti utilizzando le cellule di milza di topo, sono stati realizzati
secondo uno schema comune. Il primo passo € stato quello di porre le cellule in
piastre da 24 pozzetti ( 3x10¢ cellule per pozzetto) e incubarle a 37°C al 5% di
CO;2 in terreno RPMI ( 1% glutammina, 10% siero fetale bovino) assieme al
controllo negativo e a differenti stimoli: concanavalina A (ConA) 5 ug/ml, ODN 6
ug, DNA di E. Coli 10 ug/ml, DNA di TTV appartenente ai diversi genogruppi
(range 1-24 ug). La stimolazione delle cellule con il genoma virale e gli ODN &
stata effettuata in presenza di una quantita standard di lipofectina (25 pg),
reagente che facilita la trasfezione del DNA all’interno delle cellule. Gli splenociti
stimolati e i rispettivi controlli non trattati, sono stati recuperati a differenti
intervalli di tempo (4, 8, 12, 24 ore dalla stimolazione) ed analizzati per valutare

l'espressione genica e la sintesi di diverse citochine. Inoltre un’aliquota di cellule
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¢ stata wutilizzata, dopo estrazione dellRNA totale e quantificazione allo

spettrofotometro, per valutare l’efficienza della Real- Time.
Preparazione del DNA virale dell’isolato ViPiSal

Uno dei genomi virali utilizzato appartiene ad un isolato classificato all’interno
del genogruppo 4 di TTV, ottenuto dal plasma di una paziente affetta da artrite
reumatoide. I1 DNA virale ¢ stato estratto e purificato utilizzando il QIAamp DNA
Mini Kit (QIAgen, Chatsworth,CA) che fornisce una semplice e rapida metodica di
purificazione del DNA totale da sangue intero, plasma, siero,fluidi corporei,
linfociti, colture cellulari e tessuti.

A 200ypl di plasma del campione (come previsto dal protocollo) vengono aggiunti
200yl del buffer di lisi AL e 20pl di proteinasi K (20 mg/ml). Per ottimizzare il
funzionamento di tali reagenti € necessario vortexare la miscela prima di
incubarla a 56°C per 10 minuti. Dopo si aggiungono 200ul di etanolo (96-100%)
che consente la precipitazione del DNA. La miscela cosi ottenuta si trasferisce
nell’apposita colonnina di estrazione (QIAamp spin column), e si centrifuga per 1
minuto a 6000 x g a temperatura ambiente. La colonnina fornita dal kit di
estrazione contiene al suo interno una membrana di gel di silice che presenta
elevata affinita per gli acidi nucleici.ll DNA infatti, grazie alle condizioni di pH e
salinita del lisato garantite dai vari trattamenti, si leghera alla membrana della
colonna, lasciando fluire nell’apposito tubino di scarico le proteine ed eventuali
contaminanti che potrebbero interferire con 1 successivi passaggi di
amplificazione. Dopo aver scaricato il filtrato, il DNA legato alla membrana viene
sottoposto ad un primo lavaggio con 500pl di buffer AW1 (20 mM di NaCl, 2 mM
di Tris-HC1, pH 7,5 e 57% etanolo) seguito da una centrifugazione a 6000 x g per
1 minuto. Successivamente si effettua un secondo lavaggio con 500ul di buffer
AW2 che differisce dal precedente solo nel contenuto di alcool (etanolo 70%), e si
centrifuga alla massima velocita (20000 x g ) per 3 minuti, al fine di evitare che
residui di tampone possono inibire le successive fasi di amplificazione. Questi
lavaggi hanno lo scopo di rimuovere ogni tipo di contaminazione possibile. Infine
la colonnina viene trasferita in una eppendorf pulita e si effettua 1'ultimo

passaggio, cioé l’eluizione con 50-55ul di buffer AE (19mM di Tris-Cl, 0,5 mM di

50



Materiali e Metodi

EDTA, pH 9,0). 11 buffer aggiunto viene lasciato ad agire per un minuto a
temperatura ambiente, dopo di che, si centrifuga a 6000 x g per 1 minuto.
L’eluato ottenuto é il DNA virale che viene conservato a -80° fino al momento

dell’utilizzo.
Amplificazione dell’isolato ViPiSal

Dopo l'estrazione dell’acido nucleico é stato possibile ottenere I'amplificazione del
completo isolato virale, utilizzando metodiche di PCR appositamente studiate; in
particolare i primers utilizzati sono stati progettati utilizzando il programma
Primer Premier (Versione 5.00; Premier Biosoft International, Palo Alto, CA).In
questo modo € stato possibile progettare una prima strategia di amplificazione
che utilizzando una nested PCR con primers costruiti in una regione del genoma
a cavallo tra I'UTR e I’'ORF 2, ci ha consentito di ottenere un primo frammento di
3204 bp. Una seconda strategia di amplificazione, ha consentito, grazie allo
studio di nuove coppie di primer e alla messa a punto di una nuova nested PCR,
di completare l'intero isolato. Per entrambe le amplificazioni & stato utilizzato lo
stesso protocollo: uniche differenze sono state le coppie di primer e la
temperatura di annealing. Il profilo di reazione per il primo step prevede la
preparazione di una miscela, del volume finale di 50 pl, cosi composta:

e tampone di reazione (10 nM Tris-HCI pH 8,2, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2);

e 60 pmoli di ciascun primer (senso e antisenso);

e 200 pM di ogni deossiribonucleotide trifosfato (ANTPs);

e 5 U di Taq polimerasi;

e 5 ul di DNA estratto;

e X ul di acqua deionizzata a volume.
Dopo aver preparato la miscela sono stati effettuati 35 cicli con il seguente profilo
termico:

1. Fase di denaturazione: 94°C per 30 secondi

2. Fase di appaiamento: temeperatura di annealing specifica per ogni coppia

di primers per 30 secondi

3. Fase di estensione: 72° C per 45 secondi
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Terminati i 35 cicli di amplificazione si esegue una fase a 72° C per 15 minuti per
permettere alla Taq polimerasi di completare eventuali frammenti tronchi.
Successivamente 5 pl del primo prodotto di amplificazione vengono trasferiti nella
miscela del secondo step, nella quale viene utilizzata una coppia di primers piu
interna rispetto a quelli precedenti; i restanti componenti della miscela restano
invariati a quelli gia descritti per il primo step. Le reazioni sono state eseguite
mediante 1'uso di termociclizzatori automatici (Perkin/Elmer 9600, Cetus
Corporation, Norwalk, CT, USA) e i prodotti di amplificazione sono stati
visualizzati mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio colorato con etidio

bromuro.

Sequenziamento dell’isolato ViPisal

I due frammenti dell’isolato ViPisal, ottenuti mediante le reazioni di PCR, sono
stati successivamente analizzati mediante la tecnica del sequenziamento. Al fine
di questo studio é stato fondamentale determinare ’esatta sequenza nucleotidica
con particolare attenzione al contenuto delle sequenze CpG poiché proprio queste
ultime possono portare all’attivazione o inibizione di cascate del segnale che sono
state analizzate. Le sequenze dell’isolato sono state ottenute utilizzando il
sequenziatore automatico ABI PRISM 373 DNA Sequencer (PE, Biosystem) che
pur rifacendosi al metodo di Sanger, prevede alcune varianti. II metodo
automatico richiede 'uso di dideossinucleotidi marcati con fluorocromi diversi
che emettono fluorescenza diversa, cido permette di effettuare le quattro reazioni
in una provetta unica e il caricamento di un unico pozzetto. I campioni, dopo che
¢ avvenuta la reazione, opportunamente purificati, vengono denaturati, inseriti
nel sequenziatore e sottoposti ad elettroforesi capillare durante la quale un
sensore ottico rileva il passaggio di ogni filamento di DNA ed identifica se termina
con ddA, ddC, ddG o ddT. Per sequenziale il frammento lungo (3204 pb) é stato
necessario utilizzare la tecnica del cromosome walking mentre per il frammento
corto dell’isolato & stato sufficiente utilizzare la coppia di primer utilizzati per

amplificare il secondo step.
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Clonaggio dell’isolato ViPisal

Entrambi i frammenti sono stati clonati in vettori per ottenere notevoli quantita
del DNA dell’isolato. Il clonaggio del DNA ¢é reso possibile grazie alla capacita che
hanno i plasmidi batterici ed i fagi di mantenere il loro normale stile di vita anche
dopo che sequenze addizionali di DNA sono state incorporate nei loro genomi.
Una simile insersione genera un plasmide o un fago ibrido costituito in parte dal
DNA autentico del genoma originale ed in parte dalle addizionali sequenze
“estranee”. Questi elementi chimerici si replicano nei batteri esattamente come i
plasmidi o fagi originali e possono essere isolati in grandi quantita. Inoltre
essendo nota lintera sequenza del plasmide, € possibile localizzare siti unici
riconosciuti da diversi enzimi di restrizione. Molti vettori contengono, inoltre,
marcatori di resistenza ad uno o piu antibiotici che permettono una facile
selezione delle cellule ospiti contenenti il plasmide. Una volta isolate le colonie
d’interesse, si procede con l’estrazione del plasmide. 11 clonaggio eseguito per
questo lavoro € stato ottenuto utilizzando il kit commerciale QIAGEN PCR
Cloning. 11 kit € dotato di un vettore plasmidico pDrive Cloning Vector lineare
della lunghezza di 3,85 kb, contenente al 3’ una coda di poliT. Inoltre ’enzima
topoisomerasi € legato covalentemente al vettore permettendo in questo modo la

saldatura dell’inserto nel plasmide e la sua circolarizzazione (Figura VII). Infatti,
in seguito alle caratteristiche di questo kit, ¢ stato eseguito sull’amplificato da
clonare un secondo step di PCR usando l’enzima Taq polimerasi. Esso aggiunge
la coda di poliA necessaria per la complementarieta dell’inserimento del
frammento nel plasmide. Successivamente 'amplificato & stato corso mediante
elettroforesi su gel d’agarosio al 1,5% ed € stata estratta la banda di interesse.
Contemporaneamente € stato preparato il terreno di coltura. Il terreno usato per
la cultura liquida é LB (Luria-Bertini) composto da: 10% di triptone, 0,5 % di
estratto di lievito, 1% di NaCl pH 7,0; mentre per la coltura su piastra, si
aggiunge 'agar all’LB e si autoclava a ciclo liquido per 20 minuti a 15 psi. Prima
di colare il terreno nelle piastre si aggiunge l’antibiotico kanamicina ad una
concentrazione finale di 50 pg/ml. Le piastre cosi preparate vengono conservate a

