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Parvovirus B19



Introduzione

La scoperta del parvovirus B19 avvenne in modo casuale nel 1974 in Inghilterra quando Yvonne
Cossart e i suoi collaboratori stavano valutando in sieri di pazienti la presenza dell'antigene di
superficie del virus dell'epatite B. Un nuovo virus venne riportato in 11 campioni, nove dei quali
erano di donatori sani, uno appartenente a un paziente che aveva appena ricevuto un trapianto
renale e infine un campione di un paziente con epatite acuta [Cossart et al., 1975]. Alcuni sieri
(fra cui il campione 19 del pannello B codificato come B19) diedero risultati anomali, positivi
alla contro-immunoelettroforesi, ma negativi ai piu sensibili saggio di emagglutinazione passiva
e a quello radioimmunologico. L’osservazione in microscopia elettronica mise in evidenza la
presenza di particelle di dimenisioni pari a 23 nm, simili ai parvovirus. In assenza di reattivita
antigenica crociata con i parvovirus Adeno-Associati 0 con i parvovirus animali questi virus
furono inizialmente definiti "Serum parvovirus-like Virus" (SPLV). Fu ufficialmente nel 1985 a
sequito dell'analisi delle sue caratteristiche molecolari e genetiche che questo virus venne
riconosciuto come membro della famiglia Parvoviridae con il nome di Parvovirus B19 da parte
del Comitato Internazionale sulla Tassonomia dei Virus (ICTV).

I primi isolati provenivano da campioni di donatori di sangue completamente asintomatici. Nel
1980 un breve episodio febbrile fu riscontrato in due soldati e il B19 fu rilevato nei loro sieri
[Shneerson et al., 1980]. La prima malattia clinicamente significativa associata all'infezione da
parvovirus B19 é stata una crisi aplastica transitoria in pazienti con anemia a cellule falciformi
[Pattison et al., 1981]; due anni dopo [Ieritema infettivo (quinta malattia) venne
sieroepidemiologicamente correlato all’infezione da B19 in bambini sani ed ¢ ad oggi 1’agente
epidemiologico accettato di tale patologia [Anderson et al., 1983]. Di li a poco il parvovirus B19
¢ stato riconosciuto come responsabile di in una serie di situazioni patologiche, le cui
manifestazioni dipendono da un insieme di fattori quali il potenziale patogeno del virus, la sua
capacita di adattamento ai diversi ambienti cellulari e lo stato immunologico e fisiologico del
paziente. Alla luce del tropismo del virus per i precursori eritroidi e del suo effetto citotossico su
tali cellule, I’infezione puo manifestarsi con una alterazione ematologica (cronica o acuta),
tuttavia il virus € in grado di infettare anche altri tipi cellulari determinando in questo modo un
ampio spettro di patologie da artropatie, che interessano per lo piu gli adulti, ad alterazioni fetali

in caso di trasmissione transplacentare, fino ad arrivare a miocarditi e a malattie reumatiche.



Tassonomia

La classificazione della famiglia Parvoviridae si basa su criteri morfologici e funzionali [Fauquet et
al., 2001]. Tutti i virus classificati nella famiglia sono particelle virali prive di involucro lipidico,
costituite da un capside a morfologia icosaedrica (20-25 nm di diametro) formato da 60 subunita e
contenente un’unica molecola di DNA monocatenario di circa 5000 nucleotidi.

La famiglia e attualmente divisa in due sottofamiglie: i virus degli insetti sono classificati nella
sottofamiglia Densovirinae, mentre i virus dei vertebrati sono riuniti nella sottofamiglia
Parvovirinae. All'interno di quest’ultima sottofamiglia, in base a diverse caratteristiche funzionali,
sono distinti cinque diversi generi: Parvovirus, Erythrovirus, Dependovirus, Bocavirus e
Amdovirus. Un sesto genere, Partetravirus, € stato proposto. I membri del genere Parvovirus
possono replicare autonomamente in cellule in attiva divisione; la maggior parte dei Dependovirus
hanno bisogno di un virus helper per replicare; gli Erythrovirus hanno bisogno invece di cellule
eritroidi. Solo i virus appartenenti ai generi Dependovirus, Erythrovirus e Bocavirus sono noti
infettare 1’uomo. Il parvovirus B19, specie appartenente al genere Erythrovirus, e il membro
principale della famiglia patogeno per I’uomo

In diverse specie una suddivisione in genotipi € stata necessaria per includere un elevato numero di
varianti genetiche identificate recentemente mediante nuove tecniche molecolari di screening.
Un’ulteriore distinzione in sottotipi & stata proposta e seppure non riconosciuta formalmente risulta
utile per gli studi epidemiologici.

In passato si pensava che il Parvovirus B19 fosse una specie a bassa variabilita genetica; i primi
studi di sequenziamento infatti evidenziarono una diversita genetica tra isolati piuttosto bassa, pari
all’1-2% circa dell’intero genoma [Gallinella et al.,2003]. Questo quadro si e tuttavia modificato
con I’identificazione dei primi isolati che mostravano una sostanziale divergenza rispetto agli isolati
caratterizzati in precedenza [Nguyen et al., 1999; Nguyen et al., 2002; Hokynar 2002; Servant et al.,
2002]. Le analisi filogenetiche delle sequenze disponibili in GenBank indicano che il gruppo degli
Erythrovirus umani é verosimilmente piu complesso di quanto ipotizzato inizialmente e potrebbe
essere diviso in tre genotipi ben caratterizzati: i virus B19-correlati corrispondono al genotipo 1, le
forme LaLi e A6 appartengono al genotipo 2 e i virus V9-correlati (come D91.1) costituiscono il
genotipo 3. L’importanza di questi ultimi due genotipi recentemente identificati, in termini di
patogenicita e di proprieta antigeniche, resta perd ancora da stabilire e numerosi studi si stanno
muovendo in questa direzione. Inoltre é stata proposta una suddivisione in sottotipi: all’interno del

genotipo 1 la maggior parte degli isolati rientrano nel sottotipo la, mentre solo pochi isolati



provenienti per lo piu dall’Asia sono catalogati come sottotipo 1b [Toan et al., 2006]; per il

genotipo 3 sono stati identificati due sottotipi il 3a e il 3b [Parsyan et al, 2007].

Genere Specie Ospite naturale
Parvovirus H-1 Virus Roditori
Lulll Virus Roditori
Bovine parvovirus Bovini
: ; Topo, ratto
Minute Virus of Mice .
) . Maiale
Porcine parvovirus Gatto
Feline parvovirus e varianti d'ospite Gatto
Feline Panleukopenia Virus Cane
Canine parvovirus Visone
Mink Enteritis Virus Pollo
. . Oca
Chicken parvovirus Criceto
Goose parvovirus
Hamster parvovirus Ratto
Kilham rat virus Coniglio
Lapine parvovirus Topo
Murine parvovirus 1 Maiale
Porcine hokowrys Procione
Raccoon parvovirus Ratto
Rat minute virus 1a Ratto
Rat minute virus 1b
Rat minute virus 1c Ratto
Bocavirus Bovine bocavirus Bovini
Canine minute virus Cane
Chimpanzee bocavirus Chimpanzee
Feline bocavirus Gatto
Gorilla bocavirus 1 Gorilla
Human bocavirus 1 U
Human bocavirus 2 omo
Human bocavirus 3 Uomo
Human bocavirus 4 Uomo
Porcine bocavirus 1 Maiale
Porcine bocavirus 2 Maiale
Porcine bocavirus 3 Maiale
Amdovirus Aleutian Mink Disease Virus Visone, furetto, procione

Eryhtrovirus

Human parvovirus B19
Genotype 1 (B19)
Genotype 2 (Lali, A6)
Genotype 3 (V9, D91.1)

Chipmunk parvovirus

Simian parvovirus

Pig-tailed macaque parvovirus

Rhesus parvovirus

Uomo

Roditori

Macaca Fascicularis
Macaca Nemestrina
Macaca Mulatta

Dependovirus

Adeno-Associated Virus type 1
Adeno-Associated Virus type 2
Adeno-Associated Virus type 3
Adeno-Associated Virus type 4
Adeno-Associated Virus type 5
Adeno-Associated Virus type 6
Adeno-Associated Virus type 7
Adeno-Associated Virus type 8
Bovine Adeno-Associated Virus
Canine Adeno-Associated Virus
Equine Adeno-Associated Virus
Ovine Adeno-Associated Virus
Avian Adeno-Associated Virus

Uomo
Uomo
Uomo
Uomo
Uomo
Uomo
Uomo
Uomo
Bovini
Cane
Cavallo
Ovini
Uccelli
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Variabilita Genetica

Lo studio della variabilita genetica fra isolati di B19 & importante sia per comprendere meglio
I’evoluzione del virus sia per ’identificazione di determinanti critici nell’interazione virus-cellula.
Uno studio di allineamento globale, eseguito su 16 sequenze complete di isolati di virus B19
presenti nel database NCBI [Gallinella et al., 2003] e concentrato sulla regione interna di 4830 nt
del genoma di B19, ha identificato 216 posizioni variabili: di queste, 69 sono presenti in pit di un
isolato (in genere tra due e otto) mentre 147 si rinvengono solo in singoli isolati; in particolare, 208
di questi polimorfismi implicano solo due differenti basi, a differenza delle restanti 8 posizioni che

ammettono piu basi.

Variabilita Variabilita

NCBI Ref. Isolato Origine Campione
(nt) (%)
NC_000883 1 HV Inghilterra, 1990 Siero 28/4830 0.58
M24682 2 Wi Inghilterra, 1973 Siero 27/4830 0.56
M13178 3 Au USA, 1982 Siero 16/4830 0.33
768146 4 Stu Inghilterra, 1993 Siero 19/4830 0.39
770528 5 2/ Germania, 1994 Siero 23/4578 0.50
Z70560 5 111 Germania, 1994 Siero 13/4621 0.28
Z70599 5 SP2 Germania, 1994 Siero 28/4514 0.62
AF113323 6 SLE Germania, 1997 Siero 31/4538 0.68
AB030673 7 N8 Giappone, 1987 Siero 11/4628 0.24
AB030693 7 Mi Giappone, 1999 Midollo Osseo 10/4663 0.21
AB030694 7 Rm Giappone, 1999 Midollo Osseo 35/4663 0.75
AF161223 8 Kati 1 Finlandia, 1999 Sinovia 27/4265 0.63
AF161224 8 Kati 2 Finlandia, 1999 Sinovia 22/4265 0.52
AF161225 8 Kati 3 Finlandia, 1999 Sinovia 29/4268 0.68
AF161226 8 Kati 4 Finlandia, 1999 Sinovia 23/4279 0.54
AY028237 9 E.1l1 Svezia, 2001 Siero 21/4513 0.47

Sequenze impiegate nello studio di allineamento globale

Dall’analisi del gruppo di isolati Katil-4, ottenuti da sinovie di infezioni sia croniche che acute, €
evidente una variabilita rientrante nella media che non presuppone una specificita tissutale di queste
varianti. Questi dati indicano che, rispetto alla sequenza consenso HV, ogni isolato mostra uno
stretto range di variabilita, compresa tra o 0.21 e 0.75% (da 10 a 35 basi per isolato).

Allineamenti parziali effettuati a livello della regione del promotore, della NS e della VP
(comprendente la VP1u e la VP1/VP2 comune) hanno poi evidenziato aspetti molto interessanti:
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1. La regione del promotore risulta essere quella piu liberamente variabile. Sono state riportate
divergenze intorno allo 0.3% [Gareus et al., 1998] e oltre il 4% [Zakrzewska et al., 2001], senza
osservare alterazioni delle sue caratteristiche funzionali.

2. Laregione NS mostra solo una debole variabilita. Probabilmente la variabilita di questa regione
puod implicare una variazione delle caratteristiche funzionali della proteina, con possibili
conseguenze sulla biologia del virus; in particolare [Hemanuer et al., 1996] sembra possa essere
importante la sostituzione della cys 508 della proteina NS, da un punto di vista di persistenza
dell’infezione e risposta immunitaria, anche se tuttavia le maggiori sostituzioni si osservano
nella regione compresa tra gli aa 181 e 192 [Ishii et al., 1999].

3. Nella regione VP1u si riescono ad identificare due distinti domini: il primo mostra elevata
variabilita e corrisponde alla regione che codifica per numerosi epitopi lineari neutralizzanti; il
secondo e conservato e corrisponde al dominio della fosfolipasi virale (nt 3150-3327),
essenziale per I’infettivita del virus [Gallinella et al., 2003].

4. La regione VP1/2 invece mostra una variabilita nettamente inferiore ed estremamente

omogenea.

Varianti genotipiche

Nel 1999 ¢ stata riportata 1’identificazione di un isolato virale [Nguyen et al., 1998; Nguyen et al.,
1999], ritrovato nel siero di un bambino di 8 anni affetto da anemia aplastica associata a deficit di
G6PDH, geneticamente distinto dal B19 e denominato V9. | test sierologici standard per il B19 non
rivelarono la presenza del B19 in questi campioni dimostrando che la patologia era dovuta al V9,
virus emergente che non presentava cross-reattivita nei test B19-specifici sottolineando la necessita
di tecniche specifiche per la ricerca del V9. La variabilita si estende lungo I’intero genoma, con una
divergenza nucleotidica superiore al 12% tra V9 e B19.

Nel 2002 [Hokynar et al., 2002], in seguito ad uno studio su campioni di cute umana effettuato su
34 pazienti finlandesi, due ulteriori varianti di Erythrovirus sono emerse, indicate col nome di LaLi
e HaAM. Peraltro queste varianti hanno mostrato una persistenza a livello cutaneo, mentre non sono
state rinvenute in campioni di midollo osseo e sinovie; cio indica una correlazione tra genotipo
virale e tropismo tissutale. Questi due isolati differiscono tra loro per lo 0.3% della sequenza
nucleotidica. Analisi di sequenza hanno dimostrato che questo nuovo virus presenta, a livello della
sequenza codificante, una variabilita genetica del 10.8% rispetto alla sequenza di riferimento del
B19 e dell’8.6% rispetto alla variante V9, mentre la divergenza a livello della regione non

codificante é superiore ed € pari al 26.5% e 17.2% rispettivamente [Hokynar et al., 2002; Nguyen et
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al., 2002].

Analisi filogenetiche e di allineamento degli isolati LaLi e V9 con la sequenza di consenso di B19

(Au) hanno permesso di stabilire che:

1. Alivello del promotore le divergenze ammontano al 26.5% e 30,7% rispettivamente fra LaLi e
Au e fra V9 e Au al e per la massima parte sono rappresentate da delezioni

2. Nella regione NS si osservano disomologie pari al 12.9% in nt e al 6% in aa fra LaLi e Au e pari
al 13,4% e 5,8% fra V9 e Au.

3. Nella regione VP1u le differenze fra LaLi e B19 ammontano al 4.6% in nt e al 4.4% in aa,
mentre nella regione VP1/2 comune si arriva al 9% in nt e all’2.1% in aa. Fra V9 ¢ B19 la
differenza nella VP1u e di circa 8,5% in nt e 6,6% in aa mentre nella regione VP1/2 & pari a
11,7% innt e 3,1% in aa.

Lo studio condotto in Francia tra il 1999 e il 2001 [Servant et al., 2002] ha infine portato

all’identificazione di 11 nuovi isolati, con parametri di restrizione omologhi al virus V9 e percio ad

esso correlabili. Un clone ottenuto da questi, denominato D91.1, é stato sequenziato ed impiegato in
studi filogenetici. Dal confronto degli isolati V9, D91.1, LaLi e HaAM con 12 séquenze di virus

B19 presenti in NCBI e emerso che:

1. La massima disomologia é osservata a livello della regione del promotore p6, con divergenze
oscillanti tra il 19.8 e il 25.7%.

2. 1 virus V9 e D91.1 sono piu diversi tra loro (5.3%) che non i diversi isolati B19 (tra lo 0.2 e
1’1.1%), dai quali distano per un 14% in sequenza nucleotidica.

3. Il virus LaLi mostra disomologie nucleotidiche del 12% rispetto al B19 e del 9.3% rispetto al
Vo.

5. |
Lali F—EHHEHEHHE -

AB

Do1.1
Vo H—EE-E-— -

B _dreediomologia (290%)

Nello studio sopra riportato sono stati presi in esame piu di 1084 campioni di siero suddivisi, in

base a parametri epidemiologici e clinici, in 5 gruppi: 396 sono risultati positivi, di cui 385 hanno
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evidenziato parametri di restrizione per il B19, mentre i restanti 11 parametri V9 simili. Il fatto che
9 di questi 11 isolati provengano da campioni francesi, unitamente al mancato loro rinvenimento in
altre zone, puo far supporre che la loro circolazione sia limitata a questa area geografica, con una

frequenza pari all’11.4%.

Gruppo Quadro clinico Provenienza
A Pazienti HIV positivi Francia, 1992 - 1997
B Idropi fetali Francia, 1995 - 1997
C Gestanti con sintomi da infezione B19 USA
D Pazienti B19 positivi Francia, 1972 - 1999
E Studio Prospettico Francia, 1999 - 2001

Campioni di siero impiegati nello screening del 2002 in Francia [Servant et al., 2002]

Quasi contemporaneamente al precedente studio ¢ stato riportato 1’isolamento di una ulteriore
variante di Erythrovirus umano, denominata A6, proveniente da un soggetto italiano HIV positivo
affetto da anemia cronica [Nguyen et al., 2002]. Dal sequenziamento di due distinti cloni del virus
A6 (omologhi per il 99.7% della sequenza nucleotidica) ¢ stato possibile evidenziare un’omologia
dell’87.8% per il virus B19 e del 92% per il virus V9, contro 1’86.6% di omologia tra B19 ¢ V9. Un
dato importante emerso é che le differenze tra virus A6 e B19 risultano essere meno marcate da un
punto di vista di sequenza amminoacidica, piuttosto che nucleotidica: cio indica che parte delle
variazioni sono sinonime. L’isolato A6, sulla base della sequenza nucleotidica, puo essere fatto
rientrare all’interno del genotipo 2, unitamente agli isolati Lali e HaAM.

Alla luce dei risultati ottenuti é stata quindi proposta una suddivisione degli Eythrovirus umani in
tre ben distinti genotipi, sulla base delle distanze genetiche emerse: i virus B19-correlati
corrispondono al genotipo 1, le forme LaLi e A6 appartengono al genotipo 2 e i virus V9-correlati
(come D91.1) costituiscono il genotipo 3.

Tutti i genotipi sono in circolazione ma con una distribuzione geografica e temporale differente.

Il genotipo 1 & quello che circola maggiormente nelle diverse aree geografiche [Hubschen et al.,
2009]. 1l genotipo 2 ¢ raro e sporadicamente puo essere trovato in alcune zone geografiche inclusa
I’Europa [Liefeldt et al., 2005; Cohen et al, 2006; Grabarczyk et al., 2011]. Il genotipo 3, si trova
maggiormente in Africa occidentale, dove rappresenta il genotipo prevalente, e in quantita minore
in altre regioni [Parsyan et al., 2007].

Se si analizza il virus presente nei tessuti in forma persistente segno di una passata infezione, il
cosidetto bioportfolio, il quadro ¢ differente e fornisce un’idea della circolazione e

dell’epidemiologia del virus in passato [Norja et al., 2006]. Seppure con differenze, tutti i genotipi
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sono stati identificati nei tessuti, a conferma della capacita del Parvovirus B19 di stabilire
persistenza. Stranamente il genotipo 2 ¢ stato trovato nei tessuti con un’incidenza superiore rispetto
a quella con cui si trova normalmente in circolazione [Schneider et al., 2008; Corcioli et al., 2008].
In Europa I’incidenza si € visto essere maggiore in soggetti adulti € minima in persone nate dopo il
1960-1970, quando invece inizia ad essere dominante il genotipo 1, suggerendo una sorta di
sostituzione in quegli anni del genotipo 2 col genotipo 1.

La divergenza genetica fra genotipi & ancora oggetto di studio tuttavia dalla analisi delle sequenze
di B19 raccolte nel tempo é stato possibile ipotizzare una rapida dinamica evolutiva, con una
velocita di circa 10 nucleotidi sostituiti per posizione per anno [Shackelton et al., 2006]. Questa
ipotesi é stata supportata da studi su un dataset di sequenze delle VP relative a isolati di B19 derivati
da sangue o da tessuti, in cui & stata messa a confronto la velocita di cambiamento nella sequenza
del virus in circolazione rispetto a quello presente nei tessuti [Norja et al., 2008]. Gli isolati da
plasma presentavano una velocita di sostituzione pari a 4 x 10™ e di sostituzione sinonima pari a 18
x 10 per sito per anno, un’elevata frequenza di mutazione che permette rapidi cambiamenti
adattativi da parte del virus. Secondo queste stime il comune antentato delle varianti di B19 oggi
circolanti risalirebbe al 1956-1959, compatibilmente con i dati relativi al bioportfolio. | dati invece
relativi agli isolati di B19 derivati dai tessuti sono compatibili con 1’idea che ci sia una lenta o
assente mutazione di sequenza quando il virus stabilisce persistenza nei tessuti.

In conclusione 1’elevata velocita di sostituzione nucleotidica unitamente alla rapida diffusione
dell’infezione puo portare a una veloce diversificazione degli isolati.

L’elevato rapporto tra sostituzioni sinonime e non sinonime, fa pensare ad una elevata pressione
selettiva sul virus e al tempo stesso rende conto dell’uniformita di comportamento biologico e di

immunogenicita fra i diversi genotipi [Ekman et al., 2007].

Struttura del virus

Organizzazione del genoma virale

La caratterizzazione del genoma del parvovirus B19 e stata inizialmente ottenuta analizzando il
DNA virale purificato da siero infetto [Clewley, 1984; Summers et al., 1983]. Il virus é stato
purificato dal siero mediante ultracentrifugazione su cuscino di saccarosio. La lisi dei virioni e la
successiva purificazione del DNA virale mediante estrazione con fenolo-cloroformio hanno
prodotto una molecola di DNA a doppia catena di dimensioni superiori a 5 kb, facilmente separabile

nelle due catene singole mediante trattamento a 70°C o con alcali. La purificazione del DNA virale
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in condizioni tali da prevenire la riassociazione delle catene ha prodotto invece molecole a singola
catena in grado di riassociarsi in vitro nella forma a doppia catena. E stato cosi osservato che il
genoma del parvovirus B19 consisteva in un’unica molecola lineare di DNA monocatenario, il che
unitamente alla morfologia del virus e alle sue ridotte dimensioni hanno confermato 1’appartenenza
del B19 alla famiglia Parvoviridae. Inoltre si e visto che molecole di opposta polarita sono
incapsidate separatamente con uguale frequenza, proprieta condivisa con Dependovirus [Crawford
et al., 1969] e Densovirus [Kelly et al., 1977]. Non c’era tuttavia evidenza che I’infezione di B19
fosse dipendente dalla coinfezione di virus helper (come per i Dependovirus) ne vettori artropodi
sembravano essere implicati nella trasmissione del B19 (come nel caso dei Densovirus). E stato
invece riportato che il Parvovirus Lulll a differenza degli altri Parvovirus [Siegl, 1976] era in grado
di impacchettare entrambi i filamenti con simile efficienza [Muller and Siegl, 1983]. Sulla base di
queste osservazioni il B19 venne inizialmente classificato come appartenente al genere Parvovirus.
La clonazione molecolare del genoma di B19, effettuata per la prima volta nel 1984, ha in seguito
consentito di ottenere la sequenza nucleotidica completa e di analizzare lI'organizzazione genomica
del DNA virale, partendo da due differenti isolati virali: Wi dall’Inghilterra e Au dagli USA
[Cotmore, Tattersall, 1984; Deiss et al., 1990; Shade et al., 1986]. L'intera molecola e lunga 5596
nt; sequenze terminali in ripetizione invertita di 383 nt fiancheggiano una sequenza interna unica di
4830 nt, contenente l'intera regione codificante del B19. | 365 nt distali nelle sequenze terminali
contengono un asse di simmetria e formano un palindromo imperfetto, che pud essere presente in
due diversi arrangiamenti (denominati flip/flop), essendo ciascuno il complemento inverso
dell'altro. Queste sequenze sono in grado di ripiegarsi su se stesse in un segmento bicatenario a
forcina (hairpin); strutture terminali a forcina sono state osservate direttamente in microscopia
elettronica [Mori et al.,1987; Zuccheri et al., 2001]. Le basi disappaiate nell’hairpin formano
caratteristiche “bubbles” la cui dimensione e posizione sembra essere conservata tra i diversi isolati
di B19 [Deiss et al., 1990; Zhi et al., 2004]. La presenza di questi disappaiamenti introduce delle
distorsioni nelle strutture terminali in base alle quali i diversi isomeri possono essere distinti. La
precedenti osservazioni furono confermate tramite clonazione e sequenziamento di un ulteriore e
differente isolato virale, Stu [Hicks et al., 1996], a partire dalla regione interna ed estendendosi ai
terminali. Infine ¢ stato piu recentemente ottenuto un clone contenente 1’intero genoma B19
dall’isolato HV, la cui sequenza completa si estende per tutto il genoma, compresi i terminali ed €
stato inserito nel database NCBI [Gallinella, Venturoli, 1999]. L'organizzazione genomica del
parvovirus B19 si discosta dagli altri parvovirus animali che di solito impacchettano con maggior
frequenza le catene di polarita negativa (anti-messaggero) e i cui termini sono differenti fra di loro
per sequenza e conformazione [Cotmore, Tattersall, 1987].
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Il genoma di B19 ricorda invece quello dei parvovirus Adeno-Associati [Berns, Bohenzky, 1987];
in entrambi i casi sono presenti molecole di DNA di entrambe le polarita, incapsidate con uguale
frequenza; in entrambi i casi una sequenza interna unica codificante & fiancheggiata da ripetizioni
terminali che possono assumere una struttura secondaria complessa. | termini del B19 sono pero di
dimensioni maggiori dei termini dei virus Adeno-Associati, mentre in questi ultimi assumono una
conformazione pitl complessa. E stato inoltre riportato che per gli AAV le regioni terminali sono

essenziali per I’incapsidazione e I’integrazione nei cromosomi dell’ospite [Wang et al., 1996].

1 ) [iTaYa) ) 1200 ) [eTa%a) L 100 ) 500
N I
ITR IR ITR
5 NS (77 VP1 (84 =
=
P6 promoter
7.5 VP2 (58 11 kDa

Organizzazione del genoma di parvovirus B19

Il virione

Inizialmente studi biochimici condotti sui virioni hanno evidenziato caratteristiche in comune con
altri Parvovirus, analogamente a questi il capside del B19 ¢ costituito da due proteine strutturali, per
il 90-95 % dalla proteina capsidica minore VP2 e per la parte restante dalla proteina maggiore VP1
[Cotmore et al., 1986].

Studi di microscopia crioelettronica e di diffrazione ai raggi X condotti sui virioni generati mediante
il sistema Baculovirus hanno permesso di ottenere i primi dati sperimentali circa la struttura dei
capsidi [Agbandje et al., 1991; Agbandje et al., 1994; Kaufmann et al., 2004], confrontati
successivamente con quelli ottenuti dagli studi sui virioni nativi cristallizzati [Kaufmann et al.,
2008].

| dati suggeriscono una organizzazione del capside analoga a quella di altri parvovirus. Il virione del
B19 é un icosaedro costituito da 60 unita proteiche e ciascuna unita capsomerica ha una struttura di
base che costituisce il nucleo centrale del capside data da un foglietto f composto da 8 filamenti fra
cui si interpongono anse che contribuiscono alla definizione della superficie esterna del virione.
Analogamente ad altri Parvovirus in corrispondenza di uno degli assi di simmetria, 1’asse 5, €
presente una struttura cilindrica che forma un canale di connessione fra I’interno del virione e
I’esterno e i cui margini sono circondati da una depressione. In modo del tutto caratteristico, invece,

il capside del B19 possiede complessivamente una superficie rotonda e liscia.
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Struttura tridimensionale della proteina capsidica VP1 e del virione

Data la ridotta presenza di VP1 nei virioni, la porzione N-terminale della VP1 (VP1u) non e stata
determinata in cristallografia e quindi la struttura atomica precisa non & ancora nota. Diverse ipotesi
sono state proposte circa la sua disposizione: la VP1u puo essere disposta all’esterno ed essere
riconosciuta dal sistema immunitario [Rosenfeld et al., 1992] o all’interno del capside, come in altri
membri della famiglia, con esternalizzazione in caso di danneggiamento del virione o nelle prime
fasi di interazione con la cellula [Ros et al., 2006]. L’analisi comparata fra i virioni ottenuti
mediante il sistema ricombinante basato sui Baculovirus e i virioni nativi ha messo in evidenza che
in questi ultimi le porzioni della VP1u critiche per I’infezione ¢ la risposta immunologica (il core
enzimatico PLAZ2 e gli epitopi neutralizzanti) non sono in realta esposte sul capside, ma diventano
accessibili solo a seguito di un riarrangiamento conformazionale, a differenza di quanto osservato
invece per le particelle ricombinanti [Kawase et al., 1995]. La disposizione e i possibili
riarrangiamenti conformazionali che coinvolgono la regione PLA(2) dotata di attivita fosfolipasica
sono critici per la I’efficace interazione del virus con la cellula [Zadori et al., 2001; Canaan et al.,
2004].

L'espressione delle proteine capsidiche e stata ottenuta in cellule eucariotiche dove si assemblano e
formano particelle simil-virali, VLP, simili ai virioni nativi. In particolare, il sistema di espressione
piu utilizzato & quello basato sul Baculovirus in cellule di insetto che ha consentito I'ottenimento di
rese elevate di proteine virali [Brown et al., 1991; Kajigaya et al., 1991].

L’espressione della proteina VP2 da sola e sufficiente per la formazione di capsidi
morfologicamente regolari. La proteina VVP1 da sola non ¢ in grado di formare capsidi, ma piuttosto
strutture irregolari; forme progressivamente troncate di VP1 tornano man mano a formare capsidi
regolari. Il rapporto fra VP1 e VP2 appare fisso nei virioni autentici, ma sperimentalmente e

possibile arricchire i virioni in VP1 dal 5% al 40%.
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Ciclo vitale

Fasi iniziali del ciclo vitale

Il ciclo vitale del B19 inizia con il riconoscimento da parte delle proteine capsidiche di uno
specifico recettore presente sulle cellule bersaglio, che rappresenta un determinante critico per il
tropismo del virus.

