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RIASSUNTO

L’herpes virus umano 8 (HHV-8) e un herpes virusigh gamma associato al Sarcoma di Kaposi, una
malattia linfoproliferativa osservata nei soggattimunocompromessi. Il genoma di HHV-8 esprime
geni virali unici e omologhi di geni regolatori umaresponsabili dell’angiogenesi, dell'inibizione
dell'apoptosi, dell’evasione deeck point nel ciclo cellulare, dellimmunoescape, della ipeohzione
dei linfociti B, in cui il virus attua il ciclo lisgeno. Nel nostro laboratorio abbiamo testato irovi
tropismo cellulare dei ceppi Al e C3 di HHVS, otiardalla riattivazione del virus nelle linee cédt
BCBL1 e BC3 o da campioni clinici mediante trattameecon TPA. Il virus purificato & stato impiegato
per infettare le linee cellulari HEK203 e PBMC; &bho successivamente analizzato il pattern di
espressione dei geni cellulari coinvolti nel pra@mesnfiammatorio mediante estrazione del’RNA
genomico (RNeasy Mini Kit, Qiagen), RT-PCR con ramdprimers e ibridazione su DualChip®
Microarray, Eppendorf (contenenti una serie di orgppresentative di 297 geni umani coinvolti nel
processo inflammatorio). Undici geni sono risulmunemente modulati: C5, CCL1, IL15, IL3, IL7,
IRF2, NFATC1, STAT1, TGFBI, TLR4 e TNFSF11, implicaell’eziologia virale e percio ri-analizzati
in maniera quantitativa con un set di specificihh@rs Real Time PCR (Roche, Light Cycler 2.0). |
risultati ottenuti si collocano in un range quattito compreso tra 3,80 e 6,25 Logl0 Cp/mL. In
conclusione, la modulazione di questi geni porta ellule infettate un vantaggio metabolico richoe
per la tumori genesi: il loro silenziamento potrebinibire I'infezione litica di HHV-8 e le sue

conseguenze cliniche.



ABSTRACT

Human herpes virus 8 (HHV-8) is a gamma-herpessviassociated with Kaposi's sarcoma, a
lymphoproliferative disease observed in immunocampsed individuals. Viral genes and viral
homologues of human regulatory genes are respernfsibhuman angiogenesis , inhibition of apoptosis,
cell cycle check points evasion, immunoescape liferation of B lymphocytes (in which the virus
implements the lysogenic cycle). We have testedtin cellular tropism of HHV-8 strains A1 and C3,
obtained by the reactivation of the virus in catles BC3 and BCBL1 or in clinical samples, by
treatment with TPA. The purified virus was usedntect HEK203 and PBMCs cell lines: we analyzed
the pattern of expression of cellular genes invlvethe inflammatory process by extracting genomic
RNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen), performing RT-PCR twi random primers and Microarray
hybridization of DualChip ® , Eppendorf (containiagseries of probes representing 297 human genes
involved in the inflammatory process), with automdtybridizer Thermoblock . The results show that
11 genes commonly modulated: C5 , CCL1 , IL15, JUR7 , IRF2 , NFATC1 , STAT1, TGFBI ,
TLR4 and TNFSF11, all involved in viral etiology.u@ntitative analysis of these genes (Real Time
PCR, Roche Light Cycler 2.0) show results placed irange between 3.80 and 6.25 log1l0 Cp/ml.
Infected cells gene’s modulation can give HHV-8entéd cells a metabolic advantage required for
tumorigenesis; gene silencing by siRNA could inhibiHV-8 Iytic infection and its clinical

consequences.



INTRODUZIONE
1. Human Herpesvirus 8

1.1.1. Classificazione

Gli Herpesvirus sono diffusi al livello globale @ettano almeno 130 specie animali differenti, gksci

ai mammiferi. Dall'uomo sono stati isolati 9 Herpiegs: Herpes simplex 1 (HSV-1), Herpes simplex 2
(HSV-2), human citomegalovirus (HCMV), varicellaster virus (VZV), Epstein-Barr Virus (EBV),
Human Herpesvirus 6A, 6B, 7 e 8 (HHV-6A, HHV-6B, MH, HHV-8). L’appartenenza alla famiglia
Herpesviridae viene determinata in base a carstithie chimico-fisiche peculiari del virione.
Quest’'ultimo contiene unore di DNA lineare a doppio filamento che varia in dms@ni da circa 125
kbp a 240 kbp e in composizione nucleotidica dahB25% di (G + C), a seconda della specie virali
[Honess, 1984], circondato da uapside icosaedrico del diametro di 100-110 nm e costituito da 162
unita ripetitive definite capsomeri, percorsi dawavita longitudinale cilindrica. Il capside éuavolta
circondato da umegumento di materiale amorfo (o zona granulare), composi@bteine globulari, e
piu esternamente e presenteenxielope proveniente dalle membrane (nucleare e citoplasa)atiella
cellula ospite e ricco di spicole (peplomeri), onovgroiezioni glicoproteiche codificate dal virus,

importanti nella fase di attacco del ciclo replicatvirale.

[Virioni dell’Herpesvirus umano 8HHV-8yww.sgm.ac.ul

Le caratteristiche biologiche comuni nella famigiguardano: I'organizzazione strutturale e funaien
del genoma, che non é covalentemente chiuso colegaalentemente a proteine come negli altri virus
che infettano 'uomo [Moss, 2005henk, 2001] e presenta nucleotidi disappaiati egemita
[Tamashiro e Spector, 1986]; la sintesi del DNAaldr e I'assemblaggio del nucleocapside della
progenie che avviene nel nucleo: genomi piu graswio alloggiati in capsidi piu grandi, ma la
relazione non é proporzionale [Trus et al, 199%IBhet al., 2000]; la formazione dell’envelope ahie
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'egresso tramite le membrane cellulari secondocaeismi di envelopment e de-envelopment ancora
oggi non ben chiariti; la sintesi di enzimi coinvahel metabolismo degli acidi nucleici (timidina
chinasi, timidilato sintetasi, deossiuridinatrifatfsi o dUTPasi, ribonucleotide reduttasi) e delle
proteine (proteine chinasi US3, UL13 e serina @sit&JL26p); la capacita di dare luogo ad infezioni
litiche, con distruzione delle cellule infettaterdnte il rilascio della progenie fagica, o latemticui il
genoma virale e presente nel nucleo delle cell@i¥odpite in forma circolarizzatapisomale, ed
esprime una percentuale minore di geni che gli pgono di persistere in questo stato , dal quafe pu
riattivarsi e manifestarsi nelle sue forme sintaofe.

Le differenze riguardanti: organizzazione genonmecgrado di omologia, tropismo tissutale e altre
proprieta biologiche (velocita di replicazione pgiatologia e sede d’infezione, azione oncogenajdan
permesso di individuare negli Herpesviridae detidasamiglie, classificate come Alfaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae.

wherpesviruses

HVS
KSHV

EBV

) WV .
[-herpesviruses i-herpesviruses

[Sottofamiglie virus herpeticiyww.jci.org]

Gli Alpha-herpesvirus (Herpes Simplex di tipo | leol HSVI e Il e Varicella Zoster o VZV) sono
caratterizzati da un ciclo replicativo breve, unrcato effetto citopatico e un tropismo tissutalepam
La sede preferenziale di latenza sono le cellulgydegli nervosi. | Beta-herpesvirus (Citomegalosi

o CMV e Virus Herpetici Umani VI e VII o HHV-6 e Attuano invece un ciclo replicativo lungo e

hanno un tropismo cellulare molto piu ristrettosicoome la capacita di indurre sincizi. La sede di
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latenza € nelle ghiandole salivari, nei tubuli teneelle linfoghiandole (cellule epiteliali e mociti). |
Gamma-herpesvirus (Epstein-Barr o EBV e Virus HeecpeUmano 8 o HHV-8) hanno un tropismo
tissutale limitato alle cellule linfoidi (LinfocitB e T), nei quali spesso latentizzano. In vitrardaluogo
ad infezioni quasi esclusivamente all'interno diude linfoblastoidi e a volte in cellule epitelie in
fibroblasti.

Il genoma degli herpesvirus consiste in una singatdecola di DNA a doppio filamento, formato da
due sequenze geniche, una lunga (UL) e una coi® (e variano tra le 120 kbp e le 250 kbp,
affiancate da sequenze terminali ripetute di umidal00 bp (TR) che possono far aumentare
notevolmente le dimensioni del genoma. Le dives®zoni di queste sequenze hanno portato ad una

ripartizione che prevede sei classi, nominate dakidla F.

— —
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[Roizman and Pellett , 2001. Le TR sono mostratiedinee orizzontali e rettangoli, rispettivamer@.orientamenti di

ripetizioni sono mostrate dalle frecce.]



In particolare nella classe E, la possibilita diarsione delle sequenze terminali, nell'una e akitf
elica, danno origine a quattro popolazioni di DN&meriche che differiscono per I'orientamento di UL

e US, e che sono presenti nelle popolazioni vimaliguali quantita.

Genoma Numero
degli di
herpesvirus isoforme

Us
VZV L = 2
UL Us
HSV-1, CT {1 4
HSV-2
Uy U U
EBV = 2l % g 1
HHV-8 @ - J 1 | 1
CMV [ U S w4
UL
HHV-6 [ —1 1
0 50 100 150
Peso molecolare x 10°

[Numero di isoforme nei virus herpeticiniversita.elsevier.i.

La presenza di ripetizioni € probabilmente collagate modalita di replicazione del DNA, piuttostoe

a qualsiasi vantaggio ottenuto dalla duplicazioeaica: una spiegazione troppo semplicistica in un
contesto evolutivo particolare, dal momento chegailili processi di sostituzione nucleotidica poss
facilmente alterare i livelli trascrizionali; inod, le regioni ripetute non codificano proteinerzieni.
Questo fenomeno é probabilmente una conseguenizarid@imbinazione nel tempo tra ripetizioni del
DNA concatemerico virale neosintetizzato. Gli isons®no funzionalmente equivalenti, e l'inversione

del segmento sembra essere correlato alla biottgiairus [Jenkins e Roizman, 1986; Pellet, 2001].



1.1.2. Struttura del virione

Il virus HHV-8 (Famiglia Herpesvirirdae, Sottofarigg Gammaherpesvirus, Genere Rhadinovirus) e
I'agente eziologico del Sarcoma di Kaposi e altedattie correlate, ed € I'unico virus del suo Genar

grado di infettare I'uomo. Il virione ha dimensiocomprese tra i 110 e i 150 nanometri e
morfologicamente si presente di forma sferica. Canoté gli Herpesvirus € caratterizzato da un
involucro lipidico dal quale protrudono diversecgiproteine virali e da un core denso che contiéne i

genoma a doppio filamento di DNA ripiegato in fordidoroide.

[Struttura del virione del’lHHV-8www.liveinternet.ru]

Il capside di KSHV e una struttura icosaedrica cost@ da sei proteine: pORF25 (major capsid protein,
MCP), pORF62 (triplex 1), pORF26 (triplex 2), pORF(proteasi), pPORF17.5 (proteina scaffold) e
pORF65 (smallest capsid protein, SCPs) [P. E.NAl,e2008]. E costituito da 12 pentoni (i capsonaéri
vertici dell'icosaedro) e da 150 esoni (altri caped) contenenti rispettivamente 5 o 6 copie della
proteina capsidica principale (MCP). | capsomemacsaldati tra loro attraverso 320 strutture
eterotrimeriche formate dalle proteine capsidicheori, TR-1 (orf 62) e TR-2 (orf 26) combinatel ne
rapporto 1:2 [Said et al., 1996; Trus et &@001;Lo P et al., 2003]. La proteasi e la proteina sddff
occupano lo spazio interno della struttura del icEpe sono fondamentali per il suo assemblaggio.
Nonostante la limitata similarita di sequenza tr@igine capsidiche corrispondenti, KSHV ha lo siess
Numero di triangolazione (T = 16) e la stessa &etfura del’herpes simplex virus (HSV) e del
citomegalovirus (CMV). Le proteine meno consensiro quelle minori basiche del capside: mentre le
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SCPs di HSV e CMV si legano solo agli esoni, urffedinte mappatura suggerisce che la proteina
omologa in KSHV (ORF65) si lega sia agli esoniaigentoniTrus et al., 2001, Lo P et al., 2003].
Questa bassa omologia di sequenza delle SCPs peiie &wrrelata al loro ruolo funzionali specifiar p

i diversi virus. E stato recentemente dimostrai IBCP UL48.5 & essenziale per l'infezione da HCMV
in vivo e la sua omologa, VP26, é indispensabileHigV-1.

La localizzazione delle SCPs ORF65 alle regiomapkriferiche del capside di HHV-8 [Lo P. et al.,
2003] suggerisce u suo possibile nel mediare leraatoni tra le proteine del capside e quelle del
tegumento e del citoscheletro durante l'infezione.

KSHV SCMV HSV1

0.
e R e P T
- l'_-l' @ .

[Trus et al., 2001. Sezioni (5 A) dei capsidk@HV, SCMV e HSV-1. | cerchi indicano gli eteratreri.]

Si conosce poco sulle proteine che costituis il tegumento, si pensa che esercitinpoianti
funzioni nella regolazione della replicazioneale [Trus et al., 2001]. L'envelope comprende le
glicoproteine gB (orf8), gH (orf 22), gL (orf 47yM (orf 39) e gN (orf 53), conservate in tutti gli
Herpesviridae, e i prodotti dei geni orf K8.1, &8 e orf 28’ specifici del’lHHV-8. Le glicoproteine
dell'envelope rivestono un importante ruolo nedi&idne e nella penetrazione nella cellula ospised[S
et al., 1996].
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1.1.3. Genoma Virale e variabilita

. . CBP
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[Genoma circolarizzato dellHHV-8ww.bioscience.org

Il genoma di HHV-8 e composto da circa 170 kb enean tutti gli altri Herpesvirus, il DNA é
bicatenario e lineare, e all'interno del capside@npatta in forma di toroide, con le estremitatmol
ravvicinate. Al momento del rilascio durante l'imfene, il DNA circolarizza rapidamente, prima areor
che sia stata avviata alcuna sintesi proteica,l@calizza nel nucleo della cellula infettata (orrha di
episoma). La porzione centrale del genodR, (~145 kb) e caratterizzata da un basso conteanuto
G+C, e in essa mappano tutti i geni virali notig)Moore et al, 1996]. Molti dei geni sono conssiv
nella famiglia Herpesviridae e i loro prodotti soassenziali nella replicazione e assemblaggio del
virione; altri sono peculiari e unici del’lHHV-8.aLLUR é fiancheggiata ad ambo i lati da ripetizioni
terminali dirette TR, ~20, 30 kb); ogni unita di ripetizione & lungal8tp, ha un contenuto di G + C
pari all'85% ed e orientata in modo ripetitivoteesoda [Schulz, 1998]. Le TR sono prive di seqeenz
codificanti ma contengono i segnali di packagingc@pe pac2) necessari all'incorporazione di singole

molecole di DNA durante l'assemblaggio dei capsiélla progenie virale [Schulz, 1998; Gessain,
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2005]. Nel genoma sono state identificate inoltre dequenze che funzionano da origini di replicezio
litica (ori), essendo riconosciute dalla DNA polias virale: una mappa fra le orf K4.2 e K5 (ori di
sinistra) e l'altra fra le orf K12 e 71 (ori di des). Questa organizzazione del genoma € caraiteris
della classe B precedentemente citata, e carabepizi Gammaherpesvirinae nel genere Rhadinovirus,
come HHV-8 stesso e HSV [Russo et al., 1996].

La variabilita genomica che caratterizza la gliateina del capside K1 (ORF-K1) ha permesso di
individuare diversi sottotipi di HHV-8 [Nicholas eil., 1998], ciascuno dei quali mostra una tipica
distribuzione geografica. ORF-K1 mappa sul latoissio del genoma e presenta fino al 30% di

divergenza [Zong et al., 1999].

[ ORF-K1 Protein

3 Extracellular Cytopl
Signal Domain ™ Tail
1 21 227 251 289
7 - T
N / \\ ITAM] C
7 - o aene N ;
N-gly A A A A AL A] A
CYS & o000 @ & es &= B Delehons
VR1 VR2
54 93 191 228
=== —
I 2 3 l
58 VR : '

- 1 | (

| | | |
A/B 27% | 52% | 15% | 60% 22%
A/C 10% | 30% | 6% I 33% | 3%
A/D 20% | 54% | 20% I 33% ! 8%
B/D 29% ' 35% ! 19% : '

| |

42% 15%

[ORF-K1, Fields et al, 2007.]

| cluster individuati grazie a questa regione Vaeiabile rappresentano dei sottogruppi evolutiem b
distinti: A, B, C, e D, E correlati ai flussi nagori in eta moderna dall’Africa Orientale versadia
meridionale e I'Oceania e prima, 'Europa e L’Adixcidentale dopo, e sottoposti a processi di
evoluzione e selezione naturale [Nicholas et @981 Poole LJ et al., 2002lteriori divergenze

emerse nell’analisi filogenetica dei sottogruppi,concomitanza a piccole delezioni, hanno permesso
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I'ulteriore descrizione di 13 varianti virali denamte da Al ad A5, da C1 a C5 e da D1 a D2 [Zong
J.C. etal., 1999].

ﬂ*‘\?ﬁﬂmﬂ Gy 081 WAL A
F Af ricans )

Voms gty Gt 16Tim
NG\

r

[Suddivisione in cluster dellHHV-8ywwnc.cdc.gov.]

Numerosi esperimenti di clonaggio di stipiti virdianno dimostrato che tali isolati sono stabili
nell'ospite [Zong J.C. et al., 1999]. Tuttavia, ecstate riscontrati molti genomi chimerici, soputi
per quanto riguarda la presenza di diversi alleddPV alleli del gene ORF-K15, che codifica per una
proteina integrale di membrana. Un punto non ancbiarissimo e invece se i differenti genotipi sian
correlati ad un particolare decorso delle patolagsociate all'infezione virale; tuttavia, recesitidi
hanno fornito le prime evidenze di un‘associaziwad'infezione con il sottotipo A dellHHV-8 ed an

forma piu aggressiva delle patologie correlate [Meo et al., 2008]. La variabilitd genomica
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“confinata” a diverse aree geografiche suggeriswe KSHV €& un virus umano di derivazione antica,
che viene trasmesso in primo luogo in modo fandli@on tasso di ricombinazione conseguentemente

molto basso.