4°C. Il passo successivo €& stato quello di inserire, all’interno del plasmide, il
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frammento amplificato. Tale reazione prende il nome di “ligation” ed & costituita

dalla seguente miscela di componenti :

e Prodotto di PCR 1-4 ul
e Ligation Master Mix 2x 5 ul
e Acqua sterile differenza

e Prive Cloning Vector (50 ng/ul) 1 ul

I1 volume finale di tale reazione deve essere 10 ul e la quantita di prodotto di PCR
varia in base allintensita della banda osservata su gel di agarosio e in base alla
lunghezza del frammento. La miscela cosi ottenuta viene incubata tutta la notte
nel termociclizzatore alla temperatura di +8°C e poi conservata nel -20°C. Le
cellule che sono state usate per il clonaggio sono un ceppo di E.coli denominato
TOP10F’. 11 plasmide ricombinante €& stato inserito all’interno delle cellule
competenti trasferendo 2 ul delle “ligation” ad uno stock di cellule TOP10F’
mescolando gentilmente e lasciando in ghiaccio per 30 minuti, tempo necessario
per favorire l’entrata del plasmide allinterno delle cellule. Terminata
I'incubazione, per riattivare il metabolismo cellulare, &€ stato necessario incubare
le cellule per 30 secondi esatti a 42°C. A questo punto, si &€ proceduto con una

precrescita rapida delle cellule in un terreno non selettivo e molto ricco, chiamato
SOC (2% triptone, 0,5% estratto di lievito, NaCl 10mM, 2,5mM KCl, 10mm
MgCI2, 10mM MgSO4 e 20 mM di glucosio) per 30 minuti in termostato alla
temperatura di 37°C. La crescita batterica & resa visibile dall’intorbidamento del
terreno; quindi si procede alla coltura su piastra. Le cellule TOP10F’ non sono in
grado di metabolizzare il galattosio e non hanno il gene per la resistenza alla
kanamicina, quindi per selezionare le cellule che contengono il plasmide
ricombinante sono stati aggiunti alle piastre contenenti il terreno LB agarizzato e
kanamicina, 100 ul di coltura liquida, 40ul di isopropiltiogalattoside (IPTG) 100
mM e 40 pl di X-GAL da uno stock 20 mg/ml. ITPTG €& necessario perché
funziona da induttore non metabolizzabile della [(-galattosidasi agendo
sull’operone del galattosio; mentre I'’X-GAL ¢ un analogo del galattosio che
contiene un gruppo cromogeno il quale permette di visualizzare se ¢ avvenuta la
sua metabolizzazione. Quindi nel terreno cresceranno solo le cellule che, grazie al
plasmide, hanno acquistato la resistenza alla kanamicina. Per il nostro lavoro,

pero, € importante selezionare solo le cellule che hanno al loro interno il
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plasmide. Cio é reso possibile dal fatto che l'inserto di PCR si inserisce all’interno
del plasmide andando ad interrompere il gene per la B-galattosidasi e impedendo
quindi all’X-GAL di essere metabolizzato. Cido provochera, grazie alle proprieta
cromogene del substrato, colonie di colore bianco. Al contrario, le cellule che
conterranno il plasmide privo dellinserto, potranno metabolizzare I'’X-GAL e
quindi svilupperanno colonie blu. Affinché avvenga la crescita delle colonie, le
piastre vengono poste in termostato a 37°C per una notte. Il giorno seguente
sulla piastra si possono osservare colonie bianche e colonie blu. A questo punto
si vuole ottenere una colonia pure, cosi si selezionano alcune colonie bianche e si
seminano in tubi contenenti 3 ml di terreno liquido LB con kanamicina (50
ug/ml) ed incubate nell’agitatore a 37°C per consentirne la crescita per una
notte. Il giorno seguente la coltura liquida & stata nuovamente piastrata su LB
agarizzato e le piastre sono state incubate per un'altra notte a 37°C, ottenendo in
tal modo colonie pure le quali vengono stoccate in glicerolo e poste nel -80°C fino

al loro utilizzo.
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Figura VII
(Qiagen).
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Estrazione plasmidica endotoxin free

L’endotossina, conosciuta anche con il termine di lipopolisaccaride o LPS, é
spesso co-purificata insieme al DNA plasmidico. In questo studio €& stato
indispensabile eliminare ogni traccia di questo contaminante in quanto tutti gli

esperimenti e le successive analisi potevano essere alterate dalla sua presenza.
Per questo motivo, le colonie ricombinanti sono state estratte utilizzando il kit
commerciale GenElute Endotoxin-freee Plasmid Maxiprep (Sigma) che offre un
rapido metodo per isolare fino a 1,2 mg di plasmide purificato dall’endotossina. Il
protocollo prevede che le colture di E. Coli ricombinanti cresciute per una notte
in terreno LB liquido (180 ml) contente I'antibiotico vengono centrifugate a 3000
— 5000 g per 5 minuti e risospese in 4,8 ml di Resuspension Solution, mentre la
lisi alcalina delle cellule batteriche €& ottenuta aggiungendo 4,8 ml di Lysis
Solution. Si procede con la precipitazione dei detriti cellulari aggiungendo 3,2 ml
di Neutralization Solution alla soluzione lisata e il tutto viene centrifugato a
15000 g x 15 minuti a 2-8°C. A questo punto si procede alla fase di rimozione
dell’endotossina che avviene aggiungendo 1,2 ml di Endotoxin Removal Solution
al lisato cellulare e successiva incubazione in ghiaccio per 10 minuti. Terminata
I'incubazione in ghiaccio il tubo viene trasferito in un bagnetto a 37°C per 10
minuti e poi centrifugato a 5000 g x 5 minuti. Si possono, cosi osservare,
all’interno del tubo la formazione di due fasi di diverso colore. Il sovranatante di
colore chiaro contiene il DNA plasmidico e la fase sottosatante di colore blu
contiene ’endotossina. Cido permette di recuperare il sovranatante e di trasferirlo
in colonne contenenti una matrice in grado di legare il DNA plasmidico; si
procede ad una serie di lavaggi, con centrifugazioni a 3000-5000 g x 2 minuti, al
fine di ottenere un’alta purificazione del plasmide. Infine si procede con la fase di
eluizione che prevede l'aggiunta di 1 ml di Endotoxin Free Water alle colonne e
successiva centrifugazione a 5000 g x 5 minuti. L’eluato cosi ottenuto, contente il
DNA plasmidico, & privo di ogni endotossina ed € pronto per le successive fasi

sperimentali.
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Digestione plasmidica dell’isolato ViPiSal

Per ottenere il DNA di TTV di questo isolato, necessario poi come stimolo nella
fase sperimentale dello studio,il genoma virale € stato escisso dal vettore
mediante digestioni enzimatiche. Per ottenere il frammento corto del genoma é
stato sufficiente effettuare una singola digestione con l'enzima EcoRI
(Fermentas), mentre per ottenere il frammento lungo di 3204 pb ¢ stato
necessario studiare e allestire una doppia digestione, rispettivamente con
I’enzima Pdml (Fermentas) e con l’enzima EcoRI (Fermentas); in quanto una
digestione con un solo enzima non era sufficiente a discriminare nettamente il
vettore dallinserto, a causa delle dimensioni. Il digerito, poi, & stato purificato e
corso su un gel di agarosio all’l,5% e le bande di interesse estratte con il kit
commerciale GenElute Gel Extrction (Sigma). Il DNA estratto € stato concentrato
tramite appositi microconcentratori (Millipore) e risospeso in acqua apirogena.
Un’ aliquota di estratto & stata inoltre testata con LAL-Test (lisato di amebociti di
Limulus) per verificare che non si abbia una contaminazione da endotossina

superiore a 0,03 unita endotossiniche/ml.

Accumulo di DNA di differenti isolati di TTV

Essendo plausibile l'ipotesi che l’elevata eterogeneita genetica di TTV possa
riflettersi in una differente capacita, dei diversi isolati, di interazione con il
sistema immunitario dell’ospite; per studiare tale effetto € stato necessario
accumulare il DNA di altri isolati di TTV. Data l’enorme quantita di tempo
necessaria per clonare un intero genoma di TTV, grazie a collaborazioni
internazionali abbiamo ottenuto 4 isolati di genoma completo di TTV
appartenenti a genogruppi diversi. Anche in questo caso, per ottenere il DNA di
TTV, € necessario tagliarlo dal vettore plasmidico in cui € stato clonato, mediante
digestioni enzimatiche. Di seguito € riportata una tabella, con i vari isolati di TTV
e gli enzimi di restrizione utilizzati per ottenere il frammento del genoma di

nostro interesse.
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Isolati TTV * Genogruppo Enzimi restrizione
TTH3 1 Nde/BamH]I/ Bgll
TTH7 5 Sall/ Pagl

H2 3 EcoRI/ Bgll
pTTV 1 Kpn2I/Nru

* 1 cloni molecolari ci sono stati inviati dalla Prof.ssa De Villiers (Heidelberg) e

Prof. Niel (Rio de Janeiro).