Come per altri virus animali anche per il parvovirus B19 ¢ stata evidenziata un’attivita
emagglutinante nei confronti degli eritrociti umani e di altri primati [Brown, Cohen, 1992]. In
questo caso, visto che le cellule bersaglio del B19 sono i precursori eritroidi, e stata ipotizzata
I’identita fra la molecola agglutinante e il recettore virale. E stato quindi inizialmente utilizzato un
saggio di inibizione dell’emagglutinazione per identificare la molecola cellulare coinvolta: capsidi
ricombinanti prodotti in Baculovirus e dotati di attivita emagglutinante sono stati preincubati con
diverse frazioni della membrana eritrocitaria o di cellule UT-7 (permissive per il B19).
Frazionamenti successivi hanno identificato un glicolipide neutro di membrana, il
globotetraosilceramide, Gb4Cer o globoside, come molecola in grado di inibire selettivamente
I’emagglutinazione da parte del B19.

La rilevanza biologica del legame fra capside e globoside € stata valutata mediante esperimenti di
neutralizzazione dell’infettivita su piastre di metilcellulosa. La presenza di un eccesso di globoside
purificato o di un anticorpo anti-globoside, contemporaneamente alla incubazione delle cellule di
midollo con il virus, ¢ in grado di neutralizzare competitivamente 1’infettivita virale, risultato che
permette di identificare tale molecola come recettore cellulare del B19.

E degno di nota il fatto che il globoside costituisca I’antigene del gruppo eritrocitario P. 1l
polimorfismo allelico all’interno di questo gruppo antigenico determina la comparsa, seppur a bassa
frequenza, di fenotipi che non esprimono il globoside sulla membrana cellulare (fenotipo p). E stato
visto che, durante I’infezione in vitro, tali cellule sono naturalmente resistenti e che individui di
fenotipo p non hanno segni sierologici di infezione da B19. Questo esempio ha costituito il primo
caso identificato di una popolazione naturalmente resistente a un’infezione virale per assenza
geneticamente determinata del recettore cellulare [Brown et al., 1994]. Il fenomeno puo essere visto
come un esempio di coevoluzione fra ospite e patogeno, dove il polimorfismo puod rappresentare in

guesto caso un vantaggio selettivo.
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Globoside

Struttura chimica del globoside e modello di interazione con il virus

Oltre che sui progenitori eritroidi il recettore & presente su diversi tipi di cellule come le cellule
endoteliali della vena ombelicale (HUVEC) e i fibroblasti polmonari (NHLF) e pu0 essere
coinvolto nel legame del virus alla cellula; tuttavia il livello di espressione di tale recettore non é
direttamente correlato all’efficienza di tale legame.

L’interazione fra il capside e il globoside ¢ stata investigata in vitro: non sembra esserci interazione
fra il virus e la superficie cellulare ricostruita il che suggerisce la necessita di una particolare
distribuzione dei lipidi ad esempio in lipid rafts o la presenza di corecettori affinché ci sia
un’interazione funzionale [Kaufmann et al., 2005].

Diversi studi documentano come la presenza del solo globoside sulla superficie cellulare non sia di
per se sufficiente per la corretta internalizzazione del virus.

La linea cellulare eritroleucemica K562 pur presentando sulla membrana il globoside non permette
il processo di penetrazione virale; tuttavia il cambiamento verso un fenotipo cellulare aderente ha
reso possibile I’internalizzazione del virus. Questa osservazione ha portato alla scoperta di molecole
che fungono da co-recettori, le integrine di tipo a5B1, coinvolte nel legame e nell’internalizzazione
del virus e presenti sulla superficie dei progenitori eritroidi e sperimentalmente inducibili sulle
cellule K562. La funzione di tale corecettore pud essere aumentata stabilizzando la conformazione
ad alta affinita o inducendo la clusterizzazione dell’integrina B1, a testimoniare il possibile ruolo del
signalling ad essa associato nell’internalizzazione del B19 [Weige<I-Kelley et al., 2003]. La
funzione delle integrine sembra essere regolata in modo cellula-specifico attraverso la
coespressione delle integrine: 1’ingresso preferenziale del B19 nelle cellule progenitrici eritroidi €
promosso da una robusta risposta dell’integrina f1 aumentata dalla preclusterizzazione con le
integrine B2 e B3 coespresse [Weigel-Kelley et al., 2006].

Sono state osservate deboli interazioni fra il B19 e glicolicosfingolipidi tessuto-specifici, diversi dal
globoside tuttavia non é stato dimostrato il ruolo funzionale di nessuna di queste molecole [Cooling

et al., 1995]. E stato invece identificato un possibile corecettore alternativo il Ku80 che pur essendo
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una proteina nucleare e stata trovata sulla superficie delle cellule CD36, CD3 T e CD20 B,
suggerendo come possibile target la linea linfoide [Munakata et al., 2005]. Tuttavia la valenza di
tale corecettore nella patogenesi virale richiede ulteriori approfondimenti.

Si puo ipotizzare un modello multistep di interazione in cui avviene un primo legame del virus al
globoside, seguito da una piu forte interazione con le integrine che porta infine all’internalizzazione
del virus.

L’assenza delle integrine sulla superficie cellulare dei reticolociti (RBC: Red Blood Cells), su cui
invece sono abbondanti le molecole di globoside spiega il mancato attacco del virione agli eritrociti
maturi; mentre nei BFU-E/CFU-E, in cui i livelli sia di globoside che di integrine a5B1 sono elevati,
queste ultime possono attivarsi e innescare una cascata di eventi che consente una infezione virale

produttiva. Questi aspetti sono attualmente oggetto di ulteriori approfondimenti.
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Modello di interazione virus-cellula

Secondo alcuni studi la regione VP1u localizzata all’interno del capside potrebbe subire un
riarrangiamento nelle prime fasi di interazione con la cellula con successiva esposizione all’esterno
[Ros et al., 2006]. L’esposizione della VP1u faciliterebbe 1’internalizzazione e I’uncoating del virus.
Nelle cellule UT7EpoS1 la maggior parte dei virioni si distacca a seguito dell’interazione col
recettore acquistando una maggiore capacita di legame e una maggiore infettivita, dovuta a un
riarrangiamento conformazionale del capside e a una maggiore accessibilita della VP1u. La capacita
di interagire, staccarsi e riattaccarsi alla cellula sembrerebbe aumentre la possibilita di un infezione
produttiva [Bonsch et al., 2010].

| primi step del ciclo vitale del virus sono stati investigati nelle cellule UT7/Epo [Quattrocchi et al.,
2012] in cui il virus e il recettore si associano ai lipid rafts e il virus & successivamente
internalizzato mediante meccanismo di endocitosi clatrina dipendente. Il virus rapidamente diffonde
attraverso il pathway di endocitosi raggiungendo il compartimento lisosomiale in pochi minuti,
dove una elevata frazione viene degradata. Le vescicole di endocitosi non sono permealizzate
suggerendo una rilascio del virus senza apparente danno della membrane.

Gli studi inerenti le fasi iniziali dell’infezione sono attualmente oggetto di studi piu approfonditi.
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Tropismo

Il Parvovirus B19 presenta un tropismo limitato ai precursori eritroidi, cellule suscettibili e
permissive all’infezione del virus.

Inizialmente I’associazione fra I’infezione del Parvovirus B19 e i disturbi associati all’eritropoiesi
suggeri che il principale bersaglio del virus potessero essere i precursori eritroidi. Successivi studi
hanno poi confermato questa ipotesi, verificando I’inibizione dell’eritropoiesi in vitro da parte del
virus e rivelando la presenza di componenti virali in colture di progenitori eritroidi infettati, e hanno
condotto all’allestimento di sistemi cellulari in vitro per lo studio dell’infezione da B19.

Cellule di midollo osseo, coltivate su terreni semisolidi come la metilcellulosa, possono formare
colonie generate dai precursori della serie eritroide (BFU-E e CFU-E), megacariocitaria (CFU-Meg)
e granulo-monocitaria (CFU-GM). La preincubazione delle cellule con siero viremico porto ad una
mancata formazione di colonie eritroidi, lasciando inalterate le colonie di derivazione granulo-
monocitaria. L’effetto di questa inibizione poté essere annullato dalla preincubazione del siero
viremico con siero contenente anticorpi anti-B19. La selettiva scomparsa delle colonie eritroidi €
attribuibile al tropismo e al successivo effetto citotossico del virus [Mortimer et al., 1983].

Cellule di midollo osseo coltivate in sospensione furono infettate con il Parvovirus B19. In questo
caso le forme replicative del DNA virale furono evidenziate mediante Southern blotting
esclusivamente nella frazione eritroide, mentre non erano presenti nella frazione mieloide o
linfocitaria. Le cellule infettate erano inoltre evidenziabili mediante ibridazione in situ per la
ricerca degli acidi nucleici virali o mediante immunofluorescenza per la ricerca delle proteine
capsidiche [Ozawa et al., 1986; Ozawa et al., 1987; Young et al., 1984].

La propagazione del B19 in cellule del midollo osseo stimolate con eritropoietina e limitata; un
arricchimento per i precursori eritroidi permette invece un maggiore grado di replicazione virale
[Srivastava et al., 1988]. | precursori eritroidi del midollo osseo sono quelli prevalentemente
utilizzati, ma precursori infettabili sono presenti anche nel sangue periferico [Schwarz et al., 1992],
nel sangue di cordone ombelicale [Srivastava et al., 1992] e nel fegato fetale [Brown et al., 1992;
Yaegashi et al.,1989]. Recentemente sono state messe a punto tecniche per la generazione di
precursori eritroidi (EPCs) da cellule staminali ematopoietiche del sangue periferico (HSCs),
sistema altamente permissivo e suscettibile all’infezione di B19 [Wong et al., 2008; Filippone at al.,
2010].

Le cellule staminali non sono infettate, mentre i principali bersagli sono cellule della linea eritroide
maggiormente differenziate, come BFU-E, CFU-E ed eritroblasti [Takahashi et al., 1990]. Anche i
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megacarioblasti sembrano essere interessati dall’infezione, subendo un effetto citotossico senza
essere permissivi per la replicazione virale [Srivastava et al., 1990].

La replicazione in linee cellulari continue di derivazione emopoietica & invece piu ristretta. Linee
cellulari di derivazione eritroleucemica come K562, TF1 o HEL non sono permissive alla
replicazione virale, probabilmente perché troppo indifferenziate. La replicazione é stata invece
ottenuta in una linea eritroleucemica (JK-1) con caratteristiche di spiccata differenziazione eritroide
[Takahashi et al., 1993; Soderlund et al., 1995; Srivastava et al., 1990] e in altre linee cellulari con
caratteristiche megacarioblastoidi (KU812Ep6, UT-7 e MB-02) [Miyagawa et al., 1999; Munshi et
al., 1993; Shimomura et al., 1992]. Nelle cellule JK-1 lo stato di permissivita e indipendente dalla
eritropoietina; il trattamento con eritropoietina aumenta pero il livello di permissivita. Nelle altre
linee il condizionamento con eritropoietina induce le cellule verso un differenziamento eritroide che
consente la permissivita cellulare. Mentre le MB-02 vanno incontro a differenziamento terminale, le
KUB12Ep6 e le UT-7 mantengono un fenotipo sostanzialmente immaturo, che consente di

mantenere ’infezione in vitro per periodi prolungati.
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La produzione di virioni in tutti i sistemi cellulari permissivi all’infezione di Parvovirus B19 rimane
comunque molto limitata. Lo studio del ciclo infettivo del viurs risulta limitato all’'uso di colture
primarie o a linee cellulari infettate con il virus nativo presente nel siero di campioni biologici.

Una soluzione alternativa data la limitata replicazione virale in vitro ¢ 1’utilizzo di cloni genomici
con potere infettante come é stato fatto per altri virus quali gli Adenoassociati. Gli inserti escissi
vengono trasfettati nelle cellule e valutata la loro capacita di generare virioni infettanti. Tale sistema
permette sia uno studio sequenza-funzione del genoma virale sia la produzione di particelle
ricombinanti per possibili applicazioni biotecnologiche. | primi tentativi hanno visto la produzione
di cloni incompleti o riarrangiati, che non hanno mostratto alcuna funzionalita [Cotmore et al.,
1984; Deiss et al., 1990]. E stato successivamente sviluppato un ibrido B19-AAV capace di
generare particelle virali simili al B19 [Srivastava et al., 1989; Ponnazhagan et al., 1998]. Infine

sono stati sviluppati cloni di B19 contenenti 1’intero genoma che si sono dimostrati funzionali
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generando particelle virali infettanti [Zhi et al., 2004; Filippone et al., 2008]. Questo sistema
permette studi di espressione e di caratterizzazione delle proteine virali [Zhi at al, 2006], ma

presenta una bassa resa in termini di produzione di progenie virale.

Restrizione e permissivita cellulare
Lo studio dei fattori cellulari coinvolti nel regolare la permissivita o la restrittivita all’infezione
virale rappresenta un campo di acceso interesse. Principale oggetto di studio per comprendere
meglio questi aspetti sono stati diversi sistemi cellulari come le UT7EpoS1, cellule suscettibili
all’infezione ma restrittive e a bassa resa; colture primarie di precursori eritroidi, modello che
riproduce cio che succede durante I’infezione naturale; sistemi cellulari diversi da quelli target che
possono riprodurre in tipo di interazione presente in vivo e possono rappresentare sistemi
manipolabili in vitro.
Fra i vari aspetti critici nel modulare la permissivita al virus e stata presa in considerazione la
richiesta di eritropoietina aggiunta alle colture cellulari necessaria non solo per la crescita cellulare
ma anche perché promuove I’attivazione del recettore EpoR e ’innesco del pathway sottostante che
risulta necessario per la replicazione virale [Chen et al., 2010]. Questo probabilmente spiega
almeno in parte la restrizione dell’infezione del B19 limitata ai precursori eritroidi.
Un‘ulteriore aspetto critico per la replicazione virale preso in considerazione in diversi studi € la
condizione di ipossia [Pillet et al., 2004], non dipendentente dal pathway classico mediato da
HIFalpha ma dai pathway di STAT5A e MEK/ERK. Questa condizione sembra mimare cid che
succede in vivo quando il virus infetta i precursori eritroidi del midollo osseo in un contesto
naturalmente ipossico e dunque sembra rappresentare un’adattamento del virus all’ambiente.
La replicazione puo inoltre essere supportata dalla funzione helper dell’Adenovirus. In diversi
contesti cellulari permissivi e non, come le cellule UT7EpoS1 e 293, ¢ stato visto che 1’Adenovirus
o Despressione delle sue componenti E2a, E4orf6 ¢ VA RNA permettono di aumentare la
replicazione virale [Guan et al., 2009; Winter et al., 2012]; in particolare modo E4orf6 promuove la
replicazione determinando un aumento della produzione delle proteine capsidiche e VA RNA

promuove un incremento delle proteine capsidiche indipendentemente dalla replicazione.

Gli eventi che seguono 1’attacco e la penetrazione del virus nelle cellule sensibili al B19 mostrano
differenze nei sistemi cellulari utilizzati. Questo significa che esistono diversi gradi di permissivita

all’infezione e quindi differenti livelli di restrizione nel ciclo replicativo virale. Un primo livello ¢
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legato alla capacita della cellula ospite di promuovere la sintesi di riparo della singola catena del
DNA parentale e quindi la conversione del DNA virale da catena singola in catena doppia,
trascrivibile dalle RNA polimerasi cellulari. Un secondo livello di restrizione é invece legato alla
sintesi delle proteine virali in presenza di un corredo completo di RNA messaggeri virus-specifici
[Gallinella et al., 2000].

Replicazione del genoma virale

La replicazione del genoma di B19 avviene nel nucleo della cellula. Dal momento che il virus e di
piccole dimensioni e la capacita codificante e limitata, per la sua replicazione dipende
completamente dal macchinario cellulare e la formazione di progenie virale e limitata alle cellule in
fase S. Recentemente sta emergendo 1’idea che il virus abbia evoluto la capacita di modulare la
progressione della celllula attraverso il ciclo cellulare, a suo vantaggio.

Il modello di replicazione proposto e lo stesso utilizzato per spiegare la replicazione del genoma dei
parvovirus Adeno-Associati e cioeé il modello di Cavalier-Smith [Berns, Bohenzky, 1987]. I
modello prevede che strutture terminali a forcina fungano da innesco per la sintesi di catene
complementari alla catena originale, trasformando cosi una molecola a catena singola in una
molecola a catena doppia. La conversione a dsDNA & il primo evento nella duplicazione del DNA
ed & un importante determinante del ciclo vitale del virus [Gallinella et al., 2000]: cellule permissive
e non permissive possono essere distinte sulla base della diversa capacita di promuovere e
supportare la sintesi del filamento complementare. La catena originale viene poi tagliata in un punto
opposto all'origine della sintesi da parte della proteina NS che insieme alla DNA polimerasi
partecipa al completamento del duplex nella regione rimasta a filamento singolo mediante sintesi di
riparo, ricostituendo cosi la terminazione originale. Tale modello comporta I'esistenza di forme
replicative intermedie caratteristiche, che possono essere identificate a conferma della validita del
modello stesso. In particolare, devono esistere molecole a doppia catena in cui una delle estremita
sia costituita da un‘ansa continua. Nel DNA di B19, entrambe le strutture a forcina terminali
possono fungere da innesco per la sintesi delle catene complementari di DNA. Le prime conferme
della validita del modello vennero da studi in vitro [Cotmore, Tattersall, 1984]: la DNA Polimerasi
| di E.Coli estende la forcina terminale a partire dall'estremo 3' su entrambe le catene, convertendo
il DNA virale a singola catena in una doppia catena con peso molecolare superiore a 5 kb. Il
clivaggio di questa molecola con I'endonucleasi di restrizione BamHI (che taglia la molecola in un
sito unico) produce due doppietti di bande in quantita equimolare, di 3.8-3.9 e 1.4-1.5 kbp

rispettivamente. Per entrambi questi doppietti, la banda a peso molecolare inferiore corrisponde al
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frammento terminale di innesco della sintesi, in cui la molecola di DNA forma un'ansa continua
(forma "turn-around"); la banda a peso molecolare superiore corrisponde al frammento terminale
opposto, in cui la molecola di DNA e completamente estesa in forma a doppia catena (forma

"extended").

Conversione del genoma < 5° 3;
parentale in molecola bicatenaria
G -
N
Risoluzione ed estensione dei —
termini operata dalla proteina NS >
Separazione dei prodgttl qlella c ~>
replicazione - >

Mappa di replicazione del genoma di parvovirus B19

L'infezione in vitro di cellule di midollo osseo ha permesso un’ulteriore conferma di questo modello
[Ozawa et al.,1986]. Il DNA di B19 é stato evidenziato a livello nucleare ed e stato caratterizzato
per la presenza delle forme replicative: e costantemente presente una forma a doppia catena di 5.6
kb, che in seguito a clivaggio con BamHI produce i caratteristici doppietti a 3.8-3.9 e 1.4-1.5 kb.
Effettuando un trattamento di denaturazione e rinaturazione rapida del DNA virale si ha una
denaturazione specifica delle forme "extended", mentre le forme "turn-around™ si ricostituiscono
("snap-back™), confermando cosi che si tratta di forme in cui un estremo € costituito da un filamento
continuo di DNA. Analizzando il DNA virale presente a livello citoplasmatico, oppure purificato
dal virus presente nel sopranatante, sono identificabili invece solo le forme a catena singola o a
catena doppia derivate dalla riassociazione in soluzione durante il processo di purificazione
(differenziabili perché non producono doppietti al clivaggio enzimatico e non vanno incontro a
"snap-back™); queste non sono intermedi replicativi ma costituiscono invece i prodotti della

replicazione del DNA virale.
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Espressione del Genoma Virale

Mappa di trascrizione

L’intermedio replicativo a doppio filamento funge da stampo per la trascrizione. La mappa
trascrizionale del parvovirus B19 é stata inizialmente suggerita dallo studio della sequenza del DNA
clonato [Shade et al., 1986] ed ¢ risultata simile a quella degli altri parvovirus dei vertebrati: solo
una delle due catene di DNA (la catena a polarita positiva) possiede moduli di lettura aperti in grado
di codificare per le proteine virali; la parte sinistra del genoma codifica per la proteina non-
strutturale, mentre la parte destra codifica per le proteine capsidiche. Per compensare le limitate
dimensioni del genoma i Parvovirus sfruttano una serie di meccanismi per aumentarne il potenziale
codificante, come ad esempio 1’utilizzazione di tutti i tre moduli di lettura e la generazione di piu
messaggeri mediante splicing alternativo. La complessita trascrizionale del B19 rappresenta
I’esempio estremo di questa ottimizzazione.

La mappa di trascrizione del B19 e stata ulteriormente studiata e determinata con maggiore
precisione mediante 1’analisi degli RNA messaggeri virali in cellule di midollo infettate con B19 ed
e risultata unica fra i parvovirus conosciuti [Ozawa et al., 1987]. Esistono nove trascritti
poliadenilati che derivano dalla presenza di due siti donatori di splicing ciascuno seguito da due siti
accettori alternativi e dalla presenza di due siti di terminazione della trascrizione

Ciascun mRNA inizia con la medesima sequenza leader (nt 351), guidata da un singolo promotore
in posizione 6 u.m. (P6). Di questi trascritti, tre terminano a meta del genoma, in corrispondenza di
segnali di poliadenilazione insoliti (nt 2639/2645); fra questi il messaggero da 2.3 kb & I'unico che
non subisce processi di splicing, mentre I'escissione di un introne (nt 406-1910/2030) produce due
messaggeri da 0.7-0.8 kb, estremamente abbondanti. | rimanenti sei messaggeri terminano
all'estremita destra del genoma, in corrispondenza di un sito canonico di poliadenilazione (nt.4990),
e sono tutti rimaneggiati per rimozione di uno o due differenti introni. La rimozione del primo
introne (nt 406-1910/2030) e comune per tutti i messaggeri, producendo una molecola da 3.1 kb; la
rimozione di un secondo introne (nt 2183-3045) produce un messaggero da 2.2 kb, mentre la
successiva rimozione di un secondo diverso introne (nt 2183-4704) produce messaggeri da 0.5-0.6
kb, ancora estremamente abbondanti.

La mappatura funzionale [Ozawa et al., 1988] € stata ottenuta mediante traduzione in vitro dopo
selezione negativa dei messaggeri virali. Oligonucleotidi antisenso corrispondenti a diverse porzioni
del genoma di B19 sono stati ibridati in vitro a RNA purificato da cellule di midollo infettate dal
virus e gli ibridi RNA-Oligo generati sono stati degradati mediante RNasi H. | campioni di RNA

sono poi stati utilizzati in sistemi di sintesi proteica in vitro e le proteine virus-specifiche prodotte
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sono state identificate mediante immunoprecipitazione. Questi studi hanno confermato che il
messaggero da 2.3 kb codifica per la proteina non-strutturale (NS), mentre i messaggeri da 3.1 e 2.2
kb codificano per le proteine capsidiche (VP1 e VP2 rispettivamente). La trascrizione del B19 ¢
stata studiata anche mediante sistemi ibridi B19-SV40 espressi transitoriamente in cellule COS-7
[Beard et al., 1989]. Molecole chimeriche contenenti 'origine replicativa del virus SV40 possono
replicarsi transitoriamente ma con elevata efficienza in cellule COS-7, consentendo cosi
I'espressione di sequenze eterologhe. L'espressione di sequenze di B19 in questi vettori ha prodotto
molecole di RNA e proteine indistinguibili dalle molecole autentiche, sia per la proteina non-
strutturale sia per le proteine capsidiche. Infine, librerie genomiche di cDNA virale sono state
allestite sia dal sistema in cellule COS-7, sia da cellule eritroleucemiche infettate con B19 [St
Amand et al., 1991]. Queste librerie sono state utilizzate per la precisa mappatura e lo studio
dell'espressione dei messaggeri a basso peso molecolare da 0.7-0.8 e 0.5-0.6 kb. In sistemi in vitro
[St Amand, Astell, 1993], si é visto che i messaggeri da 0.5-0.6 kb dirigono la sintesi di una
famiglia di molecole proteiche con peso molecolare attorno a 11 kDa (la variabilitd dipende
dall'utilizzo di segnali di inizio alternativi), evidenziabili anche nei lisati di cellule infettate da B19
e localizzate mediante immunofluorescenza nel nucleo e citoplasma delle cellule infette. Inoltre, si e
visto che il modulo di lettura fra i nt 1910-2128, presente sia nei messaggeri da 0.8 kb, sia in quelli
da 0.6 kb, e in grado di codificare per una proteina da 7 kDa. Questa proteina & anch'essa espressa
in cellule infettate da B19, & presente in nucleo e citoplasma e la sua funzione non & ancora
conosciuta [Luo, Astell, 1993].
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Regolazione dell’espressione genica

La regolazione dell'espressione genica del B19 avviene a livello di inizio della trascrizione e a
livello post-trascrizionale e dipende essenzialmente da tre elementi: (a) il promotore della
trascrizione, con le sequenze regolative connesse; (b) i segnali di clivaggio e poliadenilazione dei

messaggeri virali; (c) i segnali di splicing dei messaggeri virali.

Esiste un unico elemento promotore, situato a 6 u.m. (P6), in grado di dirigere la sintesi di tutti i
trascritti virali; infatti, tutti i messaggeri virali iniziano nel medesimo sito in posizione nt 351. I
promotore é stato caratterizzato funzionalmente in vitro mediante esperimenti di "run-off", in cui un
segmento compreso fra i nt 100-350 era in grado di dirigere la sintesi di mRNA virali [Blundell et
al., 1987; Doerig et al., 1987]. Lo stesso segmento € in grado di dirigere I'espressione di geni
eterologhi reporter (CAT o luciferasi) in plasmidi chimerici transfettati in cellule eucariotiche. La
regolazione di questo promotore € complessa e non ancora del tutto chiarita. L'attivita dipende da
un sito canonico di riconoscimento per il fattore di trascrizione TFIID (TATA box) e da una regione
a monte ricca di siti di riconoscimento per fattori di trascrizione cellulari; fra questi, i siti (GC
boxes) di riconoscimento per il fattore Spl risultano necessari per I'attivita del promotore [Blundell
et al.,, 1989; Liu et al., 1991]. Sono stati identificati inoltre siti di legame per il fattore YY1
[Shimomura et al., 1993], per le proteine della famiglia Ets [Vassias et al., 1998], per la proteina
Oct-1 [Raab et al., 2001] e Sp3 [Raab et al., 2002]. L attivita del promotore risulta inoltre regolata
dall’ipossia [Pillet et al., 2004].
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In un ulteriore studio é stata valutata I’attivita del promotore P6 e sono stati caratterizzati gli
elementi regolatori del promotore clonando I’intera sequenza di P6 e diversi subframmenti in vettori
di espressione a monte di un gene reporter codificante per la luciferasi [Gareus et al., 1998]. |
vettori ricombinanti sono stati poi trasfettati in diverse linee cellulari (epiteliali, eritroleucemiche,
linfociti B e T) per studiare ’attivita trascrizionale di P6. Da tale studio ¢ emerso che gli elementi
indispensabili per I’attivita del promotore sono localizzati nelle regioni comprese tra i nt 100 e 190
e tra i nt 233 e 298 di P6. Inoltre trasfettando il vettore di espressione contenente la sequenza P6 in

cellule HeLa che portano stabilmente il gene codificante per I’'NS sotto controllo di un promotore
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inducibile, ¢ stato notato un aumento dell’attivita trascrizionale mediata da P6 in seguito
all’induzione dell’espressione di NS. La regione compresa tra il nt 100 ed il 160 di P6 ¢ risultata
essenziale per 1’azione transattivante di NS come essenziale ¢ risultata la presenza di due elementi
ricchi in GC arrangiati in tandem a monte del TATA box. Questi dati indicano che la
transattivazione di P6 mediata da NS e dipendente dalla combinazione di molti fattori che
comprendono la proteina NS stessa ma anche la presenza di siti di legame per fattori cellulari (ATF,
NFkB/c-Rel e GC-box, Ets) [Raab et al., 2001; Raab et al., 2002; Vassias et al., 1998]. La
regolazione da parte di NS sembra quindi mediata da fattori cellulari, tuttavia un possibile legame
diretto al promotore € stato suggerito dall’immunoprecipitazione di un frammento del P6 mediante
I’uso di un anticorpo anti-NS [Brown, 2006; Raab et al., 2002].

E stato visto come l'attivita di questo promotore non sia di per sé specifica per un determinato tipo
cellulare (in particolare per i precursori eritroidi), ma abbia invece livelli comparabili di attivita in

cellule permissive oppure non permissive per la replicazione virale [Liu et al., 1991].

La mappattura dei siti di poliadenilazione e delle giunzioni di splicing &€ avvenuta mediante
clonazione e sequenziamento di librerie di cDNA ottenute da cellule eritroidi infettate [St Amand et
al., 1991].

Esistono sul genoma due diversi segnali di clivaggio/poliadenilazione uno localizzato a meta del
genoma e uno all’estremita destra. Nel centro del genoma ci sono due siti pApl e pAp2. Il
processamento degli mMRNA a livello del primo sito si basa sull’utilizzo di una sequenza non-
consenso AUUAAA che richiede la partecipazione di elementi in cis ed e influenzato della
sequenza adiacente AAUAAC. Tale sito é quello piu utilizzato e genera la piu abbondante classe di
mRNA. Il sito pAp2 é invece un sito canonico AAUAAA, ma viene utilizzato con frequenza
minore e genera mRNA alternativi fra cui probabilmente quello codificante per la proteina 9 kDa
[Yoto et al., 2006]. Un segnale di sequenza canonica € situato all'estremita del genoma (pAd);
questo elemento e utilizzato nella maturazione dei messaggeri che codificano per le proteine
capsidiche. Il bilancio fra i messaggeri per la proteina non-strutturale e i messaggeri per le proteine
capsidiche e regolato dal diverso utilizzo dei due distinti segnali di clivaggio e poliadenilazione [Liu
et al., 1992; Guan et al., 2008]. | messaggeri per le proteine non-strutturali predominano
guantitativamente sui messaggeri per le proteine capsidiche in sistemi cellulari non-permissivi,
mentre la situazione ¢ inversa in sistemi cellulari permissivi; I'instaurarsi di questo bilancio € inoltre
legato alla replicazione del DNA virale.