Nel genoma sono presenti geni sovrapposti, opetingdrame (ORF) antisenso e vengono espressi
caratteristici RNA non codificanti, coinvolti nelootrollo della latenza. Dei 95 geni codificanti
sequenziati [Moore et al., 1996] 25 codificano peateine uniche virali e 15 in particolare non hann
omologi in HSV, e vengono designati con la letter@g1-K15). L’envelope comprende le glicoproteine
gB (ORF8), gH (ORF22), gL(ORF47), gM (ORF39) e dDRF53), che sono molto conservate nella
famiglia degli Herpesviridae, ed i prodotti dell&REK8.1, ORF68 ed ORF28. La proteina codificata
dalla ORFK8.1 favorisce I'adesione del virus allgpexficie della cellula ospite attraverso un legame
all'eparan-solfato, eth vivo stimola la produzione di anticorpi neutralizzamigng F.Z. et al., 2001].
Anche gB contiene un sito di riconoscimento pepdi@n-solfato e possiede il motivo aminoacidico
Arg-Gly-Asp (RGD) nel suo dominio extracellulare aiente il quale risulta interagire specificatamente
con lintegrinaa3Pl utilizzata dal virus come recettore per la pexgtme nella cellula ospite [Wang
F.Z. et al, 2003]. Come per gli altri herpesvirus, gH e glniano un eterodimero (gH/gL); gL &
richiesta per il folding” ed il trasporto intracellulare di gH. Le glicopeme gB, gH e gL sono
essenziali per la penetrazione del virus nellauteled, inoltre, quando vengono espresse in cellule
suscettibili all’infezione da parte di HHV-8 indumm la formazione di policariociti [Pertel P.E., 200

[policariociti infetti, colorazione con ematoss#ieosinaywww.dermaamin.corh
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| geni degli herpesvirus vengono solitamente raggati in due categorie mutuamente esclusive in
relazione alle due differenti modalita d’infeziorlatente e litica. | geni litici vengono ulteriormte
classificati come immediati-precoci (codificantiopgine regolatrici), precoci (codificanti gli enzim
necessari alla replicazione del genoma virale)reivia(codificanti le proteine strutturali del vime
maturo).l geni dellHHV-8 sono stati invece suddivisi in te classi in base alla loro cinetica di
espressione all'interno della cellula infettatal geni di classe | sono associati alla fase thnza e
comprendono ad esempio quelli codificanti per letgine LANA (Latent Associated Nuclear Antigen),
v-Cyc e v-Flip. | geni di classe Il vengono esprgss in fase latente, ma l'induzione della fagedine
incrementa esponenzialmente i livelli di espressjaore sono esempi: il gene v-IL6, il gene codiftean
la kaposina (molecola chiave nella patogenesi d&), k€d il gene codificante per il trascritto PAN. |
geni di classe Il vengono trascritti solo in seégull'induzione del ciclo litico e codificano peroteine

coinvolte nella produzione della progenie viralelj&lz, 1998].

0 10 20 30 40 S0 60 0 80 90 100 110 120 130 140 130 160kb
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

B Class I transcripts

[] Class II transcripts kaposin v-FLIP v-cyc LANA
[] Class I transcripts A “_;
a vBel-2 K2 K81 : GECR

]

o

=

=

o
=1

' 4IRFs

-.: - — - : - a1 <] nanl I
I @ O atalile i/
vILG IP-II vBCE DAIP-T fat-1 Ko KID K101 K11 K15
(I & & JINRNNNNNE

[Sarid et al., 1998]

La maggior parte dei geni espressi durante [l'imfiegi litica sono omologhi di geni cellulari, e sono

coinvolti in diverse vie di segnalazione, nellalfevazione cellulare, nell’apoptosi e nell’evastodel
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sistema immunitario dell’'ospite [Moore et al., 1§9@ra i geni che meglio rappresentano la

caratteristica “pirateria molecolare” di HHV-8 tiawmo:

* Citochine: HHV-8 esprime un omologo dell'interleuchina6 (k2(), che nel’'uomo e un fattore di
crescita delle cellule B e un regolatore negatigltapoptosicon effetto inibitorio su TNFe ed IL-1. |l
gene omologo virale K2 e in grado di stimolare faliferazione cellulare tramite I'ausilio del pragr
corecettore gpl130 indipendentemente dalla presggizacettore dell’IL6 (gp80). La proteina coditiaa
dallORF 74 (vGPCR) invece, e una proteina transhrama omologa al recettore umano
dell'interleuchina 8 (IL-8). Le cellule che esprimm vGPCR secernono elevate quantita di fattori di
crescita e citochine sia autocrine che paracrind (ITNF-o, IL-6, IL-8, granulociti, macrofagi, VEGF,
bFGF, e MCP-1) con possibilita quindi di indurrenkoangiogenesi mediante un meccanismo paracrino
[Bais C., 1998]Altri geni virali svolgono funzioni simili, integendo in particolare con il fattore di
trascrizione CBP/p300 per alterare l'espressioneicgee upregolando c-myc, promuovendo la

progressione del ciclo cellulare.

» Fattori responsivi alle citochine: una proteina dell'envelope virale (ORF45), esmgas®cocemente

nell'infezione virale litica, € in grado di bloceata risposta immunitaria innata interagendo con la
proteina cellulare Interferon Regulator Factor RHT) e reprimendo la trascrizione dei geni
dellinterferonea e B (IFNa e p) [Zhu F.X. et al., 2002]. E stato recentementedditrato che questa
proteina virale gioca un ruolo chiave sia nell'mfme ex novo, sia nel rilascio della progenie leira
dalle cellule infettate [Zhu F.X. et al., 2006].

* Chemochine: sono state caratterizzate due chemochine virdJR-I e v-MIPIl, (ORF K6 e ORF
K4) con omologia alMIP-alpha. Entrambe mostrano un’azione angiogeimcaitro; v-MIP-II in

particolare € un antagonista delle chemochine legile puo inibire HIV-1 [Fields et al., 2007].

» Recettori_cellulari: omologhi del recettore del complemento 2 (CR2 /2CD delle molecole di

adesione (NCAM) e di un antigene di superficie aekellule T con putative proprieta

immunosoppressive (OX-2)

« Fattori_di regolazione della crescita:un omologo della ciclina D (ORF72). La v-CYC omgédo

impedisce il I'arresto del cilco in fase G1 e stimta proliferazione cellulare. Un’ altra protein@ale
omologa ai GPCRs (g-protein coupled receptors)atine vie di trasduzione del segnale legate alla
proliferazione cellulare, il rilascio del fattorengiogenico VEGF (fattore di crescita endoteliale-

vascolare), e ha azione oncogenica in vitro.
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* Inibitori dell’'apoptosi: un omologo di Bcl-2 (v-Bcl-2) puo inibire I'apogipun’ altra proteina virale

(v-FLIP) omologa della proteina umana codificatd’ @&F71 puo invece impedire la morte cellulare
Fas-mediata.

« Fattori_coinvolti nella _sintesi del DNA e nella reflicazione: come altri virus erpetici, HHV-8

contiene geni virali omologhi alla ribonucleotidauttasi (RR), alla diidrofolato reduttasi (DHFR)a

timidina chinasi (TK) e alla timidilato sintasi (J.S

* Proteine del citoscheletroil ritrovamento recente di sequenze codificantitine virali omolghe alla

B-actina umana e alla catena pesante di tipo A duilasina di classe Il hanno suggeriscono un
coinvolgimento del citoscheletro nel trasportoastllulare dei capsidi virali, nellassemblaggiaedla
fuoriuscita dei virioni maturi [Zhu F.X. et al., @8].

Le proteine codificate dai geni omologhi cellulasembrerebbero coinvolte nei processi di
trasformazione virale, essendo in grado di intedecon il metabolismo cellulare [Moore P.S. et al.
1996]. Tali geni sono stati probabilmente acquid#l virus nel corso della sua evoluzione attravers
fenomeni di “pirateria molecolare”. Questa caradtera peculiare dellHHV-8 lo distingue dagli iutt
altri virus erpetici che infettano l'uomo: tale manismo ha infatti permesso al virus di incorporagke
proprio genoma numerosi geni cellulari utili peslaa sopravvivenza, per la sua replicazione ebaka

della patogenesi virale [Fakhari F.D. et al., 2008scoy L., 2007; Fujimuro et al., 2007].

Durante l'infezione latente invece, 3 geni sonaess dall’episoma virale: orf72 (v-ciclina D), OR¥F
(antigene nucleare associato alla latenza, o LANAe1K13 (VFLIP). LANA-1 sembra funzionare in
modo analogo a EBNA-1, espresso da EBV durantatknta. LANA-1 permette la propagazione
dell’episoma virale nelle cellule infettate duraré&e mitosi, assicurando la trascrizione mediante la
sovrapposizione del DNA di HHV-8 all'istone H1 delcromatina dell’ospite [Ballestas ME et al,
1999]. Inoltre, tutti e 3 i geni giocano un ruotmélamentale nella tumorigenesi attraverso il cdiotro
del ciclo cellulare e la regolazione dell'apopth#iNA-1 in particolare reprime l'attivita trascraiale

di p53, impedendo la sua capacita di innescaregtagi. [Friborg J. Et al, 1999]. In maniera analog
VFLIP impedisce l'attivazione del pathway del rearet di morte Fas e conseguentemente I'apoptosi
nelle cellule infettate da HHV-8 [Irmler M. et al997]: le cellule vengono protette dall’azione
citotossica dei linfociti [Djerbi M. et al, 1999]nfine, I'espressione della ciclina virale D prawee
I'arresto del ciclo cellulare e della proliferazegragendo da regolatore negativo delle chinasineicl

dipendente e di pRb.

Nel corso dell'infezione latente, sono trascrit? inicro-RNA: € stato ipotizzato, ma non ancora

confermato, che questi RNA abbiano la funzione ddulare I'espressione genica dell’ospite,
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presumibilmente legandosi agli mRNA cellulari edtenferendo con la loro traduzione o
promuovendone la degradazione, in maniera talexdarife il persistere e il propagarsi dell’infezéon
[Cai X. et al.,, 2005]. Nel corso della replicazioligca viene trascritto un RNA poliadenilato non
codificante della grandezza di 1.1 kB denominatdNPéhe localizza nel nucleo e che rappresentaiil pi
abbondante RNA virale presente nelle cellule iatetproduttivamente. PAN probabilmente partecipa
alla costituzione dei complessi ribonucleoproteiecnodula i processi di splicing del’lRNA [Zhong W.
et al., 1997; Conrad N.K. et al., 2005].

1.1.4. Ciclo replicativo

L’infezione virale inizia con il legame del capsidia superficie delle cellule ospiti; questo feresrn,
definito adsorbimento, richiede un'interazione #pecifiche strutture di superficie del virione
(antirecettori o spicole) e recettori della membraitoplasmatica della cellula. All'adsorbimentgise

poi la penetrazione del virus, che puo avveniretmesiocazione del virione attraverso la membrana
cellulare, per endocitosi all'interno di vacuoliogilasmatici o, per fusione dell'involucro peridaps

del virus con la membrana citoplasmatica cellulai®a volta che il virus, o una sua parte, sia patet
all'interno della cellula, I'acido nucleico viraleene liberato da quanto rimane del rivestimentuigico
(decapsidazione) e inizia a essere espresso aliffieemare nuova progenie virale. | recettori perus
possono essere i piu disparati, e definiscono &itispd’ospite (cioe il tipo di cellule che pud ess
infettato). Esistono recettori specifici, e quinidvirus puo infettare uno o pochi tipi cellularhentre
esistono recettori pressoché ubiquitari, in queasm il virus che ne fa uso ha uno spettro d’ospitéo
ampio. Il contatto tra HHV-8 e le cellule ospitingediato dall’interazione dellglicoproteine virali
K8.1 e gB con il glicosamminoglicano eparansolfato, che gafe covalentemente ai domini
extracellulari di numerose proteine di membrande Traterazione non é strettamente indispensabile pe
l'ingresso del virus: numerosi studi ne sottolinean reversibilita e nello stesso tempo evidenziana
maggiore efficienza di penetrazione dovuta probadrite ad una maggiore concentrazione del virus
sulla superficie cellulare, cosi da facilitarnenté&razione con i recettori specifici [Spear P.Galet
2003]. Ad oggi, gli antirecettori della membrandludare che sembrano mediare in maniera diretta
l'ingresso del’lHHV-8 sono tre: l'integrina3pl, il trasportatore di scambio Cisteina/Glutamai@T) e

la proteina CD209. Questi recettori, presenti pudellulari differenti, definiscono lo spettro dpite
caratteristico dellHHV-8:

* |l motivo RGD della proteina virale gB interagiscen l'integrinaa3pl; questa proteina della

membrana cellulare & presente sui linfociti B, esgkllule endoteliali, su quelle epiteliali e sui
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fibroblasti. Anticorpi diretti contro la proteina forme solubili della stessa interferiscono con
'ingresso del virus nelle cellule suscettibili dénstaurarsi di legami competitivi. L'infettivita
non viene ad essere pero completamente annullatajopé palese la presenza di ulteriori
recettori specifici [Akula S.M. et al., 2002].

» |l trasportatore di scambio Cisteina/Glutamato (x@i$iologicamente media l'ingresso della
cisteina extracellulare in concomitanza della fuseita del glutammato (trasporto accoppiato);
guesto recettore viene sfruttato da HHV-8, com'él@vziato dall’espressione indotta che rende
permissive all’infezione cellule solitamente norscttibili. Il trasportatore forma un complesso
con la proteina CD98 e con lintegrin@pl, che percio potrebbe essere non un vero e proprio
recettore per HHV-8, bensi parte di un complessrmhbdia la penetrazione del virus [Kaleeba
J.A. et al., 2006].

 La sovracitata proteina CD209 o DC-SIGN (Dendrittell-specific ICAM-3-grabbing
nonintegrin), che appartiene alla famiglia delletitee di tipo C, € espressa sulla membrana
delle cellule dendritiche e nei monociti-macrofatjinfettivitd di HHV-8 & completamente
bloccata da anticorpi diretti contro CD209 o darrfer solubili competitive della stessa. E
dimostrato che questo antirecettore cellulare vigoenosciuto dalle spicole glicoproteiche
dell’envelope virale [Rappocciolo G. et al., 200E].stato ipotizzato che la compromissione
delle cellule dendritiche favorisca la persisteneh genoma virale, causando disfunzioni del
sistema immunitario e delle risposte di difesa agknti infettivi, come la mancata presentazione
degli antigeni ai linfociti T citotossici e I'inizione dellattivita endocitica [Cirone M. et al,
2007].

La penetrazione del virus nei linfociti B e nellellale epiteliali prevede €ndocitosi delle particelle
virali e il loro rilascio mediante fusione tra leembrana dell’endosoma e I'envelope virale a sedgliito
cambiamenti deph delle vescicole. Le proteine viraB, gH e gL sono responsabili di tale processo
[Pertel P.E., 2002]. Non e da escludersi pero chié/48 possa anche impiegare un meccanismo di
fusione diretta con la membrana cellulare, al pagli altri herpesvirus. Successivamente il capside
libero nel citoplasma, viene trasportato attravensa rete di microtubuli sino alla membrana nudear
il DNA virale quindi viene rilasciato nel nucleoltdecellula ospite sotto forma di episoma [Akulaaét
2003; Inoue N. et al., 2006]. Il genoma virale eyiado di interagire con le proteine istoniche [ONIA
cellulare, e crea un contatto stabile che lo resulestrato ottimale della RNA polimerasi Il e capace
quindi di sfruttare il macchinario replicativo deltellula. Solitamente, dopo il rilascio in forma d
episoma, HHV-8 entra in latenza, esprimendo un manesiguo di geni (LANA, vCyc, VFLIP e
Kaposina), importanti proprio per il mantenimenta@udesto stato. La percentuale di cellule che sséi

un’infezione litica spontanea € invece molto ba&¥4). La proteina virale LANA gioca un ruolo
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fondamentale nell'instaurarsi dello stato di lagernzoiché e scientificamente dimostrato che redeta
repressori trascrizionali dei geni espressi neloclitico [Schultz, 1998; Ganem D., 2007]. E stato
dimostrato inoltre che la proteina LANA si lega sitaneamente alle TR del DNA virale e cromosomi
mitotici della cellula ospite, mediando la segregae degli episomi alle cellule figlie. La regiohe
terminale della LANA lega gli istoni H2A e H2B celari, mentre la regione C-terminale lega le TR
virali: entrambe le regioni N- e C-terminali di LANsono quindi essenziali per la persistenza del
genoma virale in forma di episoma [Vazquez Edetlale2013]. L'espressione dei geni litici € invece
promossa dalla proteina virale RTA (Replication aragcription activator, ORF50), che lega il DNA
virale stesso tramite il dominio N-terminale e, dbdominio C-terminale, interagisce con i fattoli
trascrizione cellulari come STAT3 e RBP-J [DengeHal, 2007]. L'over-espressione di RTA mediante
un promotore eterologo é sufficiente per indurreidlo litico e la replicazione di HHV-8, che risal
nella produzione di progenie virale matura e imfeti. Allo stesso tempo la deplezione di parte del
locus ORF50 impedisce la sintesi del DNA viraleaeptoduzione di progenie infettante nonostante
'induzione chimica con TPA [Xu Y. Et al, 2005]. &enti studi hanno dimostrato che la proteina RTA
attivare l'espressione dellORF59 e la conseguartdificazione dei fattore essenziale per la
replicazione del DNA virale. Questo meccanismo éiate proprio dall'interazione tra RTA e il fattore
di trascrizione RBP-J [Liu Y. Et al, 2008] nonchia@ RTA e altri elementi regolativi cis-agenti pnese
nei promotori virali Analisi dei siti situati immetamente a monte di ORF70 (timidilato sintasi),
ORF19 (proteina tegumento), e ORF47 (glicoprotdipdanno evidenziato I'esistenza di promotori
RTA-sensibili, che sono stati convalidati mediami&®NA isolati da cellule infettate da HHV-8 e
sottoposti riattivazione litica. In particolare, ®F9 viene espressa in concomitanza dei daie
indicando che RTA regola tutte le tre fasi del pamgma litico [Persson LM., Wilson AC., 2010]. La
trascrizione dei geni segue modalitd comuni agfi erpesvirus: vengono trascritti i geni immetdia
precoci, i geni precoci e i geni tardivi in una cegsione ben ordinata di eventi, che porta alla
trascrizione del genoma di HHV-8 e alla formazianeilascio della progenie virale. | geni precoci
codificano per enzimi deputati in maniera diretifa aeplicazione del genoma virale (timidina-kinasi
DNA-polimerasi ed elicasi) e per proteine peculeme MTA (mRNA transcript accumulation, orf
57), che promuovono il trasporto degli mRNA virali dal nuglal citoplasma e mediano il blocco del
ciclo cellulare in fase G1, favorendo in questo mda sintesi del DNA virale a scapito di quello
cellulare. Altri geni come i modulators of immurecognition MIR1 (orfK3) e MIR2 (orf K5), SOX
(orf37) e orfkl, orfK15 e orf74 sono coinvolti riglibizione della sintesi delle proteine cellularnella
modulazione della trasduzione del segnale: quessctitti precoci mediano i meccanismi di evasione
dalla risposta immunitaria specifica dell'ospiteaf@m D., 2007]. Poco si sa riguardo ai meccanismi d
espressione dei geni tardivi,cui prodotti sono essenzialmente proteine stralitwdel capside, del
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tegumento e dell'envelope. Il genoma virale neoforprobabilmente viene introdotto nel capside in
un processo che avviene nel nucleo della cellufatese successivamente il virus acquisisce il
tegumento e l'envelope per gemmazione dalla merabnaicleare interna e le glicoproteine virali
maturano infine nel trasporto attraverso il reticehdoplasmatico e I'apparato di Golgi [Dournnsée
al., 2003]. Le proteine implicate nl'adsorbimerdel virus alle cellule ospiti (K8.1 e gB) sono in
guest'ultima fase indispensabili per la fuoriuscdalla progenie virale. L’inibizione della loro

espressione ostacola il normale rilascio dei virrnadiante gemmazione.
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1.2. Le patologie HHV-8 correlate, clinica e istolgia.