I1 digerito dei vari isolati, come nel caso dell’isolato ViPiSal, ¢ stato purificato e
corso su gel di agarosio all’l,5% e le bande di interesse estratte con il kit
commerciale GenElute Gel Extrction (Sigma). ). I DNA estratto € stato poi
concentrato tramite appositi microconcentratori (Millipore), risospeso in acqua
apirogena e quantificato mediante spettrofotometro, al fine di determinare quanti

mg/ul di DNA abbiamo per le successive fasi sperimentali.

Preparazione dei complessi DNA-lipofectina

Allo scopo di indurre la formazione dei complessi la lipofectina (25 ug) € stata
diluita in terreno RPMI in assenza di siero e incubata a temperatura ambiente
per 30-45 minuti. In seguito, la lipofectina € stata combinata con diverse
quantita di DNA virale precedentemente reso a singolo filamento mediante
denaturazione a 94°C e anch’essa diluito in terreno privo di siero. Affinché
avvenga la formazione dei complessi DNA-lipofectina €, infine, necessaria una

incubazione della durata di 10-15 minuti a temperatura ambiente.
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Estrazione dell’RNA totale

I1 Kit utilizzato per l'estrazione dell’mRNA delle citochine dalle cellule di milza di
topo € stato Rneasy Mini kit (Qiagen). Questo kit fornisce una rapida metodica
per la purificazione del’lRNA da cellule animali; questa tecnologia combina le
proprieta selettive di legame ad una membrana di silice con la velocita delle
microcentrifugate. Trascorse 12 ore di incubazione, le cellule sono state
centrifugate, e i pellet ottenuti sono stati lisati e omogeneizzati in presenza du un
buffer denaturante contenente guanidina-tiocianato, in grado di inattivare
immediatamente le RNasi che potrebbero degradare I'RNA. In seguito la
precipitazione del’lRNA é stata ottenuta mediante ’aggiunta di un volume di
etanolo al 70%. Il campione € stato quindi trasferito nelle Rneasy Mini spin
column dove I'RNA totale rimane legato alla membrana delle colonne ed i
contaminanti vengono eliminati attraverso lavaggi con vari buffer. Infine, I'RNA
totale €& stato eluito in 50 ul in acqua libera da RNasi. L’'Rna totale € stato quindi
quantificato, mediante lettura spettrofotometrica, e ali quotato in provette

contenenti ciascuna 1 ug di RNA.

Real-Time PCR

L’RNA totale € stato retrotrascritto in cDNA utilizzando il Kit commerciale
RevertAidTM First Strand cDNA Sythesis (Fermentas) e successivamente
analizzato per poter quantificare ’'espressione genica delle varie citochine prese
in esame. Tutto cio ¢ stato fatto grazie all’utilizzo di una innovativa tecnica di
Real-Time PCR che impiega il sistema MGB Eclipse Probe. Tale sistema impiega
una particolare sonda che presenta al 5’ il fluoro cromo reporter (6-carbossi-
fluorescina, FAM o VIC) ed all’estremita 3’ una molecola dark quencer in grado di
mascherare la fluorescenza emessa dal reporter. Tale sonda contiene particolari
gruppi MGB (Minor Groove Binder), che derivano dagli antibiotici e che hanno la
proprieta di instaurare un legame stabile con il solco minore del DNA. Questo

legame tra il DNA e la sonda MGB aumenta la temperatura di melting e permette
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di utilizzare sonde a sequenza piu breve, di conseguenza aumenta la specificita
del test. Nella fase di denaturazione la sonda, grazie alla sua alta idrofobicita,
assume una conformazione random in seguito alla quale il dark quencer si
localizza in prossimita del reporter, mascherandone la fluorescenza emessa. Tale
fluorescenza ¢ invece emessa durante la successiva fase di annealing durante la
quale la sonda legandosi alla sequenza target, allontana il dark quencer dal
reporter (Figura VIII). Il legame formatosi & stabilizzato dalla molecola MGB che si
colloca nel solco minore del DNA a doppio filamento. Durante la fase di
estensione la sonda si stacca dalla sequenza target riassumendo la
conformazione iniziale. La quantita di fluorescenza emessa, che dipende dai
ripetuti cicli di PCR, risulta essere direttamente proporzionale alla quantita di
DNA target presente nel campione in esame. Dal momento che la sonda presenta
una specificita molto elevata é teoricamente impossibile ottenere delle reazioni
con falsi positivi dovuti ad aspecifici segnali di fluorescenza. Il segnale di
fluorescenza emesso € misurato ed interpretato dal sistema Applied Biosystems
Prism 7700 costituito da un termociclizzatore, un laser che induce la
fluorescenza, un rilevatore CCD (charge-coupled device) ed un software di
elaborazione. Tale software calcola e normalizza il ARn, il parametro di
fluorescenza che riflette i cambiamenti della fluorescenza stessa del reporter
dopo aver sottratto il segnale ottenuto nei primi 3-15 cicli di amplificazione,
quando ancora la sonda ibridata non ¢ rilevabile. Il software, per normalizzare il
ARn e correggere le inevitabili fluttuazioni della fluorescenza dovute alle
variazioni di concentrazione o di volume dei campioni analizzati, deve tener conto
del picco di segnale di un terzo colorante non coniugato (rodamina, ROX), che &
inclusa a concentrazione costante nel tampone di reazione e il cui segnale
sostanzialmente rimane costante durante ’amplificazione. Inoltre tale colorante
non & sottoposto all’azione nucleasica della polimerasi. Il software calcola anche
il ciclo soglia o Ct, che indica il primo ciclo in cui si ha un incremento
statisticamente significativo del ARn, e che rappresenta il momento iniziale della
crescita esponenziale dei prodotti di PCR. Tutti i campioni sono stati testati in
triplo nella stessa seduta, e la valutazione della quantificazione ottenuta & stata
considerata inattendibile ogni volta che risultavano coefficienti di variazione

superiori al 50%. La polimerasi impiegata per la Real-Time €& la AmpliTaq
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GoldTM, un’enzima termostabile estremamente sensibile anche verso sequenze

bersaglio presenti a bassissimo numero di copie.

La miscela di amplificazione con un volume totale pari a 20 ul € costituita da:

Primer e probe: sintetizzati da Applied Biosystem; ed ogni saggio di
espressione genica € costituito da FAM™ dye-labeled TagMan® MGB probe
e di due set di primer formulati all’interno di un'unica miscela. Ogni
saggio € stato ottimizzato per correre a condizioni termiche universali e
con una concentrazione finale nella reazione, sia per la sonda che per ogni
primer pari a 250 nM e 900 nM rispettivamente.

TaqMan Universal Master Mix alla concentrazione finale 1X. Tale
miscela, oltre alla polimerasi AmpliTaqg GoldTM, contiene: AmpErase
uracil-N-glycosilase (UNG) che evita 'amplificazione dei prodotti di PCR
contaminati; DNTPs con dUTP al posto di dTTP.

5 pl del cDNA estratto pari ad una concentrazione di 10-100 ng.

x pl di acqua deionizzata a volume.

L’amplificazione € condotta dal sistema ABI 7700 con il seguente profilo ciclico: 1

ciclo a 50°C per 2 minuti affinché si attivi la UNG; 1 ciclo a 95°C per 10 minuti

per permettere l’attivazione della AmpliTaq Gold polimerasi; 40 cicli alle seguenti

condizioni: 95°C per 15 secondi (denaturazione) e 60°C per 1 minuto (ibridazione

dei primers ed estensione).
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Figura VIII: Principali tappe della PCR Real-Time

Analisi dell’espressione genica delle citochine

L’espressione genica delle citochine analizzate € stata calcolata mediante
quantizzazione relativa dal “Relative expression software tool” (REST). Con questo
metodo si compara il Ct della citochina di interesse con il Ct generato da un
campione di riferimento: il“calibratore” (cellule di milza non stimolate). Il software
normalizza 1’espressione delle citochine di interesse rispetto all’espressione di un
gene espresso costitutivamente (gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi GAPDH)
mediante il valore dell’ ACt (“Ct interleuchina” meno “Ct GAPDH?”). Calcola quindi
il AACt come differenza tra i valori di ACt delle cellule stimolate e i valori di ACt
delle stesse cellule non stimolate. La differenza relativa di espressione (R) delle
interleuchine tra gli splenociti stimolati e le stesse cellule non stimolate viene

calcolata applicando la seguente formula:
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R=(Etarget)ACt target(media controllo-media campione)/(Eref)ACt ref(media

controllo-media campione)

In tale formula, E rappresenta l’efficienza della reazione di PCR. Tale efficienza &
stata calcolata mediante la real-time PCR analizzando diluizioni scalari di un
pool di cDNA derivante da cellule della milza le quali non sono state né trattate
né messe in coltura. I Ct calcolati per ogni citochina e per il gene endogeno
rispetto ai nanogrammi di cDNA sono stati utilizzati per tracciare una retta dalla
cui pendenza si ricava il valore dell’efficienza applicando la seguente formula:
E=10(-1/pendenza)

I1 test € in grado di stabilire se il gene analizzato ¢ sovraespresso o sottoespresso
ed inoltre elabora i dati inseriti attraverso il test di randomizzazione che fornisce

un valore statistico di significativita rispetto al controllo non trattato.