Nei messaggeri che subiscono il processamento per splicing, la sequenza leader viene unita

all’esone centrale compreso fra i siti accettori di splicing Al-1/A1-2 e il sito D2 donatore di
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splicing. La sequenza di tale esone comprende una serie di siti enhancer dello splicing (ESE/IRE)
riconosciuti dalle proteine SR. Il bilanciamento e la frequenza relativa nel riconoscimento dei
diversi siti sono alla base del processamento dei pre-mRNA del B19 e della sua regolazione [Guan
etal., 2011].

Il segnale di poliadenilazione situato internamente € utilizzato nella produzione di messaggeri di 2.3
kb, che codificano per la proteina non-strutturale; successivamente si puo avere la rimozione del
primo introne (nt 406-1910/2030) con produzione dei messaggeri da 0.5-0.6 kb codificanti per la
7.5 kDa. Il segnale di poliadenilazione situato all'estremita del genoma e utilizzato nella
maturazione dei messaggeri che codificano per le proteine capsidiche. Si ha costantemente la
rimozione del primo introne, con produzione di messaggeri di 3.1 kb in grado di codificare per la
proteina VP1 e che per ulteriori processi di splicing, con rimozione di uno di due distinti introni (nt
2183-3045 o nt 2183-4704), possono dare origine ai messaggeri di 2.2 kb per la proteina capsidica
VP2 o ai messaggeri di 0.7-0.8 kb in grado di codificare per la famiglia di proteine da 11 kDa.

Profilo di espressione

Le modalita di replicazione del DNA virale e della sintesi dei messaggeri possono presentare
differenze a seconda dell’ambiente cellulare. Studi circa il profilo di espressione sono stati condotti
in diversi sistemi, come ad esempio su colture sincronizzate di cellule UT-7 [Shimomura et al.,
1993], su cellule UT-7/Epo S1 [Chisaka et al., 2003] e su progenitori eritroidi raccolti dal sangue
periferico [Hemauer et al., 1999; Schwarz et al., 1992].

Dallo studio mediante Southern e Northern Blot su cellule UT7Epo sincronizzate e infettate, il
primo evento riconoscibile e la produzione dei messaggeri virali (6 hpi), tra cui la trascrizione del
messaggero di NS sembra essere predominante (6 hpi), seguita dalla sintesi proteica. La proteina
NS, essendo coinvolta nella replicazione del virus, deve tornare prontamente nel nucleo. Dopo la
replicazione virale evidenziata dalla produzione di intermedi replicativi alle 16 hpi, la trascrizione
sembra essere pit marcata con produzione delle proteine capsidiche (24 hpi), che a loro volta queste
devono tornare nel nucleo per incapsidare il genoma neoformato.

Questi studi indicano la presenza di eventi precoci e tardivi che coinvolgono la trascrizione e la
replicazione del genoma virale. Studi recenti basati sulla quantificazione mediante PCR quantitativa
degli acidi nucleici virali prodotti nel corso dell’infezione hanno tuttavia portato a una rivalutazione
di tale modello [Bonvicini et al., 2006; Bonvicini et al., 2008]. Nel sistema permissivo UT7EpoS1 il

DNA aumenta fino alle 48 hpi mentre ’RNA compare gia alle 2-6 hpi mostrando un aumento fino
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alle 36-48 hpi che precede quello del DNA. Tutte le classi di mRNA sono costantemente
rappresentate nel corso dell’infezione. Nel sistema non permissivo TF-1 invece il DNA non
aumenta e sono evidenti solo i piccoli RNA non codificanti. Nelle cellula permissive dunque sia la
replicazione che la trascrizione si verificano permettendo un completamento del ciclo replicativo
virale; nel sistema non permissivo invece il genoma e presente ma in forma silente.

Sulla base di questi dati si puo definire il genoma di B19 come una singola unita replicativo-
trascrizionale con un duplice stato di espressione possibile (attivo e replicante o silente e non
replicante), la cui replicazione e trascrizione insieme al processamento dei messaggeri
rappresentano un unico insieme coordinato di eventi. L’utilizzo dei segnali di splicing e di
poliadenilazione determina 1’abbondanza relativa delle diverse specie di mRNA sintetizzate ed é
piuttosto costante nel corso del ciclo; la principale dfferenza sta nell’utilizzo preferenziale del pAp ¢
un minore processamento per splicing nelle prime fasi rispetto ad uno splicing piu intenso assieme
ad un bilanciamento nell’utilizzo di pAp/pAd nella fase tardiva, differenza probabilmente correlata

all’inizio della replicazione del genoma [Guan et al., 2008].

Proteine virali

Proteine non-strutturali

La proteina non-strutturale del B19 (NS) é codificata dalla sequenza compresa fra i nt 435-2448 ed
e trascritta da un mRNA di 2.3 kb; la proteina &€ composta da 671 aminoacidi. In colture di cellule di
midollo infettate con B19, mediante immunoprecipitazione sono state identificate una proteina di 77
kDa e due forme minori di 52 kDa e 34 kDa, probabilmente prodotti di degradazione proteolitica. In
immunoblotting questa proteina é stata rintracciata esclusivamente nella frazione nucleare, essendo
invece assente nel citoplasma, nel sovranatante della coltura e nei virioni purificati [Ozawa, Young,
1987]. La proteina NS & prodotta nella fase precoce dell’infezione ma la sua espressione é rilevabile
durante I’intero ciclo replicativo del virus

Il gene per la proteina non-strutturale € moderatamente conservato nei parvovirus. Come per le
proteine non-strutturali di altri parvovirus e dei poliomavirus, I’NS del B19 presenta un dominio
elicasico (dominio SF3) associato a un dominio di legame dell’origine di replicazione: la proteina
lega ’origine di replicazione dove “apre” il DNA che diventa cosi accessible da parte degli enzimi
coinvolti nella replicazione. La struttura del dominio SF3 é stata caratterizzata per altri virus ed ¢
costituita da un foglietto con cinque filamenti beta affiancato da alfa eliche.

Studi di predizione funzionale e strutturale suggeriscono che oltre al dominio elicasico e un sito di
legame all’origine di replicazione la proteina contenga un dominio nucleasico e uno transattivante,
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rispettivamente coinvolti nella risoluzione degli intermedi replicativi e nella regolazione del suo
stesso promotore [Doerig et al., 1990]. I meccanismi d’azione della proteina non strutturale sono
svariati e sono ancora oggi oggetto di studio.

E stato osservato un effetto transattivante eterologo di NS su geni coinvolti nella risposta
infiammatoria con la produzione ad esempio della citochina IL-6 mediante un meccanismo mediato
da NF-kB in cellule K562 o con la produzione di TNF-alpha mediata dai motivi AP1 e AP2 presenti
sul suo promotore in cellule U937 [Moffat et al., 1996; Fu et al., 2002].

E stato osservato che I’NS interagisce con promotori cellulari esercitando un effetto citotossico
[Ozawa et al., 1988]. Da studi di mutagenesi e stato dimostrato che il dominio di legame per i
nucleosidi trifosfato e critico per tale azione citotossica [Momoeda et al., 1994].

Nei precursori eritroidi CD36 e stato visto che il virus o la sola espressione della proteina NS
possono indurre apoptosi mediata dalle caspasi 3, 6 e 8 e in parallelo ’accumulo delle cellule in
fase G2. E inoltre stata osservata una sensibilizzazione delle cellule all’apoptosi indotta da TNF
alpha in risposta all’espressione di NS, a suggerire una correlazione fra i due pathway [Sol et al.,
1999]. Tali risultati sono stati confermati da studi sulle cellule UT7EpoS1 [Moffatt et al.,1998].

Un’importante caratteristica che contraddistingue il B19 dagli altri parvovirus é la produzione di
abbondanti RNA di piccole dimensioni [Ozawa et al., 1987; Beard et al., 1989] codificanti per le
proteine non strutturali 11 kDa e 7,5 kDa, le cui ORFs si sovrappongono al 3’ con le ORFs relative
alla proteina VP ed NS rispettivamente. Tali proteine sono state localizzate sia nel nucleo che nel
citoplasma di cellule infettate da B19. Inoltre é stata osservata una piccola ORF centrale all’interno
della regione VP1u codificante per la proteina 9,5 kDa [Brown, 2006].

La 11 kDa e quella meglio caratterizzata delle piccole proteine. Il corrispondente mRNA clivato a
livello del sito pAd e sottoposto allo splicing di due introni da vita a una famiglia di proteine (85-94
aa), per la presenza di codoni di inizio multipli.

Diversi studi hanno messo in evidenza I’importanza di tale proteina nella replicazione e
nell’infettivita virale: la trasfezione di cellule UT7/Epo-S1 con plasmidi ricombinanti privi della
sequenza codificante per la proteina 11 kDa ha messo in luce la sua importanza nell’efficace
produzione delle proteine capsidiche e di particelle virali infettive [Zhi et al., 2006]. La proteina puo
inoltre interagire con i domini citoplasmatici di alcuni recettori interferendo con i meccanismi
cellulari di trasduzione del segnale; cio trova conferma nel fatto che la sequenza amminoacidica
della 11 kDa presenta tre siti di legame dell’SH3 che ne permettono I’interazione con alcuni fattori
cellulari, come ad esempio Grb2 e diverse chinasi [Fan et al., 2001]. Probabilmente 1’11 kDa agisce
alterando I’ambiente cellulare a vantaggio del virus e del completamento del suo ciclo replicativo E
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stato infine osservato che la proteina 11 kDa gioca un ruolo chiave nell’induzione di apoptosi
mediata dalla caspasi 10 in precursori eritroidi infettati dal B19 [Chen et al., 2010].

La 9 kDa (81 aa) non é stata ad ora rintracciata nelle cellule infette. La proteina sarebbe codificata a
partire da un mRNA clivato a livello del sito pAp2 e sottoposto allo splicing di un solo introne.
Dall’espressione in un sistema eterologo ¢ stato osservato un suo possibile ruolo nella regolazione e
transattivazione del promotore P6 [Dong et al., 2012].

La proteina 7.5 kDa (74 aa) e sintetizzata a partire da un messaggero clivato a livello del sito pAp e
sottoposto alla rimozione del primo introne. Ad oggi non e ancora stata caratterizzata dal punto di

vista funzionale.

Proteine capsidiche

Le proteine strutturali VP1 e VP2 sono codificate dalla sequenza compresa fra i nt 2444-4786 e
3125-4786 rispettivamente e sono trascritte dai messaggeri di 3.1 e 2.2 kb. Le due proteine sono
codificate in maniera sovrapposta nella meta destra del genoma: la proteina VP1 e costituita da 781
aminoacidi, di cui i 554 aminoacidi terminali sono comuni alla proteina VP2, mentre i primi 227
sono codificati dalla regione sinistra della sequenza, definita come VP1 unica (VP1u). La regione
comune VP1/VP2 é costituita da 8 filamenti beta disposti in due foglietti che formano un motivo
“jolly-roll” e I’interazione fra i domini di questo motivo é critica per la formazione del capside. Le
proteine capsidiche sono state analizzate mediante elettroforesi, immunoprecipitazione ed
immunoblotting in colture di cellule di midollo infette [Ozawa, Young, 1987]. Le proteine VP1 e
VP2 sono state identificate come proteine da 84 kDa e 58 kDa rispettivamente. La proteina VP2 ¢
maggiormente rappresentata, costituendo circa il 95% delle proteine capsidiche e fino al 5% delle
proteine cellulari totali.

L’espressione delle proteine capsidiche e il loro accumulo avviene durante 1’intero ciclo replicativo
virale. La differenza nell'abbondanza delle proteine capsidiche dipende da una regolazione a livello
postrascrizionale. La presenza nel messaggero della VVP1 di multipli codoni di inizio fuori modulo a
monte del codone effettivo di inizio riduce I'efficienza della sintesi proteica. Nel messaggero della
VP2 queste sequenze sono eliminate dai processi di splicing, cosicché I'efficienza di sintesi proteica
torna ad essere massimale [Ozawa et al., 1988]. Inoltre nel regolare la sintesi delle proteine
capsidiche potrebbe avere un ruolo anche la regione 3’ UTR dei rispettivi mRNA. In alcuni sistemi
cellulari come le UT7Epo, la produzione delle VP non é efficiente ed e probabilmente limitata dalla
regione 3’ UTR dei corrispondenti mRNA che inibisce il caricamento sui ribosomi [Pallier et al.,

1997]. Uno studio basato sulla ottimizzazione dei codoni, con sostituzione di alcuni codoni della
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regione 3’ UTR con altri codoni piti comunemente utilizzati dalla cellula, ha permesso di aumentare
la produzione di proteine capsidiche [Zhi et al., 2010], tuttavia si ipotizza un possibile ruolo di
microRNA cellulari nel limitare la produzione delle proteine capsidiche agendo sugli mRNA virali
[Berillo et al., 2012].

La VP2 sembra mediare il legame al recettore [Brown et al.,1993]. Nelle cellule infette entrambe le
proteine sono localizzate sia nel citoplasma che nel nucleo, dove si ipotizza siano trasportate un
segnale non convenzionale di localizzazione nucleare presente all’estremita C-terminale dalla
VP1\VP2 [Pillet et al., 2003].

La regione unica della VP1 contiene un dominio conservato di attivita fosfolipasica (PLA2),
identificato anche in altri membri della famiglia Parvoviridae [Zadori et al., 2001]. Questo dominio
sembra essere coinvolto nel rilascio e trasferimento del genoma virale dalla vescicola endocitica al
nucleo [Suikkanen et al., 2003; Zadori et al., 2001].

Entrambe le proteine capsidiche contengono inoltre epitopi neutralizzanti [Kajigaya et al.,1991;
Sato et al., 1991].

Fasi finali

Le ultime fasi del ciclo virale infettivo sono poco caratterizzate. Mediante un segnale non-
convenzionale di localizzazione nucleare presente all’estremita C-terminale, le proteine VP
vengono trasportate nel nucleo dove possono incorporare il genoma virale e assemblarsi in capsidi,
che sono poi trasportati nel citoplasma. Queste fasi terminali del ciclo replicativo sono
probabilmente rigidamente regolate e possono richiedere funzioni di supporto, come ad esempio
quella ipotizzata per la proteina 11 kDa, che sembrerebbe essere critica per ’efficace produzione
delle proteine capsidiche e di particelle virali infettive. La produzione di proteine VP sembra essere
critica e non efficiente in alcuni sistemi cellulari, quindi un livello di restrizione per la replicazione
virale puo essere legato all’efficienza del processo di impacchettamento, maturazione e di uscita dei

virioni dalla cellula.

Sistemi cellulari non permissivi

Il B19 infetta le cellule eritroidi ma nel tempo si sono accumulate evidenze circa la presenza del
virus in linee non eritroidi nel corso dell’infezione naturale. I meccanismi tuttavia non sono ancora
del tutto chiari e possono fornire importanti informazioni circa i problemi clinici associati

all’infezione da B19.
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La sindrome emofagocitica e la linfoadenite necrotizzante in cui le citochine proinfiammatorie
come TNFalpha prodotte dai fagociti sono reponsabili della patologia si accompagnano talvolta
all’infezione da B19 [Johnson et al., 2003; Larroche et al., 2002]. Lo studio dell’infezione in cellule
con funzione fagocitica puo fornire importanti informazioni. A seguito dell’infezione nella linea
cellulare monocitica U937, modello sperimentale che riproduce I’infezione delle cellule APC, la
replicazione virale ¢ modesta cosi come la trascrizione dell’NS, mentre i livelli di mRNA delle VP
non sono rilevabili, si tratta dunque di un'infezione abortiva. Allo stesso tempo é stato visto che i
livelli di DNA e del'mRNA dell’NS aumentano in presenza di 1gG anti-B19, mostrando un effetto
di rafforzamento anticorpo-dipendente. L’aggiunta di anticorpi inoltre causa l'aumento della

produzione di TNF-a e quindi una rilevabile risposta proinfiammatoria [Munakata et al., 2006].

Al fine di determinare quali tipi cellulari possono essere coinvolti oltre alle cellule eritroidi nella
eziologia di patologie dei tessuti connettivi associate all’infezione di B19 sono state utilizzate
colture primarie di fibroblasti umani (HF) e cellule endoteliali (HUVEC). Queste cellule possono
essere infettate, ma si osservano solo bassi livelli di mMRNA di NS e VP e un aumento non
significativo dei livelli di DNA virale. Le cellule HF e HUVEC potrebbero essere non permissive
per la replicazione del virus B19 o alternativamente poche cellule probabilmente vengono infettate
e la stimolazione con diversi fattori di crescita risulta dunque necessaria per un’infezione produttiva

[Zakrewska et al., 2005].

Il meccanismo patogenetico in base al quale il B19 contribuisce alla cardiomiopatia infiammatoria &
complesso ed e stato investigato saggiando gli effetti della proteina NS sulla linea cellulare
endoteliale HMEC-1. Queste cellule a seguito dell’infezione o della sovraespressione dell’NS
mostrano un’attivazione del pathway STAT3/PIAS3 con una conseguente sottoregolazione di geni
associati alla risposta contro 1 virus. L’NS1 pud cosi contribuire all’evasione della risposta
immunitaria da parte del virus e allo stabilirsi di un infezione persistente in cellule endoteliali
[Duechting et al., 2008].

Alla luce della presenza di B19 in biposie del miocardio di pazienti con miocarditi croniche e
cardiomiopatie e stato valutata la possibile attivazione del B19 nelle cellule endoteliali mediante
coinfezione con altri virus. La coinfezione con I’adenovirus ha portato almeno in parte a un
superamento del blocco dell’espressione genica del B19 in queste cellule [Pozzuto et al., 2011]. Nel
complesso, questi studi suggeriscono la rilevanza delle cellule endoteliali che possono costituire una

diffusa popolazione di cellule bersaglio e un serbatoio per il virus.

Il DNA di B19 puo essere rilevato nelle cellule sinoviali, ma i primi studi hanno indicato che si

tratta di cellule non permissive alla replicazione del virus [Miki et al., 2002]. In studi successivi,

37


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682205006069#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682205006069#bib13

sono stati trovati il genoma virale ¢ I’espressione delle VP nella sinovia con lesioni attive di pazienti
con artrite reumatoide. In questo caso, i macrofagi, le cellule dendritiche follicolari, le cellule T e le
cellule B sono state identificate come cellule bersaglio, ma non le cellule sinoviali. Cellule B19-
negative come cellule del midollo osseo, delle tonsille e le cellule U937 si e visto che producono
VP1 e maggiori livelli di IL-6 e TNF alpha quando coltivate insieme a cellule della sinovia RA.
Questi dati suggeriscono un ruolo diretto del B19 nell'iniziazione e nella perpetuazione di sinovite
associata ad artrite reumatoide, che porta a lesioni articolari [Takahashi et al.,1998].

Anche se i sinoviociti non sono permissivi per la replicazione virale, I'esposizione al B19V induce
un fenotipo invasivo [Ray et al., 2001] probabilmente indotto dall'interazione diretta con la VP1, in
particolar modo con il dominio PLA(2) [Lu et al., 2006]. L'incubazione di sinoviociti fibroblasto-
simili (HFLSs) con la porzione VP1u, induce un aumento della produzione di prostaglandina E(2) e
della ciclossigenasi Cox2. Quindi, anche in assenza di una infezione produttiva di sinoviociti,
I'interazione con i capsidi di B19 contribuisce all’attivazione dei tali cellule e patogenesi inducendo

una risposta infiammatoria nel compartimento sinoviale.

Persistenza virale

In vitro possono essere stabilite colture in grado di sostenere 1’infezione di B19 per un periodo
limitato di tempo come il sistema semipermissivo rappresentato dalle cellule UT7 o anche sistemi
restrittivi come le cellule U937 [Shimomura et al. 2002; Bonvicini et al, 2012]. Questi sistemi
possono rispecchiare cio che accade in vivo, é stata infatti rilevata la presenza del DNA virale in

diversi tessuti.

Il midollo osseo € I'organo bersaglio principale, tuttavia il DNA virale é stato riportato in vari tessuti
come in quello linfoide, ad esempio milza, linfonodi e tonsille [Manning et al., 2007], nel fegato
[Eis-Hubinger et al., 2001] e nel cuore [Modrow et al., 2006], nei tessuti sinoviali [Soderlund et al.,
1997] e nella pelle [Bonvicini et al., 2010]. Infine, il virus e stato trovato anche nel cervello
[Manning et al., 2007] e nei tessuti testicolari [Tolfvenstam et al., 2002]. Quindi, I'immagine iniziale
di un virus capace di infezioni acute e rapidamente eliminato dalla risposta immunitaria ha lasciato
il posto all'immagine di un virus con un ciclo vitale piu complesso in grado di stabilire una

interazione a lungo termine con le cellule ospiti [Norja et al., 2006].

Non vi sono ad oggi informazioni univoche circa la configurazione del genoma virale nei tessuti
(forma episomiale piuttosto che integrata nel genoma cellulare; forma lineare o circolare) e

tantomeno circa la sua capacita di formare strutture cromatiniche. Non e inoltre chiaro se il DNA
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nei tessuti sia presente in forma integra [Hokynar et al., 2000] dal momento che la sua rilevazione
avviene mediante PCR con amplificazione di segmenti distinti del genoma, che potrebbe quindi

persistere in forma frammentata e non funzionale.

All'interno dei tessuti, si ipotizza il genoma virale sia presente silente [Corcioli et al., 2008] ed &
plausibile che stabilisca un’infezione latente, con possibilita di riattivazione. In particolare Si
ipotizza un livello di regolazione epigenetico che potrebbe essere coinvolto nel silenziamento
dell’espressione virale [Bonvicini et al., 2012], eventualmente consentendo la riattivazione in un

secondo momento.

La deregolazione del ciclo cellulare e la risposta al danno al DNA

La definizione degli effetti che il virus puo esercitare su diversi tipi cellulari, in funzione al suo
ciclo replicativo, rappresenta un importante oggetto di studio.

Nelle cellule UT7/EpoS1, I’infezione da parte del B19 induce un arresto del ciclo cellulare in fase
G(2)/M. In queste cellule si osserva un accumulo di ciclina A, ciclina B1 e cdc2 fosforilato e un
aumento nell'attivita chinasica del complesso cdc2-ciclina B1, simile a quello osservato a seguito
del trattamento con inibitori mitotici; tuttavia la degradazione della lamina nucleare e la
fosforilazione degli istoni H3 e H1 non sono state osservate, suggerendo che le cellule infette non
entrano in fase M. La ciclina B1 si accumula nel citoplasma e la mancata importazione nucleare &
inibita dal virus, con conseguente arresto del ciclo cellulare in fase G(2). Il controllo del ciclo &
strettamente collegato all’attivazione del pathway apoptotico, dunque 1’arresto indotto dal virus puo
essere I'evento critico alla base del danneggiamento delle cellule progenitrici eritroidi osservato nei
pazienti con infezione da B19 [Morita et al., 2001].

In presenza di inibitori mitotici, il virus induce un arresto sia in fase G(2) che in G(1). Quest’ultimo
viene indotto da NS che induce I’espressione di p21/WAF1, un’inibitore di chinasi ciclina-
dipendente che a sua volta induce un arresto in G(1) p53-indipendente, mediato invece
dall’interazione con il fattore di trascrizione Spl [Nakashima et al., 2004]. Anche in questo caso
I’arresto in G(1) puo essere un prerequisito per il danno apoptotico delle cellule progenitrici
eritroidi al momento dell'infezione del B19 [Morita et al., 2003].

Anche nelle cellule EPC CD36 sono stati studiati gli effetti del virus sulla regolazione del ciclo
cellulare e i fattori coinvolti sono stati ampiamente studiati mediante microarray. E 'stato dimostrato
che il B19 agisce sui fattori di trascrizione E2F inducendo una riduzione dei fattori attivanti (E2F1-

E2F3a) e un aumento dei fattori repressivi (E2F4-E2F8). In particolare NS1 interagisce con E2F4-
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E2F5, aumentandone I'importazione nucleare e inducendo cosi un’arresto in G(2). L’arresto porta a
un blocco del differenziamento cellulare e ad un aumento della replicazione e trascrizione virale
mediata dai fattori di trascrizione della fase G(2) e/o da proteine di riparazione del DNA. Questo
puo portare all'attivazione del pathway di p53 e all’aumento di E2F7 e E2F8, come parte di una
risposta al danno del DNA, che puo contribuire a sua volta a bloccare la progressione del ciclo
cellulare [Wan et al., 2010].

In alcuni studi é stato visto che la risposta al danno (DDR) e indotta dalla replicazione del genoma
virale a doppio filamento ed ¢ invece indipendente dall’espressione delle proteine virali. Il suo
coinvolgimento nella regolazione della replicazione virale € stato esaminato in cellule EPC.
L’infezione ha indotto una vasta gamma di risposte al danno al DNA mediate dalla fosforilazione
delle chinasi a monte di ciascuno dei tre pathways di riparazione: DNA-PKcs, ATM (attivato da
rotture a doppio filamento) e ATR (attivato da rotture a singolo filamento). ATM, ATR, DNA-PKcs
e i rispettivi substrati a valle si e visto essere localizzati all'interno dei centri di replicazione virale.
Il pathway di DNA-PKGcs e in particolar modo il pathway ATR-Chk1 sono risultati necessari per la
replicazione di B19 [Luo et al., 2011]. La DDR di per sé non determina un arresto del ciclo cellulare
nella fase G(2)/M, che é invece, € indotto da NS tramite il suo dominio putativo di transattivazione

con un meccanismo p53-indipendente [Lou et al., 2012].

Apoptosi e autofagia

I meccanismi molecolari che portano ad apoptosi durante I'infezione di B19 dei progenitori eritroidi
sono stati studiati mediante espressione inducibile di NS in cellule UT7/Epo. E stato visto che le
cellule a seguito di infezion o induzione di NS mostravano alterazioni morfologiche tipiche
dell’apoptosi come la frammentazione della cromatina [Yaegashi et al., 1999]. L’ apoptosi indotta
veniva inibita dall’utilizzo di inibitori delle caspasi 3, 6 e 8, la cui attivita era indotta dall’NS [Sol
et al., 1999]. L’interazione Fas-FasL non é risultata coinvolta nell’apoptosi indotta da NS o dal B19
nelle cellule eritroidi, mentre queste cellule risultano sensibilizzate all’apoptosi indotta dal fattore di
necrosi tumorale alfa (TNF-a), suggerendo cosi un collegamento fra le due vie apoptotiche attivate
dal TNF-a e NS.

In linee cellulari non permissive derivate dal fegato, sia I’infezione di B19 sia I’espressione di NS
hanno evidenziato ’attivazione delle caspasi 3 e 9 [Poole et al., 2006] e il trattamento con inibitori
di tali caspasi significativamente inibiva lI'apoptosi. La neutralizzazione del TNF-a o del ligando Fas

non ha avuto invece alcun effetto sull’apoptosi indotta, analogamente a quanto osservato per la
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linea COS-7.

Studi di mutagenesi nel dominio di legame dei nucleosidi trifosfato (NTP) dell’NS hanno portato a
concludere che tale motivo ¢ critico per 1’induzione dell’apoptosi mediata da NS, sia in linee
cellulari semipermissive come le UT7EpoS1 che non permissive come le HepG2 [Moffatt et al.,
1998; Poole et al., 2004].

Da uno studio sulle cellule progenitrici eritroidi CD36 [Wong et al., 2008] e stato ipotizzato il ruolo
della proteina 11 kDa di B19 nell’indurre I’apoptosi durante 1’infezione, attraverso 1’attivazione
della caspasi 10 [Chen et al., 2010]. Il meccanismo alla base dell’induzione dell’apoptosi da parte
della 11-kDa richiede tuttavia ulteriori indagini.

Inoltre, in cellule UT7/EpoS1 infettate é stato osservato un fenomeno di autofagia mitocondriale: un
aumento significativo del rapporto fra le proteine LC3-11/LC3-I nelle cellule infette e I’analisi in
microscopia confocale suggeriscono la formazione di un autofagosoma intracellulare la cui
inibizione facilita notevolmente la morte cellulare B19 mediata. Dunque a seguito dell’infezione le
cellule infettate possono migliorare la propria sopravvivenza mediante meccanismi d’autofagia
[Nakashima et al., 2006].

Epidemiologia
Prevalenza

L’infezione da parvovirus B19 ¢ comune ed ¢ presente in tutto il mondo con alcune differenze a
seconda delle regioni.

L’infezione ¢ comunemente acquisita fra i 4 e i 10 anni di etd; la prevalenza di anticorpi contro il
parvovirus B19 aumenta con 1’eta, dal 2 al 10% nei bambini di eta inferiore ai 5 anni, al 40 al 60%
negli adulti di eta superiore ai 20 anni e fino all’85% nei soggetti anziani [Servant-Delmas et al.,
2010]. 1l modello in base al quale gli anticorpi in risposta al virus sono mantenuti per tutta la vita
garantendo una immunita protettiva e stato recentemente rivisto alla luce di un pattern piu
complesso della risposta sierologica giungendo alla conclusione che I’'immunita protettiva puo
diminuire permetterndo cosi una reinfezione [Goeyvaerts et al., 2011].

Studi effettuati in diversi paesi mostrano lo stesso tipo di epidemiologia, con una prevalenza
leggermente superiore in paesi a clima tropicale rispetto ai paesi con clima temperato. Valori di
sieroprevalenza estremamente bassi sono esclusivi di gruppi tribali isolati dell’Africa o Sudamerica;

tuttavia periodiche epidemie in queste aree possono alzare notevolmente le percentuali [Nascimento
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et al., 1990; Schwarz et al., 1989; de Freitas et al., 1990]. Gli studi epidemiologici considerano i tre
genotipi un unico sierotipo e non ne distinguono pertanto la diversa distribuzione; in Africa
Occidentale tuttavia la difficolta nel discriminare fra popolazione reattiva e non reattiva € stata
attribuita alla prevalenza del genotipo 3 [Parsyan et al., 2006].