1.2.1. Il Linfoma ad Effusione Primaria

Il Pel (Primary effusion lynphoma) € un raro linfarahe puo originare nelle cavita corporee come la
pleura, il peritoneo o il pericardio, in assenzaiuh vera e propria massa tumorale. Questi linkonob
caratteristici solo dei soggetti inmunodepresse edllule tumorali sono infettate in forma latedtd
virus HHV-8, che codifica per proteine omologheizetse oncoproteine note, tra cui la ciclina D1. In
rari casi, i pazienti non sono soggetti immunocammessi, bensi individui anziani provenienti da
regioni dove HHV-8 € endemico, come ad esempiadifo del mediterraneo [Said J. Et al, 2008].
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In altri casi, le cellule tumorali contengono andhgenoma del virus di Epstein-Barr (EBV) [Cesarma
E. et al, 1995]. Nella maggior parte dei casi, §sagiazione ai versamenti linfomatosi peritoneali,
pleurici e pericardici, manifestazione piu evideetgyrave della potologia, non sono presenti masse
linfomatose extranodali. | sintomi del PEL corredacon la cavita del corpo interessata e dipendono
dalla massa del versamento maligno. La malattiarjgl@ o pericardica si associa a dispnea, mentre la
malattia peritoneale causa la distensione dellladdQuesto tumore presenta diverse morfologie e
immunofenotipi: analisi citologiche rilevare la pemza di grandi cellule neoplastiche clonali (con
aspetto immunoblastico, anaplastico o plasmabt@stion grossi nucleoli, nuclei rotondi o irregolar

citoplasma occasionalmente vacuolizzato [KYM Yaket2014].
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La diagnosi differenziale si pone con il linfomdfaso a grandi cellule B (DLBCL), il linfoma di
Burkitt. In tutti i casi di Pel viene rilevato I'agene nucleare LANA-1, che conferma la presenza
dellHHV-8 nei campioni tissutali. Le proteine Mirahe hanno un ruolo trasformante scientificamente
dimostrato nel PEL, oltre a LANA-1 stesso, includow-ciclina, VFLIP (K13), LANA-2 (VIRF-3), Vil-

6, K1, kaposina, e K5. Queste proteine hanno ctpdciindurre la proliferazione delle cellule ogpit
mostrano attivita promitotica, anti-apoptotico, jiméammatoria, e angiogenica. Stimoli sconosciuti
possono indurre HHV-8 ad effettuare lo switch daltato latente allo stato litico, con conseguente
produzione di virioni maturi e infettivi, che vengwrilasciati nella saliva. E dimostrato infattiech
25% delle cellule derivate da lesioni del PEL aspre HHV-8 i geni di fase litica di HHV-8, che

potrebbe essere alla base dell'infezione de noweltlile sane.

1.2.2. La Malattia Multicentrica Di Castleman.

L’iperplasia Linfonodale Angiofollicolare o Morboi €Castleman (Castleman’s Disease, CD) e stata
descritta per la prima volta nel 1954 da Benianiastleman. E una patologia rara della quale arsiora
discute sulla etiopatogenesi e sulla istomorfolof@scopritore ha considerato questa anomalia come
una iperplasia dei linfonodi, causata da un prac@sSammatorio cronico. La letteratura riporta tre
teorie etiopatogenetiche: teoria infettivo-flogisti amartomatosa e neoplastica. La casistica piu
numerosa e stata pubblicata negli ultimi 60 annCdatleman stesso, Koller e Hochhozer, che hanno
descritto due distinti tipi istologici: vascolar@ino e a plasmacellule. Questa malattia ha assuméo
rilevanza medico-scientifica sempre maggiore naglmi anni, a causa della sua associazione con
I'HIV e HHV-8 (sarcoma di Kaposi) e il suo potereiai progredire in Linfoma a cellule B, che
costituisce il 40% circa dei linfomi in sogetti diile sono caratterizati dalla proliferazione introliata

dei linfociti B a livello degli organi linfatici (hfonodi, midollo osseo, milza, fegato) e/o delkdis

extralinfonodali.

La CD si presenta con uguale frequenza in entraraéssi, manifestandosi nella seconda-quarta decade
d’eta; eccezionale e la comparsa nell'infanziauddyi clinici possono essere vari e istologicamente
differenti. La forma piu’ frequente € definite “mmstazionale”, poiché coninvolge un solo linfonodo o
piccolo gruppi di un’unica stazione linfonodaleeahel 70% dei casi si rivela essere intratoradica (

polmonare, mediastino, timo).
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[Iperplasia di linfonodi in Castleman’s diseassyw.malattiaclinica.conj

Un terzo di questi tumori presenta mutazioni pantifi del promotore di BCL6 e in un’ulteriore
frazione si evidenziano riarrangiamenti veri e pra@l gene. Sia la mutazione puntiforme che quella
cromosomica causano aumentati livelli di espressidella proteina BCL6, che &€ un importantissimo
regolatore trascrizionale dei linfociti B [Ota Yt &I, 2014]. Il gene bcl-6 codifica una fosfoproiei
nucleare di 95 kD contenente sei sequenze zineffigrterminali, che ha funzioni di repressore
trascrizionale. La proteina bcl-6 nella linea B spressa durante la reazione centrofollicolare ed e
fondamentale per lo sviluppo e la funzionalita ckshtro germinativo. Il gene bcl-6 puo essere dlera
da traslocazioni che comportano la sostituziongodmhotore con sequenze eterologhe che derivano dal
cromosoma partner della traslocazione (osservatirda il 30% dei linfomi B a grandi cellule e 10%
dei LF). Altre modificazioni del gene, consideragiro "fisiologiche" e caratteristiche della tramnsie
della cellula B nel centro germinativo, sono ragprgate da mutazioni somatiche puntiformi,
concentrate nella regione non codificante in 5.eQa modificazioni sembrano essere simili per
frequenza, distribuzione e natura a quelle che romoo nel processo ipermutazionale delle
Immunoglobuline: non e ancora stato percio chiatit@ro significato patogenetico e prognosticoalel
presenza di queste mutazioni [Barua A. et al, 20l'ékspressione nucleare del prodotto bcl-6 invece
considerata un valido marcatore rappresentativondi popolazione linfoide B neoplastica e indica la

natura centrofollicolare della patologia [Soumei et al, 2014].

25



1.2.1 Il Sarcoma di Kaposi

Il Sarcoma di Kaposi € una neoplasia multifocalerdjine vascolare, che si manifesta clinicamente c
macule, papule e noduli di colorito rosso violaegeoomponente emorragica, localizzati alla cute all
mucose e ai visceri [Hengge UR et al., 2002]. Desao nome al dermatologo ungherese che per primo
descrisse compiutamente questa forma di tumore,itMdfaposi (1837-1902), professore di

dermatologia dell’'universita di Vienna.

IIL ]

A00TER Alamy Images

[www.dijitalimaj.com]

A causa della sua manifestazione prevalente trandjividui di sesso maschile di eta avanzata eadell
distribuzione geografica tra gli abitanti del bacotel Mediterraneo (ltalia, Grecia) e i paesi déliica
equatoriale, venne in principio considerato unaattal rara[Laor Y. et al., 1979]. Successivamente
vennero descritti nuovi casi di KS in pazienti sptsti a trapianto d’organo [Penn I., 1988] e iggsiti
infetti da virus HIV: Tlincidenza del KS era circdrecento volte piu alta nei pazienti
immunocompromessi rispetto alla popolazione sam@vNstudi epidemiologici hanno evidenziato che
il KS avesse un agente eziologico infettivo e salssente trasmissibile [Beral V. et al.,, 1990]. La
recente identificazione di sequenze di DNA dell’Hi8\helle cellule fusate ed endoteliali isolate elall
lesioni cutanee caratteristiche del morbo di Kagwsiindicato definitivamente un ruolo primario di

questo virus nella patogenesi della neoplasia [B¥raet al., 1990; Chang et al., 1994. stato
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ipotizzato che nella reazione immunologica, chevduppa nei confronti del virus HHV-8 acquisitorpe
infezione esogende novo 0 gia presente nell’organismo, e ri-attivato dai\stimoli (endocrini,
immunologici, microbiologici, farmacologici), si gererebbero mediatori chimici in grado di stimolare
una proliferazione delle cellule endoteliali (ipega policlonale inflammatoria); queste cellule
produrrebbero a loro volta una serie di citochinBammatorie causa della loro stessa crescita e
selezione di cloni cellulari con caratteristich@plastiche [Judde J.G. et al., 2000]. L'insiemejuaiesti
eventi culminerebbe nello sviluppo della tipicaidee del morbo di Kaposbiversamente da altri tipi

di neoplasie, che di norma vengono suddivisi inogpuppi basati sulle caratteristiche delle cellule
cancerose, il sarcoma di Kaposi viene generalmesuddiviso sulla base di criteri clinico-

epidemiologici. In base a detti criteri si distioguw quindi quattro tipologie principali:

esarcoma di Kaposi classtcoolpisce soggetti adulti di sesso maschile (corrapporto tra maschi-
femmine di 3:1) di eta compresa tra i 50 e gli 8@iairca. Le popolazioni interessate sono quéile c
abitano nelle regioni del Mediterraneo, nell’Europaientale (Ebrei aschenaziti) e in quella
settentrionale (in particolare Norvegia e SveZia)notevole incidenza di questa forma in deternainat
zone geografiche e in particolari etnie suggerista associazione tra fattori genetici predisponenti

particolari condizioni ambientali [Stallone G. &t 2000];

esarcoma di Kaposi epidemico: € riscontrato tipieate nei soggetti che hanno gia contratto
l'infezione da HIV e che, conseguentemente, hannosigtema immunitario indebolito. | soggetti
sieropositivi o affetti da AIDS con concomitantdemone da HHV-8 hanno probabilita molto piu
elevate di sviluppare la neoplasia rispetto allagb@zione generale sana [Seybold U. et al., 2008];

esarcoma di Kaposi endemico: si manifesta tra lgofazioni dell’Africa equatoriale, territorio in ci
virus HHV-8 € particolarmente diffuso; contrariarteeralla forma classica, interessa soggetti di eta
inferiore ai 40 anni Il rapporto maschi-femmine @11 ma bisogna sottolineare che nelle donne il

decorso é piu grave [Minhas V., Wood C., 2014];

esarcoma di Kaposi iatrogeno: i soggetti sottopeastirattamenti farmacologici immunosoppressivi
perché sia evitato il rigetto degli organi solidigiantati sono a forte rischio di contrarre I'inifene da

HHV-8 e sviluppare conseguentemente la neoplasia& &sservato che l'incidenza del sarcoma di
Kaposi iatrogeno € maggiore nei soggetti di sesaschile sottoposti a terapia con ciclosporina A,

rispetto a quelli trattati con farmaci immunosogsiei differenti [Hodak E et al, 1999].

Nonostante alcune differenze cliniche ed epidergiclme, tutte le forme del sarcoma di Kaposi
presentano caratteristiche istopatologiche molmilisitra le quali infammazione, neo-angiogenesi,

edema, infiltrazione di cellule linfomononucleateeoliferazione di caratteristiche cellule a mévtpa
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fusiforme, definite spindle cells (SC), che sonasideratele come cellule tumorali sarcoma del Kapos
in stadio avanzato (nodulare). Studi di microscomkettronica e immunoistochimica hanno
recentemente confermato che le cellule fusiforrmneaorigine dalla linea cellulare endoteliale. La
maggior parte delle SC esprime infatti marcatorswjperficie caratteristici delle cellule endoteldei
vasi linfatici (FVIII-RA, VE-caderina, CD34, CD3)altre esprimono invece recettori tipici dei
macrofagi e delle cellule dendritiche (CD14, CD6®45, CD1a) [Gessain A. et al., 2005]. Si evince
pertanto che il KS non presenta le caratteristist@ogiche di un classico tumore monoclonale dhe s
genera dalla proliferazione incontrollata di ungsilo tipo cellulare. Solo recentemente, studi it
mediante tecniche di ibridazione e di immunoistotba hanno dimostrato che I'HHV-8 & presente
nelle cellule fusiformi in tutte le fasi della mtla (patch, placca, nodulo): va perd sottolineche,
mentre i geni legati alla latenza sono espressjuiasi tutte le spindle cells, solo una piccolaitmag
esprime marker di replicazione litici. Cio suppeetebe il modello in base ai quali questo tumoregiani
come una malattia policlonale (una vera e propperglasia policlonale) seguita da una specifica
selezione mono/oligoclonale che progredirebbe &rtbventare un vero e proprio tumore originato, per

I'appunto, da un singolo clone infetto [GessainBuprez R., 2005].

[Lesioni delle mucose nel Sarcoma di Kapasiw.hiv.va.gov].

28



1.3 Ruolo dellHHV8 nella patogenesi del Sarcoma &aposi

1.3.1. Proteine oncogeniche e sviluppo del Sarcoma

La cancerogenesi € un processo multifattoriale kifamico complesso, in cui fattori di natura gecet

ed epigenetica contribuiscono con un’importanza rsmmpre ben compresa e definita nella
trasformazione delle cellule e nell’acquisizioneudi fenotipo neoplastico [Isaac Berenblum, 1977].
Nell'ambito delle ricerche di Genetica e Diagnastidolecolare moderne, viene studiato il ruolo nella
cancerogenesi di mutazioni a carico di oncogernrambsoppressori e delle alterazioni dei meccanismi
che presiedono al ciclo cellulare e all'apoptosdiversi tipi di neoplasie. Tra i virus responsadil
neoplasie nell'uomo, particolare interesse € sestpte rivolto ai retrovirus umani e ai virus eipietnel
processo di trasformazione delle cellule emopdietiéinche nelle neoplasie associate a virus oncogen
il processo di trasformazione neoplastica € unrfer multistep, in cui alterazioni di numerose vie
metaboliche e anomalie molecolari legate alla prasedel virus interagiscono con elementi propri
dell'ospite. La cancerogenesi € infatti sempre @riamente associata all'integrazione del genonsevir
nel genoma cellulare (causa di mutagenesi insea@do allapersistenzafunzionale in esso: le cellule
non permissive non replicano il virus infettanteubiscono la trasformazione neoplastica in quanto s

verificano eventi molecolari atti a determinaréeiotipo tumorale.

La proteineLANA (orf73) € espresso durante l'infezione latente (tetli4. Ciclo replicativg, e la sua
presenza e rilevata soprattutto nelle Spindle @&llKS, ma anche in quelle del linfoma ad effusien
della malattia multicentrica di Castleman. Essendesta proteina particolarmente immunogenica,
anticorpi anti-LANA sono i principali marker sieogjici d’'infezione da HHV-8. La sua lunghezza e di
1162 aa, e presenta una regione centrale riccamilnoacidi altamente acidi (in particolare la
glutammina), mentre i domini C- ed N-terminale basobno caratterizzati da un motivo a cerniera di
leucine, preposto alla dimerizzazione [Garber AeCal., 2002]. Nelle cellule latentemente infette d
HHV-8 viene rilevata la presenza di piu copie extoanosomiche del genoma virale, chiuse in forma
circolare grazie a legami covalenti o episomi. ltln@pale funzione finora caratterizzata di LANA é
guella di mediare la persistenza del DNA viraldédmma episomiale, legandosi alle sequenze ripetute
terminali (TR) del DNA virale stesso tramite il dono C-terminale e al DNA cromosomico della
cellula ospite tramite il dominio N-terminale, garendo cosi la replicazione dell’episoma virale in
concomitanza ad ogni divisione cellulare e favoceta segregazione del DNA dopo la mitosi in
entrambe i cloni cellulari [Ballestas ME., Kaye KM2011]. Per realizzare queste funzioni, LANA si
associa con diverse proteine della cellula ospite,cui proteine istoniche (H2A e H2B) e proteine
enzimatiche coinvolte nella replicazione del DNAireressante notare che un cospicuo numero di
proteine associate al LANA localizzano sulle regericentromeriche o dell’eterocromatina e mediano
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i contatti con i DNA genomico. Queste proteine urdno MeCP2, Sin3A, HR]1 ORC2, ORC6 e
SUV39H1 [Verma SC. Et al, 2006]. Oltre a mantenkepisoma virale stabile, LANA ha effetti
regolatori trascrizionali che influiscono sulla sca e proliferazione cellulare. E noto da tempe c
LANA sequestra p53 e pRb, promuovendo la cresdta@spansione delle SC, e stimola I'accumulo
citosolico dip-catenina che porta all'induzione dei geni coinvoélla proliferazione cellulare (c-myc,
c-jun, ciclina D) [Radkov S.A. et al., 2000; FujinrouM. et al.,, 2003]LANA modi fica l'espressione
genica delle cellule attraverso interazioni corofatdi trascrizione [An J. Et al, 2004; Cai Q. &t
2006], mediando silenziamento epigenetico [ShamagtMl, 2006], e modulando i livelli di microRNA
cellulari (miRNA) [Campbell M. et al, 2014]. Nuoveterazioni, convalidate medianBrotein array
screegine saggi di immunoprecipitazione, sono state s¢epeon la Tat interactive proteine 60
(TIP60), con la proteina fosfatasi 2A (PP2A), e t®mproteine A implicate nella replicazione cellala
(RPA). L’interazione con TIP60 (che € un modulatde#a struttra della cromatina) potrebbe giocare u
ruolo chiave nell’attivazione della risposta enziice ai danni del DNA. L'interazione con la PP2A
fosfatasi suggerisce un ulteriore meccanismo deradione (LANA-mediate) dello stato di
fosforilazione delle proteine nucleari delle clIKSHV-infette, e infine interazioni con proteiche
legao i telomeri fanno speculare che LANA possaawm impatto anche sulla lunghezza dei telomeri
cellulari [Shamay M. et al, 2012].