Dosaggio delle citochine mediante Bio-Plex System

La determinazione dei valori citochinici espressi nel sovranatante delle cellule &
stata eseguita utilizzando la innovativa tecnologia Luminex. A tal fine & stato
impiegato il Bio-Plex Cytokine Assay (Biorad) il quale € un sistema integrato per
analisi quantitative di proteine composto da un lettore a doppio laser (uno rosso
ed uno verde) per micropiastre a 96 pozzetti , il software di controllo ed analisi
dei dati. Il sistema € stato progettato per permettere l'analisi simultanea di un
numero massimo di 100 differenti analiti all'interno dello stesso campione.

Il sistema sfrutta un set di 100 microsfere di polistirene di 5,5 um di diametro
caratterizzate ognuna da una specifica combinazione di due fluorofori diversi.
Mentre il laser rosso detto “'Classify channel" eccita i 2 fluorofori di ogni
microsfera e, tramite filtri di emissione selettivi, ne discrimina le 2 emissioni in
modo da identificarne sia il colore e quindi identificare il saggio che si sta
analizzando, sia discriminare le microsfere singole da quelle aggregate
eliminando quindi risultati quantitativi falsati.

Il laser verde detto “'Reporter channel", eccita le molecole reporter (anticorpi

biotinilati streptoavidina-ficoeritrina coniugati) associate alle microsfere
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permettendo la quantificazione dell'analita catturato (Figura IX). Grazie a questa
doppia "colorazione" sono state create 100 differenti microsfere su ognuna delle
quali € possibile far aderire anticorpi specifici per una proteina. Successivamente
alle microsfere viene aggiunto il campione da analizzare e si procede con una
incubazione affinché avvenga il legame con gli analiti. Dopo lincubazione il
contenuto di ogni micropiastra viene analizzato tramite il lettore Bio-Plex e i
risultati quantitativi forniti vengono interpretati dal programma Bio-Plex
Manager. Tali risultati sono molto accurati ed attendibili poiché ogni singolo dato
quantitativo € calcolato sulla fluorescenza media emessa dagli anticorpi
secondari presenti su molte decine di microsfere, ognuna delle quali puo quindi

essere considerata come un microreplicato all'interno del saggio intero.
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Figura IX: Tappe della metodica utilizzata dal sistema bipolex
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Silenziamento genico del recettore TLR9

Per studiare il coinvolgimento del recettore TLR9 nell’attivazione della produzione
di citochine, abbiamo silenziato il recettore TLR9 in due diversi modi. In un
primo momento abbiamo utilizzato la clorochina che opera un blocco selettivo del
recettore, e successivamente un metodo piu specifico che utilizza la strategia
degli RNA-interference (siRNA) in grado di reprimere selettivamente l’espressione
post-trascrizionale degli mRNA (Figura X). La clorochina, molecola notoriamente
utilizzata come antimalarico, ha la proprieta specifica di inibire 1’acidificazione
dell’endosoma, condizione necessaria perché avvenga l’attivazione del TLR9; il
blocco del recettore TLR9 porta, quindi, ad una inibizione dell’espressione genica.
Come fase preliminare, € stato necessario condurre delle prove sulla possibile
tossicita cellulare esercitata dalla clorochina, allo scopo di determinare la dose
efficace ma non tossica (ovvero la concentrazione che provoca una percentuale di
morte cellulare inferiore al 50%). La vitalita delle cellule di milza di topo, esposte
a diverse concentrazioni di clorochina, & stata valutata mediante saggio di
esclusione con Trypan blue e la concentrazione massima non tossica € risultata
essere pari a 10 uM. Questi dati hanno permesso di progettare il successivo
esperimento, nel quale le cellule di milza di topo, precedentemente incubate con
la clorochina, sono state stimolate con i vari ligandi del TLRO.

11 silenziamento genico del TLR9, utilizzando gli RNA-interference, & stato invece
mediato da piccoli frammenti di RNA a doppio filamento (small interfering RNAs
— siRNA) precisamente nel nostro caso da due diversi siRNA che si localizzano in
posizioni diverse del gene TLR9. Tali siRNA sono stati sintetizzati e transfettati

utilizzando kit commerciali (Qiagen, Hilden, Germany).
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Figura X: Processo molecolare utilizzando specifici siRNA

Analisi statistica

Le differenze tra le medie sono state stimate mediante il test t di Student a due
code. Tutti i test sono stati realizzati adottando il programma SPSS versione 8.0

per windows.
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Messa a punto di un modello sperimentale “in vitro” e

analisi dell’espressione genica delle citochine

Scopo di questo progetto di ricerca € lo studio dei meccanismi e degli effetti
dell’interazione fra il recettore TLRO e il virus Torqueteno e le conseguenze che
questa interazione ha sul sistema immunitario dell’ospite. Per far cid, come
primo obiettivo € stata valutata l'induzione dell’espressione genica delle citochine
e quindi della loro sintesi, da parte del DNA di TTV nel momento in cui esso
interagisce con il recettore TLR9, attivandolo. A tal fine € stato necessario avere a
disposizione genomi virali interi appartenenti a diversi genogruppi di TTV,in
particolare sono stati wutilizzati S cloni di genomi virali interi appartenenti a 4
diversi genogruppi, in particolare l’isolato ViPiSal appartenente al genogruppo 4 &
stato isolato e interamente clonato dal mio gruppo di ricerca, mentre gli altri 4
isolati, TTH7 appartenete al genogruppo S5, TTH3 e Pttv appartenenti al
genogruppo 1 e H2 appartenente al genogruppo 3, sono stati forniti da gruppi di
ricerca internazionali con cui da tempo sono state intraprese collaborazioni. Per
realizzare il primo obiettivo di questo studio € stato messo a punto un modello

«

sperimentale “ in vitro” che utilizza come substrato le cellule di milza di topo
particolarmente ricche di TLR9. Le tempistiche wutilizzate per valutare
I’espressione genica delle varie citochine sono state decise dopo uno studio
preliminare sulla loro cinetica d’espressione. Le citochine esaminate sono state
quelle di tipo Th1, IFN-y e IL-12 ,quelle di tipo regolatorio IL-6 e IL-10, e quelle
di tipo Th-2, ossia IL-4. Lo stimolo scelto per questo studio preliminare € stato
I’ODN 1826. La cinetica d’espressione € stata valutata a tempi diversi ( 4, 8, 12,
24 ore) dall’inizio della stimolazione. I risultati ottenuti sono espressi come volte
di incremento dell’espressione della citochina da parte delle cellule stimolate,
rispetto a cellule di controllo non stimolate. Come mostrato nella figura XI, la
stimolazione con ODN 1826 ha indotto la massima attivazione a 12 ore dallo
stimolo per IL-6, IL-10 e IL-12, invece il picco di espressione per IFN-y risulta a 8
ore ma dopo 12 ore € ancora presente una buona induzione di questa molecola.
Da notare come I'IL-4, I'unico mediatore di classe Th-2 in analisi, non sia stato

attivato dalla presenza del’lODN 1826.
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Figura XI: Cinetica d’espressione delle citochine dopo stimolazione con ODN

1826

Sulla base di questi risultati e dal momento che ’'ODN 1826 contiene nella sua
sequenza motivi CpG di tipo stimolatorio che mimano l'effetto del DNA virale, &
stato fissato per i successivi esperimenti una incubazione substrato-stimolo della
durata di 12 ore. Il passo successivo € stato quello di stabilire se anche il DNA di
TTV fosse in grado di indurre il medesimo effetto del’lODN 1826. Il DNA di TTV
utilizzato inizialmente ¢& stato quello dell’isolato ViPiSal appartenete al
genogruppo 4 (DNA-TTV4), isolato dal siero di un paziente affetto da artrite
reumatoide. Lo studio € stato focalizzato sulla valutazione dell’espressione di IFN-
y, IL-6, IL-12 e IL-10, le citochine maggiormente indotte dalla stimolazione
dell’lODN. Preliminarmente il DNA-TTV4 a diverse concentrazioni ( 1, 6, 24 ug) €
stato incubato a 37°C per 12 ore con cellule di milza di topo; il DNA virale
utilizzato € costituito da due frammenti frammenti genomici di diversa lunghezza

e mescolati in modo tale da ottenere concentrazioni equimolari. Come controllo
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positivo dell’esperimento e stato utilizzato 'ODN 1826 mentre come controllo
negativo € stata utilizzata acqua apirogena. Come mostarto nella figura XII il DNA
di TTV, a tutte le concentrazioni usate, non ha prodotto una significativa
espressione di nessuna delle citochine analizzate. La stimolazione con ODN 1826
ha mostrato invece una significativa attivazione delle citochine di tipo regolatorio
(IL-6, IL-10) e dell’ IFN-y, mentre l’espressione delllL-12 non ¢& risultata
significativamente aumentata. Il fatto che il DNA di TTV non abbia mostrato
alcun effetto stimolatorio, poteva essere dovuto alla sua mancata penetrazione
all’interno del compartimento cellulare. Per ovviare a tale problema, il DNA virale
e i rispettivi controlli sono stati incubati assieme ad una concentrazione standard
di lipofectina per evitare che il DNA virale potesse essere pre-digerito da nucleasi
esogene non riuscendo cosi a penetrare la membrana cellulare. Come mostrato
nella figura X, il DNA-TTV4 é stato in grado di indurre incrementi statisticamente
significativi di tutte le citochine di classe Th-1 e regolatorie e tale incremento &
risultato dipendente dalla concentrazione di DNA virale usata. In particolare, la
citochina che ha mostrato un maggiore picco d’espressione ¢ stata I'IFN-y e tale
picco era paragonabile a quello osservato dopo stimolazione con ODN 1826, . Le
cellule inoltre sono state sottoposte a stimolazione con la sola lipofectina
(controllo negativo) e come atteso non €& stato osservato alcun incremento