L’infezione nei paesi a clima temperato € pit comune nel tardo inverno, primavera o inizio estate. E
sono presenti cicli annuali, con picchi epidemici ogni 4-5 anni e un corrispondente aumento nella

incidenza delle principali manifestazioni cliniche del B19, come eritema infettivo o crisi aplastiche.

Trasmissione

Il DNA di B19 ¢ stato evidenziato nelle secrezioni respiratorie e in particolar modo nella saliva dei
pazienti al momento della viremia, suggerendo che il virus e trasmesso attraverso la via respiratoria
[Chorba et al., 1986]. E stato sperimentalmente trasmesso mediante inoculo nel nasofaringe, ma non
e stato identificato alcun sito replicativo a livello di tale tratto. Inoltre la presenza del virus in feci o
urina non é stata dimostrata.

Il virus si trasmette prontamente tramite contatto ravvicinato. 1l tasso di sieroconversione in episodi
infettivi epidemici puo essere intorno al 50%. La trasmissione & piu frequente in ambiente
scolastico o familiare [Gillespie et al., 1990], anche se non & da escludere la trasmissione in
ambiente nosocomiale [Bell et al., 1989].

Nelle fasi viremiche il virus € presente in circolo ad alto titolo e pertanto I’infezione potrebbe essere
trasmessa con il sangue, attraverso trasfusione e mediante emoderivati [Blumel et al., 2010].
Essendo privo di envelope lipidico, il B19 e resistente ai trattamenti chimici (con
solventi/detergenti) e fisici (80°C per 72 ore) a cui sono di norma sottoposti i pool di plasma
destinati alla produzione di emoderivati. Molti studi pertanto riportano casi di trasmissione virale
mediata da fattori della coagulazione (VI1I1 e IX) [Azzi et al., 1999], da IVIG, IMIG, albumina e altri
prodotti ottenuti da un largo numero di donatori [Robertson, Erdman, 2000; Brown et al., 2001;
Blumel et al., 2010]. La trasmissione del virus pud inoltre avvenire per via transplacentare e
pertanto il B19 dovrebbe essere sempre incluso nella valutazione del rischio di infezione fetale. La
valutazione complessiva richiede di tenere conto di diversi aspetti quali il rischio di acquisizione
dell’infezione da parte della madre, la percentuale di rischio di trasmissione materno-fetale (25-
50%) e del rischio di morte fetale (10%) [Enders et al., 2004; Mossong et al., 2008].
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Patogenesi e Manifestazioni Cliniche
Infezione sperimentale

Due studi effettuati mediante infezione di soggetti volontari hanno permesso inizialmente di
definire il corso dell’infezione [Anderson et al., 1985; Potter et al., 1987]. In entrambi gli
esperimenti, i volontari (9 e 3 rispettivamente) sono stati infettati con una inoculo intranasale di 10°
particelle virali, seguiti poi giornalmente e sottoposti a studi virologici, ematologici e chimico-
clinici. Successivamente si e poi visto che il profilo patogenetico del virus € piu complesso e basato
su una piu articolata interazione fra il virus e 1’ospite.

Dopo I’ingresso attravero le vie respiratorie il virus entra in circolo. E stata evidenziata una
persistenza del virus a livello delle tonsille ma non esiste ad oggi evidenza che queste possano
rappresentare un punto di accesso per il virus [Manning et al., 2007].

Durante la fase iniziale, asintomatica o associata a sintomi generici, come malessere e febbre legati
alla produzione di citochine, il virus raggiunge 1’organo target, il midollo osseo ed esercita il suo
effetto citopatico sui precursori eritroidi. Il virus non infetta i precursori piu indifferenziati, il che
garantisce un effetto transitorio sull’eritropoiesi, ma infetta le CD36 determinando il blocco del
differenziamento e del ciclo cellulare e [I’induzione dell’apoptosi. Inoltre le cellule
megacarioblastoidi suscettibili all’infezione non sono permissive alla replicazione del B19, ma
subiscono gli effetti citopatici del virus [Srivastava et al., 1990]. In questa fase il midollo osseo
mostra segni caratteristici quali un’aplasia eritroide e la presenza di eritroblasti giganti. Intorno al
giorno 10 dell’infezione sperimentale, all’esame morfologico il midollo osseo mostra una quasi
totale deplezione dei precursori eritroidi a qualsiasi stadio di differenziamento; le BFU-E e CFU-E
nel sangue periferico sono ridotte numericamente; il compartimento mieloide appare invece
normale, ma viene evidenziata una riduzione di CFU-GM nel sangue periferico. Nella settimana
successiva si verifica una caduta nella concentrazione emoglobinica, con modesta linfopenia,
neutropenia e piastrinopenia.

L’infezione produttiva dei precursori eritroidi del midollo permette il rilascio di grandi quantita di
virus in circolo portando cosi a un picco viremico e alla distribuzione sistemica del virus, alla base
delle svariate manifestazioni cliniche tardive. Il picco viremico si verifica intorno al giorno 9 con
alti livelli di virus circolante fino a 102 particelle/ml.

Il virus é rintracciato nelle secrezioni nasofaringee, esclusivamente in corrispondenza del picco
viremico, mentre non ¢ evidenziato nelle feci o nell’urina. La viremia si risolve in corrispondenza

dell’insorgere della risposta immunitaria.
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In corrispondenza della fase sistemica sembrano assumere un importante ruolo le cellule endoteliali
che permettono 1’ampia distribuzione del virus ed essendo non permissive rappresentano in linea di

massima un sito di persistenza virale [Pozzuto et al., 2011]

In soggetti normali, I’infezione ¢ limitata a un breve periodo di tempo ed é controllata dal sistema
immunitario. La produzione di anticorpi neutralizzanti permette la progressiva clearance virale, che
richiede circa 3-4 mesi a seguito dei quali bassi livelli di virus possono essere rintracciati anche per
lungo tempo [Musiani et al., 1995; Lindblom et al., 2005; Lefrere et al.,2005]. Nell’infezione
sperimentale & stato osservato, intorno al giorno 16, un picco nella produzione di IgM e la
comparsa della risposta immunitaria 1gG, accompagnati da sintomi come prurito seguito
dall’insorgenza di un’eruzione cutanea maculo-papulare. Il rash si estende sugli arti, perdurando 2-4
giorni, ed e accompagnato da artralgia e lieve artrite per 4-6 giorni.

Alcune manifestazione cliniche fra cui I’eritema sono considerate il risultato della formazione e
deposito di immunocomplessi con successivo innesco di una risposta inflammatoria, il che mostra il

contributo del sistema immunitario alla definizione del quadro patologico associato al virus.

Normal Subjects
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Nel definire il processo patogenetico del virus € necessario prendere in considerazione diversi
fattori come 1’effetto citotossico e pro-apoptotico delle proteine virali, la stimolazione della risposta
proinfiammatoria da parte di NS o del dominio PLA(2) e il sistema immunitario che puo essere

responsabile di meccanismi immmunopatologici 0 autoimmunitari.
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Infezione asintomatica
L’infezione da parvovirus B19 puo decorrere in forma completamente asintomatica. In casi
documentati in corso di epidemia, il B19 causo un’infezione asintomatica nel 25-32% dei contatti

domestici di pazienti con infezione in atto [Wolf et al., 1989].

Eritema infettivo

L’eritema infettivo (quinta malattia) ¢ la piu comune manifestazione dell’infezione da B19. Mentre
la quinta malattia € una malattia descritta gia all’inizio del secolo, I’identificazione del B19 come
agente eziologico e avvenuta solo nel 1983 a Londra, dopo che fu scoperta la presenza di anticorpi
IgM in 31 bambini affetti da eritema [Anderson et al., 1983; Anderson et al., 1984].

L’infezione ¢ caratterizzata da sintomi prodromici non-specifici, cui possono seguire febbre, mal di
testa, o lievi sintomi intestinali. Da due a cinque giorni dopo appare la caratteristica eruzione
cutanea a "guance schiaffeggiate”, con rossore sulle guance e pallore periorale. Da uno a quattro
giorni dopo compare il secondo stadio, con eruzione eritematosa maculopapulare su tronco e arti.
Scomparendo, questa eruzione assume un tipico aspetto reticolato. Il rash puo essere transiente,
oppure ricorrere per settimane; 1’aspetto puo variare considerevolmente in intensita. Spesso Sono

presenti fastidiosi pruriti, specialmente alla pianta del piede.

Sindrome poliartropatica

Nel bambino I’infezione da B19 ¢ di solito lieve e di breve durata e I’incidenza di artropatie ¢
piuttosto limitata (<10%); negli adulti, specialmente in donne, puo esserci artropatia in circa il 50%
dei pazienti [Torok, 1992]. Le articolazioni possono essere dolenti e spesso mostrano ingrossamento
e rigidita. La distribuzione e di solito simmetrica, con coinvolgimento soprattutto delle piccole
articolazioni delle mani e del piede. | sintomi perdurano da 1 a 3 settimane, anche se in un 20%
delle donne affette possono persistere o ricorrere per piu di due mesi (anche fino a due anni). La
forma cronica e generalmente autolimitante e non porta a danneggiamento delle articolazioni,
tuttavia talvolta presenta criteri diagnostici caratteristici dell’artrite reumatoide con erosione delle
articolazioni e produzione del fattore reumatoide [Moore 2000].

Non esiste inoltre correlazione fra alti livelli o persistenza di IgM anti B19 e la durata della

sintomatologia.
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B19 e artrite reumatoide

La correlazione fra il B19 e artropatie croniche distruttive come I’artrite reumatoide ¢ attualmente
oggetto di dibattito. E stata inoltre proposta la partecipazione del virus alla patogenesi di malattie
reumatiche come la sindrome da fatica, la fibromialgia, il lupus sitemico eritematoso e la vasculite.
Mancano tuttavia evidenze virologiche a supporto di tali ipotesi e i dati epidemiologici a riguardo
risultano contrastanti [Kerr, 2000].

I sinoviociti non sono permissivi per il B19, tuttavia rispondono all’infezione acquistando un
fenotipo invasivo [Miki et al., 1992; Ray et al., 2001]. Studi recenti hanno dimostrato la persistenza
del DNA del B19 nelle membrane sinoviali di pazienti con artriti reumatoidi o artriti non
caratterizzate, con evidenze sierologiche di infezione pregressa da parvovirus B19 [Cassinotti et al.,
1998; Takahashi et al., 1998]. Tuttavia la sola presenza del DNA di B19 nelle membrane sinoviali
non sembra essere una sufficiente evidenza eziologica di artropatia da B19 in quanto il DNA di B19
e stato riscontrato anche in un numero elevato di controlli sani [Soderlund et al., 1997]. La presenza
del DNA di B19 é invece collegata all’espressione di proteine virali in cellule dendritiche,
macrofagi e cellule linfatiche in tessuti di pazienti con artrite reumatoide ma non nelle cellule
sinoviali e questi tipi cellulari potrebbero rappresentare target del virus Il coinvolgimento dei
linfociti inoltre e stato osservato anche nell’analisi di campioni relativi a pazienti con patologie

croniche inflammatorie delle articolazioni [Mehraein et al., 2003].

Crisi aplastica

La crisi aplastica transitoria (TAC) ¢ la cessazione improvvisa dell’eritropoiesi: dopo il picco
viremico e la produzione di anticorpi specifici (IgM e IgG) si instaura una depressione acuta ma
transitoria della funzionalita midollare con scomparsa dei precursori eritroidi e dei reticolociti e calo
profondo dell’emoglobina [Saarinen et al., 1986].

La TAC é stata la prima malattia associata all’infezione da B19. I primi casi furono individuati in
Inghilterra fra pazienti immigrati dalla Giamaica affetti da anemia falciforme [Pattison et al., 1981]
e un’analisi retrospettiva dimostro che piu dell’80% delle crisi aplastiche in corso di anemia
falciforme era associata ad infezione recente da parvovirus B19 [Serjeant et al., 1981].

La TAC dovuta al parvovirus B19 e stata descritta in un ampio spettro di disordini emolitici, come
sferocitosi ereditaria [Kelleher et al., 1983], enzimopatie eritrocitarie [Duncan et al., 1983],
talassemia [Brownell et al., 1986], anemie emolitiche autoimmuni [Smith et al., 1989]. La TAC puo

insorgere in condizioni di stress eritroide, come emorragie, deficienza di ferro [Lefrere, Bourgeois,.
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1986] o in seguito a trapianti di midollo o rene [Neild et al., 1986]. Episodi di anemia acuta sono
stati riscontrati in pazienti normali [Hamon et al., 1988] e una caduta nel numero di reticolociti ed
eritrociti e stata descritta dopo I’infezione di volontari, ma in questi casi & presente una sufficiente
riserva emopoietica e i sintomi non sono evidenti.

L’infezione da B19 in pazienti ematologicamente normali pud essere accompagnata da alterazioni
in altre linee emopoietiche: possono essere presenti vari livelli di neutropenia e trombocitopenia
[Doran, Teall, 1988]; mentre i casi di pancitopenia transitoria sono meno comuni [Hanada et al.,
1988]. Anche se la malattia € normalmente autolimitante, i pazienti in crisi aplastica sono
profondamente affetti. | sintomi includono non solo dispnea e stanchezza, ma anche scompenso
cardiaco congestizio e necrosi severa del midollo osseo. Non trattata, la malattia puo arrivare ad
avere un decorso fatale; tipicamente, la crisi aplastica é trattabile mediante trasfusione e grazie allo

sviluppo della risposta immunitaria rimane un evento unico nella vita del paziente.

Patients with Transient Aplastic Crisis
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Neutropenia, trombocitopenia e pancitopenia

L’infezione acuta da parvovirus B19 risulta spesso associata a fenomeni midollari di neutropenia e
trombocitopenia. Il meccanismo di questi scompensi midollari non é chiaro. In molti casi questi
disordini sono transienti e non clinicamente evidenti. Sono stati descritti per0 casi di porpora
idiopatica trombocitopenica e porpora di Schoenlein-Henoch attribuiti ad infezione da B19: uno
studio francese riporta che il 5% (3/61) dei pazienti con porpora idiopatica trombocitopenica
mostrano segni evidenti di infezione recente da B19 [Lefrére et al., 1989]. Casi di pancitopenia

transiente sono riscontrati meno frequentemente. Sono stati attribuiti all’infezione da B19 casi di
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neutropenia cronica nei bambini, ma studi sierologici non sono stati in grado di confermare tale
associazione [Hartman et al., 1994]. La sindrome emofagocitica, caratterizzata da iperplasi
istiocitica, pud comparire in caso di numerose infezioni non solo di natura virale ed e stata
riscontrata anche in corso di infezione recente e persistente di B19 [Yufu et al., 1997].
L’emofagocitosi ¢ solitamente una patologia benigna autolimitante.

Il ruolo del B19 in caso di eritroblastopenia transitoria dell’infanzia rimane da definire. La malattia
colpisce i bambini di eta compresa tra i 3 e i 4 anni e si manifesta con anemia, reticolocitopenia e

diminuita presenza di precursori eritroidi [Hanada et al., 1989].

Disordine midollare cronico

Sindromi immunodeficitarie congenite

L’aplasia eritrocitaria pura (PRCA) ¢ il risultato di un’infezione persistente da B19 ed é stata
riportata in pazienti con sindromi immunodeficitarie congenite di diversa natura.

Il primo caso riportato fu quello di un bambino affetto da sindrome di Nezelof (difetto congenito
combinato a cellule B e T), che presento insorgenza acuta di anemia, reticolocitopenia e neutropenia
[Kurtzman et al., 1987]. Alte concentrazioni di virus (10 particelle/ml) furono trovate nel siero in
corrispondenza dell’insorgere dell’anemia, e si mantennero per 5 mesi. Pronormoblasti giganti,
caratteristici dell’infezione da B19, furono identificati nel midollo e il virus fu identificato nelle
cellule midollari mediante ibridazione in situ. Il paziente fu trattato con trasfusioni e
immunoglobuline; la remissione dell’anemia si accompagno alla scomparsa del virus dal siero,
mentre ricadute successive coincisero con episodi viremici.

In un secondo caso, un bambino di 21 mesi con immunodeficienza variabile (CD4 linfopenia con
livelli normali di immunoglobuline) si presentd con anemia [Parvovirus infection, leukaemia, and
immunodeficiency, 1989]. Il midollo mostrava ipoplasia eritroide con pronormoblasti giganti e il
DNA virale poté essere evidenziato nel siero. Il bambino rimase dipendente da trasfusioni per 7
mesi prima della remissione, ma ebbe una ricaduta 2 anni dopo.

In un terzo caso, una bambina di 12 mesi con immunodeficienza combinata grave (SCID) si
presentd con anemia dovuta a infezione persistente da B19. Il DNA di B19 era presente nel siero,
ma non furono evidenziate 1gG; la bambina fu mantenuta sotto trasfusione (senza trattamento con
immunoglobuline) fino alla morte avvenuta 3 anni dopo [Gahr et al., 1991].

Un caso di infezione persistente fu documentato in un paziente di 24 anni, da 10 anni con aplasia

eritrocitaria pura; il DNA di B19 fu evidenziato mediante ibridazione nel siero e in cellule midollari,
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e mediante ibridazione in situ in tessuti di milza prelevati tre anni prima. Il fratello gemello
sviluppo PRCA contemporaneamente, ma mori per emosiderosi da trasfusione; anche in questo caso
il DNA di B19 fu evidenziato mediante ibridazione in situ in sezioni di milza conservate. Il paziente
fu trattato con immunoglobuline, ottenendo 1’eliminazione del virus da midollo ¢ sangue periferico.
Anche se non esisteva una storia di aumentata suscettibilita alle infezioni, I’immunodeficienza si
manifestava con anergia nella risposta cellulare.

L’infezione da parvovirus B19 puo coinvolgere altre linee emopoietiche oltre a quella eritroide,
come dimostrato anche in casi di infezione persistente. Un’aplasia granulocitaria ricorrente senza
alterazioni evidenti dei precursori eritroidi fu associata a un caso di infezione cronica da B19,
documentata dalla presenza di DNA virale nel siero. Anche in questo caso la persistenza virale

venne associata ad una ridotta risposta immunitaria cellulo-mediata.

Disordini linfoproliferativi

Infezioni croniche da parvovirus B19 sono state descritte in pazienti immunocompromessi per
disordini linfoproliferativi, prevalentemente in bambini affetti da leucemie linfoblastiche
[Parvovirus infection, leukaemia, and immunodeficiency, 1989; Kurtzman et al., 1988]. In questi
casi si presenta un’anemia persistente, senza i sintomi mediati da immunocomplessi quali eritema o
artropatie. Altri componenti cellulari del midollo, quali megacarioblasti o linfoblasti, sono
interessati e qualche paziente pud essere pancitopenico. Il virus puo essere evidenziato nel siero in
maniera persistente o ricorrente € 1’esame del midollo osseo permette solitamente di riconoscere 1
pronormoblasti giganti; i livelli di anticorpi specifici anti-B19 sono bassi o nulli. La
somministrazione di immunoglobuline pud essere benefica, anche se non curativa. La temporanea
cessazione della terapia di mantenimento chemioterapica pu0 portare alla risoluzione dell’anemia €
in alcuni casi non si ha ricorrenza in corrispondenza della ripresa della terapia, suggerendo che la
riduzione dell’immunosoppressione pud consentire I’instaurarsi di una efficace risposta immunitaria

nei confronti del virus.

Sindrome da immunodeficienza acquisita

La sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS) predispone all’infezione persistente da
parvovirus B19. Da un primo rapporto [Frickhofen et al., 1990], in 7 pazienti positivi alla sierologia
per HIV e con PRCA fu evidenziata un’infezione persistente da B19; il DNA di B19 fu rivelato nel

siero mediante ibridazione per diversi mesi; anticorpi anti-B19 non furono rilevati in alcun paziente.
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L’infusione di immunoglobuline portd al miglioramento clinico dell’anemia, accompagnato dalla
produzione di anticorpi specifici e dalla comparsa di sintomi da immunocomplessi come il rash
eritematoso. In tutti i pazienti il virus rimase comunque evidenziabile nel siero mediante
amplificazione in PCR e in tre pazienti vi furono ricadute dell’anemia indotte dal B19,
accompagnate da aumentata viremia.

In pazienti con AIDS le anormalita ematologiche sono comuni e la maggior parte dei soggetti
presenta anemia, granulocitopenia e talvolta trombocitopenia. Queste alterazioni possono essere
dovute a conseguenze immunologiche dell’infezione da HIV con depressione funzionale del
midollo osseo oppure all’effetto di infezioni opportunistiche. L’infezione persistente da parvovirus

B19 richiede quindi una precisa diagnosi differenziale [Anderson et al., 1985; Musiani et al., 1995].

Pazienti trapiantati

L’infezione cronica da parvovirus B19 ¢ stata descritta in seguito a trattamenti che richiedono forte
immunosoppressione, ad esempio dopo il trapianto di cuore, di fegato o dopo trapianto renale
[Gallinella et al., 1999; Torok, 1992]. Infezione cronica é stata evidenziata in due casi in seguito a
trapianto allogenico di midollo osseo [Weiland et al., 1989]. Nel primo caso si sviluppo
pancitopenia 9 mesi dopo il trapianto; il midollo osseo appariva ipocellulare, con presenza di
pronormoblasti giganti e fu evidenziata una viremia prolungata per almeno 6 settimane; il paziente
mori un mese dopo per insufficienza multipla ed emorragia cerebrale. Nel secondo caso si sviluppo
PRCA 1 mese dopo il trapianto e il DNA di B19 fu evidenziato nel siero al momento
dell’insorgenza del difetto; in questo caso il paziente guari spontaneamente. In entrambi i casi non é

nota la sorgente dell’infezione.

Altri pazienti immunocompromessi

Anemie prolungate sono state descritte in stati meno severi di compromissione immunitaria
(conseguente a trattamento steroideo o chemioterapico); in questi casi si pud avere uno sviluppo
ritardato della risposta immunitaria, con caratteri atipici di persistenza della risposta IgM o dei
sintomi da immunocomplessi [Graeve et al., 1989]. Si tratta probabilmente di pazienti al limite

dello spettro di risposta in sistemi immunitari compromessi.
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Idrope fetale

Da studi passati & nota la capacita del B19 di attraversare la barriera placentare e infettare il feto. E
stato riportato un ampio numero di casi di infezione da parvovirus B19 in gravidanze concluse con
esito avverso, aborto o idrope fetale [Anand et al., 1987; Woernle, et al., 1987]. | feti mostravano
una reazione leucoeritroblastica nel fegato e presentavano grandi cellule chiare con corpi di
inclusione eosinofili e marginazione della cromatina nucleare, caratteristiche che permisero una
diagnosi provvisoria di infezione da B19. Da allora si ¢ posta 1’attenzione alla trasmissione
materno-fetale considerando diversi aspetti quali il rischio di infezione intrauterino nelle donne
incinta, e le possibili conseguenze.

E stato osservato che i trofoblasti placentari posseggono il recettore virale globoside e, seppur non
permissivi alla replicazione virale, permettono la transcitosi e il passaggio del virus al circolo
ematico fetale. L’espressione del recettore varia nel corso dela gestazione ed ¢ massima nel primo
semestre per poi significativamente ridursi fino a quasi sccomparire nel terzo. L’effetto pro-
inflammatorio e pro-apoptotico sui trofoblasti insieme all’infezione produttiva delle cellule
endoteliali della placenta partecipano probabilmente al danno fetale [Jordan et al., 2001; Jordan et
al., 2002; Pasquinelli et al., 2009]. Il virus a questo punto entra nel circolo e infetta i progentiori
eritroidi ed e rilevato anche nei vasi sanguigno di diversi organi e nel liquido amniotico [Clwley et
al., 1987; Zerbini et al., 1996; Bonvicini et al., 2009]. L’infezione dei progenitori eritroidi determina
un blocco severo dell’eritropoiesi, data 1’estensione del compartimento eritropoietico fetale e la
ridotta risposta immunitaria, e porta ad anemia, ipossia tissutale, idrope non immune e morte fetale
[de Jong er al., 2011; Lamont et al., 2011]. Inoltre i miociti fetali presentano il recettore virale e
sono sucettibili all’infezione; pertanto la miocardite indotta dal virus puo contribuire al danno fetale
[Porter et al., 1988; O’Malley et al., 2003].

Gli effetti della trasmissione materno-fetale sono influenzati da diversi fattori: lo stato immunitario
della madre; lo stadio gestazionale e di sviluppo dell’embrione. Le infezioni nella prima fase della
gestazione sono spesso associate a morte fetale; nella parte centrale si manifesta come idrope fetale
spesso autolimitante; infine la perdita e i danni al feto nel terzo trimestre sono piu rari poiché il feto
mostra maggiore resistenza ed e capace di sviluppare un’efficace risposta immunitaria.

Alcuni studi riportano associazioni tra infezione intrauterina e malformazioni congenite, come ad
esempio anomalie agli occhi e al sistema nervoso, oltre che disordini midollari [Brown et al., 1994;
Bonvicini et al., 2011; Puccetti et al., 2012].

o1



Disordini neurologici

Prima della messa a punto di specifiche tecniche virologiche, sono stati riportati casi di sintomi
neurologici associati a eritema infettivo. Da allora e stata rilevata la presenza di anticorpi specifici
per il B19 e il DNA virale nel sangue e nel liquido cefalorachidiano in casi di encefalopatia e di
meningite asettica [Heegaard et al., 1995; Zerbini et al., 1992]. Inoltre sono state osservate
neuropatia e amiotrofia neuralgica dopo infezione col virus. 1l meccanismo che porta alla comparsa
di tali sintomi neurologici & sconosciuto, anche se la concomitante presenza di rash o artralgia, fa

supporre un processo mediato dal sistema immunitario.

Cardiomiopatie e Miocarditi

Il parvovirus B19 ha acquistato importanza nel tempo come virus cardiotropico; il DNA virale e
infatti rinvenuto nelle biopsie cardiache con frequenza elevata, superiore a quella relativa ad altri
virus cardiotropici, come gli enterovirus. 1l B19 si puo considerare caratterizzato da cardiotropismo
e si pud pensare che la sua presenza in questo tessuto sia comune a qualsiasi individuo
precedentemente infettato. Pertanto é difficile attribuire una diretta correlazione fra la presenza del
DNA virale nel miocardio e la patogenesi di cardiomiopatie [Modrow et al., 2006].

E stato osservato il coinvolgimento del B19 in diversi casi di miocardite sia in eta pediatrica che in
eta adulta [Schowengerdt et al., 1997; Dettmeyer et al., 2003; Bultmann et al., 2003; Kuhl et al.,
2003]. 1l virus sembrerebbe infettare le celule endoteliali, causandone la disfunzione e portando in
modo indiretto alla cardiomiopatia. La disfunzione delle cellule endoteliali puo avvenire mediante
un meccanismo virus-dipendente quale la replicazione virale o I’espressione delle proteine di B19
oppure puo essere un effetto della risposta immunitaria innescata dal virus. Questa deregolazione a
livello dell’endotelio porta a una risposta infiammatoria diretta responsabile del danno nel tessuto
cardiaco [Mahrholdt et al., 2006; Bock et al.,2010].

Epatiti

L’aumento dei livelli di transaminasi epatiche si accompagna spesso alla quinta malattia e per
questo motivo I’infezione da B19 ¢ stata associata nei bambini a epatiti severe ma autolimitanti
[Sokal et al., 1998; Pardi et al., 1998]. Numerosi studi escludono I’associazione tra B19 e epatiti
acute e croniche [Notari et al., 2001; He et al., 2003; Arista et al., 2003], mentre altri ipotizzano una
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relazione causale tra il virus ¢ I’insufficienza epatica fulminante [Langnas et al., 1995].

Infezioni persistenti

Nei pazienti in cui il sistema immunitario non ¢ in grado di controllare 1’infezione, come in caso di
immunodeficienze congenite o acquisite, il virus puo stabilire un’infezione persistente. In soggetti
immunocompetenti normalmente 1’infezione da parvovirus B19 ha un decorso limitato ¢ termina
con la clearance del virus dall’organismo, ma in alcuni casi puo instaurarsi un’infezione persistente
in grado di causare aplasia midollare, pur in presenza di anticorpi contro il B19.

La presenza del virus é stata dimostrata in tessuti come il il midollo osseo, la cute e la sinovia
tramite saggi di nested-PCR. La ricerca del DNA virale in campioni di sangue e aspirati midollari
ha dimostrato che e raro riscontrare la presenza costante di B19 nel sangue di pazienti con evidenza
sierologica di una passata infezione, mentre e possibile ritrovare il genoma virale nel midollo osseo
di individui con sintomi tipici dell’infezione (anemia o artriti) e in soggetti asintomatici nonostante
la presenza di IgG anti-B19 [Cassinotti et al., 1997].

Studi recenti hanno inoltre verificato la persistenza del DNA virale nel tessuto sinoviale non solo di
pazienti con artrite reumatoide o giovanile (manifestazioni che spesso accompagnano 1’infezione
primaria), ma anche in individui immunocompetenti, privi di artropatie e con anticorpi nei confronti
del virus [Soderlund et al., 1997]. Al momento perd non sono ancora state identificate le cellule in
grado di ospitare il virus, anche se si ipotizza un coinvolgimento di cellule sinoviali con
caratteristiche di cattura e presentazione dell’antigene, e rimane da stabilire quale sia il livello di
funzionalita del genoma di B19 in queste cellule per quanto riguarda la sua capacita trascrizionale e
replicativa [Hokynar et al., 2000].

La persistenza del virus a livello della cute e stata inizialmente documentata a partire dal campione
bioptico di un ragazzo di 16 anni che aveva sviluppato un’orticaria cronica a seguito di un’infezione
da parvovirus B19; questo studio ha messo inoltre in luce la presenza del DNA virale anche nella
cute sana. Rimane da stabilire quale sia il sito esatto di persistenza virale [Vuorinen et al., 2002].

Le analisi molecolari su biopsie cutanee inoltre hanno permesso 1’identificazione di un nuovo
genotipo, la variante V9, che mostra un tropismo caratteristico per i tessuti cutanei [Hokynar et al.,
2002].
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Trattamento e prevenzione

L’infezione da Parvovirus B19 ¢ considerata un’infezione benigna per lo piu asintomatica. Tuttavia
la presenza di complicanze ematologiche in soggetti con difetti ematologici o immunitari, le
possibili manifestazioni reumatiche in soggetti sani e il rischio di trasmissione materno-fetale pone

la necessita di un’accurata diagnosi e di approcci per la profilassi e la terapia.