La ciclina viralevCyc (orf72), che € un omologo della ciclina cellulare D, ingllc stress replicativo
nelle cellule endoteliali, che ha come conseguéazgnescenza e l'attivazione della risposta ahaan
del DNA. L'associazione di cicline cellulari con thinasi ciclina-dipendenti (CDK) porta alla
formazione di un oloenzima attivo che puo fosfeelanolte molecole bersaglio coinvolte nella
regolazione del ciclo cellulare. La vCyc e un ongolovirale della ciclina D cellulare, in grado di
stimola cdk6 che a sua volta fosforila la proteiatinoblastoma e I'istoni H1 [Chang et al, 1996]. E
stato dimostrato che su questo oloenzima non @rtscono i normali inibitori delle CDK quali
pl6inkda, p21Cipl e p27Kipl e la sua azione stinwlarogressione del ciclo cellulare da G1 a S nei
fibroblasti quiescenti [Swanton et al., 1997], bsgendo anche i ceckpoint di fase G1 [Mann et al,
1999]. La vCyc puo attivare inoltre la trascriziotedla ciclina umana A in cellule quiescenti [Dweb
al., 1999]: cio dimostra un’azione pleiotropica cudmina nella fosforilazione di un maggior numero
proteine bersaglio rispetto a quelle che sonolGgicamente sotto il controllo del’'omologo cellutae

di conseguenza viene indotta la proliferazioneutalé [Koopla S. et al, 2007].

Le cellule che esprimone-FLIP sono protette dall'apoptosi indotta dal recettobB®O5 [Thome et al.,
1997]. Questa proteina inibisce l'attivazione del#spasi e quindi impedisce alle cellule di andare

incontro all’'apoptosi mediata da Fas; sembra iaattie vFLIP favorisca la sopravvivenza delle cellul
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fusiformi tumorali grazie alla capacita di promuawnéirettamente I'espressione di differenti gennco
attivita antiapoptotica, facendo aumentare la cotmragione del fattore di trascrizione NFkB (Nuclear
factor-kappa B) [Sun Q. et al., 2003].

Le tre proteine descritte fanno parte dei gemilasse |.

Tra quelli diclasse Il € stata dimostrata azione trasformante e oncogensllL-6 (ORFK2), vMIP-I,
vMIP-II and vBck (ORFs K4, K6 e K4.1), T1.1/ nutRNA (ORFK7), vBcl-2 (ORF16), ORF50 and
ORFK8, ORFK8.1, VIRF-1 (ORFK9) and VIRF-2 (unassidnORF), LAMP (ORFK15) e T0.7
(ORFK12) [Moore P.E. et al, 1996; Zhong W. Et &9@]. L'importanza di alcune di queste proteiae,
stata discussa nel pragrdfd..3. Genoma Virale e variabilita.

Il geneT0.7 (ORFK12) codifica per una piccola proteina denominata Kag@gsl cui RNA é espresso
in abbondanza nelle cellule BCBL-1 indotte con T{Ae stimola chimicamente la riattivazione virale)
ed e rilevabile nella maggior parte dei tumori K8lle diverse varianti epidemiologiche [Staskualgt
1997]. L'iniezione sottocutanea della Kaposina dpi thudi prodotte sarcomi altamente vascolari e
indifferenziati [Muralidhar et al., 1998]. Questaofeina inoltre lega una MAP Kinasi (Mitogen-
activated protein kinase) della cascata di segmalazdi p38, coinvolta nell'instaurarsi di risposte
proinflammatorie [McCormick C. et al., 2005]. In@f incrementa la stabilita di alcuni mRNA cellular
che presentano un alto contenuto in AU nella remi8h non tradotta (ARE, AU-rich elements),
determinando un aumento delle citochine inflammeatdNFa, IL-1p ed IL-6 e di fattori angiogenici
(VEGF) e oncogeni come c-myc, che sono criticilpeviluppo del KS [Wang H.W. et al., 2005].

| geni trasformanti di Classe Il sono infilRFK1 e ORF74 (GPCR/v-1L8R).

Come é stato precedentemente discu€dRF-K1 presenta un elevato grado di variabilita, ed € una
regione sottoposta a pressione selettiva. L'ipotesitiva alle sue proprieta trasformanti € stata
formulata per analogia con le proteine di altrigemvirus, analoghe rispetto alla posizione genantaca
proteina trasformante saimiri (STP) di HVS e latpima latente di membrana 1 (LMP-1) di EBV.
Evidenze sperimentali derivano, nel modello muridajla trasfezione della proteina che induce

trasformazione [Lee H. et al, 1998].

KSHV-GPCR invece attiva due proteine chinasi cellulari, JSKPK e p38MAPK, che stimolano a
loro volta I'attivazione di numerose citochine arfimatorie (TNE, IL-1p, IL-6 ed IL-12); sono note
per indurre I'angiogenesi e stimolare la produzion€EGF nelle cellule fusiformi del KS [Bais et al
1998; Polson A.G. et al., 200Z3PCR e espressa soltanto in una sottopopolaziooelldie fusiformi

caratteristiche del KS, interessate da replicaziitica [Kirshner et al., 1999].
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Ciascuna di queste proteine, agendo singolarmeimtenaniera sinergica, contribuisce alla prograssio
della malattia ed e in grado di esercitare un otersformanteén vitro, ma non é sufficientan vivo a
riprodurre le lesioni caratteristiche del KS neldalbo murino. Sebbene il mantenimento del genoma
virale sotto forma di episoma, la produzione doditine infiammatorie e la de-regolazione del ciclo
cellulare promosse dall’espressione dei geni veano indispensabili per la progressione del KS,
fattori primariamente scatenanti sono ancora sottagine.
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1.3.3. Evasione della risposta immune

L’instaurarsi di un’infezione persistente e allabdalel Sarcoma di Kaposi, della Malattia Multiceatr

di Castelman e del Linfoma ad Effusione Primariazirus che causano infezioni croniche devono
sfuggire ai meccanismi difensivi primari dellimmtan innata nonché alle risposte immunitarie
adattative dell’ospite, in modo tale da far perder#infezione nel tempo. Il primo meccanismo
“indiretto” o “passivo” di immunoevasione attuata HHHV-8 € la latenza del genoma, poiché in questa
fase I'espressione delle proteine virali € represigua, in modo tale da limitare il riconoscimedémli
antigeni estranei da parte dei Linfociti B e laolgresentazione ai Linfociti T citotossici mediante
'MHC di classe | [Moore P.S., Chang Y., 2003]. lswitch alla fase litica, che comporta la
disseminazione del virus nell’ospite, € invece aggagnato da una strategia di immunoevasione
“attiva”. Molti virus impiegano un ampio repertorth proteine durante la replicazione per bypassare
controllo dell’ospite, ma HHV-8 possiede delle ¢tastiche uniche dovute alla sua evoluzione e ad
eventi di pirateria molecolare che gli permettomoltre di sfruttare al meglio il macchinario rejglitvo
cellulare. Molti dei geni virali omologhi dei gecellulari discussi precedentemente codificano pmete
che inibiscono direttamente I'immunita innata entiiunita adattativa dell’ospite. Altre proteine Viira
gia descritte hanno come bersaglio la proteinagbtastoma e il soppressore tumorale p53 o eseecita

i piu disparati effetti inibitori sul sitema immuario (KCP, KIS, vIL-6, ORF45 PROTEIN e VIRF1).
L’attivita di LANA-1 come repressore trascrizionatbe interferisce con lattivita di p53 e stata gia
citata. In maniera analoga, anche la proteina vJRRfe alle sue proprieta note di inibizione délN,

ha dimostrato capacita di legare e inattivare pkpmura H. et al, 2001]. Questo effetto puo esisere
parte mediata dal sequestro di p300, che & unafi3izione ed un coattivatore acetilatore p53. YIRF
blocca efficacemente l'apoptosi indotta dagli agestie danneggiano il DNA e mostra attvita
trasformante in vitro e in vivo nel modello muririge tre proteine isoforme codificate dal gene ORF4
denominate collettivamente KCP presentano regionservateomologhe al regolatore del complemento
umano, il decay accelerating factor (DAF), ed usgione transmembrana peculiare; & stato dimostrato
che queste proteine inibiscono la deposizione di €8la superficie delle cellule durante I'attivaze

del complemento e ne ostacolano quindi il corréttzionamento. KSHV ORF4 é il piu complesso
esempio di splicing alternativo che codifica pestpine virale descritto finora. La sua attivita tegge
HHV-8 dalla clearance mediata dal complemento eceddo il reclutamento di cellule inflammatorie
antivirali [Spiller O.B. et al, 2003]."attivita di immune escape mediata dalle proteine codificate da
HHV-8, che agiscono singolarmente o in manierargioa a vari livelli a seconda delle fasi del ciclo
virale e del progredire dell'infezione, dimostraechevasione della risposta immune € intimamente

correlata all'oncogenesi virale.
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1.3.2. Tropismo cellulare

Gli individui co-infettati da HHV-8 e dal virus HIWianno un rischio notevolmente maggiore rischio di
sviluppare il sarcoma di Kaposi. HHV-8 e necessama non sufficiente, per 'oncogenesi, se non
accostato ad altri fattori di rischio quali 'immasoppressione, uno staato di infiammazione penseste
e I'esposizione a fattori ambientali [Mutalima N.a¢ 2010; Lungu E. et al, 2013; Pelser C. e2@0Q9].

La trasmissione del virus avviene principalmenteyie sessuale o per scambio di fluidi corporeidst
sieroepidemiologici e la recente definizione di doema particolarmente rapida e aggressiva di KS
infantile di recente definizione [Kasolo F.C. et 2007], hanno evidenziato che il genotipo K1A5 e
guello prevalente nel sangue e nei campioni bipplicKS e di neonati sia HIV-positivi, sia HIV-
negativi in Zambia, Uganda e altre regioni altaraegridemica [Kasolo F.C. et al, 2007; Wakeham K.
Et al, 2013]. Si ritiene che il virus possa esdessmesso da madre a figlio verticalmente attravers
l'applicazione di saliva infetta sulla cute, penite ad esempio il fastidio dovuto alle punture di
artropodi ematofagi [Minhas V., 2014; Shebl F.M13D La saliva sembra essere il fluido corporeo
maggiormente e rischio per la trasmissione de#zidne, e anche uno studio condotto a Pisa su 30
pazienti affetti da KS classico (tutti residentiliaeea di Sassari) lo ha confermato: nei campidni
saliva sono state riscontrate le maggiori cariare@ivmaggiori, rispetto a campioni di diverso tigaal
sangue , in soggetti infetti con HHV-8. La tipizka®e virale ha evidenziato che la maggior parte dei
pazienti aveva contratto il ceppo virale A (30%i rfmanenti erano stati infettati dai ceppi C2 e C3
[Matteoli B. et al, 2008]. Inoltre, studi epidenogici recenti hanno evidenziato una maggiore
progressione del KS classico in pazienti infettn ¢gbsottotipo A [Mancuso R. et al., 2008]. Queste
evidenze sperimentali portano ad ipotizzare ciwaruis HHV-8, e in particolar modo il ceppo A, abbia
un piu elevato tropismo verso le cellule epiteliall esempio quelle che rivestono il cavo oralehe
cio possa riflettersi in una diversa interazioreeMirus e cellule suscettibili, sia al livello dndmiche

d’infezione, sia al livello di effetti trasformargipatogenetici.
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1.3.2. Terapie

La crescita incontrollata delle cellule endoteli@he ricoprono i vasi sanguigni o linfatici) geada
comparsa di macchie rosso-violacee a livello dedlke, chiamate in gergo tecnico lesioni, che posso
mutare fino a trasformarsi in veri e propri noddialvolta le lesioni non hanno una sintomatologia
grave, e causano prurito soprattutto alle gamba, raggione dell'inguine e attorno agli occhi. Se il
tumore si sviluppa a livello degli organi intereidonseguenze invece possono essere anche maoito gra
e i sintomi variano a seconda dell'organo intetessanguinamento se il tumore € nel tratto digesti
difficolta respiratorie se colpisce i polmoni ete tecniche principalmente utilizzate per poteettfare
diagnosi di KS sono radiografia o TC toracica, esodpia gastrointestinale, biopsia e ovviamente
ricerca di antigeni immunogeni (LANA1) o del genowigale mediante real time PCR. Definire lo
stadio di un tumore, la sua localizzazione e quaraefficiente la risposta del sistema immunitaled

soggetto colpito € indispensabile per poter sceghache in maniera mirata il successivo trattament

La cura delle manifestazioni piu lievi, ad esemlp&ioni localizzate e molto esposte sul viso eadii
viene realizzata mediante criochirurgia con azatpido o chemioterapia locale (iniezioni di
chemioterapico intralesione). Anche radioterapiahérurgia vengono impiegate per trattare aree

interessate da un basso numero di lesioni. [Rivet @l, 2012].

Farmaci antivirali come il cidofovir, il foscarnet,ganciclovir o il valgancyclovir si sono dimoatr
efficaci contro HHV-8, e possono offrire un trat&mo prezioso per ridurre la viremia e possibilraent
contribuire a controllare le malattie correlate eoinSarcoma che presentano alti livelli di repdicae
del virus [Kedes DH, Ganem D, 1997; Casper C.,e2G08].

La chemioterapia sistemica viene impiegata nellenéo di Kaposi Aids-correlate. Questa prevede
I'utilizzo di farmaci appartenenti al gruppo dedlatracicline, come la doxorubicina e la daunoruiaci
[Di Lorenzo G. et al, 2007; Riva G. et al, 2012)irfPoppo, nonostante spesso le condizioni dei pézie

trattati con chemioterapici migliorino, non si ggead una completa remissione della malattia.

L’introduzione della HAART (Highly active antiretvaal therapy), diretta contro HIV, ha apportato
notevoli miglioramenti nel trattamento del SarcodiaKaposi [Wolf T. et al, 2005]. Attualmente
esistono cinque classi di farmaci antiretroviredimbinabili in protocolli HAART, ovvero: RTI (NRTé
NNRTI), che inibiscono la retrotrascrizione del gera virale ad RNA in DNA; PI; inibitori della
fusione della membrana virale con quella cellulaméyitori del legame al corecettore virale; indnit
dell'integrasi virale. Alcuni esempi di questi faam sono: ciclofosfamide, adriamicina, vincristina,
prednisone e rituximab. Delle cinque categorieadimfaci sovracitate solo le prime tre sono approvate

per uso clinico, ma I'approvazione delle ultime duémminente [Ortega L. et al, 2014]. La terapia
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HAART talvolta € accostata al trapianto di cellastaminali autologhe, che sembra averne migliomato i
taluni casi l'efficacia [Wieters I. et al, 2014].eBentemente € stata introdotta la terapia basata
sull’utilizzo di anticorpi monoclonali anti CD-20Ayen C. et al, 2012; Wieters I. et al, 2014]. Qaest
proteina di 35 kDa e espressa sulla membrana ptesmdei linfociti B, ed € importante per la
regolazione del ciclo cellulare e il differenziart@n’overespressione della proteina e stata risaten

nel 95% dei casi di tutti i tumori non-Hodcking @lale B, tra i quali i linfomi correlati all'infebne da
HHV-8. Anticorpi monoclonali anti CD-20 possono @ss generati immunizzando dei conigli con
linfociti umani presentanti CD20 e ingegnerizzatmbinando le regioni variabili della catena pesante
leggera (murine) con la regione costante IgG1 @ajda produzione su larga scala prevede I'impiego
di ibridomi o altri sistemi, ma l'efficienza € basse i costi notevoli. | farmaci presenti in comnerc
come soluzioni sono il Genentech — RITUXAN (SannErsco) , il MabThera (Basel) e un prodotto

Roche [Wyen C. et al, 2012]

La sperimentazione attualmente verte sulle terapigiche basate sull'interferone, sull'impiego di
farmaci che bloccano la formazione di nuovi vasngsegni, di farmaci immunoterapici come
l'interleuchina 2, e su nuove combinazioni di facmantiretrovirali. Solo recentemente, essendo piu
chiari i passaggi molecolari dell’oncogenesi, écstareso in considerazione lo studio e il possibile
sviluppo di terapie diargeting molecolareindirizzate contro I'apparato del proteasoma, EDHNF-

kB, contro le citochine virali e contro gli antiget superficie di HHV-8, che potrebbero forniresgh

anni immediatamente a venire, prove fondamentaliipéoro uso clinico [Okada S. et al, 2014].
Recentemente la proteina VGPCR, nota per le sukcemni evidenti ma ancora non del tutto chiarite
nell'oncogenesi, é stata usata come bersaglio mialer terapeutico per bloccare la progressione del
tumore. Le prime evidenze sperimentali semrbereblukcare ua regressione del sarcoma nei soggetti
trattati [Montaner S. et al, 2006]. In quest’otfigeer scoprire nuovi possibili target farmacologeidi
fondamentale importanza approfondire lo studiomdeccanismi molecolari alla base dell’oncogenesi e
delle interazioni tra HHV-8 e le cellule suscettibil'infezione.
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SCOPO DELLA TESI
Le finalita del lavoro di tesi sono state:

I.  Analisi del tropismo cellulare dei ceppi A1 e C3HHIV-8, ottenuti dalla riattivazione del virus

nelle linee cellulari BCBL1 e BC3.

II.  Gene expression profilinglei geni cellulari coinvolti nel processo infiamimi@o, mediante la

tecnologia DNA Microarray.
I"l. Validazione dei risultati mediante real-time PCR.