significativo nell’espressione delle citochine analizzate.
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Figura XII: Espressione genica delle citochine dopo stimolazione con dosi

crescenti di TTV

Dosaggio delle citochine prodotte dall’isolato ViPiSal

L’evidenza di una significativa induzione dell’espressione genica dovuta alla
presenza del DNA virale dell’isolato ViPiSal, ha portato ad ipotizzare che TTV
possa le quantita di citochine sintetizzate dopo stimolazione con il DNA-TTV4
(sempre utilizzato in combinazione con avere un’azione immunomodulante,
spingendo il sistema immunitario verso una risposta di tipo Th-1. I geni
maggiormente espressi da TTV sono infatti quelli per I'IlFN-y e I'IL-6. Percio sono
stati eseguiti esperimenti per valutare se all’laumentata espressione genica,

corrisponda anche un’effettiva sintesi della proteina. L’esperimento & stato
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condotto confrontando le quantita di citochine sintetizzate dopo stimolazione con
il DNA-TTV4 (utilizzato sempre in combinazione con la lipofectina) con quella
indotta da uno stimolo di controllo rappresentato dalla sola lipofectina. Dagli
esperimenti € risultato evidente un significativo incremento nella sintesi di IFN-y
e IL-6 dopo stimolazione con il DNA-TTV4. In particolare, dopo 16 ore di
incubazione, si verifica un picco nella produzione di IFN-y, tale livello di sintesi
risulta altamente significativo quando confrontato con la sintesi della citochina
indotta dallo stimolo di controllo; per quanto riguarda invece I'IL-6 tale picco si
verifica dopo 24 ore di incubazione col genoma virale (tabella IV); per entrambe le
citochine € stato cosi dimostrato come all’aumentata espressione del gene

corrisponde invariabilmente la produzione della proteina.

Citochine TTV-4 DNA Solo Lipofectina Differenza
(ore) (media pg/ml £ DS) (media pg/ml £ DS) statistica
IFN -y
8 16.7+ 3.0 1.4+0.1 p<0.01
12 26.7 + 3.3 21+1.8 p<0.01
16 35.5+2.5 1.5+0.2 p < 0.05
18 225+ 41 55110 p <005
24 279+ 0.1 41+03 p <00l

Tabella IV: Produzione di citochine indotta dal DNA- TTV4

E’ stato inoltre esaminato se la mancata attivazione genica dell'lL-4, citochina di
classe Th2, da parte dell’lODN 1826, ottenuta negli esperimenti iniziali di messa a
punto del sistema “in vitro”, si verificasse anche quando lo stimolo fosse
rappresentato dal DNA-TTV4. E’ stato cosi allestito un esperimento per valutare
l'espressione genica dell’ IL-4 stimolando il substrato, rappresentato dalle cellule
di milza di topo, con dosi differenti di TTV4 (1, 6, 24 ug) sempre in associazione

con la lipofectina e con due controlli: uno negativo il cui stimolo & rappresentato
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dalla sola lipofectina e uno positivo, rappresentato dalla concanavalina-A, che
notoriamente € in grado di indurre l'espressione genica delle citochine
utilizzando, pero, per la trasduzione del segnale recettori differenti dal TLRO.
Confrontando i substrati stimolati col DNA virale con quelli di controllo, & stato
evidenziato che, indipendentemente dalla dose utilizzata, TTV non induce
aumento dell’espressione del gene per I'IL-4, infatti i livelli di espressione nei
substrati trattati con lo stimolo DNA-TTV4 sono i medesimi di quelli riscontrati
nel controllo negativo (figura XIII). Al contrario, nel substrato trattato con il
controllo positivo, rappresentato dalla concanavalina-A, € stato osservato un
netto incremento dell’espressione genica dell’ IL-4, e cido conferma l'ipotesi che il
genoma di TTV intergagendo con il recettore TLR9 non € in grado di attivare il

gene dell’IL4.
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Figura XIII: Espressione genica del’IL-4

A conferma dei risultati ottenuti, & stata dosata la produzione della proteina nel
sovranatante delle cellule, e come riportato nella tabella non si evidenzia nessun
incremento nella sintesi di IL-4 a seguito della stimolazione con i complessi
lipofectina-DNA-TTV4, anche quando il tempo di incubazione stimolo-substrato é
stato aumnetato fino a 24 ore. Tali risultati avvalorano maggiormente l'ipotesi
che l'interazione fra TTV e TLR9 non porta alla produzione di IL-4, citochina di
classe Th2, ma spinga il sistema immunitario verso la produzione di citochine di

classe Th1 ( tabella V).
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IL-4 DNA-TTV4 Solo lipofectina Differenza

(ore) (media pg/ml £ DS) (media pg/ml x SD) statistica

18 0.6 0.2 0.9%0.1 NS

TabellaV: Produzione dell’IL-4 indotta dal DNA-TTV4

Dimostrazione dell’interazione fra TTV-DNA e il TLR9

I1 passo successivo € stato quello di studiare il coinvolgimento del recettore TLRO,
nell’attivazione delle citochine di tipo Thl indotte dal DNA-TTV4. In un primo
momento € stata utilizzata la clorochina, tale molecola ha la capacita di inibire
l’'acidificazione del lisosoma, condizione necessaria affinché abbia luogo
l’attivazione del TLR9. In tal modo il blocco del recettore TLR9 conduce
all’inibizione dell’espressione genica. Come fase preliminare, € stato necessario
condurre delle prove sulla possibile tossicita cellulare esercitata dalla clorochina,
allo scopo di determinare la dose efficace ma non tossica (ovvero la
concentrazione che provoca una percentuale di morte cellulare inferiore al 50%).
La vitalita delle cellule di milza di topo, esposte a diverse concentrazioni di
clorochina, € stata valutata mediante saggio di esclusione con Trypan blue e la
concentrazione massima non tossica é risultata essere pari a 10 uM. Questi dati
hanno permesso di progettare il successivo esperimento, nel quale le cellule di
milza di topo, precedentemente incubate con la clorochina, sono state stimolate
con i vari ligandi del TLR9: ODN, DNA-TTV4 e Concanavalina-A. E’ stata cosi
esaminata l'espressione genica dell’ IFN-y, IL-6 e IL-10. I risultati hanno mostrato
come i substrati cellulari, rappresentati dalle cellule di milza di topo, stimolate
con DNA-TTV4 sempre in associazione con la lipofectina o con ODN, in seguito a
pre-trattamneto con clorochina riducono quasi totalmente l’espressione delle
citochine da noi analizzate. Al contrario nelle cellule di milza di topo in cui era
stata aggiunta la Concanavalina-A non si osserva alcun significativo effetto
sull’espressione delle citochine, perché come atteso la Concanavalina-A & in

grado di indurre la trascrizione dei geni per le citochine attraverso un
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meccanismo TLR9-indipendente. Come mostrato nella figura XIV, la citochina
maggiormente espressa € risultata essere I'IFN- y e poiché € anche la piu
rappresentativa delle citochine di classe Thl & stato scelto di dosare solo la
produzione di questa proteina. I risultati dell’analisi dei dosaggi dell’ IFN- v,
riportati nella tabella VI, hanno mostrato come le cellule di milza di topo
stimolate con DNA-TTV4 sono in grado di produrre dosi elevate di IFN- y, mentre
quando le stesse cellule, precedentemente trattate con clorochina, stimolate poi
con DNA-TTV4 non sono in grado di produrre e secernere tale molecola. Quindi I’
analisi dei dosaggi dell’interferone hanno rafforzato l'ipotesi che il DNA-TTV4 ,
attraverso il recettore TLR9, € in grado di indurre la produzione di citochine

prevalentemente di classe Thl.
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Figura XIV: Espressione genica indotta da vari stimoli in presenza e in assenza

di clorochina.
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LigandiTLR9 Clorochina Sy

(media pg/iml £ DS)

DNA-TTV4 NGO 340+ 29 %

DNA-TTV4 Si 0.5+ 5.6

Tabella VII: Dosaggi di IFN- y

Un’ ulteriore dimostrazione della veridicita dell’ipotesi presa in esame & stata
ottenuta mediante un metodo piu specifico di silenziamento genico del TLR9, che
utilizza la strategia degli RNA-interference (siRNA) in grado di reprimere
selettivamente 'espressione post-trascrizionale degli mRNA. E’ stato cosi allestito
un esperimento in cui sono stati valutati i livelli di espressione genica dell’ IFN- y
in cellule di milza di topo stimolate con DNA-TTV4, sempre in associazione con la
lipofectina e con Concanavalina A; tali livelli di espressione sono stati poi
confrontati con i valori ottenuti da cellule di milza di topo silenziate con gli
specifici siRNA e contemporaneamente stimolate con gli stessi ligandi (DNA-TTV4
e ConA). Come mostrato nella figura XV, le cellule stimolate con il DNA-TTV4
dopo trattamento con gli specifici siRNA sono state in grado di ridurre quasi
totalmente 'espressione dellIFN-y; in particolare tali livelli di espressione sono
stati significativamente ridotti piu dell’80%. Al contrario l'uso degli siRNA
specifici per il TLR9 non ha mostrato alcun significativo effetto sull’espressione
delle citochine prodotte dalla Concanavalina-A, indicando chiaramente come la
produzione di citochine da parte del DNA di TTV sia mediato dal recettore TLR9. I
risultati ottenuti ci hanno, cosi, permesso di dimostrare come il DNA di TTV
dell’isolato utilizzato ¢ stato in grado di indurre il sistema immunitario verso la

produzione di citochine di classe Thl.
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Figura XV: Espressione genica dell’ IFN-y con l'uso di specifici siRNA per il TLR9
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Sinergismo fra TTV-DNA e ODN