Sangue ed emoderivati
La presenza nella fase iniziale dell’infezione di un alto titolo viremico in assenza di sintomi
specifici, la clearance ritardata del virus dal sangue e la possibile insorgenza di infezioni croniche a
basso titolo anticorpale possono rappresentare un rischio di trasmissione del virus attraverso l'uso di
sangue ed emoderivati.
Due fattori principali vanno considerati nel determinare 1'esito clinico di un’esposizione parenterale
al virus e sono la quantita totale di virus trasfuso o infuso ai destinatari e lo stato immunitario dei
pazienti.
Per quanto riguarda il primo aspetto, alcuni studi indicano possibili livelli di concentrazione virale
necessari per la trasmissione dell’infezioni: in assenza di specifiche Ig nel donatore e nel ricevente,
un livello soglia di circa 10" unitd internazionali (UI) per ml sembra necessario perché avvenga
I'infezione [Brown et al., 2001]. La presenza di Ig nel sangue del donatore o nel destinatario sembra
avere un effetto protettivo. Complessivamente, tenendo conto della frequenza di unita di sangue ad
alto titolo viremico e dei tassi di sieroprevalenza nella popolazione, la probabilita di infezione da
singola esposizione a sangue o componenti del sangue é bassa [Yu et al., 2010; Hourfar et al, 2011]
e non giustifica in termini di costi screening sui singoli donatori. | pazienti ad alto rischio con
malattie ematologiche, deficienze immunitarie o le donne in stato di gravidanza possono invece
utilizzare donazioni di sangue apposite, su cui ¢ verificata I’assenza di virus B19 contaminante.
Una situazione completamente diversa & presente per i prodotti derivati dal sangue, generati da pool
di donazioni. In questi casi, l'inclusione di unita ad altro titolo viremico avviene con elevata
probabilita e la diluizione durante il processo di fabbricazione puo non essere sufficiente per restare
al di sotto di un livello soglia di sicurezza. Alti tassi di trasmissione dell’infezioni sono stati
individuati in pazienti destinatari a rischio, emofiliaci /o immunodeficienti [Parsyan et al., 2007].
Per ridurre il rischio di trasmissione del virus attraverso il sangue una soglia di sicurezza é stata
indicata dagli enti di regolamentazione pari a 10* Ul/ml e metodi quantitativi di rilevazione
molecolare sono o dovrebbero essere utilizzati per rilevare la presenza di contaminazione sopra-
soglia nei pool utilizzati. Inoltre nel processo di fabbricazione, fasi di inattivazione sono
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normalmente introdotte per ridurre il rischio di trasmissione del virus. 1l B19 é resistente a
trattamenti con solventi/detergenti, ma solo relativamente resistente al trattamento termico, in
particolare la suscettibilita al calore dipende dalle condizioni fisiche e di composizione del mezzo e
dovrebbe essere presa in considerazione nelle fasi di produzione per aumentare ulteriormente la

sicurezza del sangue e dei prodotti derivati [Blumer et al., 2010].

Trattamento
L’intervento terapeutico a seguito di infezione da B19 é ridotto e solo raramente puo richiedere
I’utilizzo di trattamenti sintomatici.
L’idrope fetale puo risolvere spontaneamente o, in caso contrario, le trasfusioni intrauterine sono
state utilizzate con apparente successo per la riduzione della mortalita fetale [Forestier et al., 1999;
Fairley et al., 1995; Goodear et al., 1998]. Le artropatie croniche sintomatiche possono essere
trattate con farmaci anti-inflammatori non steroidei. Nel caso di crisi aplastica transitoria, la
trasfusione di eritrociti porta ad una soddisfacente concentrazione di emoglobina [Hamon et al.,
1988]. In caso di infezione persistente I’immunizzazione passiva viene considerata come possibile
approccio per ridurre il carico virale.
Preparati di IVIG ottenuti da grandi pool di donatori generalmente contengono livelli elevati di
anticorpi anti-B19V neutralizzanti e possono essere utilizzati con successo [Mouthon et al., 2003].
Tuttavia normalmente non eliminano completamente il virus, 1’effetto ¢ quindi temporaneo e
richiede cicli ripetuti di somministrazione. La clearance virale avviene solitamente quando il
sistema immunitario del paziente sviluppa una propria risposta immunitaria completa, pertanto un
approccio complementare all’uso di IVIG risulta opportuno.
Si deve inoltre considerare che non sono stati effettuati trial clinici per determinare un regime
terapeutico ottimale per la somministrazione di IVIG in risposta all’infezione, quindi il trattamento
e ad oggi empirico, cosi come anche la somministrazione profilattica di 1VIG per prevenire la
trasmissione trans-placentare. Queste limitazioni richiedono ulteriori studi per meglio comprendere

I'efficacia dell’immunizzazione passiva a fine terapeutico o profilattico.

Farmaci Antivirali e Sviluppo di Vaccini

Nessuna terapia antivirale e stata sviluppata ad oggi. Il razionale per lo sviluppo di una terapia
antivirale specifica sarebbe il trattamento delle infezioni croniche in pazienti immunodepressi o la

riduzione degli aspetti infiammatori di infezioni acute o croniche.
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L’NS o il dominio fosfolipasico della VP1u sono entrambi necessari per l'infettivita virale e
responsabili degli effetti patogenetici pertanto costituiscono potenziali target farmacologici.
L’inibizione specifica della loro attivita probabilmente comprometterebbe la capacita del virus di
replicarsi, la citotossicita e l'attivita proinfiammatoria virale. Le biotecnologie farmaceutiche
insieme allo sviluppo di accurati metodi quantitativi per valutare la riduzione dell’infettivita virale
sono necessari per far proseguire la ricerca in questo campo.

Per lo sviluppo di un vaccino invece il razionale e principalmente quello di proteggere le
popolazioni a rischio, come i pazienti con malattie ematologiche e le donne in eta fertile.

Gli studi iniziali per lo sviluppo di un vaccino si sono basati sull’uso di VLP, capsidi vuoti espressi
mediante baculovirus, costituiti dalle proteine virali VP1 e VP2 e antigenicamente simili ai virioni
nativi. Queste particelle inducevano la formazione di anticorpi neutralizzanti in animali inoculati e
la loro immunogenicita e stata valutata in porcellini d’India, topi e conigli. I risultati hanno
evidenziato che la presenza della proteina VP1 € particolarmente importante per una potente attivita
neutralizzante; per questo motivo un potenziale vaccino ricombinante dovrebbe essere costituito dal
capside arricchito in VP1. | sieri di animali e di volontari sani immunizzati con un vaccino
candidato hanno mostrato titoli di anticorpi neutralizzanti uguali o anche maggiori di quelli
osservati durante 1’infezione naturale. I risultati del trial di fase I sono stati promettenti ¢ hanno
mostrato I’immunogenicita del candidato vaccino e la relativa sicurezza negli esseri umani [Bansal
et al., 1993; Ballou et al., 2003]. Gli studi di fase Il hanno invece mostrato un reattogenicita
eccezionale [Bernstein et al., 2011]. Questi risultati pongono quindi la necessita di un ulteriore

sviluppo di vaccini efficaci e sicuri.

Modelli animali

L’identificazione di virus all’interno del genere Erythrovirus capaci di infettare i primati ha reso
disponibile la presenza di modelli animali per 1’infezione da B19. In particolare 1’isolamento del
Simian Parvovirus (SPV) si é rivelato di grande aiuto per lo studio del B19. E’ stata identificata
infatti tra 1 due virus una somiglianza genomica e un’uguale tendenza a infettare cellule di midollo
0sseo in vitro. Anche nel caso di SPV l’infezione ¢ seguita da fenomeni patologici diversi,
dipendenti dallo stato immunitario dell’animale ospite. L’infezione di animali immunocompromessi
porta ad anemia cronica, mentre negli animali immunocompetenti si assiste ad un calo transitorio
dei reticolociti [O’Sullivan et al., 1994]. Inoltre, come avviene per il B19, I’infezione di feti con un

sistema immunitario immaturo, porta alla comparsa di idrope fetale [O’Sullivan et al., 1997].
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Il modello animale del Simian Parvovirus & considerato particolarmente utile, al fine di una
migliore comprensione circa la patofisiologia dell’idrope indotta dal B19 e per la scoperta di metodi
ottimali per il trattamento dei feti infettati.

Risposta immunitaria
L'immunita innata

Il ruolo dell'immunita innata nel corso dell’infezione del B19 non e stato studiato in dettaglio.
Analogamente ad altri virus, il B19 potrebbe essere riconosciuto attraverso i suoi determinanti
(PAMPs) da recettori cellulari (PRR). Devono essere ancora definiti i componenti del virus che
possono fungere da PAMPs, tuttavia le sue regioni terminali ricche in GC potrebbero essere
riconosciute da recettori come il TLR9, presenti sui linfociti B e sulle cellule dendritiche.

Il CpG-ODN 2006 € un oligonucleotide con backbone fosfodiesterico contenente motivi CpG che
nella forma non metilata sono riconosciuti dal recettore TLR9 e hanno una funzione
immunostimolante. E stato visto che 1’oligonucleotide & in grado di inibire selettivamente la crescita
dei precursori eritroidi, inducendo un accumulo di cellule in fase S e G(2)/M, detrminando un
aumento di dimensioni della cellula e la frequenza di cellule apoptotiche, caratteristiche simili a
quelle osservate nei progenitori eritroidi infettati da parvovirus B19. L’oligonucleotide inoltre
presenta una sequenza consenso condivisa con il promotore P6 del B19 che e capace di inibire la
crescita eritroide in una maniera sequenza-specifica e di downregolare I'espressione del recettore
dell’eritropoietina, effetti indotti anche dal DNA di B19. Anche se non ¢ stata osservata nelle cellule
eritroidi la produzione di mRNA relativi al TLR9, questi risultati suggeriscono possibili meccanismi
alternativi di inibizione dell'eritropoiesi da parte del virus [Guo et al., 2010].

Recentemente é stata valutata la variazione di espressione delle defensine e del Toll-like receptor in
cellule COS-7 trasfettate con vettori codificanti per i prodotti di fusione EGFP-NS e EGFP-VP. Da
tali studi e stato visto che NS cosi come VP2, anche se in maniera inferiore, inducono un aumento
sia a breve che a lungo termine delle defensine e di TLR9. Quindi i risultati contribuiscono
ulteriormente a definire il quadro relativo all'immunita innata nel corso dell’infezione di B19 [Hsu
etal., 2011].

Immunita adattativa: Anticorpi

Gli anticorpi sono prodotti presto nel corso dell'infezione e normalmente sono in grado di
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neutralizzare l'infettivita virale e portare progressivamente all’eliminazione del virus. Nel corso
dell’infezione sperimentale [Anderson et al., 1985], la comparsa delle IgM e stata osservata presto.
Questi anticorpi possono persistere per mesi, a differenza delle 1IgG che compaiono dopo circa due
settimane e persistono per tutta la vita. E stata inoltre evidenziata la presenza di immunoglobuline
della classe IgA nei fluidi corporei [Erdman et al., 1991].
Lo sviluppo della risposta immunitaria prevede tipicamente una fase acuta con il riconoscimento
dell’epitopo [Kaikkonen et al., 1999], seguita dallo sviluppo di anticorpi a maggiore avidita
[Soderlund et al., 1995].
Le proteine del capside virale sono i principali antigeni riconosciuti dal sistema immunitario e
contengono epitopi neutralizzanti localizzati su diverse sequenze. Gli epitopi presenti nella regione
VP comune sono principalmente conformazionali: un epitopo ¢ situato all’estremita aminoterminale
di VP2 (aa 38-87) [Yoshimoto et al., 1991], mentre altre 6 sono nella meta carbossiterminale di VP2
(aa 253-515) [Sato et al., 1991]. Gli epitopi nella regione VP1lu sono svariati € sono
prevalentemente lineari [Sato et al., 1991; Yoshimoto et al., 1991; Rosenfeld et al., 1992].
La maggior parte di questi epitopi € situata nelle anse interposte fra i fogli B-planari delle proteine
capsidiche e sono quindi esposti sulla superficie esterna del virione.
La presenza della proteina VP1 nei capsidi ha due effetti: modifica la presentazione degli epitopi
VP2 specifici e aggiunge epitopi propri alla superficie del virione. E stato osservato che anticorpi
nei confronti di epitopi della proteina VP2, ottenuti immunizzando animali con capsidi costituiti
unicamente da VP2, hanno una ridotta attivita neutralizzante. Questi risultati fanno ipotizzare che la
presenza della VP1 nei capsidi alteri la struttura del virione e abbia un effetto anche sulla
presentazione antigenica [Bansal et al., 1993].
Durante la fase attiva o molto recente dell’infezione, gli anticorpi anti-epitopi lineari di VP1
compaiono insieme agli anticorpi anti-epitopi conformazionali di VP2 e sembrano persistere per
mesi 0 anni nella maggior parte degli individui, probabilmente perché hanno un ruolo neutralizzante
nei confronti di regioni delle proteine capsidiche coinvolte nell’attacco e internalizzazione del virus.
Gli anticorpi diretti invece verso gli epitopi lineari di VP2, sono presenti in generale durante una
fase attiva 0 molto recente dell’infezione e durante la fase convalescente, mentre si evidenziano
soltanto nel 20% dei soggetti che mostrano segni di passata infezione [Manaresi et al., 1999;
Musiani et al., 2000; Manaresi et al., 2001].
Uno studio mediante saggio immunoenzimatico Elispot ha indicato che la memoria dei linfociti B €
mantenuta contro epitopi conformazionali di VP2 e contro epitopi lineari di VP1 ed e assente invece
contro gli epitopi lineari della VP2, in accordo con quanto osservato testando la reattivita del siero
contro diversi antigeni di B19 [Corcoran et al., 2004].
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Anticorpi anti-NS sono prodotti in risposta a infezione di B19 in una sottopopolazione di individui
probabilmente a seguito di una stimolazione antigenica prolungata. La loro presenza, tuttavia, non &
stata ad oggi collegata a una particolare condizione clinica [von Poblotzski et al., 1995; Venturoli et
al., 1998; Heegaard et al., 2002].

Lo sviluppo di un’attivita neutralizzante é tipico di una risposta immunitaria efficace che si assume
possa proteggere da infezioni secondarie; mentre I’incapacita di produrre anticorpi con efficace
attivita neutralizzante porta invece all’instaurarsi di infezioni persistenti in cui il virus € presente
nell’organismo per lunghi tempi a bassi livelli [Kurtzman et al., 1989]. Nella maggior parte dei
pazienti immunocompromessi non sono evidenziabili anticorpi specifici, mentre in altri esiste una
risposta con caratteristiche di immaturitd. Questi anticorpi reagiscono in saggi di cattura
radioimmunologici, mentre non reagiscono all’immunoblot e ci0 suggerisce che essi siano diretti
verso epitopi di tipo conformazionale, ma non sono in grado di riconoscere quelli lineari. La scarsa
reattivita immunologica € in correlazione con una scarsa attivita neutralizzante determinata in saggi

di inibizione dell’infettivita in vitro.

Immunita adattativa: Cellule

Il tipo prevalente di risposta immunitaria a seguito dell’infezione da parvovirus B19 e costituito
dalla produzione di anticorpi con attivita neutralizzante; tuttavia, I’instaurarsi di infezioni persistenti
in soggetti con deficit immnunologici a cellule T suggerisce che queste cellule giocano un ruolo
altrettanto importante. E probabilmente I’interazione fra i tipi cellulari T ¢ B a determinare lo
sviluppo di uno stato immunitario pienamente competente.

La misurazione della proliferazione linfocitaria in vitro dopo stimolazione delle cellule
mononucleate del sangue periferico con gli antigeni virali purificati VP1, VP2 e NS ha permesso di
identificatare una risposta mediata da linfociti CD4, MHC-II ristretta, diretta prevalentemente verso
le proteine capsidiche [vonPobloztky et al., 1996], come confermato successivamente in pazienti
con recente e passata infezione da B19 [Franssilla et al., 2001].

La risposta proliferativa e citolitica delle cellule T CD8 é stata valutata a seguito di stimolazione in
vitro con una libreria di peptidi disegnata in modo tale da coprire 1’intera sequenza dell’NS. E stato
cosi identificato il primo epitopo relativo al B19, la cui rilevanza funzionale é stata successivamente
confermata [Tolfvenstam et al., 2001]. In un approccio piu estensivo per I’identificazione di epitopi,
un totale di 210 peptidi sovrapposti e sintetizzati in modo tale da coprire 1’intera sequenza della

proteina non strutturale NS, la regione VP1u e la regione comune VP1/VP2 sono stati utilizzati in
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saggi di citotossicita e di stimolazione dei linfociti CD8 per valutare la loro rilevanza funzionale.
Una serie di epitopi furono identificati, nove nella proteina NS e uno nella regione VP comune. La
risposta dei CD8 a questi epitopi € stata osservata in soggetti con infezione acuta, mantenuta o
addirittura aumentata nei mesi dopo la risoluzione della malattia acuta. Questi dati suggeriscono che
le cellule T CD8 possono svolgere un ruolo di primo piano nel controllo dell'infezione del B19
[Norbeck et al., 2005].

Il ruolo centrale di tali cellule & stato confermato da uno studio sull’estensione della risposta dei
CD8 durante ¢ dopo l'infezione acuta, mediante 1’utilizzo di complessi multimerici HLA-peptide. |
risultati indicano una risposta sostenuta nel primo anno post-infezione nonostante la risoluzione dei
sintomi clinici, con popolazioni di linfociti T specifiche per i singoli epitopi che rappresentano fino
al 4% di tutte le cellule CD8, risposta che si pud mantenere anche per anni dopo I’infezione a
frequenze inferiori allo 0,5% di tutte le cellule CD8 [lsa et al., 2005].

Il ruolo delle cellule T helper nella risposta immune al B19 e stato inizialmente investigato usando
VLPs ricombinanti, contenenti le due proteine strutturali VP1 e VP2 o la VP2 da sola, e la regione
VP1u espressa in una sistema procariota. La capacita di questi antigeni di stimolare cellule Th a
proliferare e a secernere IFN-y e IL-10 é stata misurata in soggetti infetti con il B19 recentemente o
in passato. In risposta alla VP1/2 e alla VP2 ¢ stata osservata un’analoga proliferazione e
produzione di IFN-y e IL-10; la produzione di IFN-y in risposta a VP1u e risultata molto forte tra i
soggetti infettati di recente, ma assente tra i soggetti infettati in passato, in contrasto con la
persistenza documentata di anticorpi anti-VP1u [Franssilla et al., 2004; Franssilla et al., 2005].

Per studiare la portata della risposta dei CD4 alle proteine del capside € stata usata una libreria di
peptidi e il saggio Elispot per I’IFN-y, anche in questo caso la risposta in soggetti con infezione
acuta e stata confrontata con quella relativa a individui infettati in passato. Per i soggetti con
infezione acuta si € osservata una risposta dei CD4 a diversi peptidi, in particolare verso la regione
VP comune, con una riduzione nel corso del tempo [Kasprowicz et al., 2006].

E stata poi caratterizzata la produzione di citochine proinfiammatorie e di quelle specifiche della
risposta T helper nel corso dell'infezione acuta. Un picco iniziale di citochine proinfiammatorie (IL-
1B, TNF-a, IL-6 e IL-8) e stato osservato all’insorgenza dell’infezione acuta, cosi come 1’induzione
delle citochine specifiche della risposta Thl (IL-2, IL-12 e IL-15) evidente nella fase iniziale e
mantenuta in molti casi nel periodo di follow-up. Le citochine associate alla risposta Th2 (IL-4, IL-
5 e IL-10) e I’IFN-y invece si sono mantenute a bassi livelli nel corso dello studio. Nonostante la
mancanza di citochine Th2 i pazienti hanno sviluppato normali livelli di IgG specifiche, prodotte
probabilmente in risposta a un basso livello di IL-6 e di altre citochine, come ad esempio TGF-

[Isa et al., 2007].
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Nel complesso, le caratteristiche della risposta delle cellule T al B19 combinano aspetti tipici di
virus capaci di infezioni litiche e di virus capaci di stabilire una infezione persistente. La piena
caratterizzazione della risposta immunitaria é cruciale non solo per la comprensione dell'infezione,

ma anche per lo sviluppo di approcci terapeutici e profilattici, quali lo sviluppo di un vaccino.

Principi diagnostici

Come per gli altri virus, la diagnosi di infezione da B19 puo0 essere fatta direttamente, dimostrando
la presenza del virus nell’organismo oppure indirerramente, evidenziando una risposta immunitaria
specifica nei confronti del virus in questione.

Nel caso del B19, I’impossibilita di coltivare efficacemente il virus in sistemi cellulari in vitro
impone di utilizzare mezzi di ricerca diversi dal semplice isolamento; & necessario evidenziare nei
campioni clinici costituenti virali quali il genoma o la componente antigenica.

Il riscontro di una risposta immunitaria specifica nei confronti del parvovirus B19 ed in particolare
nei confronti delle proteine capsidiche VP1 e VP2, fornisce informazioni indirette sull’infezione: la
presenza di anticorpi di classe IgM é indicativa di infezione recente, mentre la presenza di 1gG in
assenza di IgM é indicativa di infezione passata e immunita nei confronti del virus.

Le analisi sono generalmente eseguite su campioni di siero e di plasma, tuttavia la ricerca delle
componenti virali pud avvenire anche su aspirati di midollo osseo o su campioni bioptici, sul
liquido amniotico in caso di presunta infezione fetale e su tessuti fetali e placentari in caso d morte
fetale [Young, 2004].

Diagnosi virologica

Ricerca del DNA virale

La diagnosi di infezione da parvovirus B19 e affidata principalmente alla ricerca del DNA virale
attraverso tecniche di amplificazione degli acidi nucleici: alti livelli di viremia sono riscontrabili
solo durante la fase acuta dell’infezione e per un breve periodo, circa una settimana, mentre bassi
livelli di DNA possono essere rivelati anche per sei mesi solo tramite PCR. Per questo motivo
tecniche poco sensibili come I’ibridazione su filtro e su piastra non sono piu utilizzate nella
diagnosi di infezione; rimane tuttavia in uso 1’ibridazione in situ in quanto permette di localizzare il
DNA virale nel materiale in esame: cellule di midollo osseo, di sangue cordonale, liquido

amniotico, tessuti fetali, cutanei, etc.
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Ibridazione in situ

Questa tecnica di ricerca del DNA virale e utile non solo per confermare la diagnosi di infezione ma
anche per lo studio della patogenesi delle malattie associate al B19, discriminando ad esempio
infezioni produttive da casi di persistenza silente del virus. |1 campioni vengono opportunatamente
fissati e permeabilizzati per permettere 1’ingresso delle sonde. Le sonde usate sono frammenti di
DNA clonato o oligonucleotidi sintetici. Le sonde marcate con digossigenina sono le piu usate,
poiché dotate di maggiore specificita e sensibilita; la presenza del marcante e rivelata con metodo
immunoenzimatico, con 1’utilizzo di substrato cromogenico o chemiluminescente e I’osservazione,
rispettivamente, mediante microscopio ottico o luminografo connesso a un microscopio ottico e a

un computer.

Reazione polimerasica a catena (PCR)

La PCR é la tecnica diagnostica piu sensibile per rivelare la presenza del DNA virale; essa permette
I’amplificazione di un numero minimo di copie genomiche, tipico degli stadi finali di infezione
acuta o di infezioni persistenti. Inoltre per le reazioni di amplificazione possono essere utilizzate
piccole aliquote di campioni di siero (eventualmente pretrattati), campioni cellulari o tissutali
(previa lisi e/o purificazione del DNA).

Inizialmente sono stati sviluppati e sperimentati saggi di amplificazione del DNA di B19 in vari
formati nel tentativo di ottenere una rivelazione quantitativa del DNA bersaglio, come la single-step
PCR [Durigon et al., 1993; Koch et al., 1990], nested PCR [Musiani et al., 1993], PCR-ELISA,
PCR-ELISA competitiva [Gallinella et al., 1997] e Real-Time PCR [Aberham et al., 2001].

La necessita di effettuare una determinazione quantitativa del carico virale di B19 (ad esempio nello
screening di emoderivati o nel monitoraggio di infezioni persistenti) ha fatto si che negli ultimi anni
si sviluppassero tecniche diagnostiche di Real-Time PCR; questi saggi quantitativi risultano rapidi
in quanto 1’amplificazione del DNA bersaglio e la rivelazione dei prodotti di amplificazione sono
combinati all’interno di un unico sistema. La reazione inoltre viene monitorata ciclo per ciclo e
I’analisi quantitativa dei dati viene effettuata non al termine della reazione, come in una PCR end-
point, bensi durante la fase esponenziale di accumulo dei prodotti, quindi risulta molto piu accurata
[Koppelman et al., 2004; Baylis et al., 2004].
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Per la diagnosi di infezione di parvovirus B19 e la determinazione quantitativa del carico viremico
sono disponibili in commercio saggi di real-time che utilizzano come sistema di rivelazione la
fluorescenza: il colorante Sybr Green | e le sonde di ibridazione [Braham et al., 2004; Shorling et
al., 2004; Harder et al., 2001]. Il Sybr Green I € una molecola fluorescente che é in grado di legarsi
al DNA a doppia catena intercalandosi in esso. Il segnale di fluorescenza emesso e proporzionale
alla quantita di acido nucleico presente nel campione in esame e viene registrato al termine della
fase di estensione in ogni ciclo di amplificazione. Le sonde di ibridazione consistono invece in un
sistema di rivelazione sequenza specifico. Si utilizzano due oligonucleotidi marcati con fluorocromi
differenti che riconoscono due sequenze adiacenti sul DNA bersaglio. L’oligonucleotide a monte ¢
marcato all’estremo 3’ con fluorescina, mentre ’altro possiede in posizione 5’ il fluorocromo LC
Red 640 o LC Red 705. Durante la fase di annealing le due sonde riconoscono le rispettive regioni
del DNA bersaglio e dal momento che i fluorocromi sono adiacenti, si verifica un trasferimento di
energia per risonanza, detto FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), dalla fluorescina
eccitata dalla sorgente luminosa esterna al fluorocromo accettore (LC Red 640 o LC Red 705) che,
eccitato, emette a sua volta un segnale fluorescente ad una lunghezza d’onda maggiore. In questo
caso il segnale di fluorescenza viene registrato in ogni ciclo di amplificazione al termine della fase

di annealing.
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Real Time PCR in formato SybrGreen e FRET

La quantificazione dei prodotti di amplificazione ottenuti in PCR real time puo essere assoluta o
relativa. Una quantificazione assoluta richiede la costruzione di una curva di calibrazione mediante

I’amplificazione di una serie di standard esterni a concentrazione nota; la concentrazione dei
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campioni incogniti viene determinata per interpolazione sulla curva di calibrazione. Questo metodo
non rivela I’eventuale presenza di inibitori della PCR, né tiene conto della variabilita tra campione e
campione dovuta sia alla processazione del campione sia alla fase analitica, a meno che in ogni
reazione di amplificazione non venga incluso anche un controllo interno che viene coamplificato.
Una quantificazione relativa invece esprime la concentrazione di un campione come rapporto tra la
sequenza bersaglio e una sequenza di riferimento che puo essere esogena o endogena [Gallinella et
al., 2004].

Dopo I’identificazione di Erythovirus umani diversi dal genotipo B19 sono stati messi a punto saggi
quantitativi per la discriminazione e la tipizzazione virale, con primer e sonde genotipo-specifiche
[Schalasta et al., 2004; Hokynar et al. 2004; Liefeldt et al., 2005]. La

RealTime quantitativa con 1’utilizzo di controlli interni rappresenta ad oggi lo standard analitico per
la diagnosi molecolare di infezione da B19 [Gallinella et al., 2004; Manaresi et al., 2002; Gruber et
al., 2001]. Tale sistema presenta due principali requisiti quali la rilevazione dei diversi genotipi di
B19 e la quantificazione standardizzata e calibrata. Per il soddisfacimento di questi requisiti si puo
usufruire della presenza di standard definiti a livello internazionale ed allo stesso tempo si &
vincolati da un pannello internazionale pensato e definito per valutare la capacita dei diversi saggi

analitici di rilevare i tre genotipi di B19.

Ricerca degli antigeni virali

Le tecniche per la rilevazione del virus in campioni di siero mediante ricerca della componente
antigenica hanno storicamente preceduto lo sviluppo delle tecniche per 1’individuazione del DNA
virale. In particolare, tecniche come la contro-immunoelettroforesi o la immunodiffusione hanno
contribuito alla scoperta del virus ma non sono piu comunemente utilizzate. 1l saggio
radioimmunologico volto alla ricerca antigenica pud essere utilizzato, ma ha una specificita e una
sensibilita nettamente inferiori alle tecniche di ibridazione molecolare. Tecniche di
immunoelettromicroscopia sono utilizzabili per la conferma morfologica della presenza di virus in
campioni di siero. E’ possibile inoltre ricercare gli antigeni del virus nei campioni clinici (sangue
periferico e liquido amniotico) impiegando saggi immunologici su filtro [Gentilomi et al., 1997;
Gentilomi et al., 1998]. L'utilizzo di sieri immuni policlonali o di anticorpi monoclonali diretti
verso le proteine VP1 e VP2 in tecniche di immunofluorescenza indiretta permette di evidenziare il

virus in cellule infette di provenienza ematologica o in tessuti di origine fetale.
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Diagnosi sierologica

La ricerca degli anticorpi prodotti in risposta all’infezione del B19 rappresenta ancora uno standard
per la diagnosi di infezione.