V. Analisi in vitro di isolati clinici.
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3. MATERIALI E METODI
3.1 Colture cellulari BCBI1 e BC3 e riattivazione @lla replicazione virale

Le tipiche condizioni di coltura sono ottenute nesm@ndo le cellule in contenitori di plastica o
“flask”sterili, immerse in appropriati mezzi di ¢tofa o “terreni” liquidi che contengono disciolte |
quantita sufficienti delle sostanze necessarie akacita cellulare, in incubatori che sono in gra
mantenere controllata la temperatura, la pressppmeiale dell'anidride carbonica e l'umidita. Le
condizioni sperimentali usate in questo studio edevano in particolar modo I'impiego di RPMI 1640,
addizionato al 10% di Siero Fetale Bovino (FBS,Sigahdrich, inattivato a 56° per 30 minuti) come
terreno di propagazionger linee cellulari“Body Cavity Based Lymphoma” (BCBL1) e “Body
Cavity Lymphoma” (BC3), latentemente infetterispettivamente con il sottotipo Al e C3 di HHV-8
[Yimin Y. et al., 1999]. Le cellule crescono comesgensione di singole unita. Le caratteristiche di
crescita hanno evidenziato che le BCBL1 e le B@6gilate inizialmente alla concentrazione di 10

cellule/ml, possono essere divise (“splittate”)dLdhni tre-quattro giorni.

L’espressione del genoma virale di HHV-8 e la se@licazione é stata indotta neBBL1 e BC3
mediante trattamento coforbolo estere 12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato(TPA), per una
concentrazione finale di 50 ng/ml, seguendo detgoalli standard [Renne R et al., 1996; Barouk
Simonet E. et al., 2002].

[TPA, en.wikipedia.org-2000

Il surnatante delle colture (in cui il virus viemdasciato grazie alla stimolazione chimica) é stat
prelevato dopo 48 ore di trattamento con TPA, poivdella componente cellulare e concentrato

mediante: centrifugazione, ultrafiltrazione (Qu&) e ultracentrifugazione a 20.000 giri per 1 o#’@
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[Renne et al., 1996]. Il DNA virale € stato estratt quantificato mediante REAL-TIME PCR (Light
Cycler, Roche) e i ceppi virali sono stati in comtt@anza tipizzati, per la verifica dei sottotipfettanti
Al e C3.

I DNA virale é stato estratto utilizzando il kit commercialelA@mp DNA Mini kit” (QIAgen,
Chatsworth, CA), progettato per purificare il DNdtale (genomico, mitocondriale e virale) da diversi
tipi di campioni (sangue intero, plasma, sieroidileorporei, linfociti, colture cellulari e tessytquindi
adatto al nostro scopo. Attraver@aalisi spettrofotometrica (Eppendorf) e stata valutata la presenza di
contaminanti proteici e calcolata la concentrazidaacido nucleico, e la sua qualita é stata tesdu

mediantecorsa elettroforeticasu gel di agarosio (Euroclone).

I DNA e stato successivamentpizzato (mediante Sequenziamento di Sanger a terminazibne

catena) guantificato (mediante Real Time PCR).

3.2 Tipizzazione Genetica.

Il metodo di sequenziamento del DNA con dideosdeaterminatori anetodo di Sanger consiste di 3

fasi:

1. PCR (REAZIONE A CATENA POLIMERASI).

2. RIVELAZIONE DEL PRODOTTO DI AMPLIFICAZIONE e interpretazione dei profili
ottenuti.

3. SEQUENZIAMENTO E DATA ANALYSIS.

1. In questa fase di preparazione del campione laininto di DNA che si vuole sequenziare viene
copiato artificialmente, in modo da ottenediverse copie identiche dello stesso. Sono due le
tecniche che permettono questo processo di dumimazil DNA ricombinante e la PCR, dall'Inglese
Polymerase Chain Reaction. La Nested PCRimpiegata in questo caso € una variante della PCR
tradizionale, basata su due reazioni di amplifimagiconsecutive: la seconda amplificazione e ettt
mediante una coppia di primers piu interni rispeitprimers della prima reaziopg M. Walker and R.
Rapley, Molecular Biology and Biotechnology, 2000& seconda coppia produce cosi’ un amplificato
(di dimensioni inferiori) d’alto valore diagnosticoa solo se il risultato della prima amplificazoe
specifico. La scelta del template dipende dallgpeache si vuole perseguire: ghironi e lenon-coding
region sono, rispetto alle regioni codificanti, piu sodgetel tempo a subire mutazioni; i geni
indispensabili per la sopravvivenza dell'organissnehe determinano peculiari funzioni sono invece

poco soggetti a subire mutazioni spontanee. Sooessari primers altamente conservati, specificiger
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sequenze di un’intera popolazione (specie vir&e)l'utilizzo della PCR é mirato all'identificazierdi
diversi ceppi, deve esserci un significativo lieetli variazioni di sequenza tra le specie oggetito d
studio per poterle confrontare. Dai dati dispomibilbibliografia, la scelta della regione da arfiptire &
ricaduta sla regione virale VR2 interna allORFK1 [Zong W ak, 1999], amplificata in due cicli

consecutivi mediante i seguenti primers e cichmliplificazione:

Primers step I:

LGH2089 (forward) 5-GTTCTGCCAGGCATAGTC-3'
LGH2505 (reverse) 5’-CAACCTGTCTTACAAACC-3
Primers step Il:

PB3 (forward) 5’-GGCATCTACCAAACGGACG-3’

LC4 (reverse) 5-GATTATCTTACCTGAATGTCAGTACCA-3

PROFILI DI AMPLIFICAZIONE ORFK1 VR2

Step | pte
94° 2min 94° 2min
94° 30sec 94° 30sec
40 cich 580sec 30 cicli 54° 30sec
72° 45sec 72° 45sec
72° 7min 72° 7min
4° «© 48
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2. L'elettroforesi in gel e il metodo standard utiiéo per separare, identificare e successivamente
purificare frammenti di DNA. |l gel puo essere tisto da poliacrilamide o da agarosio. | gel di
poliacrilamide sono usati per separare frammenbNA < 500 bpe hanno un’elevata risoluzione, ma
sono piu complicati da preparare e piu difficili deneggiare rispetto ai gel di agarosio. | gel di
agarosio (un polimero di carboidrati estratto dalle algls®no di semplici preparazione e sono
tipicamente usati per separare frammenti di dineemsiariabilida poche centinaia di basi a 20 kb_a
porosita della matrice del gel dipende dalla cotregione di agarosio [J.W.Dale et al., Dai Geni ai
Genomi, 2013]. La lunghezza del prodotto di ampdifione atteso della ORFK1 VR2 e di 520 bp.
Percio’ 10uL del prodotto di amplificazione del secondo rowtella PCR sono stati sottoposti ad
elettroforesi su un gel al 2% di agarosio (Euro€)omattato con Etidio Bromuro (Roche) al 0,002%,
per 30 minuti a 90mV. Successivamente € statatedfiet la lettura ai raggi ultravioletti mediante

I'analizzatore di immagine Syngene.

Elettroforesi su gel di agarosio al 2% in TBE buffe 0,5X di 10 uL del secondo round della
Nested PCR per VR2 colorati con JL di blu di bromofenolo.

(marker di peso molecolare 100 bp, Invitrogen).

Gli amplificati all'altezza attesa di 520 bp sonatisconsiderati positivi e purificati mediantéMizard
SV Gel PCR Clean-UP System (Promega).
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3. Durante la reazione di sequenziamento, il campluiokgico viene sottoposto a quattro processi:
denaturazione, primer annealing, copia del filamgtérminazioneNel sequenziamento automatisio
puo allestire una singola reazione inserendo qualtiNTPs marcati mediante l'incorporazione di un
composto fluorescente, diverso per ogni base |ettfeforesi avviene lungo un capillare, all'interdei
quali é collocata la matrice polimerica (al contrati quanto avviene nel sequenziamento manuale, |
quello automatico le quattro miscele di frammentiedminazione della catena, una per ogni analogo
ddNTP marcato, vengono sottoposte ad elettrofosaspgel di poliacrilamide o gel di agarosio in
differenti corsie). Durante la corsa elettroforatic frammenti vengono letti in ordine di lunghezza
crescente da un fascio laser che eccita i marctmiescenti. L'intensita della luce emessa viene
misurata e tale informazione (ovvero quel tipo @NdP corrisponde al colore specifico di
fluorescenza) viene inviata ad un computer ed etdbala un computer in forma di elettroferogramma
[J.W.Dale et al., Dai Geni ai Genomi, 2013].

[www.the-scientist.comh
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| prodotti del’amplificazione del Il round delladsted PCR, precedentemente purificati, sono stati
sottoposti a reazione di sequenziamento con il deet Sanger a terminazione di catena (BigDye
Terminator vs.1.1, Abbott), impiegando stavolta wabo dei due primers utilizzati nel 1l cicloLe
sequenze ottenute mediante I'elettroforesi cagiltaan il Genetic Analyzer 3100 ABI PRISM (Applied
Byosystems) sono state analizzate con il softwaneoi@aslite ed allineate utilizzando il software
MEGA vs3.0, con i riferimenti presenti in GenbankE130288 e AF133038 per il sottotipo Al,
U75698 per il sottotipo A2; AF130287 e AF278829 peottotipo A3; AF130285 e AF133039 per il
sottotipo A4; AF130289 per il sottotipo A5; AF13@®2AF130293, AF133040, AF130306, AF130262
e AF130263 per il sottotipo B; AF130267 AF130273 ibsottotipo C1; AF130304 per il sottotipo C2;
AF130298 per il sottotipo C3; AF133044 per il stfio D2; AY329026, AY329024, AY329025,
AY329027, AY329028 per il sottotipo E. Utilizzandanetodo neighbour joining (ovvero attraverso un
algoritmo fenetico che riassume le differenze idiagndi distanza/similaritd) € stato costruito lbalo

filogenetico ed i ceppi infettanti principali sostati tipizzati [Zong W. et al., 1999].

3.3 Quantificazione della carica virale

Nella PCR classica non vi € una relazione siciaddarquantita di stampo aggiunto alla reazione e la
guantita finale del prodotto, analizzata dopo umero fisso di cicli. Tuttavia, esiste una relaziqe
affidabile tra la quantita di stampo e il numerocdili di amplificazione necessari per produrre un
prodotto rivelabile: la PCReal time si basa su tale prinicipio ed € una tecnica atilia per monitorare
'avanzamento di una reazione di PCR in tempo rea@antificare con precisione il prodotto finale
[J.W.Dale et al., Dai Geni ai Genomi, 2013]. Cigeso possibile dall'impiego di molecole reporter
fluorescenti che si legano al DNA a doppio filanzerfcome il colorante SYBR® verde), che si
accumulano di pari passo al prodotto PCR con agto di amplificazione, o grazie a sonde specifiche

per il prodotto (Molecular Beacons o TagMan® Prdbes

Lo stampo e inizialmente a singolo filamento (il BNiene denaturato nel primo passaggio) e quindi
non vi sara alcun segnale; con il procedere delaione e la sintesi di un prodotto a doppio filatag

la fluorescenza diverra misurabile dall’appositaistento e aumentera dopo un certo numero di cicli:
estrapolando a zero la curva risultante si pottardgnare con precisione il numero di cicli necessa

per la formazione di una quantita misurabile didmtto. Il numero che esprime tale valore e il Ct,
correlato alla quantita iniziale di stampo in maai@versamente proporzionale: maggiori quantita di

stampo corrispondono a Ct piu bassi.

43



3.0 /A —o—

2.5 == 10
8 =g==100,000 g.
= 20 = Lnknown 2
a 2,
: / / £
= 15 E
2 S
® 10 E
Q
ke E

0.5

0.0 ; :

0 10 20 30 40 50
Cycles

45

40

35 \l~

30 \

. Sl

20 \.\

e

10

0 T T T T T T 1
0] 1 g 3 4 5 &2 i

log Copy Number

[www.mun.ca/biology]

Innanzitutto sono stattitolati i primers (sempre medianteeal time PCR) utilizzando diverse
concentrazioni: 300 nM per il primeense e 900 nM per il primeanti-sense. La miscela di reazione &

stata preparata in base al volume iniziale dei d¢amnputilizzato (5ul) e ai primers impiegati,
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aggiungendo Tagman Universal PCR Master Mix (Ro@he)sonda 0,1 pl e 0 per un volume finale

di 25 pl. La reazione si svolge con un ciclo inidi due minuti a 50°C che permette l'attivazione
dell'enzima UNG (AmpErase Uracil-N-Glicosilasi) telMaster Mix (che elimina ogni eventuale
molecola di DNA contaminante), un secondo cicld@iminuti a 9®C per inattivare 'UNG e attivare
I’AmpliTaqg Gold Polimerase (Apllied Biosystems)saccessivamente 50 cicli costituiti da una fase di
denaturazione di 15 secondi a 90°C e una fasepadi@mpento ed estensione di un minuto a 60°C, con la
concomitante misurazione della fluorescenza emedssimpostazione delle reazioni di PCR per
esperimenti con curva standard sono stati inatlespensabili: i campioni da analizzare (con quantita

di target incognita), degitandard (campioni dalla quantita nota), una seri@itliizioni standard (un

set di diluizioni utilizzate per la costruzione ldelcurva standard)replicati (repliche identiche
contenenti componenti e volumi identici)centrolli negativi (campioni contenenti acqua o buffer
invece del templato, che non devono amplificatsa)retta standard avra un coefficiente angolaregar
tre (i cicli di differenza per ogni log di diluiz® sono esattamente 3); I'analisi della curva di
amplificazione e della retta di taratura degli g permette di individuare @t. Le sonde usate nella
real time sono di tipo TagMan (metodologia FRE&sterimento di energia per risonanza): presentano
all’estremita 5’ un fluoroforo reporter e all’estnéa 3’ una molecola quencher. Il fluoroforo reporad

alta energia emette fluorescenza, mentre il flammfjuencher a bassa energia assorbe i fotoni emess
dal reporter e “annulla” il segnale fluorescentesitrova in prossimita del reporter. Se la PCiReme

in maniera specifica ed efficiente, i due fluorofeengono allontanati e si ha emissione e consdguen
rilevamento della fluorescenza, per la correttantjtieazione dei campioni. Se si comparano campioni
diversi, la quantita di DNA di partenza deve esdarstessa. Il sistema migliore pgormalizzare i
campioni é di effettuare una PCR parallela, utdizto un altro gene che & noto essere espresso in
maniera costitutiva: quello scelto nel nostro casiagene umano del@globina.
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3.4 Infezione delle linee cellulari umane HEK293 EBMC

In questa fase del lavoro di tesi sono state ingteete seguenti colture cellulari, permissive dicigto
virale litico se infettate con HHV-8 [Bechtel et,&003]:

HEKZ293: queste cellule sono state generate dalla trasfaomazli culture umane embrionali di cellule
renali con Adenovirus di tipo 5 [Graham et al, 10T HEK 293 hanno un cariotipo molto complesso,
possiedono due o piu copie di ciascun cromosomano Saescritte come celluldypotriploid
(ipotriploidi) , dal momento che contengono meno di tre volteihero di cromosomi di una normale
cellula umanaliploide. Anomalie cromosomiche riscontrate nelle HEK298pcendono la presenza di
tre copie del cromosoma X e di quattro copie deimmsomi 17 e 22. La presenza di piu cromosomi X e
la mancanza di qualsiasi traccia di sequenza deh@soma Y suggeriscono che il feto originale grazie
al quale era stata allestita la coltura di celkngbrionali fosse di sesso femminile. Le cellulecsstate
gentilmente fornite dall'lstituto Zooprofilattico ela Lombardia e dellEmilia Romagna, Bruno
Ubertini. Queste linea cellulare, che cresce adestata coltivata (inoculo iniziale di 10X1€ellule) in
terreno DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediunpipco BRL) addizionato ad antibiotici quali
penicillina (100 U/ml) e streptomicina (1Q®/ml) e con il 10% (v/v) di FBS (Fetal Bovine Sefjum
(Gibco BRL), inattivato a 56° per 30 minuti.

[gdbiotec.conj.
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PBMC: le colture primarie di PBMC (peripheral bloownonuclear cell) sono state allestite partendo
dal buffy coat ottenuto dal sangue processato di donatori s&amipioni sono stati gentilmente forniti
dall’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana.dhgue € stato diluito 1:2 in PBS (Phosphate Buffer
Saline: 3.2 mM Na2HPO4, 0.5 mM KH2PO4, 1.3 mM K835 mM NaCl pH 7.4) e stratificato sopra
un isovolume di Ficoll. Mediante centrifugaziona 4500 rpm per 30 minuti a temperatura ambiente, i
PBMC sono stati separati dalle altre componentiteima grazie al gradiente di densita generato dal

Ficoll.

Strato di >
Linfociti e

Monociti

[old.himedia.ck

Recuperato accuratamente I'anello centrale conteneRBMC, questi ultimi sono stati sottoposti a
diversi lavaggi in PBSsterile (1500 RPM, 10’ a 4°C ; dopo ogni centrifuga é stalioninato il
sovranatante e risospeso il pellet in PBS fredcBBMC purificati e sottoposti a conta (50 pul + 450

di TURK per la lettura nella camera di Burkers) satati seminati alla densita di 10X1€ellule in
piastre sterili con terreno di crescita RPMI 16d@dizionato di supplementi quali: 2mM L-Glutammina
(Roche), penicillina (100 U/ml) e streptomicina Qudy/ml), 10% FBS (Sigma, inattivato a 56° per 30
minuti) e PHA (fitoemoagglutinina, Roche), una mpicdeina estratta dal Phaseolus vulgaris, utile a
stimolarne la crescita [Zeng L. et al., 2006]. lo#ture primarie sono state mantenute in incubaatiee
temperatura costante di 37 °C in ambiente umiddic 5% (v/v) di CO2 e sottoposte a periodici
cambiamenti di terreno fino al momento in cui setate utilizzate. In particolare dopo tre giorni di
coltura e stata aggiunta al mezzo anche I'inteHawec2 (IL-2, Roche) alla concentrazione di 20 U/ml
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Il virus, purificato dal surnatante delle BC3 e B(Bmediante ultracentrifugazione, risospeso in
terreno MEM (Gigbco) in maniera tale da avere kssa concentrazione per entrambe i due ceppi
derivati dalle due diverse linee, e stato addiziorsd terreno delle HEK293 e dei PBMC, conflueriti a
70%, e sostituito dopo 12 ore da terreno fres@aldi FBS: la minore concentrazione del siero éetal
bovino rispetto al consueto 10% addizionato allkuce primarie garantisce una maggiore efficienza d
infezione. Dopo un periodo di 24, 48, 72 e 96lereellule sono state processate per la quantiboaz
della carica virale adsorbita e rilasciata e {zardlisi dell’espressione antigenica.