Ottenuti i precedenti risultati € stato interessante andare a valutare la potenziale
capacita del DNA virale di modulare ’'azione del’lODN1826, che da solo risulta un
potente attivatore delle citochine di classe Thl. Cosi €& stato allestito un
esperimento in cui le cellule di milza di topo sono state stimolate con ODN1826
da solo e in combinazione con 6 ug di DNA-TTV4 associato sempre con la
lipofectina. Come riportato in fugura XVI, il DNA-TTV4 usato in combinazione
con ’ODN1826 ha indotto nelle cellule una espressione genica delle citochine piu
spiccata rispetto a quella indotta dalla stimolazione con solo ODN1826. Cio fa
ipotizzare che il DNA di TTV sia in grado di agire sinergicamente con I’ODN
potenziandone cosi 1’azione. Ancora una volta la citochina che ha mostrato la
maggiore attivazione € stata 1’ IFN-y, confermando cosi la capacita dell’isolato di
TTV preso da noi in esame , di spingere verso una risposta immunitaria di tipo
Thl.
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Figura XVI: Effetto sinergico fra il DNA di TTV e ODN
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Studio dell’effetto di isolati diversi di TTV sul sistema

immunitario dell’ospite

I risultati ottenuti dai precedenti esperimenti in cui € stato utilizzato 1’ isolato
ViPiSal appartenente al genogruppo 4 di TTV, hanno permesso di dimostrare
come tale lisolato sia in grado di spingere il sistema immunitario verso una
risposta di tipo Thl. E’ stato cosi interessante andare a valutare l’effetto degli
altri isolati di TTV sulla riposta immunitaria locale e sistemica dell’ospite. Poiché
¢ stato precedentemente dimostrato che all’aumentata espressione del gene
corrisponde invariabilmente la produzione della proteina, € stato allestito un
esperimento in cui sono state dosate le citochine prodotte nel sovranatante delle
cellule di milza di topo, dopo 16 ore dalla stimolazione con il DNA di TTV dei
diversi isolati. E’ stato, pero, scelto di dosare solo la produzione di IFN-y in
quanto questa é stata la citochina che nei precedenti esperimenti ha mostrato
livelli di espressione piu elevati e perché é la piu rappresentativa delle citochine
di classe Thl. Anche in questo caso il DNA di TTV dei vari isolati, da noi
accumulato come descritto precedentemente nella sezione Materiali e Metodi, &
stato utilizzato nell’esperimento sempre in combinaizone con la lipofectina. I
risultati, come mostrato nella Figura XVII, hanno evidenziato una differenza
significativa tra lisolato ViPiSal, utilizzato come isolato di riferimento nei
precedenti esperimenti, e gli altri 4 isolati presi da noi in esame, in particolare
I'isolato TTH7 appartenente al genogruppo 5, TTH3 appartenente al genogruppo
1, pTTV appartenente al genogruppo 1 e H2 appartenente al genogruppo 3, € una
notevole produzione di IFN-y da parte dell’ ODN di classe A, utilizzato come
controllo positivo. La lettura dei risultati, quindi, evidenzia come l’isolato ViPiSal
appartenente al genogruppo 4, abbia una differente capacita di interazione con il
sistema immunitario dell’ospite. Cido appare interessante e apre nuove strade di
ricerca per indagare se altri isolati del genogruppo 4 abbiano un ruolo diverso nel
modulare la risposta immunitaria dell’ospite ed agire come un cofattore

aggravante in alcune patologie.
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Figura XVII: Dosaggio delle citochina IFN-y da parte dei diversi isolati di TTV

Studio dell’effetto del genoma di TTV su una linea

cellulare umana di origine respiratoria

L’obiettivo di questo studio € stato quello di valutare l'espressione e la
funzionalita del recettore TLR9 e dell’enzima iNOS, deputato alla produzione di
NO, mediante stimolazione con i motivi CpG sintetici (ODN) e il DNA di TTV. La
scelta di utilizzare una linea cellulare umana respiratoria, in particolare la linea
A549 di epitelio alveolare, deriva sia da studi presenti in letteratura (Jiang et al.,
2009) sia dalla dimostrazione in precedenti studi condotti su bambini affetti da
malattie respiratorie acute, che il tratto respiratorio € sede di infezione primaria e
continua replicazione di TTV (Maggi et al., 2003) e che i titoli del virus, trovati a
livello del tratto respiratorio, sono correlati ad un aumentato livello di ossido
nitrico (NO) nell’aria espirata. A tal fine € stata valutata la produzione di NO,
utilizzando il reagente di Greiss, l'espressione del recettore TLR9 e l'attivazione

dell’enzima inducibile iNOS, mediante Real-Time PCR. Come primo passo € stato
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condotto uno uno studio preliminare per individuare quale fosse il tempo
d’incubazione ottimale fra le cellule A549 e gli stimoli utilizzati. Come stimolo, in
questo studio pilota, & stato utilizzato ’'ODN 2216 di classe A, poiché in molti
lavori presenti in letteratura € riportato che i CpG-ODN di classe A sono abili ad
attivare l’enzima ossido nitrico inducibile deputato alla produzione di NO
(Kneufermann et al., 2008). Il dosaggio per la valutazione della produzione di NO
¢ stato effettuato a tempistiche differenti, in particolare dopo 24, 40 e 48 ore
dalla stimolazione ed € stata valutata la produzione di NO, utilizzando il Reagente
di Greiss che permette la determinazione dei nitriti come indicatore di produzione
di ossido nitrico mediante il metodo spettrofotometrico che presenta il massimo
assorbimento a 520 nm. Come riportato in figura XVIII € stato osservato che che
la stimolazione con ODN 2216 ha indotto la massima produzione di NO dopo 40
ore dalla stimolazione anche se una buona produzione risultava presente dopo

24 ore.
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Figura XVIII: Dosaggio delle produzione di NO utilizzando come stimolo ODN
2216

Sulla base di questi risultati e dal momento che ’'ODN 2216 contiene nella sua
sequenza motivi CpG di tipo stimolatorio che mimano l'effetto del DNA virale, &
stato condotto 1’esperimento incubando le cellule A549 con il DNA di TTV di un
isolato, in particolare in questi esperimenti ¢ stato utilizzato il DNA dell’isolato

TTH7 in quanto € uno tra gli isolati che nel precedente esperimento ha mostrato
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una produzione di IFN-y comparabile agli altri presi in esame confrontati poi
all’isolato di riferimento ViPiSal. Come stimoli positivi nell’ esperimento sono
stati utilizzati ’ODN 2216 da solo e in associazione con il DNA di TTV ed inoltre &
stato utilizzato anche un DNA di controllo, Salmon sperm DNA, che contiene
allinterno della sua sequenza motivi CpG metilati e quindi non in grado di
attivare il TLR9 e di conseguenza tutta la cascata di trasduzione che culmina
nella produzione di citochine pro-inflammatorie. E’ stata, cosi, valutata
l'espressione del recettore TLR9 e lattivazione dell’enzima inducibile iNOS
mediante Real-Time PCR, con quantizzazione relativa, dopo 40 ore dalla
stimolazione. I risultati, come mostrato in Figura XIX hanno evidenziato una
attivazione pressoché identica del recettore TLR9 da parte di tutti gli stimoli
utilizzati nell’esperimento, mentre la valutazione dell’espressione genica dell’
iNOS,mostrata in Figura XX, ha rilevato come il DNA di TTV utilizzato sia stato in
grado di indurre incrementi statisticamente significativi rispetto al controllo

negativo e alllODN 2216.
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Figura XX: Espressione genica dell'iNOS

Tali risultati rafforzano ulteriormente, cio che & stato dimostrato nel modello
murino, ovvero il DNA di TTV interagendo con il TLR9 attiva la cascata del
segnale che porta alla traslocazione nel nucleo del fattore di trascrizione Nf-Kb e
la conseguente attivazione del gene iNOS. Cido € anche dimostrato dal fatto che
non si ha un aumento nel numero dei recettori TLR9 attivati, in quanto
l'espressione genica € costante in tutti gli stimoli utilizzati nell’esperimento, ma