Tecniche per la ricerca anticorpale sono dipese per lungo tempo dalla disponibilita di virus nativo;
successivamente sono state sviluppate tecniche che si affidano ad antigeni prodotti in vitro in
sistemi ricombinanti procariotici o eucariotici. Tali sistemi includono: cellule di E. Coli trasformate
con plasmidi ricombinanti, che esprimono antigeni di B19 come proteine di fusione [Liu et al.,
1991; Soderlund et al., 1995]; cellule di ovaio di Hamster cinese trasfettate con plasmidi
ricombinanti che esprimono antigeni del B19 [Kajigaya et al., 1989]; cellule di mammifero COS-7
trasfettate con vettori di espressione derivati dall’SV40 contenenti sequenze che esprimono proteine
del B19 [Cohen et al., 1995] e cellule di insetti (Spodoptera frugiperda) infettate con Baculovirus
ricombinati con sequenze del B19 [Brown et al., 1991; Kajigaya et al., 1991]. | sistemi procariotici
producono proteine prive dela loro conformazione nativa e pertanto utilizzabili per la ricerca di
anticorpi che riconoscono epitopi lineari. | sistemi eucariotici invece consentono la produzione di
proteine nella conformazione nativa e permettono dunque lo studio della risposta immunitaria
contro epitopi conformazionali. Gli antigeni capsidici normalmente impiegati per una diagnosi
sierologica di infezione da parvovirus B19 sono prodotti in cellule di insetto utilizzando il sistema
dei Baculovirus [Brown et al., 1991]. Con questo sistema € possibile ottenere elevate quantita di
particelle simil-virali, costituite dalle proteine VP1 e VP2 oppure unicamente dalle proteine VP2,
Queste particelle presentano determinanti antigenici coincidenti con quelli presentati da particelle
virali native, e quindi il loro impiego in tecniche di ricerca anticorpale garantisce risultati

estremamente affidabili.

Saggio immunoenzimatico (EIA)

Il formato maggiormente impiegato si basa su tecniche immunoenzimatiche su micropiastra
(formato ELISA). Per la ricerca di IgG specifiche si utilizza un saggio indiretto, mentre per la
ricerca di IgM si preferisce un saggio di cattura delle IgM specifiche. Nel primo caso antigeni
biotinilati sono ancorati a pozzetti rivestiti di streptavidina e fatti reagire con il siero in esame; la
formazione di immunocomplessi ¢ rivelata mediante anticorpi secondari coniugati all’enzima
perossidasi. Nel secondo caso, anticorpi di classe IgM sono catturati da anticorpi anti-lgM ancorati
a pozzetti di micropiastra; queste IgM legano poi antigeni biotinilati che verranno a loro volta

riconosciuti utilizzando streptavidina coniugata all’enzima perossidasi.
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Saggio di immunofluorescenza (IIF)

Reazioni di immunofluorescenza per la ricerca di anticorpi specifici di classe 1gG o IgM possono
essere allestite utilizzando come substrato le cellule di insetto trasfettate con vettori di Baculovirus
esprimenti le proteine capsidiche di parvovirus B19 [Cohen et al., 1995]. In questo caso la reazione
e di tipo indiretto (per la ricerca di IgM e opportuno procedere ad un pre-assorbimento delle 1gG), e
la formazione di immunocomplessi €& evidenziata mediante anticorpi secondari coniugati a

fluorocromo (FITC).

Saggio di Western Blot

Le proteine virali, oppure frammenti di esse, prodotte in sistemi procariotici, possono essere
utilizzate come substrato antigenico in reazioni di immunoblot. Esistono sistemi commerciali che
consentono lo studio della risposta anticorpale nei confronti delle proteine del parvovirus B19. In
questo caso vengono ad essere evidenziati anticorpi di classe 1gG o IgM diretti verso epitopi lineari,
e non conformazionali, del capside di B19. Tale tecnica &€ meno utilizzata della tecnica ELISA
poiché & meno sensibile, piu costosa e non & applicabile allo screening di un numero elevato di
campioni.

Tuttavia é importante lo studio della risposta anticorpale nei confronti degli antigeni lineari del B19
in quanto a tutt’oggi non ¢ ben nota la specifica risposta anticorpale, nelle diverse fasi di infezione,
nei confronti di diverse regioni immunoreattive e di diversi epitopi lineari o conformazionali delle
proteine capsidiche. Inoltre € dimostrato che la maggior parte degli epitopi neutralizzanti della VP1
sono epitopi lineari [Manaresi et al., 1999; Manaresi et al., 2001].

Anche la proteina non strutturale NS espressa in sistemi procariotici ed eucariotici [Venturoli et al.,
1998; von Poblotzki et al., 1995] é usata in questo saggio per valutare la presenza di anticorpi

specifici la cui correlazione con il corso dell’infezione tuttavia rimane controversa.

La cromatina

La cellula eucariotica contiene circa 2 metri di DNA, saldamente impacchettati per poter essere
contenuti nel nucleo cellulare del diametro di circa 6 um. La compattazione risultante di circa
10000 volte e mediata dalla interazione del DNA con proteine appartenenti a due gruppi: le proteine

istoniche, le pit numerose, e le proteine non istoniche. Il complesso nucleoproteico cosi costituito
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prende il nome di cromatina [Alberts et al., 2002]. Si distinguono due tipi di cromatina: la struttura
aperta 0 ‘“eucromatina” si trova nelle regioni piu attivamente trascritte del genoma;
I’”’eterocromatina” o cromatina condensata si trova nei telomeri, centromeri e nelle regioni non
codificanti [Frenster, 1965].

Gli istoni sono piccole proteine basiche (11-16 kDa), ricche in lisina e arginina, capaci quindi di
forti interazioni elettrostatiche con il DNA carico negativamente, formando con questo un
complesso stabile.

Gli istoni sono fra le proteine piu conservate a livello evolutivo, i cui geni sono presenti in cluster e
in copie multiple, probabilmente per garantire I’espressione di una quantita opportuna di queste
proteine nel corso della replicazione cellulare [Marzluff et al., 2002].

Gli istoni sono di cinque tipi (H1, H2A, H2B, H3, H4) e la loro reciproca somiglianza fa pensare
che possano originare da un comune antenato per duplicazione genetica e successiva divergenza.
Tali proteine sono costituite da un corpo globulare che interagisce con il DNA [Arents et al., 1991;
Luger et al., 1997] e da una “coda” N-terminale non strutturata e protrudente che & soggetta a
modificazioni covalenti, critiche per la struttura e la funzionalita della cromatina [Schroth et al.,
1990].

Gli istoni partecipano al primo livello di organizzazione della cromatina, il nucleosoma [Kornberg,
1974]. Le prime evidenze circa ’esistenza di tali unita risale agli anni settanta: inizialmente prove
di digestione mediante nucleasi mostrarono che la cromatina puo essere degradata in frammenti di
circa 200 bp [Hewish and Burgoyne, 1973] e a seguito di digestione piu estensiva questi frammenti
risultarono costituiti da DNA complessato con proteine [Rill and Van Holde, 1973; Sahasrabuddhe
and Van Holde, 1974]. Inoltre all’osservazione in microscopia elettronica sotto specifiche
condizioni sperimentali la cromatina appariva come una “collana di perle”, in cui il filo é
rappresentato dal DNA mentre ciascuna perla corrisponde a quello che verra poi definito
“complesso nucleosomico” [Woodcock, 1973; Olins, A.L. & Olins, D.E., 1974].

Nucleosomi visti al microscopio elettronico (A) Cromatina isolata dai nuclei in interfase:

fibra da 30 nm; (B) Cromatina decondensata: “collana di perle” (fibra da 10 nm)
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Oggi sappiamo che ciascun nucleosoma consta di un “core” proteico formato da otto proteine
istoniche — due copie di ciascuno degli istoni H2A, H2B, H3, H4 — attorno al quale si avvolge il
DNA per circa 1.7 giri, equivalenti a 146 paia di basi [Luger et al., 1997].

Da alcuni studi é stato osservato che la posizione dei nucleosomi non é casuale, ma é “scritta” nella
sequenza primaria del DNA e puod essere modulata dai complessi di rimodellamento della cromatina
ATP-dipendenti, con un importante effetto in termini di accessibilita al DNA da parte di fattori
trascrizionali [Davey et al., 2002].

La cromatina a questo livello iniziale di organizzazione forma una fibra dello spessore di 10 nm in
cui i nucleosomi sono separati fra di loro da un DNA linker di lunghezza variabile (10-90 bp) a cui
¢ associato I’istone H1. Questa proteina istonica é localizzata nel punto di ingresso e di uscita del
DNA dal nucleosoma e sembra avere un ruolo critico nella stabilizzazione del nucleosoma stesso e
nella formazione della struttura di ordine superiore.

Studi di microscopia elettronica dimostrarono che le fibre della cromatina isolate dalle cellule
apparivano in diversi modi a seconda della concentrazione salina [Thoma et al., 1979]. E stato
quindi ipotizzato che differenze conformazionali di questo tipo si verifichino anche nel nucleo
regolando cosi la trascrizione, passando da strutture piu compatte e refrattarie alla trascrizione a
strutture piu “aperte” € permissive.

Al di sopra dei nucleosomi esistono, infatti, ulteriori livelli di organizzazione della cromatina. |
nucleosomi sono impacchettati in una fibra del diametro di 30 nm, la cui struttura, tuttavia, & ancora
oggetto di dibattito. Uno dei modelli proposti &€ quello del “solenoide” in cui i nucleosomi sono
connessi e arrangiati in modo lineare mediante il DNA linker ripiegato cosi da formare una elica di
ordine superiore [Finch and Klug, 1976]. Un secondo modello invece é definito “zig-zag” e prevede
che il DNA linker faccia avanti e indietro fra giri di elica adiacenti formati dai nucleosomi
[Woodcock et al., 1984].

La fibra da 30 nm ¢ ulteriormente condensata formando anse organizzate intorno ad uno “scaffold”
costituito da proteine non istoniche; tuttavia anche in questo caso la struttura esatta € ad oggi
sconosciuta [Mirkovitch, 1984].
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Livelli di compattazione della cromatina

Malgrado 1’elevato livello di compattazione, la struttura dei cromosomi ¢ molto dinamica per
rendere il DNA accessibile ad enzimi coinvolti in diversi processi.

Principalmente si e posta I’attenzione su due processi che consentono cambiamenti reversibili a
livello locale nella struttura della cromatina: le modificazioni enzimatiche delle code N-terminali
degli istoni nucleosomici, che inducono un’alterazione dei contatti fra DNA e istoni con una
conseguente variazione nell’impacchettamento e quindi nell’accessibilita del DNA localmente [Dou
and Gorovsky 2000], e i complessi ATP dipendenti di rimodellamento della cromatina, che possono
essere richiamati per affinita con specifiche modificazioni istoniche e determinare a loro volta
modificazioni della cromatina non covalenti (ad esempio spostamento dei nucleosomi o
introduzione di varianti istoniche) rendendo piu 0 meno esposta una specifica sequenza al

macchinario trascrizionale [Narlikar et al. 2002].
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Meccanismi di regolazione dell’espressione genica
Epigenetica

Il termine “epigenetica” venne coniato dal biologo britannico Waddington nel 1942 per indicare
I’interazione dell’ambiente con i geni, responsabile del manifestarsi di un certo fenotipo; solo con la
scoperta del DNA come informazione genetica ereditabile il termine venne rivalutato e considerato
seriamente. Nel tempo [I’utilizzo della parola si ¢ modificato evolvendosi in modo
significativamente differente a seconda delle discipline e solo negli anni novanta si & diffuso
I’utilizzo del concetto di “epigenetica” per indicare quei cambiamenti ereditari che tuttavia non
coinvolgono modifiche nella sequenza del DNA. Il concetto di epigenetica oggi assume una valenza
pratica, nell’ambito medico ad esempio, ed ha allo stesso tempo un importante impatto sulla nostra
idea di ereditarieta ed evoluzione [Haig, 2004].

La complessa regolazione delle funzioni cellulari non si basa quindi esclusivamente sulla fitta rete
di fattori trascrizionali, ma e anche il risultato degli effetti esercitati dalla cromatina e dalla sua
struttura. La traduzione dell’informazione contenuta nel DNA e un processo complesso che
coinvolge una serie di eventi su ciascuno dei quali possono intervenire i meccanismi di regolazione
epigenetica, che possono agire ad esempio a livello della trascrizione cosi come a livello dello
splicing o della traduzione [Gibney et al., 2010]. | meccanismi epigenetici esercitano il loro effetto
innescando processi molecolari che promuovono o inibiscono la trascrizione oppure portano alla
degradazione di trascritti gia presenti nella cellula [MacDonald, 2012]. Nell’epigenetica rientrano
diversi meccanismi come la metilazione delle isole CpG, le modificazioni degli istoni, il
rimodellamento della cromatina e gli RNA non codificanti [Tollervey et al., 2012]. La
coordinazione di questi eventi porta ad un complessivo profilo epigenetico che fornisce il suo

contributo per I’attuazione del programma trascrizionale.

70



Hictnna '\
e - 3 Histone tails

b..;—

Chramnenma
b R N
(»——’ T il _“5

Livelli di regolazione epigenetica (Jones et al., 2008)

La metilazione del DNA

La metilazione & un modificazione biochimica del DNA che prevede il trasferimento di un gruppo
metile da una molecola donatrice al DNA ed e presente in una notevole varieta di organismi nei
quali opera in modo diverso. Nei procarioti la metilazione avviene sia sull’adenina che sulla
citosina ed ha una funzione di difesa permettendo alla cellula di riconoscere il DNA esogeno poiché
non metilato e degradarlo. Nel genoma dei mammiferi la metilazione interessa la citosina dei
dinucleotidi citosina-guanina (CpG) e il suo ruolo e vario. Tale fenomeno sembra essere coinvolto
in svariati processi quali ad esempio I’inattivazione del cromosoma X, I’imprinting genomico, la
soppressione di elementi ripetitivi, il mantenimento dell’integrita genomica e il controllo
dell’espressione tessuto-specifica, tutti eventi accomunati dal silenziamento dell’espressione genica
[Song et al., 2005; Jaenisch, 1997; Colot and Rossignol, 1999]. Inoltre la deregolazione di tale
meccanismo puo dare origine a differenti patologie come ’instabilita a livello dei centromeri, la
sindrome di Rett, I’'immunodeficienza, I’autoimmunita ed essere coinvolta nello sviluppo di diversi
tipi di cancro [Jones and Laird, 1999].

Nel genoma dei vertebrati fra il 60% e il 90% dei dinucleotidi CpG e metilato e tende a essere
soggetto a una deaminazione che converte le citosine in timidine generando un mismatch che puo
essere piu 0 meno correttamente riparato [Cheung and Lau, 2005]. La metilazione é invece
praticamente assente nelle cosiddette isole CpG, cluster di dinucleotidi presenti a livello di numerosi
promotori di geni housekeeping o tessuto-specifici, contenuti nelle cellule eucariotiche. La
metilazione delle isole CpG é rigidamente ed ereditariamente repressa.
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Questa modificazione avviene ad opera di enzimi chiamati metiltrasferasi (DNMT) che hanno un
ruolo chiave nel mantenimento dello stato di metilazione e nella metilazione ex novo. Finora sono
stati identificati quattro enzimi: DNMT1, DNMT2, DNMT3a e DNMT3Db ed é stato inoltre scoperto
DNMT3L, stimolatore di DNMT3a e DNMT3b. Questi ultimi sono responsabili della metilazione
ex novo e sono altamente espressi nelle cellule embrionali. Il loro ruolo chiave nello sviluppo € stato
evidenziato da uno studio su topi, in particolare un doppio mutante defettivo per I’espressione di
entrambi gli enzimi presentava un fenotipo letale a differenza di quanto osservato in assenza di uno
solo dei due enzimi, situazione in cui si presentava un fenotipo meno aggressivo [Okano et al.,
1999]. E dunque evidente che le funzioni di DNMT3a e DNMT3b sono parzialmente sovrapposte,
tuttavia i due enzimi hanno compiti diversi: DNMT3b e responsabile della metilazione delle regioni
satellite pericentromeriche [Okano et al., 1999], mentre DNMT3a risulta importante per la
metilazione dei geni a singola copia, dei retrotrasposoni e nell’imprinting genomico durante lo
sviluppo della linea germinale [Bestor et al., 2004; Kaneda et al., 2004]. L’enzima DNMT1, invece,
riconosce il DNA emi-metilato ed e essenziale per conservare il pattern di metilazione nel corso
delle successive divisioni cellulari [Hermann et al., 2004b]. La simmetria del sito di metilazione
CpG implica I’ereditabilita di tale modificazione: quando la citosina su uno dei due filamenti &
metilata, viene metilata anche la stessa base sul filamento complementare. Dopo la replicazione
semiconservativa del DNA DNMTL1 interviene per aggiungere gruppi metile al nuovo filamento
neosintetizzato in corrispondenza della posizione in cui il filamento opposto &€ metilato [Santos et
al., 2005]. Questa metilasi sembra interagire con PCNA, il fattore di processivita della DNA
polimerasi, il che contribuirebbe ad accoppiare il mantenimento dello stato di metilazione alla
replicazione del DNA [Leonhardt et al., 1992; Chuang et al., 1997]. Tuttavia la cinetica di DNMT1
e minore di quella della polimerasi e pertanto sembra improbabile un’interazione stabile fra
DNMT1 e PCNA, che sembrerebbe invece essere altamente dinamica [Maga et al., 2003;
Schermelleh et al., 2007].

L’enzima DNMT2 é la metiltrasferasi piu conservata, ma la sua funzione & ancora oggetto di
dibattito. Diversi studi supportano 1’idea che oltre all’attivita di DNA metiltrasferasi, fra 1’altro
piuttosto debole, DNMT?2 sia anche in grado di metilare i tRNA, avendo probabilmente cambiato
substrato nel corso dell’evoluzione [Jeltsch et al., 2006; Goll et al., 2006].

La metilazione, seppure considerata a lungo una modificazione epigenetica stabile, € invece
soggetta a una dinamica attiva e passiva. La demetilazione passiva si verifica per la mancata attivita
di mantenimento della DNMT1 durante la replicazione del DNA, in condizioni patogenetiche. La

demetilazione attiva coinvolge la rimozione enzimatica di gruppi metile attraverso diversi
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meccanismi come 1’escissione della 5 metilcitosina (5meC) mediata dalla DNA glicosilasi, la
deaminazione della 5meC a timina seguita da riparazione per escissione della base (BER) per
correggere il mismatch guanina/timina o la rimozione diretta della 5meC attraverso la riparazione
per escissione del nucleotide (NER). Risultano tuttavia necessarie ulteriori evidenze a conferma di
questi ed altri meccanismi di demetilazione che sono stati ipotizzati.

La metilazione del DNA ¢ generalmente associata alla repressione dell’espressione genica: la
posizione e densitd di citosine metilate lungo il gene sono aspetti critici nella regolazione
dell’espressione [Boyes and Bird 1992; Hsieh 1994].

La metilazione puo interferire con la trascrizione mediante diversi meccanismi. Questa
modificazione puo fisicamente interferire con il legame di fattori di trascrizione al DNA [Watt et
al., 1988]; in alternativa i gruppi metile possono richiamare altre proteine (Metil Binding Proteins,
MBP) che inibiscono la trascrizione, come alcuni fattori di rimodellamento della cromatina che
possono apportare modifiche alle code istoniche determinando un riarrangiamento e un
compattamento della cromatina. Ad esempio, la proteina di legame al CpG metilato (MeCP2) e le
proteine correlate (MBDs) riconoscono il gruppo metile e richiamano 1’enzima istone deacetilasi
(HDAC) che deacetila specifici residui degli istoni, portando ad un conseguente rimodellamento
della cromatina che diventa meno accessibile e dunque alla repressione dell’espressione genica
[Jaenisch and Bird, 2003].

Modificazione delle proteine istoniche

L’interazione fra il DNA e gli istoni & influenzata dalle modificazioni post-traduzionali apportate
alle code N-terminali degli istoni stessi. Queste code sono non strutturate e flessibili e pertanto
facilmente accessibili da parte di enzimi in grado di modificarle covalentemente inducendo un
effetto sulla struttura della cromatina in modo diretto o indiretto: queste modificazioni possono
alterare I’affinita dell’interazione istone-DNA o fornire siti di legame per fattori di regolazione
trascrizionale o di rimodellamento della cromatina [Luger, 2005].

Le modificazioni piu studiate sono I’acetilazione, la metilazione e la fosforilazione sono state
tuttavia descritte anche altre modificazioni quali 1’ubiquitinazione, la SUMOilazione e I’ADP
ribosilazione.

Diverse modificazioni possono essere apportate sullo stesso residuo e una stessa modificazione puo
interessare diversi residui. L’insieme di tali modificazioni € stato ipotizzato possa rappresentare un

“codice istonico” che funge da segnale per i complessi di rimodellamento della cromatina in
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risposta a un determinato stimolo [Jenuwein, 2001]. Tale codice viene “letto” da complessi proteici
contenenti bromodomini o cromodomini, in grado di riconoscere gli aminoacidi acetilati o metilati,
rispettivamente. Queste interazioni portano ad un rimodellamento della cromatina attraverso un
meccanismo ATP-dipendente, che consente 1’”apertura” dei promotori ed il legame di fattori di
trascrizione oppure la formazione di una struttura altamente repressa, quale 1’eterocromatina.

Ad esempio, 1’acetilazione della lisina 8 dell’istone H4 rappresenta un segnale per il legame del
bromodominio presente nell’enzima SWI/SNF, che rimodella la cromatina mediante un
meccanismo ATP-dipendente [Peterson and Laniel, 2004]. Il legame del cromodominio della
proteina eterocromatinica HP1 a residui lisinici metilati porta invece al reclutamento dell’enzima
DNA metiltrasferasi (DNMTs) che metila il DNA. Tale modificazione richiama a sua volta sia gli
enzimi istone metiltrasferasi, sia gli enzimi istone deacetilasi (HDAC) e I’insieme di tutti questi
eventi porta alla repressione dell’espressione genica.

L’acetilazione degli istoni ¢ un fenomeno dinamico: 1’aggiunta di gruppi acetile da parte di enzimi
acetiltrasferasi (HAT) & generalmente associata all’espressione genica, mentre la rimozione di
gruppi acetile si accompagna alla condensazione della cromatina ed al conseguente silenziamento
genico ed e mediata dall’enzima istone deacetilasi (HDAC) reclutato sul DNA da fattori
trascrizionali [Hebbes et al. 1988]. Un dinamico bilanciamento nell’azione di queste due classi di
enzimi fa si che i livelli di acetilazione rispondano agli stimoli a cui la cellula e sottoposta.

Molti coattivatori (Gen5/PCAF, CBP/p300, SRC-1, etc.) e corepressori (mSin3a, NCor/SmRT,
NURD/Mi-2, etc.) coinvolti nella trascrizione posseggono un’attivita acetiltrasferasica o
deacetilasica cosi da collegare direttamente 1’acetilazione degli istoni alla regolazione trascrizionale
[Grant et al., 1998]. Gli enzimi HDAC sono raggruppati in quattro classi, quelli appartenenti alla
classe | sono quelli piu ampiamente espressi e risiedono stabilmente nel nucleo cellulare. La
diversita degli enzimi HDACs, analogamente alle HATSs, riflette la loro capacita di riconoscere
specifici profili di acetilazione, con conseguente regolazione di determinati geni [Peterson, 2002]. Il
meccanismo d’azione delle HDACs prevede I’interazione di tali enzimi con diversi complessi
proteici che reprimono la trascrizione e determinano la specificita delle HDACs, attraverso il
legame a specifiche sequenze che devono essere deacetilate [de Ruijter et al., 2003].

La deacetilazione dell’aminoacido lisina ¢ spesso seguita dalla metilazione degli stessi residui
aminoacidici e/o di residui ad essi adiacenti. Questo evento porta alla formazione di una struttura
cromatinica chiusa ovvero trascrizionalmente repressa.

La metilazione puo avvenire sia su residui di arginina che di lisina e ciascuno puo essere mono-, bi-
o tri-metilato [Bannister and Kouzarides, 2005]. Attualmente sono noti 17 residui di lisina e 7

residui di arginina soggetti a metilazione e cio suggerisce ’esistenza di un cospicuo numero di
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combinazioni, riconosciute in modo differente dalle proteine associate alla cromatina (CAPS) e
quindi coinvolte in diversi signalling. Questo fa si che la metilazione possa essere coinvolta sia nel
silenziamento che nell’attivazione genica a seconda dei casi. La metilazione & sempre stata
considerata una modificazione irreversibile, ma da studi piu recenti ¢ emersa 1’esistenza di
demetilasi che ad oggi sono oggetto di ulteriori studi [Shi et al., 2004; Anand and Marmorstein,
2007].

I microRNA

Il concetto di epigenetica é stato recentemente esteso a meccanismi basati su RNA compresi quelli
regolati da piccoli RNA non codificanti come i microRNA. Queste molecole di 19-22 nucleotidi
regolano negativamente 1’espressione genica sequestrando specifici RNA messaggeri bersaglio o
promuovendone la degradazione [He ed Hannon, 2004; Kim et al., 2005].

I microRNA risultano conservati tra specie evolutivamente vicine, ma esistono omologhi anche in
specie piu distanti, suggerendo che la loro funzione potrebbe essersi conservata nelle linee evolutive
animali [Lim et al., 2003].

E’ stato di recente dimostrato il loro ruolo cruciale nella regolazione di importanti processi
fisiologici quali lo sviluppo, la proliferazione, il differenziamento, 1’apoptosi, la risposta a differenti
segnali extracellulari e di stress, il metabolismo e la morfogenesi del sistema nervoso,
cardiovascolare e immunitario [Ambros et al., 2004; Kloosterman et al., 2006; Herranz et al., 2010].
Inoltre, numerosi studi negli ultimi anni hanno dimostrato il coinvolgimento dei miRNA in diverse
patologie cardiovascolari come l'ipertrofia cardiaca [Catalucci et al., 2009], neurologiche come
I'Alzheimer [Lukiw et al., 2007], nello sviluppo di obesita e diabete [Xie et al., 2009], ma
soprattutto in diverse forme di cancro [Esquela-Kerscher, 2006; Beezhold et al., 2010].

La scoperta del primo microRNA risale al 1993 quando mediante studi sul nematode
Caenorhabditis elegans venne identificato un piccolo RNA non codificante in grado di inibire nelle
prime fasi dello sviluppo larvale I’espressione della proteina Lin-14 legandosi al suo mRNA e in
particolar modo alla regione 3’ UTR [Lee et al., 1993; Ha et al., 1996; Wightman et al., 1993; Moss
et al., 1997]. Solo negli ultimi anni i mMiRNA sono entrati a far parte del complesso circuito della
biologia cellulare, rivelando il loro ruolo chiave come modulatori dell’espressione genica.
Attualmente, centinaia di miRNA sono stati predetti in animali, piante e virus attraverso differenti
approcci. Solo nell’'uomo sono stati individuati e validati sperimentalmente 721 miRNA, come

riportato dal database miRBase (http://www.mirbase.org), che sulla base di ricerche bio-
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informatiche sembrano regolare dal 30% al 60% dei geni codificati dal genoma umano [Lewis et
al., 2005; Friedman et al., 2009].

I geni per i microRNA possono essere localizzati nel genoma singolarmente o in cluster, trascritti
come singola unita trascrizionale policistronica; possono essere sintetizzati a partire da regioni
intergeniche (cira il 70%) o da sequenze introniche o esoniche di specifici geni [Kim et al., 2006;
Rodriguez et al., 2004].

Biogenesi e ruolo biologico dei microRNA

La maggior parte dei microRNA viene trascritta dalla RNA polimerasi 1l sotto forma di lunghi
trascritti primari caratterizzati da una complessa struttura a forcina, i pri-miRNA, di lunghezza
variabile fino anche a diverse migliaia di basi. L’endonucleasi RNase III Drosha ¢ il suo cofattore
DGCRS8 processano il pri-miRNA in pre-miRNA della lunghezza di 70-100 nucleotidi. Questi
precursori, con la mediazione dell’Esportina 5, vengono esportati dal nucleo al citoplasma, dove
uno step ulteriore di maturazione mediato dall’RNasi III Dicer genera un RNA a doppio filamento
della lunghezza di circa 22 nucleotidi (MiRNA/miRNA¥*) contenente sia il filamento che costituira
il microRNA maturo (miRNA) che il suo complementare (mMiRNA*) [He & Hannon, 2004]. Tale
dsRNA viene legato dalle proteine Argonaute ed incorporato nel complesso proteico noto come
“complesso che induce il silenziamento di RNA” (RISC). A questo punto, uno dei due filamenti (il
filamento guida 0 miRNA) rimane legato alle proteine Argonaute e costituira il miRNA maturo,
mentre ’altro filamento sara sottoposto a degradazione [Schwarz et al., 2003; Khvorova et al.,
2003]. La stabilita termodinamica di entrambe le estremita del dsRNA e fondamentale per
determinare quale sara il filamento guida.

All’interno del RISC il miRNA maturo puo appaiarsi con la sua estremita 5’ (sequenza “seed”) a
sequenze complementari presenti in RNA messaggeri target, generalmente nella loro regione
3’UTR, e cosi ne regola I’espressione genica a livello post-trascrizionale. La regolazione da parte
dei miRNA avviene attraverso due differenti meccanismi d’azione che variano a seconda della
complementarieta presente tra il microRNA ed il suo bersaglio: in presenza di una
complementarieta del 100%, 1’appaiamento del microRNA determinera la degradazione dell’mRNA
target, meccanismo che avviene piu di frequente nelle piante; quando invece la complementarieta e
imperfetta, I’appaiamento del microRNA al suo bersaglio porta al blocco della traduzione, senza
degradazione ma generalmente con il sequestro dell’mRNA, meccanismo che avviene piu di

frequente negli animali.
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Biogenesi dei microRNA

Identificazione di microRNA

Parallelamente al crescente interesse per il ruolo regolatorio dei microRNA é cresciuta la necessita
di approcci validati che permettano di studiarne 1’espressione e la funzione biologica.
L’identificazione ¢ stata inizialmente basata sullo screening genetico con la costruzione di librerie a
cDNA [Landgraf et al., 2007; Cummins and Velculescu, 2006]. La tecnica consiste nel
frazionamento degli RNA cellulari mediante elettroforesi, seguito dal recupero della frazione a
basso peso molecolare (=20 nt) alla quale vengono legati adaptor all’estremita 3’ e 5°. Questi RNA
sono sottoposti a RT-PCR e i prodotti dell’amplificazione vengono clonati in vettori, generando cosi
una libreria a cDNA che € sottoposta a sequenziamento. L’approccio in questione permette
I’identificazione di microRNA ex novo, tuttavia presenta alcune limitazioni quali la difficolta di
identificare microRNA espressi a basso livello e la resistenza di alcuni microRNA ad essere clonati.
| dati ottenuti richiedono I’integrazione con approcci bioinformatici per determinare 1’origine
genomica delle sequenze identificate, verificare che tali regioni codifichino per strutture ad hairpin
e valutare se tali strutture sono conservate in altre specie. Una complicazione e data dal fatto che
negli eucarioti le strutture ad hairpin sono comuni e diffuse nel genoma e inoltre non rappresentano
I’unico requisito per i precursori dei microRNA [Lau et al., 2001; Lee et al., 2001].