A tutti i tempi di cui sopra, il surnatante e staparato dal monostrato cellulare adeso, cheté sta
sottoposto a trattamento con tripsina e tre lavaggPBS. Il DNA virale é stato estratto sia dal
surnatante sia dalle cellule con il kit commercigeAamp DNA Mini kit” (QIAgen, Chatsworth, CA)
ed é stata effettuata una real time PCR per qieartf la carica virale adsorbita nelle cellule edsica

virale rilasciata nel surnatante a seguito dek¥mdne litica.

Per analizzare I'espressione antigenica, delleateplsono state infettate con la medesima proceslura
sempre a 24, 48, 72 e 96 ore le cellule sono sip@nizzate, lavate con PBS e fissate con acetahe
etanolo 1:1 per 15 minuti a -20°C. E stata suceassnte effettuata urimmunofluorescenza di tipo
indiretto : le cellule sono stata trattate con il siero dpaziente risultato positivo per anticorpi anti &8
successivamente con un anticorpo anti IG umanes{ltirg. Dopo aver preparato il substrato formato
dal complesso antigene-anticorpo marcato, attraviérsnicroscopio a fluorescenza (Nikon) e stato
possibile osservare la sua localizzazione. Il fanamento del microscopio a fluorescenza € molto
intuitivo in quanto, in una prima fase, emette ascfo di luce infrarossa (<750nm) che colpisce |l
preparato. La caratteristica del marcatore fluaetx € che assorbe la luce e, grazie a reazioni di
ossidoriduzione, la restituisce con un livello gyatico superiore. Secondo I'equazione d'onda tel&a
all'aumentare dell'energia diminuisce la lunghefaada per cui dai 750nm dell'infrarosso il comgtes

riemette luce con lunghezza d'onda pari a circaifOQuce rossa) o 530nm(luce verde).
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3.5 Gene expression profiling: i Microarray

E nozione acquisita che migliaia di geni e i préidd& essi codificati (RNA e proteine) sono allada
dell'infettivita virale e dellarisposta cellulare dell’ospite La biologia molecolare tradizionale, basata
sul criterio “un esperimento, un gene”, & insuffite ad affrontare lo studio di questi complessi
meccanismi. La tecnologia dei Microarray, svilugsatnegli ultimi anni, permette di esaminare in
parallelo, in maniera veloce ed economica, l'intggnoma di un organismo o la totalita dei suoi
prodotti su una singola lastrina di vetro o dicsdi(chip), contenente specifiche sonde di DNA.sLe
applicazioni spaziano dall'identificazione dei pliofli espressione dei geni trascritti in un dato
momento da una cellula o da un tessuto, all'indigizlone di alterazioni e mutazioni di geni in un
campione biologico: SNP, genotipizzazione, sequnento, marcatori prognostici o diagnostici di uno
stato patologico. Questa tecnologia € stata svdtgpmell’'ultimo decennio del XX secolo: la sintesi
fotolitografica su supporto solido di sonde oligoleotidiche per costruire microarray € stata pulaibé
all'inizio del decennio. Nel 1995 il gruppo di Fak O. Brown della Stanford University ha realizzat
microarray utilizzando sonde di DNA complementartBNA). | microarray ad alta densita sono stati
introdotti subito dopo. Strutturalmente, i micr@rconsiste in un supporto solido recante una
successione ordinata di migliaia di microscopi@tgi DNA, contenenti ognuno poche picomoli di una
specifica sequenza (sonda). Ciascuno di questi galiéd matrice ha dimensioni inferiori a 200 migro
e costituisce I'unita minima del microarray, ddiature. | microarray si classificano per il numero
features, che indica la loro complessita, e pgpd di sonde di cui sono composti: array di cDNAdI
oligonucleotidi. La tecnologia basata sulla fotugitafia e sulla chimica in base solida (Affymetrig)la
tecnologia basata su stampa a getto di inchiostemza contatto fisico col supporto (Agilent
Technologies), permettono di sintetizzare in sifuoigonucleotidi. Attualmente in commercio sono
presenti anche microarray creati con diverse tegi®] cotenenti sonde ancorate a microsfere o ecnatri
di gel tridimensionali (Illumina, Applied Microarya, Applied Byosistem). Le sonde degli array sybtta
sono invece frammenti di DNA a singolo o doppi@riento pre-sintetizzati (in genere ottenuti per

PCR) e successivamente depositati sul supporégatilad esso mediante UV-crosslinking (Biosense).

L’approccio per I'analisi dei profili di espressigenica si basa sulla proprieta del’RNA o del DHIA
ibridare alle proprie sequenze complementari. ¥llo operativo, 'RNA estratto da un tessuto o da
una linea cellulare é utilizzato per generare drget” marcato, che viene poi ibridizzato con ilqgo
immobilizzati sul chip. In particolare viene efigta I'ibridizzazione contemporanea di due cDNA
marcati, generati da due diversi campioni di RNAnfconto tra campione e controllo). L'utilizzo di
diverse molecole fluorescenti (Cy3 e Cy5) permeétt@arcare i due cDNA con colori diversi; in questo

modo & possibile miscelarli e ibridizzarli sull@s$o vetrino, per operare un “legame competitivai” d
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target ai probe. Puo essere in alternativa effettwsma marcatura con biotinA. questa avanzata
tecnologia costruttiva deve essere affiancata @caotogia bioinformatica altrettanto avanzata per

I'acquisizione e I'analisi dei dati.

Al fine di studiare i processi sottostanti all'iafene virale e alla risposta cellulare delle HEK298ei
PBMCs, per questo lavoro di tesi sono stati impiegkei DualChip® Microarray (Eppendorf)

,contenenti una serie di sonde rappresentativ@dg2ni umani coinvolti nel processo inflammatorio.
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3.6 Estrazione del’RNA

La preparazione dei campioni da testare medianteoariray inizia con I'isolamento deRNA totale
dalle cellule in esame. L'estrazione deve essengptEia e significativa, per poter rappresentare itut
geni espressi nel campione al momento dell’acqois&z particolarmente importante & percio il
controllo del grado dpurezza e integrita del’RNA, tale che impurita o conta@moni da parte di
proteine, lipidi o carboidrati non aumenti in maaietatisticamente significativa ilimore di fondo

attraverso ibridizzazioni aspecifiche nei microgurra

L’'RNA totale é stato estratto in ambedue le linebutari HEK293 e PBMC, infettate alternativamente
con i ceppi A e C di HHV-8 e dalle stesse lineealtrollo non infettate, impiegando I'RNeasy Mini
Kit (Quiagen). Gli estratti sono stati trattati cBiNasi (Roche), successivamente inattivata a 94C pe

10’ e I'RNA totale & stato valutato quantitativarteere qualitativamente mediante lettura allo

spettrofotometro (Eppendorf) e corsa elettrofoeesia gel di agarosio (Euroclone).

Per ciascuna linea cellulare sono state effettwateepliche, con scopo di controllo innanzituttal &éne

di effettuare anche una quantificazione dei geen&yalmente sovra o sottoespressi.
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3.7 Retrotrascrizione e Marcatura

Per ciascuno dei campioni da analizzare, 'RNA raggsro contenuto nella preparazione di RNA totale
deve essere convertito in DNA complementare (cDNrppresentativo dell’espressione genica
cellulare; la conversione in cDNA é stata effefuatediante I'enzima trascrittasi inversa
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase(lnvitrogen) e una corta sequenza innesco (presequence)
costituita da oligo(dT), una breve sequenza di sieiiraina, che si accoppiera con la coda poliadeail
degli RNA messaggeri e funzionera da innesco pérakxrittasi inversa che cosi convertira in cDNA
soltanto i messaggeri poliadenilati. La marcatuteorescente dei campioni di cDNA avviene in
concomitanza alla retrotrascrizione per incorpaagienzimatica di un nucleotide precursore marcato
con un fluorocromo, nel nostro specifico caso iba. La miscela di reazione e stata cosi prepanat

due fasi, successivamente miscelate:

Internal Stardlenix-Silverquant 2,0 pl

T. ambiente Oligo (gbIs Primer (0,5ug/ul)

—_—
+1 a70°C X ul RNIdtale (il volume dipende dalla concentrazione)

Rde-free watgoer un \f = 10,0 pl.

— $¥st Strand Buffer 4,0 ul
In ghiaccio DTT (QvD 2,0 pl,
—
+90"a42°C Biotina-dRmix 2,0 ul (10x)
+15a70°C RNaseOut 0 U/ul) 1,0 pber un V¥ =9 pl.

Alla miscela di reazione complessiva € stata adgiRNase H (2U/ul) e incubata 90’ a 37 °C e infine
3’ a 95°C: questa ribonucleasi taglia I'RNA in duareduplex DNA/RNA per produrre “single stranded
DNA” (ssDNA). Il cDNA cosi prodotto deve essere servato a -20° C fino al suo impiego. Lo

specifico protocollo puo essere consultato alliirzdio:

https://www.dkfz.de/gpcf/fileadmin/downloads/Equiemt/Eppendorf DualChip extManual.pdf
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3.8 lbridazione e rivelazione Silverquant

L’ibridazione e il processo tramite cui due filantiecomplementari di acidi nucleici (il campionea |
sonda) si accoppiano per formare una molecola @idofdlamento. | campioni marcati vengono
denaturati a temperatura elevata in apposite soluz successivamente posti a contatto con il
microarray in una camera da ibridazione di piccetdume, in maniera tale da mantenere alta la
concentrazione delle sequenze bersaglio e faviaricenetica e la velocita di ibridazione. La cicetidi
reazione dipende dalla concentrazione delle seguieeisaglio, dalla forza ionica della soluziondlada
temperatura e dal tempo di incubazione: tutti patanche vanno studiati in dettaglio e monitorat.
metodica Silverquant prevede I'impiego di un anfooanti-biotina marcato con particelle d’oro. La

miscela di reazione e stata preparata con:

— cDNA biotinilato 20.0 pl
Biotin-HybControl (Red vial) 10.0 pl
RNase-free water (White vial) 10.0 pl
Silverquant hybridization additive 10.0 pl

HybriBuffer A (Blue vial) 10.0 pl

HybriBuffer B* (Orange vial) 40.Al per un \f = 100 pl.

—

* La miscela deve essere incubata 5’ a 60 °C sgeaoenun precipitato bianco.

L'ibridazione e stata effettuata mediante una iaidne overnight a 60°C utilizzando I'ibridatore
automatico Thermoblock (Eppendorf) ad una frequehzZa00 giri / min. Successivamente i Dualchip

sono stati lavati (per eliminare il cDNA non ibridastabilizzati e analizzati.

Hybridization Frame

E;; @H Injection port
=
o ;_;E
l = |L Injecti r
= e “ njection po
Array 2 Array 1

[Rappresentazione schematica del sistema di imiezier I'ibridazione, Eppendorf].
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3.9 Acquisizione e analisi dei dati

Terminato il lavaggio, i microarray devono esseseiwgati e si passa alla fase di acquisizione d&i d
bisogna ottenere un'immagine accurata della superfiridata del microarray, utilizzando uno scanne
laser. Il fascio del laser scansiona la superfigkemicroarray, eccitando i fluorocromi incorporaélle
sequenze bersaglio ibridate alle differefeature; I'emissione fluorescente prodotta, di lunghezza
d’onda caratteristica, viene raccolta e misuratardanicroscopio confocale. | dati vengono trasfdrma
in immagini digitali, che vengono esaminate cortvgafe appositi che estraggono i dati in un formato
numerico utilizzabile per le successive analisiaridlisi del DualChip é stata effettuata mediante lo
scanner Silverquant (Eppendorf): questo e stalomy@to per consentire I'acquisizione facile e gelo
dei dati da qualunque DualChip elaborato con caletiia. La metodica Silverquant impiega il
programma di lettura Silverquant Image Viewer (Hmmef) e permette di visualizzare e quantificare
unimmagine, quindi di analizzare e salvare i tesulattraverso un apposito software. Installato il

sistema, il flusso di lavoro si compone di hovecsiestep:

Step 1: Prepare slides,
heolder and scanner

Step 2: Launch
Silverguant scan software Silverguant scan
#" } software

Optlonally scan

Step 3: Select slide type additional slides

to scan and start
scanning
\

h 4

Step 4: Launch \
Silverquant software

v

Step 5: Quantify 1 image

Quantify another
image

Step 6: Save the data ]

¢ > Silverquant analysis

Step 6: Load Reference software

and Experiment data files
to analyze

|

g '

Step 8: Data linearization,
normalization and ratio

[Silverquant: Generating and Analyzing Dual Chipalyas]
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| software impiegati per visualizzare i dati decnoiarray e analizzarli sono strumenti adatti avaca’

nei dati, rendendo evidenti i cambiamenti di espoE® genica piu significativi statisticamente. iEss

hanno la possibilita di integrare dei dati, dirilli secondo diversi parametri, di riconoscerdipalari

configurazioni e di applicare dei modelli inter@tgti. Le caratteristiche operative del Silverquant

Analysis Software (Eppendorf) sono di:

v

analizzare 'immagine e localizzare le feature@natndole con la griglia teorica che ne descrive
la posizione sulla superficie del microarray;

misurare il rumore di fondo locale nelle vicinardieiascuna feature, ovvero esaminare i valori
di assorbenza del background e sottrarli da glediia livello di ciascuno spot;

assegnare alle singole feature le annotazioniivelatla sonda che le formano (identificazione e
sequenza della sonda, simbolo del relativo genmaenu di accesso GenBank);

esportare i dati ottenuti sotto forma di tabellanetica e sotto forma di immagine, perché
possano essere ulteriormente analizzati,

effettuare una completa analisi statistica a livellella singola feature, esaminando molti
differenti parametri (coefficeinte di variaziondestuto analizzando la distribuzione statistica dei
pixel, la forma e dell’uniformita del segnale, laegenza di pixel saturati, e il rapporto tra
segnale e rumore di fondo).

Effettuare una normalizzare basata sui geni Howegekg (HKG).

http://www.medesa.cz/Data/files/pdf/katalogy/Eppendorf/05-Microarray%20systems.pdf

[SilverQuant Microarray Detection and Scanning 8ys}
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3.10 Validazione dei risultati mediante real-time ER

Per escludere l'ipotesi di artefatti nei geni sowrsotto-espressi nei Microarray e utile performama
PCR quantitativa dei campioni in esame. E statxipeeffettuata una real-time-PCR, prestando
particolare attenzione ai geni che mostravano uralpo livello di espressione differenziale tra qaomi
infettati con i ceppi A e C di HHV-8 rispetto ai teolli, e che ricerche bioinformatiche o sulla
letteratura scientifica hanno dimostrato esserettatnente correlati alle alterazioni cliniche e

biochimiche causate dall'infezione e dalla rispashbulare.

1 ug di RNA totale precedentemente estrgiardgrafo 3.7) e stato utilizzato per leetrotrascrizione

del messaggero (mRNA). E stata preparata una raiscgitenente Oligo(dT)20 (50um), 10mM dNTP
mix (Invitrogen) e 'RNA del campione per un Vf 80 ul: la miscela é stata incubata a 65°C per 6’ pe
favorire I'annealing dell’oligo(dT) allmRNA. Sonetati poi addizionati: 10x RT Tampone, 25 mM
MgCl2, 0,1 M DTT, SuperScript Il RT (200 U/ul), RNeOUT (40 U/ul) (Invitrogen Life
technologies). E stata anche preparata in paralleforeazione in assenza della trascrittasi inveesa
verificare I'assenza di DNA genomico (controllo R@). La reazione € stata incubata a 50°C per 50’ e
poi a 80°C per 5’ al fine di inattivare la trastagi inversa e quindi & stato aggiunto 1ul di RNths
incubato a 37°C per 20’ per rimuovere I'RNA stantagli ibridi RNA:cDNA.

La real-time-PCR e stata eseguita utilizzando il sistema Light €y¢Roche). La reazione € stata
eseguita in un volume finale di 25ul, contenent@ 8P di primers specifici, 12,5 ml iQ SYBR Green
(Sigma-Aldrich) e 2ul del cDNA ottenuto mediantetdascrizione inversa. Il protocollo prevedeva le
seguenti fasi: denaturazione (95°C per 2’), 35 dichmplificazione in due fasi (95°C per 15" e°@D
per 30”), Allungamento (72°C 5).

| primers per la reazione sono stati seleziondtadatteratura scientifica o creati mediante ajpos

software Primer Design (Primerp://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/:

TLR4  F: 5-ATGAAATGAGTTGCAGCAGAS3-3’

R: 5-AGCCATCGTTGTCTCCCTAA3-3' [Hoppstadter J. Et £010.].
C5 F: 5TATCCCATCAAGGTGCAGGT 3

R: 5ACTCCAGCACCGTCACTCCAS' (Primer3).
IL15 F: 5-GGATTTACCGTGGCTTTGAGTAATGAG-3

R: 5-GAATCAATTGCAATCAAGAAGTG-3' [Meazza R. et al, 198.].
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STAT1 F:5-TGCTCCTTTGGTTGAATCCC-3

R: 5-GGAATTTTGAGTCAAGCTGCTG-3[JING-YI YUAN et al, 2010].
IL7 F: 5 TGCTGCTCGCAAGTTGAGGCAATT3I

R: 5 CCAGGGCAGCTGGTTTTCTTCCTTT3 (Primer3).
TGF-B F: 5- CACGTGGAGCTGTACCAGAA-3’

R: 5-GAACCCGTTGATGTCCACCTT -3’ [Mika T. et al, 2011.].