l’attivazione del gene iNOS dipende proprio dallinterazione DNA-TTV /TLRO.
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Gli anellovirus sono un vasto ed eterogeneo gruppo di virus caratterizzati da
alcune peculiarita: un’elevata diffusione nella popolazione generale, una
prolungata e/o un’indefinita persistenza nell’ospite, un ampio tropismo tissutale
ed una elevata eterogeneita genetica, straordinaria per virus a DNA. Dal 1997,
anno in cui fu scoperto il primo isolato di TTV, prototipo degli anellovirus, sono
stati condotti numerosi studi per investigare il ruolo patogenetico di questi virus
e, sebbene siano state formulate diverse ipotesi, nessuna é stata definitivamente
confermata, tanto che alcuni autori hanno ritenuto il virus un semplice
commensale dell'uvomo. Studi condotti nel laboratorio dove ho svolto la mia
attivita di ricerca (Maggi et al., 2003a) hanno evidenziato che in bambini con
broncopolmonite circolano titoli di TTV piu elevati rispetto a quelli presenti in
bambini con patologie respiratorie piu lievi. Inoltre, tra i bambini con
broncopolmonite, coloro che presentavano coinfezioni con altri virus respiratori,
mostravano un titolo di TTV piu alto rispetto a quelli infettati dal solo TTV.
Questi studi, pur non dimostrando con certezza che TTV sia l'agente causale
della patologia osservata, hanno suggerito un suo probabile ruolo nell’aggravare
la malattia respiratoria. Un altro aspetto interessante, sicuramente da studiare
approfonditamente, riguarda le interazioni esistenti tra anellovirus, in particolare
TTV, e il sistema immunitario dell’ospite. Al momento, sono poche le informazioni
presenti in letteratura riguardo a questo aspetto. Tuttavia, appare ormai ben
dimostrato che TTV non solo € in grado di penetrare nelle cellule del sistema
immunitario ma € anche capace di replicare al loro interno. Infatti markers di
replicazione del virus (DNA a doppio filamento, mRNA) sono stati ritrovati nel
midollo osseo (Okamoto et al., 2000b) e in cellule mononucleate del sangue
periferico (PBMC) attivate. Al contrario, TTV non replica in cellule linfoidi che si
trovano in fase stazionaria (Maggi et al., 2001b). Quest’ultimo aspetto suggerisce
che l'interazione fra TTV e il sistema immunitario possa rappresentare una tappa
fondamentale nella patogenesi del virus. Studi condotti nel laboratorio dove ho
svolto il mio progetto di ricerca, hanno dimostrato che nei bambini di eta
inferiore ai due anni affetti da infezioni respiratorie acute (MRA) il tratto
respiratorio & sede di infezione primaria e continua replicazione di TTV. In questa
stessa popolazione di soggetti ¢ stato anche osservato un possibile ruolo di TTV
nella modulazione del sistema immunitario a livello locale e sistemico (Maggi et

al., 2003). Infatti € stato dimostrato che i titoli del virus correlano con i livelli di
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alcune sottopopolazioni linfocitarie circolanti: in particolare € stata osservata una
correlazione inversa con i livelli di linfociti T CD3 e CD4 ed una correlazione
positiva con i livelli di linfociti B (Maggi et al., 2003b). Interessanti poi, a tale
riguardo, sono le correlazioni emerse, in soggetti asmatici, tra un marker
d’inflammazione, quale la proteina cationica eosinofilia (ECP), i livelli di NO
nell’aria espirata e i titoli di TTV nel plasma (Maggi et al., 2004). Come
dimostrato in molti lavori, l'elevata espressione di ECP, una glicoproteina
rilasciata dagli eosinofili attivati, e di NO nelle vie aeree, ¢ indice del grado di
inflammazione nel tratto respiratorio, e predittiva di un piu probabile sviluppo
dell’asma nelle eta successive (Pifferi et al., 2001). Questo studio di tesi ha
proposto un nuovo modo con cui investigare la relazione tra TTV e sistema
immunitario dell’ospite, in particolare cercando di valutare se e come il DNA del
virus, in relazione al suo contenuto in motivi CpG possa indurre la produzione
di mediatori immunologici nell’ospite (interleuchine e/o citochine). Il background
di questo studio & basato su lavori presenti in letteratura che riportavano come
alcuni virus a DNA hanno la potenzialita di stimolare le cellule del sistema
immunitario alla produzione di IFN-y ed altre citochine pro-infiammatorie
mediante i motivi CpG presenti nel loro genoma (,Guggemoos et al., 2008,
Lundberg et al., 2003, Malmgaard., 2004). Tale stimolazione avviene attivando
particolari recettori che svolgono importanti funzioni in cellule implicate nella
risposta immunitaria innata: come i macrofagi, le cellule dendritiche e i linfociti
B. Questi recettori, noti col nome di Toll-like receptors (TLRs), hanno proprieta
immunomodulanti. In particolare, in questo studio, lattenzione ¢& stata
concentrata sull’effetto derivante dall’interazione del genoma virale con il TLR-9,
recettore che presenta specificita di riconoscimento con genomi a DNA virale o
batterico contenenti motivi CpG non metilati (Hemmi et al., 2000). Il lavoro di tesi
¢ stato articolato in due parti principali. Nella prima parte del progetto & stato
messo a punto un modello sperimentale “in vitro” che fosse capace, mediante
l’analisi dell’espressione di determinate citochine, di valutare l'effetto del DNA di
TTV sul sistema immunitario. In questo modello sperimentale il sistema target
dell’effetto del DNA era costituito da cellule di milza di topo della linea BALB/c;
tali cellule infatti sono ampiamente utilizzate in quanto particolarmente ricche di
TLR9. Proprio per valutare l'effetto dell’interazione tra il DNA di TTV e le cellule di

milza di topo, € stato necessario avere a disposizione genomi virali interi
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appartenenti ai diversi genogruppi di TTV, data la straordinaria eterogeneita
genetica del virus. Infatti, come riportato nellIntroduzione di questo progetto,
studi di sequenza condotti sulla UTR e sullintero genoma hanno portato
all’identificazione di piu di 40 genotipi e 70 sottotipi, suddivisi in S genogruppi
principali (Peng et al., 2002). Per tale motivo appare plausibile che l’elevata
eterogeneita genetica possa riflettersi in una differente capacita di interazione dei
diversi isolati con il sistema immunitario dell’ospite. Abbiamo cosi utilizzato 5
cloni di genomi virali interi appartenenti a 4 diversi genogruppi, in particolare
Iisolato ViPiSal (DNA-TTV4) appartenente al genogruppo 4 € stato isolato e
interamente clonato dal mio gruppo di ricerca, mentre gli altri 4 isolati; TTH7
(genogruppo 5), TTH3 e PTTV (genogruppo 1) e H2 (genogruppo 3), sono stati
forniti da gruppi di ricerca internazionali con cui da tempo sono state intraprese
collaborazioni scientifiche. II DNA di TTV utilizzato inizialmente in tutti gli
esperimenti, e quindi considerato l'isolato di riferimento, é stato il DNA-TTV4. La
scelta delle citochine da analizzare & stata basata sui dati presenti in letteratura
che dimostrano come gli ODN o i motivi CpG di tipo stimolatorio, frequenti nel
genoma di batteri e virus, siano in grado di indurre le cellule di milza di topo a
produrre IL-12, IL-6, IL-10 e IFN-y (Krieg et al., 1998). Al contrario, gli stessi
stimoli, non inducono la produzione di IL-4 (Klinman et al., 1996). Le tempistiche
utilizzate per valutare l'espressione genica delle citochine nei diversi esperimenti
sono state decise dopo un preliminare ed accurato studio sulla loro cinetica
d’espressione. Infatti, in accordo con dati riportati in letteratura, le citochine
hanno mostrato cinetiche di attivazione differenti in relazione allo stimolo
utilizzato. In particolare, la stimolazione di cellule di milza di topo con LPS ha
indotto il picco d’attivazione citochinico dopo 4 ore d’incubazione (Hartman et al.,
1999). Al contrario, la stimolazione con ODN1826, che grazie alla presenza nella
sua sequenza di motivi stimolatori mima il DNA batterico e virale, ha indotto la
massima attivazione dopo 12 ore d’incubazione. Questi risultati ci hanno
consentito di progettare la giusta tempistica dei nostri esperimenti, stabilendo il
tempo d’incubazione a 12 ore. I successivi esperimenti sono stati progettati per
comprendere se il DNA di TTV fosse in grado di indurre la produzione di citochine
pro-inflammatorie e/o regolatorie e per indagare se la concentrazione di DNA
virale potesse influenzare tale processo. A tale scopo le cellule di milza di topo,

sono state incubate, oltre che con stimoli di controllo, anche con diverse
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concentrazioni di DNA virale. I risultati hanno mostrato che I'ODN 1826,
utilizzato come controllo positivo, ha indotto una significativa espressione di tutte
le citochine di classe Th-1 e regolatorie, mentre, come atteso, la citochina di
classe Th-2 ¢ stata attivata solo dalla stimolazione con ConA. Il DNA-TTV4 usato
come tale non ha invece prodotto una significativa espressione di nessuna delle
citochine analizzate. Una possibile spiegazione di tale risultato poteva essere
Iincapacita da parte del DNA virale di giungere integro nel compartimento
intracellulare, infatti i legami fosforodiestere, presenti nel DNA, possono essere
facilmente idrolizzati dalle nucleasi cellulari, mentre i legami fosforotioati,
presenti nel’lODN 1826, conferiscono protezione verso tali enzimi. A conferma di
cio, l'utilizzo della lipofectina per transfettare il DNA-TTV4 all’interno delle cellule
ha modificato i risultati del precedente esperimento (Xu et al.,1996). Infatti, i
complessi lipofectina-DNA-TTV4 hanno indotto incrementi statisticamente
significativi dell’espressione delle citochine analizzate, con particolare riferimento
all'lL6 e IFN-y. Questi risultati sono in accordo con quanto osservato da
Wilkstrém studiando il circovirus porcino di tipo 2 (PCV-2). In tale studio, un
incremento significativo di IFN-a si osservava solo dopo che il DNA del PCV-2 era
incubato con lipofectina, la quale probabilmente agiva proteggendo il DNA dalla
degradazione e dirigendolo piu facilmente verso il compartimento endosomiale
dove avviene l'interazione con il recettore TLR9 (Wilkstrom et al., 2007). Il nostro
studio ha poi mostrato come lincremento d’espressione delle citochine sia
risultato dipendente dalla quantita di DNA utilizzata, facendo ipotizzare
nell'infezione naturale un ruolo fondamentale della carica virale. A conferma dei
risultati ottenuti, che indicano come l’isolato virale preso in esame sia in grado di
indurre il sistema immunitario verso una risposta di tipo Th1, sono state dosate
nel sovranatante delle cellule le citochine prodotte, in particolare I'TFN-y, I'IL6 e
I'IL4. Tale dosaggio come atteso ha mostrato un netto incremento della
produzione di IFN-y e di IL6 dopo stimolazione con il DNA-TTV4 e/o con ODN,
dimostrando come all’aumentata espressione genica corrisponda invariabilmente
la produzione della proteina. Mentre il dosaggio dell’lL4 non ha mostrato alcuna
differenza significativa tra la produzione della proteina indotta dal DNA-TTV4 e
dal controllo negativo, rappresentato dalla sola lipofectina. Questi risultati
avvalorano ancora di piu l'ipotesi che l'isolato ViPiSal non sia in grado di indurre