Una recente alternativa al dispondioso sequenziamento capillare delle librerie a cDNA [Cummins et
al. 2006; Pfeffer et al. 2005] e data dalla crescente disponibilita di piattaforme per il “deep
sequencing” [Lu et al. 2007; Shendure and Ji, 2008], che permettono un massivo sequenziamento in
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parallelo generando milioni di sequenze di microRNA a partire da un singolo campione.
L’identificazione di microRNA mediante 1’utilizzo delle piattaforme di deep sequencing ha il
vantaggio, rispetto all’uso di altre metodiche, di rilevare anche microRNA espressi a basso livello o
che mostrano una minima differenza fra i campioni analizzati, permette inoltre quantificazione
assoluta e I’identificazione di nuove specie di microRNA. Esistono attualmente diverse piattaforme,
come ad esempio Roche 454 ¢ Illumina’s Solexa6 che si distinguono per I’utilizzo di diversi sistemi
di amplificazione e di sequenziamento. Parallelamente all’evoluzione delle tecniche di
sequenziamento che generano una enorme mole di dati si sono evoluti programmi bioinformatici
per ’interpretazione di tali risultati, come miRDeep, deepBase, miREXxpress e miRanalyzer [Yang,
J.H Shao, P., Zhou, H., Chen, Y.Q. & Qu, L.H. deepBase: a database for deeply annotating and
mining deep sequencing data. Nucleic Acids Res 38, D123-130. 55. Friedlander, M.R., et al.
Discovering microRNAs from deep sequencing data using miRDeep. Nat Biotechnol 26, 407-415
(2008). 56. Wang, W.C., et al. miRExpress: analyzing high-throughput sequencing data for profiling
microRNA expression. BMC Bioinformatics 10, 328 (2009). 57. Hackenberg, M., Sturm, M.,
Langenberger, D., Falcon-Perez, J.M. & Aransay, A.M. miRanalyzer: a microRNA detection and
analysis tool for next-generation sequencing experiments. Nucleic Acids Res 37, W68-76 (2009).
58. Heid, C.A., Stevens].

Un ulteriore approccio classicamente utilizzato per valutare 1’espressione di microRNA gia annotati
¢ I’analisi mediante Northern Blot [Sempere et al., 2004; Pall and Hamilton, 2008], metodica che
prevede il frazionamento degli RNA su gel, il trasferimento del’RNA su membrana e 1’ibridazione
con specifiche sonde marcate radioattivamente o con fluorocromi. Tuttavia questo metodo risulta
piuttosto dispendioso in termini di tempo, richiede grandi quantita di materiale e fornisce solamente
informazioni semiquantitative. L’introduzione di sonde a LNA ha permesso passi in avanti per
I’ottimizzazione della metodica: la maggiore stabilita termica dell’LNA permette 1’utilizzo di una
pit elevata temperatura di ibridazione e quindi una maggiore sensibilita e piu rapidi tempi di
sviluppo [Varallyay et al., 2008].

Lo studio dei miRNA ¢ stato facilitato dall’avvento di tecniche highthroughput come ad esempio i
microarrays [Krichevsky et al., 2003b]. In tale metodica ’RNA estratto viene marcato con
fluorofori o biotina e ibridato su un array contenente sonde per diversi microRNA conosciuti,
consentendo I’analisi di migliaia di campioni in un solo giorno e valutando la presenza di
un’elevato numero di microRNA contemporaneamente. Un limite di tale metodica e dato
dall’elevata quantita di materiale richiesto per il saggio e pertanto la pre-amplifcazione mediante
RT-PCR e spesso necessaria [Schmittgen et al., 2008]. Inoltre dal momento che 1’affinita di legame é
diversa per i diversi duplex microRNA-sonda, a una specifica temperatura di ibridazione utilizzata
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per il saggio le sonde con Tm inferiore mostreranno un segnale ridotto, mentre quelle con Tm
superiore mostreranno una minore specificitd. L’analisi mediante microrarray non dovrebbe essere
utilizzata quindi per una valutazione quantitativa dei miRNA, ma per un confronto fra due diverse
condizioni sperimentali; i dati ottenuti dovrebbero essere considerati come una guida e confermati
mediante altri metodi.

Per la validazione dei dati ottenuti dai microarray viene particolarmente utilizzata la RealTime PCR
[Shi et al., 2005; Benes et al., 2010; Varkonyi-Gasic et al., 2007]. Questa tecnica offre diversi
vantaggi come 1’elevata efficienza, la limitata quantita di campione richiesto per 1’analisi, i costi
ridotti e la capacita di rilevare anche microRNA espressi a basso livello. Esistono principalmente
due approcci per la retro-trascrizione dei microRNA. | microRNA possono essere retrotrascritti
utilizzando primer stem-loop che hanno una corta regione a singolo filamento complementare al 3’
del microRNA e una regione a doppio filamento che rappresenta la sequenza universale. Il primer
stem-loop permette di discriminare fra i microRNA e i pre-microRNA, genera infatti un ingombro
sterico che impedisce il legame al precursore. Il prodotto di retrotrascrizione & poi usato come
stampo per I’amplificazione con un primer microRNA specifico e un primer universale. Un secondo
approccio si basa invece sull’aggiunta di un poli(A) al 3* dei microRNA; un primer costituito da un
poli(T) e da una sequenza universale si appaia alla “coda” dei microRNA ed é utilizzato per la
sintesi del cDNA e per la successiva fase di amplificazione insieme a un primer microRNA-
specifico.

Un ulteriore approccio high-throughput ¢ basato sull’utilizzo di biglie in citometria a flusso [Lu et
al., 2005], metodo che grazie all’ibridazione in soluzione permette un’elevata specificita
distinguendo fra microRNA correlati. I microRNA estratti sono sottoposti a ligazione con
“adattatori” ad entrambe le estremita e ad amplificazione e marcatura con biotina mediante RT-
PCR. | prodotti sono ibridati con biglie fluorescenti che portano sonde specifiche per i microRNA e
venogono analizzati al citometro.

La rilevazione dei microRNA avviene anche mediante ibridazione in situ che permette una
determinazione semi-quantitativa dei microRNA e la loro localizzazione nei tessuti [Kloosterman et
al., 2006; Wienholds et al., 2005]; tuttavia le ridotte dimensioni di queste molecole rendono
problematica tale applicazione. La recente introduzione di sonde a LNA ha permesso lo sviluppo di

sistemi automatizzati per 1’analisi di tessuti fissati in formalina o inclusi in paraffina.

L’ondata iniziale di clonazioni con la conseguente identificazione di nuovi microRNA ha permesso

di definire una serie di segni distintivi circa la struttura di queste molecole, dando cosi slancio allo

studio computazionale e alla ricerca mediante appositi software di sequenze genomiche da cui
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possano avere origine i microRNA [Berezikov et al., 2005; Bentwich et al., 2005]. Sono stati
sviluppati numerosi metodi computazionali per la predizione dei microRNA, ciascuno dei quali €
generalmente seguito da validazione sperimentale dei candidati microRNA. | metodi sono
classificati sulla base dei criteri utilizzati per la predizione: la maggior parte degli approcci utilizza
le informazioni relative alla struttura secondaria, visto che i microRNA derivano da precursori con
una struttura ad hairpin e questa rappresenta una delle principali caratteristiche dei pre-microRNA;
molti software utilizzano il concetto di conservazione filogenetica, sia della sequenza che della
struttura, per discriminare potenziali candidati da hairpin irrilevanti; altri metodi ancora valutano la
termostabilita dell’hairpin, la similarita di sequenza e struttura e la posizione genomica rispetto a
microRNA annotati.

| primi metodi computazionali sviluppati per la predizione dei microRNA si basavano sui criteri di
conservazione, come ad esempio MirScan che identifica hairpin candidate sulla base della loro
similarita con microRNA sperimentalmente validati. Altri software basati sul principio di
conservazione sono Snarloop e MirSeeker, quest’ultimo riconosce pattern di conservazione dati ad
esempio da una sequenza “loop” piu divergente e una porzione “stem” piu conservata. La stabilita
termodinamica della struttura secondaria & un altro aspetto utilizzato per discrimniare microRNA da
altre hairpin, basato sul fatto che i microRNA, a differenza dei tRNA e rRNA, sembrano avere
basse energie di folding [Bonnet et al., 2004]. RNAz e un software che combina i criteri di stabilita
termodinamica e di conservazione della struttura secondaria per predire candidati microRNA
[Washietl et al., 2005]. Recentemente si sono diffusi metodi basati sull’allineamento per identificare
microRNA omologhi a quelli gia noti [Legendre et al., 2005; Wang et al., 2005]; questi software
ricercano sequenze genomiche che possono essere allineate a microRNA precedentmente
caratterizzati sia in termini di sequenza che di struttura. Programmi bioinformatici basati sul criterio
di conservazione e sulla ricerca di omologia con microRNA noti non permettono di identificare
microRNA non conservati e al fine di superare questo limite sono stati sviluppati metodi ab initio
che sfruttano solo criteri strutturali intrinseci dei microRNA per la predizione [Sewer et al., 2005;
Xue et al., 2005]. Ciascuno di questi approcci determina dei “classificatori”, caratteristiche che
misurano quanto un microRNA e simile a microRNA noti. Mediante algoritmi di “apprendimento
automatico” viene costruito un modello basato su un set di sequenze modello positive e negative
che assegna un peso ai diversi “classificatori” la cui somma fornisce un punteggio complessivo che
si traduce in un ottimale separazione fra risultati positivi, candidati microRNA, e risultati negativi.
Un altro approccio ¢ basato sull’analisi delle sequenze genomiche intorno a quelle codificanti per

microRNA noti, dal momento che molti microRNA tendono ad essere organizzati in cluster.
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Metodi per la predizione dei target

L’individuazione dei bersagli e dei pathway molecolari regolati dai microRNA rappresenta uno step
fondamentale per far luce sull’ampio spettro di azioni biologiche esercitate dai microRNA. Nelle
cellule animali ¢’¢ una parziale complemetarieta fra microRNA e target e pertanto nei genomi esiste
un elevata quantita di possibili sequenze bersaglio. E quindi importante identificare quelle regioni
che hanno maggiore probabilita di rappresentare dei target per i microRNA.

Lo sviluppo di metodi computazionali per la predizione di target rappresenta un attivo campo di
studio; sono numerosi gli approcci emergenti e si basano su diversi presupposti.

Un criterio utilizzato per I’identificazione di target € la richiesta di un perfetto appaiamento nella
regione “seed” (nucleotidi 2-8) al 5’ del microRNA.: siti target con perfetta complementarieta nella
regione seed tendono ad essere conservati fra specie diverse e sembrano essere piu affidabili
[Lewis et al., 2003]. Inoltre € stato osservato sperimentalmente che 1’appaiamento della sola regione
“seed” e sufficiente in vitro per reprimere il gene target [Farh et al., 2005], poiché la regione seed &
inclusa nel complesso RISC ed ¢ responsabile dell’appaiamento all’mRNA target [Ameres et al.,
2007].

Un secondo criterio si basa sul concetto che regioni target conservate fra specie sono piu affidabili
[Brennecke et al., 2005] e questo principio é stato incluso come filtro in diversi software di
predizione [Krek et al., 2005; Lall et al., 2006; Grimson et al., 2007]. Questo criterio permette di
aumentare la specificita della predizione, ma determina la perdita di alcuni target specie-specifici.
Un’applicazione opposta del principio di conservazione ¢ data dall’identificazione di nuovi
microRNA partendo dall’analisi delle regioni 3’UTR conservate [Xie et al., 2005].

Un’altro presupposto per I’identificazione di sequenze target si basa sul fatto che negli animali
queste sono principalmente localizzate nella regione 3°UTR degli mRNA: si ipotizza che data
I’interferenza fra il macchinario di traduzione e quello coinvolto nella repressione, siti target nelle
regioni codificanti non sarebbero funzionali. Tuttavia esistono dati discordanti che testimoniano la
presenza di siti target nella regione 5’UTR e nella regione codificante [Tay et al., 2008; Axtell and
Bowman, 2008; Brodersen and Voinnet, 2009; Breving and Esquela-Kerscher, 2009].

Un’ulteriore criterio utilizzato da diversi software € la riduzione dell’espressione dei geni target da
parte dei microRNA: in un numero crescente di studi i microRNA sembrano influenzare
I’espressione dei geni target a livello dei trascritti mediante un meccanismo di espressione esclusiva
mutuale [Stark et al., 2005] o per degradazione e decadimento dell’'mRNA bersaglio [Wu and
Belasco, 2008]. Diversi approcci computazionali usano i dati di coespressione dei microRNA e dei
geni target a supporto della predizione [Huang et al., 2007; Gennarino et al., 2009].
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Alcuni dei programmi di predizione dei target pit usati sono PicTar [Krek et al., 2005], MiRanda
[John et al., 2004] e TargetScan [Lewis et al., 2005].

Il software TargetScan combina la predizione di struttura dell'eteroduplex miRNA-mRNA, basata
sulla termodinamica, con un' analisi comparativa di sequenza, basata sul concetto di conservazione
tra specie.

Il software miRanda si compone di tre fasi fondamentali: I'identificazione di una sequenza che puo
essere legata dal miRNA; il calcolo della energia libera per la formazione dell'eteroduplex miRNA-
MRNA; I'analisi della conservazione evolutiva.

Con il software PicTar invece I’'mRNA bersaglio viene prima predetto in base a una ottimale
energia libera di legame e poi testato statisticamente usando un allineamento col genoma di otto
vertebrati per filtrare i falsi positivi.

L’analisi in silico viene affiancata per i diversi software da un’analisi funzionale in vitro, al fine di
dimostrare I’effettiva regolazione dei geni bersaglio da parte dei miRNA, e da studi con geni
reporter, al fine di dimostrare 1’interazione diretta tra il miRNA ed il sito complementare presente

nel’'mRNA bersaglio.

Epigenetica e Virus

Negli ultimi decenni I’interesse per i meccanismi epigenetici € stato promosso dall’evidente
coinvolgimento di questi fenomeni in un elevato numero di processi biologici come la regolazione
dell’espressione genica, 1I’imprinting, i riarrangiamenti del DNA, il silenziamento a livello della
linea germinale, lo sviluppo e la stabilita cromosomica.

La costante esposizione degli esseri umani ai fattori ambientali influenza il loro genoma mediante
meccanismi epigenetici. | virus si pensa abbiano un ruolo centrale nel modulare lo scenario
epigenetico delle cellule infettate e conoscere 1’impatto dell’infezione sul controllo epigenetico delle
cellule ospiti ¢ alla base di una migliore comprensione dell’interazione virus-cellula.

| virus usano i fattori di trascrizione e i regolatori epigenetici cellulari in modo tale da regolare la
propria espressione genetica e quella dell’ospite. Oggi € noto ad esempio che alcuni virus usano
meccanismi epigenetici per 1’evasione dalla risposta immunitaria cosi da sopravviviere e propagarsi
nell’ospite e che virus oncogeni spesso deregolano meccanismi epigenetici cellulari silenziando
oncosoppressori e/o attivando oncogeni cellulari o virali.

Allo stesso tempo le cellule animali usano meccanismi epigenetici per tenere sotto controllo ed

eliminare le infezioni virali. In sintesi, i processi epigenetici sono coinvolti nella maggior parte delle
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interazioni virus-celllula.

Il ruolo della cromatina nella biologia virale dipende in grande misura dallo stile di vita del virus,
tuttavia per tutti i virus che attraversano il nucleo I’interazione con la cromatina ¢ inevitabile.

I virus a DNA che stabiliscono persistenza nei tessuti usano per replicarsi il macchinario cellulare e
tendono ad avere una struttura cromatinica simile ai cromosomi cellulari, a differenza dei virus
capaci di un’attiva replicazione che usano un macchinario di replicazione virale e tendono ad avere
una composizione in nucleosomi eterogenea. | virus ad integrazione come I’HIV utilizzano
differenti strategie nelle diverse fasi come ad esempio durante 1’integrazione e la riattivazione.
Infine i virus a RNA non formano struttura nucleosomali, ma possono a loro volta associarsi con la
cromatina cellulare durante la replicazione e la trascrizione.

Il genoma di SV40 e del poliomavirus & assemblato in minicromosomi al termine del loro processo
replicativo e visto che questi virus usano il macchinario replicativo cellulare si suppone che questi
minicromosomi vengano assemblati con un meccanismo simile all’assemblamento dei nucleosomi
sui cromosomi cellulari [Waga, S. et al., 1998].

L’Adenovirus invece codifica per la propria polimerasi e per proteine virali che promuovono la
condensazione del genoma necessaria all’incapsidazione [de Jong, R.N. et al., 2003], tuttavia nelle
prime fasi di replicazione nel nucleo il virus non sfugge all’assemblamento dei nucleosomi [Tate,
V.E. and Philipson, L., 1979; Mirza M.A. and Weber J., 1982] che sembrerebbero necessari per il
controllo temporale dell’espressione genica virale e per la stabilita del genoma nel corso
dell’infezione persistente. | nucleosomi sono poi rimossi prima dell’incapsidazione del genoma
nelle nuove particelle virali. Analoghe caratteristiche si osservano nel caso degli herpesvirus [Kent,
J.R. et al., 2004]. Durante la fase acuta dell’infezione da parte dell’HSV i nucleosomi non formano
una struttura ordinata come nella cromatina cellulare, ma gli istoni si associano con le regioni
regolatorie a monte dei geni e presentano modificazioni post-traduzionali caratteristiche dei geni in
attiva trascrizione (acetilazione della lisina 14 dell’istone H3, metilazione della lisina 4 e assenza di
metilazione della lisina 9). La formazione di una struttura cromatinica permissiva ¢ mediata dalla
proteina VP16, importante attivatore dei geni IE che recluta 1’apparato cellulare richiesto per
modellare i nucleosomi che altrimenti inibirebbero la trascrizione nelle prime fasi. Nella fase
latente, invece, il DNA di HSV assume una struttura piu tipica della cromatina cellulare
[Deshmane, S.L. and Fraser, N.W. (1989)]. La trascrizione di buona parte dei geni é silenziata ad
eccezione del gene associato alla latenza LAT e si crede che durante questa fase la cromatina abbia
un importante ruolo nel separare le regioni attive da quelle trascrizionalmente inattive, come

testimoniano le modificazioni istoniche osservate in diversi studi [Kubat, N.J. et al., 2004]: le
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regioni intorno al promotore LAT sono ricche di modificazioni tipiche della cromatina attiva, come
1’acetilazione della lisina 9 e 14 dell’H3, rispetto ai geni non trascritti. Tali modificazioni sono state
osservate anche nell’esone 5’ a valle del promotore LAT che funziona da enhancer per la
trascrizione di tale gene e mantiene uno stato permissivo della cromatina.

| virus che possono dare vita a infezioni a lungo termine (HBV, papillomavirus, herpesvirus)
sembrano condividere analoghi meccanismi per il mantenimento del loro genoma allo stato
episomiale all’interno della cellula, come la capacita di legare i cromosomi cellulari. E stato ad
esempio identificato il fattore cellulare Brd4 associato alla cromatina che puo fungere da recettore
per la proteina E2 di HPV [You, J. et al., 2005], responsabile del mantenimento del genoma virale
all’interno della cellula. | dettagli di questo meccanismo sono ancora oggetto di studio, ma eventi
analoghi sono stati ipotizzati anche per EBV e KSHV [Sugden, B. and Leight, E.R., 2001].

Inoltre durante la latenza il genoma virale € generalmente assemblato in struttura nucleosomali
simili a quelle della cromatina cellulare, ma ci sono alcune eccezioni come nel caso dell’origine di
replicazione (OriP) del’EBV. Nel corso della latenza, la proteina virale EBNAL si lega alle
ripetizioni in tandem presenti nell’OriP e tale legame risulta critico per la replicazione del DNA
virale. Probabilmente, come osservato in vitro, il legame a OriP da parte di EBNAL é mediato dalla
sua capacita di destabilizzare il legame dei nucleosomi, che quindi risultano posizionati
lateralmente rispetto al sito di legame della proteina [Avolio-Hunter et al., 2001; Wensing, B. et al.,
2001].

Inoltre per i virus che stabiliscono latenza la struttura della cromatina contribuisce al mantenimento
della quiescenza mediante soppressione dei geni litici: sia in EBV che in KSHV, i geni IE sembrano
essere inibiti dalla deacetilazione istonica e dall’occlusione da parte dei nucleosomi nei siti di inizio
trascrizione.

| virus a integrazione, invece, devono rompere la struttura della cromatina cellulare sia nella fase di
integrazione che di riattivazione, tuttavia la comprensione di tale fenomeno e ancora incompleta
[Pryciak, P.M. and Varmus, H.E., 1992; Pruss, D. et al., 1994]. Nel caso dell’HIV, I’integrasi lega
il complesso BRG1 di rimodellamento dei nucleosomi che altera 1’interazione fra nucleosomi e
DNA e stimola I’integrazione virale [Kalpana, G.V. et al., 1994]; inoltre I’integrasi interagisce con
’acetiltrasferasi p300 di cui ne rappresenta un substrato. Questi dati mostrano come I’acetilazione
degli istoni e dell’integrasi siano necessarie per 1’integrazione virale [Cereseto, A. et al., 2005] e
suggeriscono che la struttura compatta della cromatina potrebbe limitare I’integrazione virale.
Inoltre D’integrazione coinvolge la formazione di rotture del DNA a doppio filamento del
cromosoma cellulare. La cromatina che circonda rotture a doppio filamento & generalmente

arricchita nella variante istonica H2AX fosforilata [Jackson, S.P., 2002; Daniel et al., 2004];
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tuttavia 1’integrazione non ¢ dipendente da H2AX poiché in alcuni studi & stata riscontrata
integrazione virale anche in topi in cui tale variante istonica non era espressa.

Il silenziamento del genoma integrato mediato dalla struttura cromatinica sembra essenziale per lo
stabilirsi di un infezione latente e pud avvenire nelle prime fasi dell’integrazione con meccanismi
tipicamente cellulari [Williams, S.A. and Greene, W.C., 2005].

Il completamento del ciclo virale richiede la riattivazione del genoma integrato: la proteina TAT
dell’HIV interagisce con fattori cellulari di rimodellamento della cromatina e di modificazione degli
istoni, sottolineando 1’importanza della manipolazione dei nucleosomi durante questa fase [Lusic,
M. et al., 2003].

Esiste qualche evidenza circa I’interazione dei virus a RNA con gli istoni e un esempio €
rappresentato dal vrus dell’influenza [Garcia-Robles, 1. et al., 2005]. Il complesso
ribonucleoproteico (VRNP) insieme alla proteina della matrice (M1) vengono trasportati nel nucleo
dove avviene la replicazione e la trascrizione. Le VRNPs risultano associate inizialmente alla
cromatina cellulare e vengono rilasciate solo in un secondo momento probabilmente per effetto di
un’interazione fra i nucleosomi ¢ la proteina M1; questa lega le nuove molecole genomiche
sintetizzate e ne facilita il trasporto indietro nel citoplasma [Zhirnov, O.P. and Klenk, H.D., 1997].
Questi studi suggeriscono che sia i virus a DNA che quelli a RNA devono mediare con la struttura
cromatinica il completamento del loro ciclo vitale.

Un crescente numero di studi mostra come la metilazione dei siti CpG possa fortemente influenzare
il ciclo vitale di diversi virus a DNA, anche se il ruolo esatto di tale fenomeno nel corso
dell’infezione naturale non ¢ ancora del tutto chiaro. Gli effetti della metilazione variano a seconda
del virus e dipendono da svariati fattori. Si osservano differenze fra il ruolo che ha assunto nel corso
dell’evoluzione per virus attivamente replicanti e virus in grado di integrarsi nel genoma della
cellula. I primi sono spesso non metilati o ipo-metilati mentre i secondi mostrano una metilazione
regolata e specifica. Differenze si ossevano anche fra i virus di grandi dimensioni e i virus di
piccole dimensioni, in base al diverso sito di replicazione e alla diversa capacita di codificare per il
proprio macchinario replicativo e per proteine in grado di modulare i processi cellulari e la risposta
immunitaria. Pertanto € necessario prendere in considerazione i singoli virus per analizzare la
dinamica dello stato di metilazione e i suoi effetti sia sul virus che sulla cellula.

L’avanzamento delle tecniche ha permesso uno studio via via piu dettagliato dello stato di
metilazione fino a consentire un’analisi della distribuzione genomica dei siti di metilazione.

Per quanto concerne gli Adenovirus i primi studi basati su cromatografia e tecniche radioattive
hanno mostrato che 1’adenovirus di tipo 2 e 12 in attiva replicazione presentano una metilazione

minima o assente [Gunthert et al., 1976], risultati confermati successivamente da studi basati su
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endonucleasi metilazione-sensibili e da sequenziamento associato a trattamento con bisolfito
[Vardimon et al., 1980; Wienhues et al., 1985; von Acken et al., 1979]. Molti studi inoltre si sono
focalizzati sull’integrazione del genoma adenovirale per il suo potenziale oncogenico: il DNA
integrato risulta metilato, ma la regolazione di tale fenomeno € ancora poco nota.

Risultati analoghi sono stati osservati per i polyomavirus [Winocour et al., 1965; Danos et al.,
1980].

Il processo in base al quale i virus a integrazione sono de novo metilati & solo parzialmente
compreso, ma € chiaro che il fenomeno e influenzato da diversi aspetti quali il momento e il sito
dell’integrazione, dalla sequenza integrata e dal tipo cellulare [Orend et al., 1995; Hertz et al, 1999;
Doerfler et al., 2005]. La metilazione de novo tende a iniziare in regioni confinate e poi a espandersi
attraverso il genoma virale, come per I’adenovirus 12, la cui metilazione parte nella regione centrale
del DNA virale e successivamente si diffonde fuori in entrambi le direzioni [Orend et al., 1991,
Doerfler et al., 1993]. Non e noto quali fattori inizino la metilazione e nemmeno i determinanti del
pattern sequenziale di metilazione; tuttavia il pattern di metilazione sembra essere sito specifico: i
geni tardivi virali sono generalmente piu soggetti alla metilazione rispetto ai geni precoci
[Vardimon et al., 1980], mentre i promotori dei virus integrati sono frequentemente ipometilati,
come osservato per I’adenovirus 12 [Doerfler et al., 1981 ; Doerfler et al., 1991]. La metilazione dei
geni virali, in particolar modo a livello dei promotori, sembra essere reversibile, ma i meccanismi
mediante i quali vengono demetilati devono ancora essere determinati.

Gli Herpesvirus durante la fase litica presentano uno stato di metilazione diverso rispetto alla fase
latente, ma le differenze non sono state finora approfondite poiche la maggior parte degli studi si e
concetrata sulla latenza del virus. Inoltre esistono differenze anche fra le sottofamiglie di
Herpesvirus [Takacs et al., 2001]: I’alphaherpesvirus HSV risulta non metilato sia durante la
replicazione attiva che durante la fase di latenza [Low et al., 1969; Lundberg et al., 2003; Kubat et
al., 2004]; il gammaherpesvirus EBV invece é scarsamente metilato o non metilato affatto durante il
ciclo litico, ma altamente metilato durante la latenza [Szyf et al., 1985].

La metilazione gioca un ruolo chiave nel ciclo vitale dell’EBV, in particolar modo nella transizione
dal ciclo di infezione litico a quello latente [Tao et al., 2003; Ambinder et al., 1999]. L’antigene
nucleare dell’EBV (EBNA) € espresso per un breve periodo durante I’infezione litica, dopodiché la
sua trascrizione viene silenziata attraverso un’ipermetilazione dei suoi promotori, evento critico per
lo stabilirsi di uno stato di latenza. La riattivazione del virus é invece mediata dall’espressione di
geni IE come Zta and Rta, regolati dai rispettivi promotori Zp and Rp, quest’ultimo ipermetilato nel
corso della latenza, rappresenta un importante regolatore dello stato di quiescenza. L’EBV sembra

usare il silenziamento indotto dalla metilazione come meccanismo di evasione del sistema
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immunitario, dungque I’importanza della metilazione in questo caso € ampiamente accettata a
differenza degi altri herpesvirus per i quali il ruolo di tale fenomeno € ancora sotto studio.

Nei piccoli virus a DNA i siti CpG sono sottorappresentati e le ragioni possono essere molteplici: €
possibile che la metilazione della citosine sia almeno in parte responsabile per questa
sottorappresentazione; la limitata presenza di siti CpG puo essere stata selezionata per evitare la
metilazione da parte degli enzimi cellulari e quindi per massimizzare 1’efficienza della traduzione o
per ridurre la risposta immunitaria CpG mediata [Karlin et al., 1994; Shackelton et al., 2006].
Tuttavia gli studi inerenti questo gruppo di virus risultano limitati. | meccanismi di metilazione
sono stati studiati sul sierotipo 2 (AAV2) che, in assenza del virus helper, si integra nel cromosoma
19 con la mediazione della proteina Rep, che riconosce le guanine nei motivi ripetuti GCTC
presenti nell’hairpin terminale del genoma. La metilazione in vitro di tali guanine sembra inibire in
modo efficace I’interazione DNA-proteina interferendo con I’integrazione in vivo [Weitzman et al.,
1994]. Risultati analoghi sono stati osservati anche per I’AAV4 [Amiss et al.,2003], tuttavia non
sono noti ad oggi i dettagli circa la modalita e il ruolo della metilazione nel corso dell’infezione
naturale.