Per normalizzare I'espressione dei geni e statéeigapa IgB-actina come gene housekeeping:

ACTB F: 5 GGACTTCGAGCAAGAGATGG 3

R: 5 GAGTGATCTCCTTCTGCATC 3'. [EL-Moataz N. et al023].
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3.11 Test in vitro su campioni biologici umani

Per analizzare lincidenza siero-epidemiologica elewolare dell’infezione da HHV-8, sono stati
analizzati diversi campioni biologici, pervenutil'@dD di virologia dellAzienda Ospedaliero-
universitaria Pisana. Particolare attenzione e staolta alle analisi di sangue, siero, salivgudr e il
liquido ascitico di un paziente affetto da sindeowhi Beckwith-Wiedemann, dovuta all'alterazione
dell'imprinting di alcuni geni che risiedono subbcio corto del cromosoma 11 [Knudson A. et al, 1199
Ko J.M., 2013]. Il paziente era stato sottopostell’agosto 2008, a trapianto ortoptico di fegatia a
successiva asportazione chirurgica di due metagtasnonari e in terapia con everolimus, che
presentava una sindrome inflammatoria acuta cobréelr40°, alterazione degli indici di flogosi,
pancitopenia, splenomegalia e versamento pleuriatetale ed ascitico per [@esenza del genoma di

HHV-8. Dai campioni di siero e saliva é stato isolatarilig, che é stato successivamente caratterizzato.

Y

I DNA virale e stato estratto utilizzando il kibmmerciale “QlAamp DNA Mini kit” (QlAgen,
Chatsworth, CA), che permette di purificare il DX#tale (genomico, mitocondriale e virale) da sangue
intero, plasma, siero, fluidi corporei, linfocitplture cellulari e tessuti. La concentrazione 'deidio
nucleico é stata calcolata attraverso analisi spettrofotnocget Eppendorf), e la sua qualita e stata

valutata mediante corsa elettroforetica su gegydrasio (Euroclone).

~

L’'analisi del ceppo infettante e stata effettuatmn al metodo di sequenziamento del DNA con
dideossinucleoterminatori 0 metodo di Sanger (mlesctemenete descritto nel capitol®.2
Tipizzazione Genetica.
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RISULTATI

4.1 Tipizzazione Virale: Clustering Analysis

L’analisi filogenetica della sequenza nucleotidiedla regione VR2 ha confermato che linee
BC3 e BCBL1 sono realmente infette rispettivameoie i sottotipi virali C3 e Al di HHV-8.
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Il metodo impiegato, ovvero il NJ, produce albeshrradicati (un albero € detto additivo se le dizta

fra i taxa sono uguali alla somma delle lunghezzeami che li connettono). Due taxa si dicononiici

0 neighbors se sono connessi attraverso un solo mberno. Il metodo NJ inizia con un set di nodi

terminali non connessi che rappresentano le sequ#manalizzare. Sulla base delle distanze geeetich

note, due nodi vicini e J vengono scelti e connessi da un nuovo nodo ioterton la conseguente

cancellazione dei nodi i e J stessi). Le sequemzandlizzare diminuiscono nel processo, che viene

reiterato fino a che tutti i nodi terminali non @yemo connessi in un singolo albero. La maggiorepart

degli alberi filogenetici produce alberi senza cadivengono rilevate le differenze tra i taxa ma no
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vengono orientati i cambiamenti residui relativateeal tempo. Esistono due metodi per orientare gli
alberi:

Metodo dell'outgroup: vengono analizzate delle seqe esterne al gruppo di studio e la radice viene

posta sul ramo che le congiunge a quelle di nastepesse principale.

Metodo dell’orologio molecolare: Fissato un momeditdivergenza da un antenato, si assume che tutte

le linee si siano evolute con la stessa velocita, radice viene posta nel punto equidistante ta ta

foglie. Questo secondo metodo e risultato il paneb per I'analisi dateppi infettanti A1 e C3.
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4.2 Risultati analisi molecolari e IFA

La quantificazione effettuata a 24 e 48 ore dd#none della linea cellulare epiteliale e dei PBMC
mediante real-time PCR (Lightcycler, Roche) havdte una carica maggiore #0° solo nelle cellule e
nel surnatante (esaminati separatamente) dellereotti HEK293, infettate con il ceppo virale Al.
Trascorse 72 e 96 ore il valore di#0stato raggiunto anche nelle HEK293 infettateitoappo virale

C3 e nei PBMC, infettati con ambedue i ceppi.
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[Cinetica di amplificazione delle colture HEK29PBMC infettate con i sottotipi A1 e C3 a 24 e 48]or

L’espressione degli antigeni virali € assolutamenaggiore a tutti i tempi sopra descritti nelle HER

infettate con il ceppo Al di HHV-8.

PBMC DI CONTROLLO HEK 293 DI CONTROLLO

PBMC INFETTATI CON SOTTOTIPO C3 HEK 293 INFETTATE CON SOTTIPO C3

PBMC INFETTATI CON SOTTOTIPO A1 HEK 293 INFETTATE CON SOTTOTIPO A1

[Immunofluorescenza indiretta. Gli antigeni viratino maggiormente espressi nella linea HEK293.]
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4.3 Gene expression profilng e analisi statisticaetddati

Mediante l'impiego dei DualChip® Microarray (Eppemf) ,contenenti una serie di sonde
rappresentative di 297 geni umani coinvolti nelgasso inflammatorio raggruppati in 65 differenti
pathways cellulari, & stato esaminato il profiledpressione della linea cellulare HEK293 e dei BBM
infettati con i sottotipi A1 e C3 di HHV-8.

All'analisi statistica effettuata mediante metoditverquant (Silverquant Image Viewer e Silverguan
Analysis Software, Eppendorf) sono risultati modulan totale di 360 geni coinvolti nel processo
inflammatorio, raggruppabili in 14 differenti pathys. La tabella e il grafico che seguono riassuniono

geni modulati nelle due linee cellulari, infettaten entrambe i ceppi di HHV-8:

* 169 geni modulati nella linea cellulare HEK293 itdiéa con il ceppo Al;
* 104 geni modulati nella linea cellulare PBMC indédt con il ceppo Al,;
e 131geni modulati nella linea cellulare HEK293 infettata con il ceps;

* 93geni modulati nella linea cellulare PBMC infettata con il cepp®.C

| pathway coinvolti nella risposta cellulare alf@zione sono: B cell receptor signaling pathwaygell
receptor signaling pathway, Inflammatory resporsenune response, Cell cycle, Calcium signaling
pathway, Toll-like receptor signaling pathway, MARIgnaling pathway, Jack-Stat signaling pathway,
Cytockine-Cytokine receptor signaling pathway, Ao, CAMs (Cell Adhesion Molecules), NK cell
mediated cytotoxicity, Cytoskeleton regulation.

PATHWAY TOT. GENI MODULATI A1INF. HEK293 A1 INF. PBMC C3INF. HEK293 C3INF. PBMC
B CELL RECEPTOR SIGNALING PATHWAY 6 4 2 2 3
T CELL RECEPTOR SIGNALING PATHWAY 20 10 4 10 6
INFLAMMATORY RESPONSE 12 6 6 4 5
IMMUNE RESPONSE 11 3 5 4
CELL CYCLE 8 6 2 1 2
CALCIUM SIGNALING PATHWAY 8 7 1 4 1
TOLL-LIKE RECEPTOR SIGNALING PATHWAY 22 11 10 12 11
MAPK SIGNALING PATHWAY 53 34 20 18 17
JACK-STAT SIGNALING PATHWAY 42 23 16 27 16
CYTOKINE-CYTOKINE RECEPTOR SIGNALING PATHWAY 94 55 40 54 34
APOPTOSIS 24 12 8 9 13
CAMs (CELL ADHESION MOLECULES) 19 6 5 7 5
NK CELL MEDIATHED CYTOTOXICITY 19 6 7 10

ACTIN CYTOSKELETON REGULATION 22 17 7 8 7

[Tabella dei geni modulati nelle HEK293 e nei PBM@spettivamente infetti con i ceppi Al e C3 di Wi8.]
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» A1 INF. HEK293
» A1 INF. PBMC

||.|"!' '

ACTIN..

™ C3 INF. HEK293
» C3 INF. PBMC

JACK-STAT...

CYTOKINE-CYTOKINE...
CAMS (CELL..

CELL CYCLE
NK CELL MEDIATHED..

CALCIUM SIGNALING...
APOPTOSIS

INFLAMMATORY...s"

T CELL RECEPTOR.. s
IMMUNE RESPONSE

B CELL RECEPTOR...&
TOLL-LIKE RECEPTOR..
MAPK SIGNALING...

[Confronto tra i geni modulati nelle HEK293 e n®MNACs, rispettivamente infette con i ceppi Al e C3.]

| risultati ottenuti dall'impiego dei microarraydicano chiaramente che linea HEK293, infettata icon
sottotipi A1 e C3, aveva un piu alto numero di gaadulati rispetto alla linea linfoide. Analizzando
totale dei geni modulati nelle HEK293 e nei PBMffettati con entrambe i ceppi A1 e C3, 11 geni
sono risultati comunemente modulati in manieraisgteamente significativaC5, CCL1, IL15, IL3,
IL7, IRF2, NFATC1, STAT1, TGFBI, TLR4 e TNFSF11, che sono implicati nell'interazione virus-

cellula e potrebbero essere coinvolti in meccanidmave dell’eziologia virale.

Geni Comuni

PBMCAvs. C HEK293 A vs. C PBMC vs. HEK293

[Geni comunemente modulati nella linea HEK293 BEBMCs infettati con i ceppi Al e C3 di HHV-8]
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4.5 Validazione dei risultati mediante real-time PR

La lineaHEK?293 infettata con il sottotipd1 di HHV-8 ha dimostrato di avere un numero maggaire
geni modulati, rispetto alle stesse infettate ¢@oftotipoC3 e rispetto ai PBMC infettati con ambedue i
ceppi Al e C3.

| risultati ottenuti mediante PCR quantitativa (wiGycler, Roche) di alcuni dei geni risultati
comunemente modulati nelle due linee si collocanan range quantitativo compresa 3,80 e 6,25
Logio Cp/ml per le HEK293 infettate con il ceppo Al a 48 oostpinoculo del virus ed estrazione
del’'mRNA:

* TLRA4: 6,25 Logo Cp/ml;

* C5: 3,80 Logo Cp/ml;

e IL15:5,4 Logo Cp/ml;

e STAT1:5,56 Logo Cp/ml,
* [IL7:6,02 LogoCp/ml;
 TGF18: 4,31 Logo Cp/ml.

Questi risultati avvalorano lipotesi che non vars artefatti nei geni precedentemente esaminati

mediante metodica dei Microarray (Eppendorf).

4 .6 Risultati delle analisi in vitro

La ricerca di HHV8 su sangue, saliva e sui campdoaspirato midollare (estrazione genomica cdn ki
QIAGEN-QIA amp DNA blood minikit , quantificazioneon kit RocheTibMolBiol. LightMix kit
HHVS8 su apparecchiatura Roche LightCycler versi@r@eche prevede I'amplificazione della regione
142bp del ORF73 del virus) ha rilevato una caricale di 16 copie/ml.

Il virus HHV-8 isolato dai campioni di siero e salie caratterizzato (mediante sequenziamento di
Sanger, BigDye Terminator vs.1.1, Abbott, e mediaamalisi filogenetica della regione VR2) e un

ceppo Al, a conferma del maggior tropismo del vpessle cellule epitelioidi.
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DISCUSSIONE

L’agente eziologico del sarcoma di Kaposi, KSHV ld\H8, € stato associato a diverse neoplasie, tra le
quali la Malattia Multicentrica di Castleman, il infoma ad effusione primaria e il KS endemico
infantile, una forma particolarmente rapida e aggjka, di recente definizione [Kasolo F.C. et 807).
Mediante studi sieroepidemiologici a livello moridia attraverso I'analisi di sequenza dellORFK1 de
virus, isolato in reperti bioptici di lesioni KSie colture cellulari derivate da Pel, e stato ploiesi
classificare il genoma virale in 5 ceppi maggi#i:B, C, D ed E [Russo J.J. et al, 1996]. Il KSselao
(Mediterraneo), la sua variante HIV / AIDS assajia le forme endemica (africana) e iatrogena sono
state oggetto di studi approfonditi. Tuttavia, pagiosa del KS endemico infantile (che riguarda
particolarmente le regioni dell'Africa sub-sahaapnNei soggetti adulti € stata confermata la
correlazione tra i 5 differenti genotipi e il desorpit 0 meno severo delle patologie associate
all'infezione virale; studi recenti hanno fornieogrime evidenze di un'associazione tra l'infezicoe il
sottotipo A delllHHV-8 ed una forma piu aggressiMdle patologie correlate [Mancuso et al., 2008].
possibile che i cinque genotipi siano correlatirenalle differenze nella distribuzione regionalale
basso tasso di ricombinazione, e anche alle difedell'infezione infantile. E stato dimostrato che
genotipo K1A5 e quello prevalente nel sangue ecaeipioni bioptici di KS e di neonati sia HIV-
positivi, sia HIV-negativi in Zambia, una regiondtamente endemica [Kasolo F.C. et al, 2007,
Wakeham K. Et al, 2013]. Anche I'andamento degticampi anti-LANA (antigene nucleare associato
alla latenza, altamente immunogeno; questa prosoparime p53 ed ha attivita trasformante) sembra
correlare con l'andamento clinico della malattia’adamento della carica virale nella saliva e
inversamente proporzionale a quella nel sangué siere. E probabile il titolo anticorpale aumendil
corso dell'infezione da KSHV, e che questo aumesi@ocorrelato a livelli elevati di stimolazione
antigenica. L'infezione in eta precoce, seguitaridtivazione del virus latente, puo in quest'atic
causare l'esposizione prolungata ad antigeni virgdopolazioni endemiche. Inoltre, fornirebbeesinpo

per I'espansione delle cellule B, atte a produntcarpi neutralizzanti nella risposta umorale che
verifica negli individui infetto [Kumar P. et al,023; Shebl F.M.et al, 2013]. Gli alti livelli di
sieroprevalenza del KSHV e l'alta incidenza dekeara di Kaposi gia in eta infantile registrati eell
aree endemiche, indicano I'esistenza di una maddilitrasmissione orizzontale intrafamiliare deusi
oltre che le nota trasmissione sessuale [Lungu &I, 2013; Rohner E.et al, 2014]. Le dinamichdadel
trasmissione dellHHV-8 da madre a figlio non sammora state chiarite, ma numerose evidenze
indicano che la fonte di contagio € la saliva aejgetti sieropositivi. Si ritiene che il virus passssere
trasmesso da madre a figlio attraverso 'applicezidi saliva infetta sulla cute, per lenire ad gsen
fastidio dovuto alle punture di artropodi ematof@iginhas V., 2014; Shebl F.M, 2013]. La saliva

sembra essere il fluido corporeo maggiormenteahiosper la trasmissione dell’infezione, e progro
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campioni di saliva sono state riscontrate le maggiariche virali, rispetto a campioni di diversa
provenienza, in soggetti infetti con il ceppo A [Maso R. et al, 2008; Matteoli B. et al, 2008]. §ae
evidenze sperimentali portano ad ipotizzare che HI¥ in particolar modo il ceppo A, abbia un piu
elevato tropismo verso le cellule epiteliali, agrapio quelle che rivestono il cavo orale. | dateouti

in questo lavoro di tesi, sembrerebbero suppottdrgotesi, sia per quanto riguarda le analisviino,

sia per quanto riguarda lo studio effettuato sen@ani clinici forniti dall’Azienda Ospedaliera Risa.
Nelle cellule HEK293, infettate con il sottotipo A,stata rilevata una carica virale maggiore rispet
alle stesse infettate con il sottotipo C e rispattBBMC. Anche I'espressione degli antigeni viglila
superficie cellulare conferma questo dato. Il viidHV-8 isolato dai campioni di siero e saliva e
caratterizzato appartiene al ceppo Al, a confereh@wb maggiore tropismo per le cellule epitelioldi
risultati ottenuti mediante la tecnica dei micragirda ampliare, potrebbero invece fornire i mgeeai
comprendere meglio la patogenesi virale e per iddare nuovi target farmacologici. La maggior parte
dei geni espressi da HHV-8 durante I'infezionecéitsono omologhi di geni cellulari e sono coinvimiti
diverse vie di segnalazione, nella proliferaziomfiutare, nell’apoptosi e nell’evasione del sistema
immunitario dell’'ospite [Moore et al. Science, 199lolte proteine codificate da HHV-8 durante la
fase di latenza (LANA, v-FLIP e v-cyc) ed espresste Spindle Cells, caratteristiche delle lesidei
KS, mostrano invece proprieta trasformanti [Bals¥IE. Et al, 2011]. Ciascuna di questi geni ga lo
relativi prodotti, agendo singolarmente o in maaisinergica, contribuisce alla progressione della
malattia ed e in grado di esercitare un poterddmamnte in vitro, ma non é sufficiente in vivo a
riprodurre le lesioni caratteristiche del KS neldalbo murino. Sebbene il mantenimento del genoma
virale sotto forma di episoma, la produzione doditine infiammatorie e la de-regolazione del ciclo
cellulare promosse dall’espressione dei geni vsano indispensabili per la progressione del KS,
fattori primariamente scatenanti sono ancora switiagine. | risultati dello studio dell’espressione
genica mediante DualChip contenteni una serie didsorappresentative dei geni coinvolti
nell'infammazione, hanno evidenziato una modulagialell’espressione genica correlata al ceppo
infettante e alla linea cellulare ospite. | datidewmziano infatti che la linea HEK293 infettata dbn
ceppo A di HHV-8 mostra un numero di geni modutatiaggiore ispetto alla stessa infettata con il
ceppo C e rispetto ai PBMC infettati con ambeduaeppi alternativamente. Anche questo conferma il
maggiore tropismo di HHV-8 per citotipo epiteligldancuso R. et al., 2008]. | geni modulati sono
coinvolti nel pathway delle MAPK, del ciclo celluéae nella regolazione dell’actina citoscheletrica:
sono percio correlati alla replicazione virale epabcesso di maturazione e rilascio dei virionie ch
sfruttano il citoscheletro per il loro trasportdraverso la celula [Zhu F.X. et al., 2005]. Traang
differentemente modulati nelle due linee troviarheb] JAK1, STAT1/3, STATS, IL-1, TNFy, IL-6,
IL-8, VEGF, bFGF, MCP-1, molti dei quali sono coalt¥ nelloncogenesi, come & stato
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precedentemente discusso. | geni trovati comuneam@oidulati e quantificati per essere confermati
sono: C5, CCL1, IL15, IL3, IL7, IRF2, NFATC1, STATITGFBI, TLR4 e TNFSF11. Anch’essi sono
implicati nei meccanismi di immunoescape e di tasfizione cellulare e le loro modalita d’azione e
peso nella patogenesi virale sono state desdfittesta modulazione differenziale tra i diversi ¢eple
diverse linee cellulari impiegate potrebbe rivalantseressante per comprendere meglio i meccanismi
dell'infezione, la correlazione con la distribuzeoglobale e la sieroepidemiologia di HHV-8, e il
diverso decorso delle patologie correlate, per a@revnuove possibilita di terapia o nuovi target

molecolari per lo sviluppo di farmaci e vaccini.
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INTRODUZIONE.