la sintesi dei mediatori di classe Th-2. Un altro interessante aspetto che € stato
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indagato ha riguardato il meccanismo attraverso il quale il DNA-TTV4, determina
un aumento di espressione delle citochine di classe Th-1. In particolare & stato
studiato il coinvolgimento del recettore TLR9 nella cascata di attivazione
d’espressione genica in due diversi modi. In un primo momento € stata utilizzata
la clorochina, molecola in grado di inibire lacidificazione endosomiale,
prerequisito necessario affinche il TLR9 riconosca i motivi CpG non metilati (Latz
et al., 2007),e successivamente un metodo piu specifico che utilizza la strategia
degli RNA-interference (siRNA) in grado di reprimere selettivamente 1’espressione
post-trascrizionale degli mRNA. I risultati degli esperimenti effettuati hanno
mostrato come le cellule di milza di topo, stimolate con il DNA-TTV4 o con ODN,
in seguito a pre-trattamento con clorochina riducono quasi totalmente
I’espressione genica di IFN-y e che tali livelli di espressione sono ridotti di piu
dell’80% dopo il trattamento con gli specifici siRNA. Al contrario 'uso sia della
clorochina sia degli siRNA specifici per il TLR9 non ha mostrato alcun
significativo effetto sull’espressione delle citochine prodotte dalla ConA. Cio
dimostra chiaramente come sia la clorochina sia gli siRNA utilizzati, agiscono
inibendo la via di trasduzione del TLR9, e quindi come la produzione di citochine
da parte del DNA-TTV4 sia mediata proprio da questo recettore. Altro risultato
interessante € emerso transfettando le cellule di milza di topo con il DNA-TTV4
insieme all’lODN 1826. In questo caso l'aggiunta del DNA virale, anche senza la
lipofectina, ¢ stata in grado di incrementare significativamente 1’espressione delle
citochine di classe Th-1 e regolatorie indotte dal’lODN 1826. Questa apparente
contraddizione, ossia 'effetto del DNA di TTV anche in assenza di lipofectina, puod
essere spiegata supponendo che, anche se la quantita di DNA virale integro che
raggiunge il compartimento intracellulare € ridotta a causa dell’azione delle
nucleasi cellulari, € in questo caso tuttavia sufficiente a potenziare 1’espressione
genica poiché agisce amplificando un segnale gia innescato da un potente
attivatore d’espressione come I'ODN 1826. Dai risultati ottenuti € stato quindi
possibile dimostrare come il DNA di TTV dell’isolato ViPiSal sia in grado di
indurre il sistema immunitario verso la produzione di citochine di classe Thl.
Altro aspetto interessante che ¢ stato studiato ed indagato €& quello relativo
all’effetto indotto dal DNA di TTV appartenente a diversi genogruppi. Per questo &
stato allestito un esperimento in cui sono state dosate le citochine prodotte nel

sovranatante delle cellule, 16 ore dopo la stimolazione con il DNA di TTV dei
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diversi isolati per vedere l’effetto della risposta immunitaria locale e sistemica. E’
stata dosata solo la produzione di IFN-y in quanto € stata la citochina che nei
precedenti esperimenti aveva mostrato livelli di espressione piu elevati e perché e
la piu rappresentativa delle citochine di classe Thl. I risultati di tale esperimento
hanno evidenziato una differenza significativa tra l'isolato ViPiSal, utilizzato come
isolato di riferimento in tutti i precedenti esperimenti, e gli altri quattro isolati
presi in esame appartenenti ai diversi genogruppi di TTV. La lettura dei risultati
ha quindi evidenziato come l’isolato ViPiSal appartenente al genogruppo 4, abbia
una differente capacita di interazione con il sistema immunitario dell’ospite
rispetto a tutti gli altri isolati presi in esame. In questottica, tali risultati
assumono una notevole importanza in quanto, come accade per i circo virus
animali, anche TTV potrebbe essere considerato un cofattore importante nella
patogenesi di numerose patologie in cui si verifica una abnorme risposta
immunitaria di tipo Th-1. Quest’ipotesi pud assumere ancor di piu particolare
rilievo sapendo che il DNA virale preso in esame (DNA-TTV4) é stato isolato e
amplificato da un soggetto affetto da artrite reumatoide, patologia autoimmune
nella quale si assiste proprio ad una anomala risposta immunitaria di tipo Th-1.
Cio anche in considerazione del fatto che questo gruppo di TTV é risultato
particolarmente prevalente nei pazienti affetti da questa malattia (Maggi et al.,
2007).

La seconda parte di questo progetto di ricerca ha avuto come obiettivo lo studio
dell’effetto del genoma di TTV su una linea cellulare umana di origine
respiratoria, A549. La scelta di utilizzare tale linea cellulare deriva da precedenti
studi, condotti da Maggi e collaboratori, su bambini affetti da malattie
respiratorie acute, che hanno dimostrato come il tratto respiratorio sia sede di
infezione primaria e continua replicazione di TTV (Maggi et al., 2003) e come i
titoli del virus, rilevati a livello del tratto respiratorio, correlano con un
aumentato livello di ossido nitrico nell’aria espirata. Inoltre le A549, come
riportato in molti lavori presenti in letteratura (Droemann et al., 2005; Jiang et
al., 2009)sono una linea cellulare di tipo alveolare che stimolate con i CpG-ODN
sono in grado di produrre citochine e ossido nitrico attraverso l’attivazione del
recettore TLR9, percio rappresentano il substrato ottimale per i nostri
esperimenti. E’ stata, dapprima, valutata la produzione di NO, 'espressione e la

funzionalita del recettore TLR9 e I’attivazione dell’enzima inducibile iNOS,
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mediante Real-Time PCR. E’ stato prima allestito uno studio preliminare per
individuare quale fosse il tempo ottimale di incubazione fra il substrato cellulare
e gli stimoli utilizzati. In questo studio pilota € stato utilizzato come stimolo
I’ODN 2216 di classe A, in quanto come riportato in molti lavori, i CpG-ODN di
classe A sono abili ad attivare ’enzima ossido nitrico inducibile deputato alla
produzione di NO (Kneufermann et al.,, 2008). Questo evento €& mediato
dall’attivazione del fattore di trascrizione Nf-Kb, il quale € anche coinvolto
nell’espressione dei geni specifici per le citochine pro-infiammatorie. Il dosaggio
per la valutazione della produzione di NO é stato effettuato a tempistiche
differenti, in particolare a 24, 40 e 48 ore, ed & stato osservato che la
stimolazione con ODN 2216 era in grado di indurre la massima produzione di NO
dopo 40 ore dalla stimolazione. Sulla base di questi risultati e dal momento che
I’'ODN 2216 contiene nella sua sequenza motivi CpG di tipo stimolatorio che
mimano l’effetto del DNA virale € stato progettato ’esperimento, incubando le
cellule A549 con il DNA di TTV per un tempo di 40 ore. Per tutti i successivi
esperimenti & stato utilizzato come stimolo il DNA di TTV dell’isolato TTH7
appartenente al genogruppo 5, in quanto tale isolato € di facile accumulo in
seguito alla digestioni enzimatiche necessarie per ricavare il DNA da utilizzare
negli esprimenti. Come controllo positivo € stato utilizzato ’'ODN 2216 ed ¢& stato
utilizzato anche un DNA di controllo rappresentato dal DNA di sperma di
salmone, che contiene all’interno della sua sequenza motivi CpG metilati e quindi
non in grado di attivare il TLR9. I risultati hanno evidenziato una attivazione
pressoché identica del recettore TLR9 da parte di tutti gli stimoli utilizzati
nell’esperimento, mentre ’enzima inducibile iNOS, ¢ stato fortemente attivato dal
DNA di TTV dell’isolato utilizzato e dall’lODN 2216, usato come controllo positivo.
Nel complesso i risultati ottenuti rafforzano quanto gia dimostrato nel modello
murino, ovvero che il DNA di TTV € in grado di attivare il recettore TLR9, di
indurre la traslocazione nel nucleo del fattore di trascrizione Nf-Kb, il quale a sua
volta € coinvolto sia nell’espressione dei geni specifici per le citochine pro-
inflammatorie quali IFN-y, IL-6 che nell’attivazione dell’enzima inducibile iNOS
deputato alla produzione di NO. Questi dati aprono la strada ad ulteriori piu
approfondite indagini per valutare la capacita dei vari isolati di TTV a produrre

differentemente NO e/o citochine coinvolte nel processo inflammatorio.
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In conclusione, i risultati di questo lavoro di tesi hanno evidenziato alcuni aspetti
nuovi ed interessanti del rapporto tra gli anellovirus e il sistema immunitario
dell’ospite. La messa a punto di sistemi sperimentali “in vitro”, costituiti da
substrati cellulari ricchi di TLR9, ha permesso di dimostrare come il DNA di TTV
sia in grado di indurre la produzione di citochine di classe Th-1 e di portare
all’attivazione dell’enzima iNOS deputato alla produzione di NO. Cié fa
sicuramente riflettere sul vero ruolo che gli anellovirus possono avere nelle
patologie dell’'uomo e dubitare assai seriamente sul fatto che questi virus

possano rappresentare soltanto degli innocui apatogeni commensali.
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