Lo Streptococcus Pneumoniae, appartenente al g&texgtococcus, € un batterio Gram positivo ed e
'agente eziologico della polmonite [Andam C.P.,12D Questo batterio si dimostra essere alfa-
emolitico in condizioni di aerobiosi, beta-emolitiin condizioni di anaerobiosi. E molto esigente da
coltivare; al pari degli altri streptococchi manda catalasi, quindi abbisogna degli enzimi che

degradano le specie ossidanti dell'ossigeno per popravvivere in terreni agar sangue.

robiologyinpictures.com

Streptococcus prenoniae

[Crescita batterica di S. pneumoniae su piastra sayague; microbiologyinpictures.com]
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Pur essendo un colonizzatore fisiologico delleageee umane, lo S. Pneumoniae € in grado di passare
da una forma innocua per 'uomo ad una forma alteenesirulenta, causando numerosi decessi

soprattutto nei soggetti immunocompromessi e neilddai [Marks L. et al, 2012].

Recenti studi hanno evidenziato che il sistemaslirizione e modificazione in S. Pneumoniae (indica
dalla siglaSpnD39lll) & soggetto a riarrangiamenti casuali che si trada nella formazione di sei
diversi profili genomici che potrebbero avere urpatio importante sulla variazione di virulenza. |
profili alternativi mostrano un diverso patternrdetilazione del genoma batterico stesso [Ana Sousa
Manso et al, 2014].

hsdS” hsdS’ creX hsdS hsdM hsdR
IR1L IR2L IR3L IR3R IR2R IR1R
/ \

147 |- s.spnD39IIIA (TRD1.1, TRD2.1)

s.spnD39I1IB (TRD1.1, TRD2.2)

s.spnD39IIIC (TRD1.2, TRD2.2)

s.spnD39IIID (TRD1.2, TRD2.1)

s.spnD39IIIE (TRD1.1, TRD2.3)

s.spnD39IIIF (TRD1.2, TRD2.3)

[Schematic map of the SpnD39lll locus and of thkalsérnative hsdS genes; Ana Sousa Manso, 2014.]

| sistemi di restrizioneRM (restriction and methylation system) hanno soldéate il compito di
proteggere i batteri dal materiale genetico esogatnodotto nella cellula, degradandolo; si ipoaizhe
guesto meccanismo si sia evoluto principalmenteisposta all’attacco da parte dei batteriofagi di
S.pneumoniae, ma che costituisca anche un sigtiftc fattore di adattamento alle condizioni
ambientali e un importante fattore di virulenza §A8ousa Manso, 2014]e caratteristiche genetiche
delle varianti di S. pneumoniae ed i meccanismogatbetici messi in atto dal batterio per resistdiee
difese dell'ospite ed ai trattamenti antibioticingoin tal senso un chiaro esempio di regolazione

epigenetica.
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PREMESSA AL LAVORO SCIENTIFICO.

In questo lavoro sono stati impiegati i seguenpiptéatterici:

» Ceppo 2 virulento o Avery’s straid39 [Avery 1944 ; Lanie J. et al, 2007];

» CeppoDP1400derivato dal ceppo non capsulato di S. pneumdRidgPearce et al, 2002];

e Mutanti spnDP1004IIl ko mutant o FP470 spnllIDP1004A locked mutant (FP424) e
spnllIDP1400B locked mutant (FP422) [Department of Genetics, University of Leicester,
UK], “bloccati” nella conformazione evidenziatapeito al sistema di metilazione e restrizione

spnlil.

Sono stati impiegati inoltre i mutanti Ko, A-metida B-metilato del batteriofag®pSL1, isolati
rispettivamente nei ceppi FP470, FP424 ed FP422 ampite [Department of Genetics, University of
Leicester, UK].

SpSL1 Presenta un capside isometrico del diamets® ¢hm e una caratteristica coda non contrattile
dil60 nm che termina in una singola fibra: questetteristicche permettono di classificarlo come

appartenente alla famiglia Siphoviridae. Il suoayaa € lungo 33.756 bp e mostra un contenuto in GC
pari al 38,6%. All’estremita del genoma € presamidratto a filamento singolo coesivo di 11bp (5'-

CGGTGTCAATC-3") necessario per la replicazionefdgb. SpSL1 lisogeno si trova integrato in due

tratti specifici del genoma di S. pneumoniae, csBNMACSRNA2 (5-CTTTTTCATAATAATCTCCCT-

3 ') che fanno parte di quattro sequenze codificpat small RNA a funzione ancora ignota e

denominati per l'appunto csRNA2, 3, 4 e 5 [vedii tddethylation warfare; interaction of

Streptococcus pneumoniae bacteriophages with therost, Leonardo Furi, 2014].

L
[Electron micrographs of Siphoviridae; textbookafteiology.net.]
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SCOPO.

Il ciclo replicativo di un batteriofago puo esselistinto in fasi sequenziali: la collisione fagoncon
batterio suscettibile; I'adsorbimento mediante #pcrecettori; l'introduzione dell'acido nucleico
all'interno dell batterio; un periodo di eclissyrdnte il quale scatta la sintesi delle proteirggctze e la
replicazione dell’acido nucleico; un periodo "pestipse”, durante il quale i virioni giungono a
maturazione; il rilascio dei virioni neoformati efine la diffusione [Ellis and Delbrick, 1939]. Mel
tecniche possono essere impiegate per capire cowrels possano infettare le cellule e replicarsi
[Hyman P., Abedon S.T., 2009]; scopo di questo Hav® stato lo studio delle varie fasi del ciclo
replicativo di SPSL1, in particolar modo della faBesclissi, del rilascio dei virioni e dell’effienza di

replicazione mediante esperimenti di:
ADSORPTION RATE,

ONE STEP GROWTH CURVE,
BURST SIZE.

E stato valutato inoltre I'effettalell'attivita enzimatica di Spnlll sugli acidi nucleici di cellule
infettate con SpSL1.
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ADSORPTION RATE.

E stato valutato il tasso di adsorbimento del baftego SpSL1 Ko nel ceppo batterico suscettibile
FP470 (spnDP1004IIl ko mutant), coltivato in 5 mIGAT-Galattosio (Bacto Casitone 10 g/l, Bacto
Tryptone 10 g/l, Yeast Extract 0.5 g/l, NaCl 5 ¢/}HPO, 1.5 mM, and 0.2% D-Galactose) a 32°C sino
al raggiungimento di una Qg pari a 0.1 [Pearce et al, 2002], che corrispadiena concentrazione
di 10° CFU/mI. La MOI (rapporto tra il numero di agemtféttanti e il target di infezione) impiegata per
infettare FP470 era di 0.1 [Shao Y., Wang |.N.,&00

La presenza di fagi in soluzione puo essere faciteme rapidamente messa in evidenza con il metodo
delle placche: il campione da testare viene meszalan alcuni ml di soft agar e la miscela viene po
distribuita su una piastra di agar nutriente, suélg si stanno gia moltiplicando i batteri adatti
(suscettibili); alternativamente, il campione eattbri vengono mescolati contemporaneamente al soft
agar, distribuito poi su una piastra di agar addiato di catalasi (Sigma, Germany). Questo teschea
noto come Double-Layer Agar (D-LA) assay [GalleteéR.al, 2009; Santos S.B. et al.,2009]. Se i fagi
sono assenti dalla soluzione, i batteri formeranna patina omogenea; la presenza dei fagi e invece
dimostrata da aree lisate di batteri uccisi, chEaagmo come aloni circolari trasparenti, dette ghacdi

lisi. La loro conta, dopo una incubazione overnighB87°C , 5% Cg permette di determinare la

concentrazione in termini di PFU/ml.

O1ml O-1ml O1ml O1ml

me @ &),
uspension om -ml O-1ml O1ml

/ O2]ml O2ml O-2Iml 02]ml
Bacteria U
culture

s 3m 3m7 3m! 3ml

A

29 46°£1°C | 1 | |

1]

[http://wpage.unina.it/sacoppol/GuidaMicrogen/6 Qelmten]
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Adsorption Rate
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[Grafico 1: adsorption curves di SpSL1 Ko in FP43@no state effettuate quattro repliche; il sunmizt@ stato raccolto ogni
minuto a partire dall'inoculo del batteriofago stio per la presenza e concentrazione delle pletiagiche libere
mediante Plaque Assay]

L’adsorbimento € risultato essere molto velocauiinero di fagi liberi diminuisce del 98% in meno di
60" secondi a partire dal contatto con cellule gmecocco (Fig. S1c). Il tasso di assorbimento é

costante durante il primo minuto di incubazioneag p 3.9x18 ml/min.

ONE STEP GROWTH CURVE.

Una curva di crescita sperimentab@e step viene costruita mediante l'infezione di un batieri
suscettibile con una concentrazione molto elevataadicelle fagiche (MOI): cio assicura che tutti
batteri siano rapidamente infettati. La misceleofagella viene poi diluita o i batteri infettaterngono
pellettizzati e il surnatante sostituito con delzae di coltura fresco, affinché le cellule siano
sincronizzate [Ye J., 2002]. Per monitorare l'iidez nel tempo, campioni della miscela fago / dellu
incubata a 37°C vengono prelevati ad intervallotag e quantificati in termini di PFU/mI utilizzdo il
saggio di placca [Gallet R. et al, 2009].
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Il ceppo batterico FP470 é stato coltivato in 5dnCAT-Galattosio a 32°C sino al raggiungimento di
una OD590 pari a 0.1 e infettato con una sospeasibh SPsL1 Ko, inizialmente concentrato’ 10
PFU7mI, ad una MOI di 10. | batteri cosi inoculstino stati lasciati a contatto con il virus per 2’;
successivamente sono stati centrifugati ed il ganta eliminato, contenente il fago non adsorhsto,

stato sostituito con nuovo CAT-GAL. A vari tempiyemdo cura di non far subire variazioni di
temperatura alle cellule infettate, mantenute culbatore a 32°C, dei campioni sono stati prelexati

testati per la presenza del fago mediante D-LAyadsllis E.L., Delbrick M., 1939; Hyman P., Abedon
ST., 2009]. Sono state effettuate diverse replagiBesperimento.

One step growth curve
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[Grafico 2: One Step Growth Curdt SPsL1 Ko in FP470; le quattro repliche sono evidgazila colori differenti. Il
surnatante, raccolto a diversi tempi dall'inocu#d batteriofago, dopo aver effettuato centrifugambio del mezzo di

coltura, é stato testato per la presenza e corzmie di SpSI1 rilasciato, sempre mediante Plédgsay ]

| risultati ottenuti effettuando delle repliche apmo contrastanti: cid potrebbe dipendere dalbamie
variabile del fago al materiale plastico dei tubiadescita, o dalla presenza di altri fattori non
identificati ma rilevanti nelle condizioni sperintah, che hanno influenzato le misurazioni in modo
evidente.
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BURST SIZE E ISOLAMENTO DEI FAGI LISOGENI.

La Burst sizerappresenta il numero di particelle fagiche prtalper cellula infettata. In breve, il ceppo
FP470 e stato coltivato in 5 ml di CAT-GAL a 32°@asal raggiungimento di una Q) paria 0.1 e
successivamente diluito 1:10 (1GFU/mI) e inoculato con 400 pl di soluzione fagitiaSpSL1 Ko
concentrato 1DPFU/mI (MOI = 10). Campioni di 1 ml della miscadano stati presi a intervalli stabiliti
e immediatamente sottoposti a centrifugazione @0D4g per 3’ per rimuovere i batteri. Il titolo dapi
nei diversi campioni e stato determinati mediaatéetniceaD-LA [Gallet R. et al, 2009; Santos S.B. et
al.,2009]. La Burst Size del fago é stata calcolmieme B = Pt / PO, dove Pt e il titolo fago al
raggiungimento del plateau e PO ¢ il titolo infetdtiniziale. L'efficienza di replicazione e risuféamolto
bassa, essendo la Burst Size riscontrata parirauorero al di sotto dell’'unita (0,7) diversa da tpuel
attesax10).

Allo stesso tempo i batteri infettati sono statiati dopo semina e crescita su piastre agar saigae
soprawvissuti (3*1® CFU/mI) all'infezione e alla lisi causata dai lesibfagi sono state isolate 10
colonie, nelle quali la presenza del fago lisogeelssito di inserzione csRNAS3 é stata valutata e

PCR classica.

La miscela di reazione e stata preparata con 164Q, 2,5 ulBuffer (10X), 0,5ul dNTPs (10mM), 1
pl primer foreward.F_90 (5uM), 1ul primer reverséF_88 (5uM), 0,1 ulTaq, 2,5 pltar (10X), 1 ul
gDNA (estratto dalle colonie) per un volume finale di25per campione. Come controllo gli stessi

campioni sono stati amplificati utilizzando il p@mLF_94 in sostituzione all'LF_88.

Tar é un colorante giallo paglierino, che si addiziomaialmente alla mix in sostituzione del loading

Buffer che, aggiunto agli amplificati, evidenzidribnte di corsa nell’elettroforesi su gel di agao
Le sequenze dei primers impiegati sono:

LF_90: 5-AGTAGGTCCTGGTCGTGAACAA-3';

LF_88: 5-ACGGGCTATACTGCATCTTAGAGA-3'.

Il primer LF_90 e specifico per una sequenza dabge batterico a monte del sito di inserzione e se
usato in combinazione con LF_88, specifico pereiana di SpSL1, permette I'amplificazione di una

sequenza di 775 paia di basi solo se in presenagadlintegrato.

Le condizioni di amplificazione utilizzate sonosleguenti:
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T (°C) tempo cicli
Denaturazon 95 5 1
Denaturazon 95 30"
Annealing 60 30" 35

Estensione 72 1

Estensione 72 10 1

[Figural: elettroforesi su gel di agarosio (1%)z®&xto 1: Marker (HyperLadder 1kb, Bioline). Potiz2t11: prodotti della
PCR per l'identificazione di fago integrato nebsitsRNA3 (775 bp). Pozzetto 12: ceppo lisogeno MRQsolato in

precedenza, controllo positivo. Pozzetto 13: cdlatimegativo ].

Sette colonie su dieci sono risultate essere pegier la presenza del fago nel sito di inserzione
csRNAS3: queste rappresentano il 20% della popataziatterica totale infettata, in cui il fago ha

attuato ilciclo lisogeno
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INFEZIONE DI FP422 e FP424 CON SpSI1 A-met e SpSB-met.

Per valutare gli effetti dell’attivitd del sistenuh restrizione SpnD39lll sul DNA batterico, i ceppi
FP422 e FP424, cresciuti in 5ml di CAT-AGAR a 3&i6o ad una OE pari a 0.1, sono stati infettati
in maniera alternata con le varianti A-met e B-uolieSpSL1. Dopo 60’ dall’inoculo del virus, il DNA é
stato estratto dalle cellule infettate e dai cdhtnon infettati e valutato mediante elettroforesi gel di
agarosio 1%. Il DNA viene degradato dall'attivitazematica di SpSL1, ma i frammenti non creano

durante la corsa uno smear come ad esempio quadlotificativo e caratteristico delle cellule

apoptotiche [Fuwa H. et al, 2014]

[Figura2: elettroforesi sul gel di agarosio 1%. Raito 1: Marker (HyperLadder 1kb, Bioline). Pozz2t6: campioni di
DNA estratto dai ceppi batteri FP422 e FP422 iafetion le varianti A-met e B-met di SpSL1.]

Legenda:

1: FP422 non infette;

2: FP422 infettate con A-met SpSL1;

3: FP424 infettate con con A-met SpSL1;

4: FP422 infettate con B-met SpSL1;
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5: FP424 infettate con con B-met SpSL1;
6: FP424 non infette.

| risultati mostrano chiaramente la presenza deA@Enomico intatto nei campioni prelevati dalle
cellule non infette €assenzadella relativa banda o eiammenti visibili nelle cellule infettate con
SpSL1.
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ATTIVITA EXTRA-CURRICULARI E INTERDISCIPLINARI

Con lo scopo di accrescere gli esiti formativi sfieicdel dottorato di ricerca, ho partecipato dtivita

scientifiche e culturali addizionali.
SEMINARI SEGUITI:

e 9-10/12/2014 Forum SIVIM “IMMUNITA INNATA ED INFEZDNI VIRALI” (con relativo
attestato di partecipaziondjebruary 2, 2012: “Nef, retrovirus infectivity alsdsceptibility to
antibody neutralization: functional roles beyond/HlI

» March/April 2012: Short Course: “Molecular heteroggy of major hepatitis viruses and their
impact in virus host-interplay, pathogenesis anspoase to therapy”. Coordinatore: Prof.
Ferruccio Bonino, Md-PhD Full Professor of Gastteenlogy, Liver and Digestive Disease
Division, Department of Internal Medicine, Univeysof Pisa:

» 28/03/2012: Bio-molecular heterogeneity of hepattivirus infection (Dr. Maurizia R.
Brunetto,MD Director of the Hepatology Unit and enPhysiopathology Laboratory, University
Hospital of Pisa)p3/12/2014 University of Leicester. Jay Hinton. @rstanding the
choreography of Salmonella transcription with RN&gs

» 29/03/2012: miRNA and virus persistence: possiole in HBV and HCV infections (Prof.

Ferruccio Bonino);

* 04/04/2012: Optimization of in vitro models of Jireeplication and gene expression (Dr.
Daniela Cavallone,PhD Liver Physiopathology LabamatLiver Unit, University of Pisa);

» 05/04/2012: Bio-physical models for the study of thynamics of viral infection in vivo (Dr.
Piero Colombatto,MD Hepatology Unit and Liver Plogsthology Laboratory, University
Hospital of Pisa).

» 10/11/2014 University of Leicester. Victor A. Alberrchitectural evolution and gene space

dynamics of a minute plant genome.
ULTERORE ATTIVITA DI RICERCA.

* Impiego del sistema Clart-Pneumovir, basato suagarcay, nella diagnosi di infezioni virali in
pazienti con patologie del tratto respiratorio.
* Raccolta di campioni di sangue con lo scopo diglaga i meccanismi molecolari cruciali per lo

sviluppo del glioblastoma, il piu diffuso fra i tum cerebrali.
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