Gli effetti della metilazione sembrano essere correlati per molti virus alla tempistica della
trascrizione: la metilazione e frequentemente associata ad una abolizione della funzione dei
promotori virali tardivi, mentre i promotori precoci tendono ad essere meno soggetti all’effetto di
repressione dovuto alla metilazione. Per esempio la metilazione in vitro con Hpall dei geni precoci
dell’ SV40 non porta a una repressione trascrizionale e i siti metilati sono successivamente persi
mediante D’attiva replicazione, mentre 1’espressione dei geni tardivi pud essere efficentemente
inibita dalla metilazione in vitro nella regione 5 [Subramaniani et al., 1982; Fradin et al., 1982].
Inoltre la metilazione sito specifica puo essere coinvolta nella transizione dalla fase litica alla
latenza in alcuni casi come per I’EBV, mentre non sembra partecipare allo switch dall’espressione
dei geni precoci a quelli tardivi in virus come I’HSV e I’Adenovirus 2 [Kubat et al., 2004; Kammer
etal., 1995].

I microRNA rappresentano a loro volta un importante aspetto nell’interazione virus-0Spite;
I’interazione mediata dai microRNA puo avvenire in diversi modi e puo andare a vantaggio sia del
virus che della cellula. Si e visto che i virus codificano per propri microRNA la cui biogenesi ¢
simile a quella dei microRNA cellulari e con queste piccole molecole possono dirottare il
macchinario cellulare dell’RNAI responsabile del silenziamento genico per interferire sia con la
regolazione dei geni cellulari che dei geni virali. Il primo microRNA virale € stato scoperto nelle
cellule B infettate da Epstein-Barr [Pfeffer et al., 2004]; ad oggi pit di 200 microRNA virali sono
identificati e annotati nel Database miRBase (http://www.mirbase.org).
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Number of
Virus Family Subfamily/Genus Name Host presmiRNAs References

Herpesvirus of Simplexvirns H5W-1 Hurman il Cui et al, 2000; Umbach et al, 2008

H5W-1 Human 3 Tang et al. 2008, 2008
o Mardivirus MV | Avian 14 Burnside et al. 2006, Yao et al. 2008
MDV-2 Avian 17 Yao et al. 2007
B/ Cytomezalovirus hCMY Hurman 11 Grey et al. 2005, Pleffer et al. 2005
mCMV Murine 18 Buck et al. 2007; Dxilken et al. 2007
w/Lymphocryprovirus EBV Human 25 Pleffer et al. 2004; Cai et al. 2006
Grundhoff et al. 2006; Zhu et al_ 2009
TLCY Simian 16 Cai et al. 2008
i/ Rhadinovirus KSHV Human 12 Cai et al. 2005; Pleffer et al. 2005
Samaola et al. 2005; Grundhoff et al. 2006
RRV Simian 7 Schider et al, 2007
MHVER  Murine 9 Pleffer et al. 2005
Polyomavirus SV40 Simian 1 Sullivan et al. 2005
SA11 Simian 1 Cantalupo et al. 2005
MCV Simian 1 Seo et al. 2009
BEV Human 1 Seo et al. 2008
1CY Human 1 Seo et al. 2008
mPy Murine 1 Sullivan et al_ 2008
Adenowirs hav Hurnan 1 Aparicio et al. 2006; Sano et al. 2006
AsCovirs Hv AWV Lepidopteran 1 Hussain et al, 2008

MicroRNA virali noti (Umbach and Cullen, Genes and Development, 2009)

I microRNA hanno diverse caratteristiche che li rendono particolarmente vantaggiosi per i virus.
Anzitutto possono agire su bersagli specifici corrispondenti a geni cellulari o virali deregolandoli e
stabilendo un ambiente cellulare favorevole alla replicazione virale [Stern-Ginossar, N., et al., 2007;
Sullivan, C.S,, et al., 2005; Skalsky, R.L., et al., 2005]. In secondo luogo i microRNA sono piccoli
e le dimensioni dei pre-microRNA (<200 nt) sembrano ben concicliarsi con le limitate dimensioni
dei genomi virali [Cullen, B.R., 2004]. Infine i microRNA non sono antigenici a differenza delle
proteine e pertanto permettono al virus di evadere la risposta immunitaria. Rappresentano quindi
uno strumento ideale per i virus per infettare e stabilire eventualmente una persistenza nell’ospite
agendo su mRNA virali e cellulari.

Finora la famiglia herpesviridae sembra generare il maggior numero di microRNA virali [Pfeffer,
S., et al,, 2005; Cai, X., et al., 2005; Pfeffer, S., et al., 2004]. Altri virus codificanti microRNA
sono 1’SV40 [Sullivan, C.S., et al., 2005] e I’adenovirus [Sano, M. et al., 2006], tutti virus nucleari
a DNA. Questo e una diretta conseguenza del fatto che Drosha e DGCRS, necessari per il
processamento dei precursori sono localizzati nel nucleo [Lee, Y., et al., 2003] e i virus che
replicano esclusivamente nel citoplasma non hanno accesso a tale macchinario e percido non
possono esprimere miRNA anche nel caso in cui codifichino per precursori [Zeng, Y. and B.R.
Cullen, 2002]. Inoltre visto che il processamento prevede la distruzione del pri-miRNA a eccezione
del miRNA maturo [Cai, X.,et al., 2004] & improbabile che virus a RNA possano codificare per
microRNA visto che il processamento risulterebbe in una distruzione del genoma virale stesso.
Un’altra considerazione sta nel fatto che i microRNA agiscono sui livelli di mRNA target: pur in
presenza di una completa inibizione della traduzione da parte dei microRNA, il pool preesistente di
proteine deve essere significativamente degradato prima che un effetto sul fenotipo sia evidente e il

processo puo richiedere pit 0 meno tempo a seconda della stabilita della proteina target limitando
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cosi i possibili benefici per il virus dati dall’effetto del microRNA. Alla luce di queste
considerazioni i virus piu probabilmente coinvolti nella sintesi di microRNA si pud supporre siano
virus a DNA nucleari capaci di un’infezione persistente o latente. Per il virus HIV la produzione di
microRNA ¢ stata proposta da diversi gruppi [Klase et al., 2007; Omoto et al., 2004; Ouellet et al.,
2008], ma non é stata confermata da altri e percio rimane ampiamente dibattuta [Lin et al., 2007;
Pfeffer et al., 2005]. Allo stesso modo le cellule producono una ampia gamma di microRNA che
non solo regolano funzioni cellulari ma permettono una difesa antivirale. E stato dimostrato che topi
privati dell’espressione di Dicer sono ipersuscettibili all’infezione del virus della stomatite
vesicolare (VSV) data la mancanza di microRNA cellulari (miR-24 e miR-93) capaci
rispettivamente di downregolare 1’espressione del proteina virale maggiore e della fosfoproteina
[Otsuka, M., et al., 2007].

Per quanto riguarda i Parvovirus e in particolare il B19 due lavori pongono I’attenzione sul
possibile ruolo dei miRNA nell’interazione fra il virus e le cellule target.

Alcuni studiosi hanno identificato e descritto piccoli stretch di omologia di circa 17-26 nt fra il
genoma di diversi Parvovirus (B19, MVM, KRV, RPV) e i rispettivi ospiti (H.Sapiens, M.Musculus,
R.Norvegicus); si tratta di piccole sequenze che si presentano per lo piu in regioni intergeniche o in
regioni non codificanti di geni cellulari coinvolti in specifici pathway, noti per avere un ruolo
importante durante I'infezione virale come ad esempio la regolazione del citoscheletro, dell'adesione
cellulare e il pathway WNT. Queste regioni di omologia sono inoltre conservate all'interno delle
diverse specie di Parvovirus analizzate, a suggerire un probabile vantaggio del virus nel
mantenimento di tali sequenze nel corso dell’evoluzione e che queste sequenze possano essere
biologicamente rilevanti per la patogenesi [Kerr et al.,, 2006]. L’ipotesi ¢ che queste sequenze
possano essere sfruttate dal virus per promuovere la propria persistenza mediante ad esempio la
regolazione dell’espressione dei geni dell’ospite sfruttando il macchinario dell’RNAi. La possibilita
che queste regioni di omologia rappresentino sequenze capaci di codificare per microRNA richiede
approfondimenti.

Un secondo studio ha investigato le ragioni della limitata produzione di proteine capsidiche di B19
in cellule non permissive, mettendo in evidenza il possibile ruolo della regione 3' UTR dei
corrispondenti mRNA nel reprimerne la sintesi, inibendo il caricamento dei ribosomi [Morinet et
al., 1997]. Seppure una successiva prova di ottimizzazione dei codoni con sostituzione dei codoni
della regione 3’UTR con altri piu frequentemente utilizzati nella cellula ha permesso un aumento
della produzione delle proteine capsidiche [zZhi et al. 2010], tuttavia si ipotizza un possibile
contributo dei microRNA cellulari nel limitare la produzione delle proteine strutturali agendo sui
corrispondenti RNA messaggeri e nello specifico sulla regione 3°UTR [Berillo et al., 2012].
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Lavoro sperimentale



Premessa e scopo del lavoro

L’attivita svolta nel corso del Dottorato di Ricerca in Biotecnologie Cellulari e Molecolari ha
riguardato lo studio di meccanismi di regolazione dell’espressione genica e della replicazione di
Parvovirus B19 nel corso dell’infezione in vitro.

I1 Parvovirus B19 ¢ implicato in una molteplicita di situazioni patologiche nell’'uomo; I’evolversi
dell’infezione e le sue manifestazioni sono dipendenti dallo stato fisiologico dell’ospite e dall’entita
della sua risposta immunitaria contro il virus. Il B19 puo causare infezioni asintomatiche o patologie
acute come ’eritema infettivo (quinta malattia) nei bambini, artralgie transitorie negli adulti, crisi
aplastiche in pazienti con anemia emolitica, infezioni persistenti associate ad aplasia midollare
cronica in individui immunocompromessi, inoltre in caso di infezione materna in gravidanza la
trasmissione transplacentare del virus puo portare a idrope e a morte fetale.

Il Parvovirus B19 mostra uno specifico tropismo per la linea eritroide del midollo osseo. Le cellule
staminali non sono suscettibili all’infezione, mentre i target cellulari maggiormente permissivi alla
replicazione virale sono i progenitori BFU-E, CFU-E e gli eritroblasti [Takahashi et al., 1990]. I
progenitori eritroidi possono essere ottenuti dal midollo e coltivati in vitro come sistema permissivo
per la replicazione del B19 [Ozawa et al.,1986; Ozawa et al., 1987]. Precursori eritroidi infettabili
sono presenti anche nel sangue periferico [Schwarz et al., 1992], nel cordone ombelicale [Srivastava
et al., 1992] e nel fegato fetale [Yaegashi et al., 1989].

La replicazione del B19 in linee cellulari ¢ piu ristretta; e stata ottenuta in cellule eritroleucemiche,
le JK-1 [Takahashi et al., 1993], in cui é evidente un differenziamento eritroide, e in altre linee
cellulari con caratteristiche megacarioblastoidi come le KU812Ep6 [Miyagawa et al., 1999], le
UT7/Epo [Shimomura et al., 1992] e le UT7/Epo-S1, un subclone delle UT7/Epo [Morita et al.,
2001]. Per queste ultime linee cellulari, I’uso di eritropoietina induce un differenziamento in senso
eritroide, tale perd da mantenere un fenotipo immaturo e permettere cosi il mantenimento
dell’infezione in vitro per lungo tempo.

Tuttavia anche i sistemi cellulari permissivi consentono solo un grado ridotto di replicazione virale e
pertanto non permettono di ottenere grandi quantita di virus infettante. L’analisi in vitro del
Parvovirus B19 e della patogenesi molecolare ad esso associata & quindi limitata e vincolata dalla
disponibilita di sieri altamente viremici.

Al fine di bypassare i limiti associati alla replicazione del virus in coltura e disporre di un sistema in
vitro per lo studio del Parvovirus B19, cloni plasmidici virali sono stati oggetto di studio per

valutare la loro funzionalita e la capacita di generare particelle virali infettanti, in grado a loro volta
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di cominciare un nuovo ciclo replicativo. Un approccio analogo e stato utilizzato per altri virus della
famiglia come gli AAV. Diversi laboratori si sono occupati della progettazione di cloni genomici di
B19 capaci di mimare il comportamento del virus nativo, importanti sia come fonte ricombinante di
particelle virali sia come sistema manipolabile in vitro per analisi genetiche finalizzate ad una
migliore comprensione della biologia del virus ¢ dell’interazione virus-cellula. Diversi tentativi sono
stati esplorati, tuttavia il genoma di B19 é risultato di difficile manipolazione. Nei primi tentativi
sono stati generati cloni genomici riarrangiati ed incompleti che non hanno mostrato alcuna
funzionalita [Cotmore et al., 1984; Deiss et al., 1990]. Solo in un secondo momento sono stati
generati cloni genomici full-length che hanno invece evidenziato una competenza funzionale e la
capacita di generare nuove particelle virali infettanti [Zhi et al., 2004; Filippone et al., 2008].
Tuttavia seppure utili per lo studio dell’espressione virale [Zhi et al., 2006], questi cloni non hanno
consentito una elevata resa di particelle virali infettanti. Ulteriori studi risultano pertanto necessari
per ottimizzare il sistema.

Parte del presente lavoro ha riguardato lo studio comparato di diversi cloni genomici di B19 e della
loro capacita di produrre particelle virali infettanti, con I’obiettivo di caratterizzare le regioni
terminali del virus e di identificare requisiti essenziali per la funzionalita delle stesse. A partire da
una sequenza consenso, ottenuta mediante allineamento di diversi isolati di B19 cosi da ridurne la
variabilita genetica, sono stati generati cloni contenenti una diversa estensione e combinazione di
isomeri conformazionali delle regioni terminali che sono stati oggetto dell’analisi comparata. Per
I’analisi sono stati utilizzati i cloni genomici full-length pHG10 e pHGO1, che fungono da
riferimento in quanto capaci di mimare il comportamento del virus wild type, e i cloni subgenomici
pCH (nelle diverse combinazioni di isomeri conformazionali delle regioni terminali), pCI0 e pCJO,
contenenti frazioni progressivamente minori delle sequenze terminali, rispettivamente 190 bp per i
cloni pCH, 141 bp per pCI0 e 19 bp per pCJO. L’analisi funzionale dei cloni ¢ avvenuta mediante
quantificazione degli acidi nucleici virali prodotti a seguito di trasfezione degli inserti genomici in
cellule UT7EpoS1 e a seguito dell’infezione delle stesse cellule con il surnatante post trasfezione, al
fine di valutare la formazione di una progenie virale.

La penetrazione del B19 nella cellula ¢ mediata dall’interazione delle proteine capsidiche con il
recettore globoside, determinante critico del tropismo virale, e con il corecettore, le integrine di tipo
a5B1 [Brown et al., 1993; Weigel-Kelley et al., 2003]. A livello intracellulare, la replicazione virale €
ristretta a seconda dei diversi tipi cellulari e anche all’interno della stessa popolazione cellulare. Il
genoma del B19 di piccole dimensioni non codifica per gli enzimi e i fattori necessari alla
replicazione del DNA virale, ne consegue pertanto che I’infezione del B19 é di tipo restrittivo e la
formazione di una progenie virale e limitata a cellule in attiva replicazione (fase S), in quanto dotate
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di fattori necessari alla sintesi del DNA virale, non ancora caratterizzati in dettaglio.
Gli eventi che seguono 1’ingresso del virus mostrano inoltre differenze a seconda del sistema
cellulare preso in considerazione ed esistono differenti livelli di restrizione in relazione alla capacita
della cellula di supportare la replicazione, la trascrizione e quindi la traduzione dell’informazione
genetica veicolata dal virus. Non sono ancora del tutto noti i fattori critici per il completamento del
ciclo vitale dopo la penetrazione del virus nella cellula e ad oggi continuano ad essere oggetto di
grande interesse, tuttavia sono stati proposti due diversi livelli di restrizione alla replicazione virale.
Un primo livello é legato alla capacita delle cellule di consentire la sintesi di riparo e quindi la
conversione del DNA monocatenario a DNA a doppio filamento, trascrivibile dal macchinario
cellulare. Un secondo livello di restrizione é invece legato alla completa sintesi delle proteine in
presenza dell’intero corredo di RNA messaggeri virali.
Inoltre il B19 considerato da sempre un virus capace di infezione acuta e rapidamente eliminato del
sistema immunitario, sembra tuttavia avere un ciclo vitale piu complesso ed essere capace anche di
un’interazione a lungo termine con I’ospite. II DNA virale ¢ stato infatti trovato nella sinovia, nella
pelle, nel cuore e nei tessuti linfonodali in soggetti che hanno avuto un’infezione passata da B19,
suggerendo la capacita di tale virus di instaurare una persistenza in vivo in numerosi tessuti. Allo
stato attuale tuttavia non sono ancora noti i meccanismi in grado di condurre all’instaurarsi di una
persistenza, né le caratteristiche funzionali del genoma virale in questo stato: non ci sono dati
relativi né alla configurazione possibile assunta dal genoma virale nei tessuti (forma lineare o
circolare; integrazione o stato episomiale; genoma integro o frammentato), né alla possibile
formazione di strutture cromatiniche. Il genoma di B19 sembra persistere in forma silente nei tessuti
e si ipotizza che meccanismi epigenetici di regolazione contribuiscano a tale silenziamento,
partecipando probabilmente anche alla riattivazione in un secondo momento.
Nell’ambito virologico, ¢’¢ un crescente interesse per il possibile ruolo di eventi epigenetici nel
regolare la replicazione e 1’espressione virale e in particolar modo per meccanismi quali la
metilazione del DNA virale e la sua associazione con i nucleosomi [Portela et al., 2010]. Allo stesso
modo si crede che i virus stessi possano avere un ruolo critico nel modulare lo scenario epigenetico
delle cellule infettate.
La metilazione é una delle principali modifiche epigenetiche che gioca un ruolo fondamentale nel
controllo dell'espressione genica nel contesto cellulare.
Il ruolo della metilazione nel corso dell’infezione e stato approfondito per virus a DNA fra cui virus
capaci di stabilire latenza, come quelli della famiglia Herpesviridae, o per virus capaci di integrarsi,
come i Retroviridae. In generale é stata trovata una correlazione fra la metilazione a livello dei
dinucleotidi CpG presenti sul genoma virale e aspetti associati alla funzionalita virale, come il
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silenziamento dell’espressione genica e lo stabilirsi di uno stato di quiescenza da parte del virus
[Hoelzer et al., 2008]. Poco si sa invece relativamente a virus in attiva replicazione come quelli
della famiglia Parvoviridae che combinano aspetti tipici di un ciclo virale litico con aspetti di
persistenza, il che rende questo modello infettivo particolarmente attraente per studi sull’epigenetica
e sul suo ruolo nell’interazione virus-cellula.

Parte di questo studio ha riguardato I’analisi dello stato di metilazione del genoma di B19 e del suo
possibile effetto sul ciclo replicativo virale. A tal fine é stata analizzata la presenza e la distribuzione
di dinucleotidi CpG sul genoma virale mediante specifico software, EMBOSS CpGPlot. | possibili
effetti della metilazione di questi siti sulla funzionalita virale sono stati valutati mediante
trasfezione di DNA metilato e non metilato in cellule UT7EpoS1. La presenza di tale fenomeno nel
corso dell’infezione é stata investigata inzialmente mediante infezione in vitro di due diversi sistemi
cellulari con diverso grado di permissivita per il virus, quali le cellule UT7EpoS1, sistema
permissivo per la replicazione del B19, e le cellule U937, modello cellulare non permissivo.
Successivamente 1’analisi di campioni bioptici positivi per la presenza del DNA di B19 ha permesso
di valutare I’effettiva metilazione del genoma virale nel corso dell’infezione naturale.

Altri meccanismi potrebbero rappresentare un ulteriore livello di regolazione epigenetica
dell’espressione genica virale, come il complessamento del genoma virale in strutture nucleosomali
e le modificazioni delle proteine istoniche.

Il ruolo della cromatina nella biologia virale dipende dal ciclo vitale del virus, ma per tutti i virus
che attraversano il nucleo 1’interazione con la cromatina sembra inevitabile.

In alcuni casi la formazione di strutture cromatiniche inibisce 1’espressione genica e la replicazione
virale limitando I’accessibilita del DNA virale da parte di enzimi coinvolti in tali processi; in altri
casi la complessazione agli istoni fornisce una struttura e un’organizzazione del genoma virale
necessarie per il corretto completamento del ciclo vitale del virus. Dunque i virus in molti casi
hanno acquisito numerosi meccanismi per manipolare la cromatina e assicurare la sopravvivenza e
la propagazione del proprio genoma all’interno dell’ambiente cellulare.

L’identificazione dell’associazione agli istoni e di pattern di modificazione degli istoni associati ad
un particolare virus o ad una particolare fase dell’infezione virale pud fornire nuove importanti
informazioni circa I’interazione fra il virus e la cellula.

Parte di questo studio ha riguardato 1’analisi della possibile associazione del DNA di B19 agli istoni
cellulari nel corso di un’infezione prolungata in cellule UT7EpoS1. Prelievi effettuati a diversi
time-point post infezione sono stati sottoposti a immunoprecipitazione della cromatina (ChiP) con
anticorpi in grado di riconoscere in modo specifico gli istoni cellulari. Il DNA associato alle

proteine istoniche é stato successivamente analizzato mediante RealTime PCR per valutare la
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presenza di sequenze genomiche relative al B19 nella frazione immunoprecipitata.

Il concetto di epigenetica si e recentemente esteso a meccanismi regolati da piccoli RNA non
codificanti come i microRNA [Kim et al., 2005]. Dalla loro scoperta nel 1993 mediante studi
condotti sul nematode C.Elegans [Lee et al., 1993] sono stati identificati circa 700 microRNA
nell’'uvomo piu diverse centinaia in altri animali, nelle piante e nei virus. I microRNA di origine
virale ad oggi annotati sono circa 200, per lo piu codificati da virus nucleari a DNA.

I microRNA virali hanno una biogenesi simile a quella dei microRNA cellulari e possono dirottare
il macchinario cellulare dell’RNAi per interferire e silenziare 1’espressione di geni virali e/o
cellulari a proprio vantaggio. I microRNA rappresentano uno strumento ideale per i virus per
infettare I’ospite ed eventualmente stabilire uno stato di persistenza date le limitate dimensioni di
queste molecole e la loro natura non-immunogena [Stern-Ginossar et al., 2007; Sullivan et al., 2005;
Cullen; 2004].

Le cellule a loro volta sembrano produrre un’estesa gamma di microRNA in grado di esercitare
un’azione anti-virale, come evidenziato dai primi studi in cui si osservo ipersuscettibilita
all’infezione del virus della stomatite vescicolare (VSV) da parte di topi privi del gene codificante
per la nucleasi Dicer, poiche incapaci di esprimere alcuni microRNA inibitori delle proteine virali
[Otsuka et al., 2007].

L’ipotesi che i microRNA possano assumere un importante significato nell’interazione fra il B19 e
le cellule target deriva da diversi studi. In particolare in uno studio sono state investigate le ragioni
della limitata produzione di proteine capsidiche di B19 in cellule non permissive, mettendo in
evidenza il possibile ruolo della regione 3' UTR dei corrispondenti mRNA nel reprimerne la sintesi,
inibendo il caricamento dei ribosomi [Pallier et al., 1997]. E stato suggerito un possibile contributo
dei microRNA cellulari nel limitare la produzione delle proteine strutturali agendo sui 3’UTR dei
corrispondenti RNA messaggeri [Berillo et al., 2012]. Questo studio pone quindi 1’attenzione sul
possibile ruolo dei microRNA nell’interazione B19-cellula e fornisce un primo orientamento per la
ricerca di possibili microRNA prodotti in risposta all’infezione.

Parte del presente studio ha riguardato 1’analisi dei microRNA prodotti in risposta all’infezione con
un confronto diretto fra campione infetto e non infetto, valutando la presenza di RNA a basso peso
molecolare con omologia di sequenza per il B19, che rappresentano potenzialmente microRNA di
origine virale o di origine cellulare che abbiano come target gli mMRNA virali.

E stato utilizzato un array generato su membrana di nylon immobilizzando sequenze sovrapposte
relative all’intero genoma di B19 su cui sono stati ibridati i microRNA estratti dalle cellule,
amplificati e marcati, cosi da mappare sul genoma virale eventuali microRNA con omologia di
sequenza per il B19. Al fine di permettere un facile recupero dei microRNA con omologia per il
genoma virale e poterli caratterizzare, € stato utilizzato un diverso approccio basato sull’ibridazione
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fra i microRNA estratti dalle cellule e il DNA genomico di B19 immobilizzato su biglie rivestite di
streptavidina. I microRNA ibridati sono stati eluiti dalle biglie, amplificati e modificati con
I’inserimento di siti di restrizione necessari per la clonazione. In questo modo dopo eluizione dalle
biglie e stato possibile un’analisi qualitativa dei microRNA isolati relativi al campione infetto e non
infetto e allo stesso tempo e stato possibile il recupero di queste specie per la successiva
caratterizzazione mediante clonazione e sequenziamento.
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Materiali e Metodi - 1
Analisi funzionale di cloni genomici di B19

Cloni Genomici e Subgenomici di Parvovirus B19

I cloni genomici e subgenomici utiizzati per questo lavoro sono stati costruiti a partire da una
sequenza sintetica (Mr.Gene GmbH, Regensburg). La sequenza é stata progettata come la sequenza
consenso, ottenuta dall’allineamento delle sequenze di un insieme di isolati di B19 presenti nella
banca dati del NCBI. L’utilizzo di tale sequenza consenso ha permesso di ridurre la variabilita

genomica associata all’uso di differenti isolati virali.

Cloni genomici full-length

| cloni pCGO1 e pCG10 (8005 nt) contengono come inserto il genoma completo di B19 e si
differenziano per la diversa combinazione degli isomeri terminali (flop-flip e flip-flop
rispettivamente). 1l backbone ¢ dato dal plasmide pMA.

Questi cloni sono stati generati a partire da cloni subgenomici precedentemente prodotti.
Brevemente, per pCG10 sono stati utilizzati i cloni TR flip-LM e TR flop-R, da cui sono stati
ricavati rispettivamente 1’inserto sinistro e destro del genoma virale (rispetto al sito BamHI), con le
rispettive mezze ITR (sito BssHII), in conformazioni opposte. Ciascuno di questi inserti & stato
clonato su un altro plasmide che porta la parte mancante dell’ITR in modo da ricostituirne
I‘integrita, generando due plasmidi, ITR flip-LM e ITR flop—R. Da questi sono stati ottenuti
rispettivamente 1’inserto e il vettore necessari alla costruzione del plasmide finale, contenente
I’intero genoma di B19. Una strategia analoga ¢ stata utilizzata per generare il clone pCGO1 a

partire dai cloni TR flop-LM e TR flip-R.
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Cloni subgenomici
I cloni subgenomici sono stati generati a partire dai cloni full length mediante digestione con

specifici enzimi di restrizione e presentano una progressiva deplezione delle regioni terminali.

Cloni pCH

I cloni pCH (7631 nt) contengono un inserto virale di 5293 nt, corrispondente al genoma del B19
con solo una frazione delle ITR ottenuta dalla digestione con I’enzima di restrizione BssHII nel
punto di simmetria delle stesse (191-383 nt; 5214-5484 nt). | cloni pCHO1, pCH10, pCHO00, pCH11

si distinguono fra di loro per la diversa combinazione delle conformazioni dell’hairpin terminale.
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Clone pCI0

Il clone pCI0 (7426 nt) contiene un inserto virale di 5113 nt, corrispondente al genoma di B19 con
una frazione delle ITR di 141 nt ottenuta dal taglio con I’enzima di restrizione Acclll (242-383 nt;
5214-5355 nt). L’estensione delle ITR ¢ quindi ulteriormente ridotta rispetto ai cloni pCH con
conseguente accorciamento delle sequenze palindromiche terminali e perdita delle asimmetrie nel

palindromo.
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Clone pCJ0

Il clone pCJO (7188 nt) contiene un inserto virale di 4869 nt corrispondente al genoma di B19 privo
delle regioni palindromiche terminali e mantenimento di ITR ridotte a soli 19 nt, ottenuto dalla
digestione con 1’enzima di restrizione BsaW| (364-383 nt; 5214-5233 nt).

|
BamHI

Preparazione del DNA plasmidico

Tutti i cloni sono stati preparati mediante trasformazione delle cellule batteriche SURE Il (Stop
Unwanted Rearrangements Events, Stratagene) con metodo heat shock. Una quantita di DNA
plasmidico pari a 10 ng ¢ stata usata per trasformare 30 pl di cellule. Dopo un’incubazione di 30
minuti in ghiaccio, le cellule sono state sottoposte a shock termico per 45 secondi a 42°C e riposte
nuovamente in ghiaccio per 2 minuti. Sono stati in seguito aggiunti 200 ul di terreno SOC ¢ si ¢
proceduto a un’incubazione di 1 ora a 37°C in agitazione. Le cellule batteriche sono state quindi
seminate su piastre LB-Agar Ampicillina e le colonie cresciute sono state espanse in terreno liquido
LB-Ampicillinaa 37°C.

Inizialmente, il DNA é stato purificato mediante kit miniprep (Jetquick) e controllato mediante
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digestione con lo specifico enzima di restrizione nel sito di clonazione.
| cloni corretti sono stati preparati su larga scala mediante purificazione plasmidica con il sistema

Pure Yield Plasmid Midiprep System (Promega).

Preparazione inserti per la nucleofezione

I plasmidi pCGO01 e pCG10 sono stati sottoposti a digestione con gli enzimi di restrizione Xhol-
Xbal per escindere gli inserti virali, che sono stati estratti da gel d’agarosio all’1% e purificati
mediante il sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega).

I cloni subgenomici di B19 sono stati amplificati mediante PCR al fine di generare gli inserti
utilizzati per la successiva trasfezione.

Le diverse reazioni sono state allestite in modo analogo: le miscele di reazione sono state preparate
in un volume finale di 50 pl, contenenti FastStart DNA polimerasi (0,4 ul), Buffer (5 ul), dNTPs (1
ul) templato (10 ng), coppia di primer specifica per ciascun templato (5 pl) e H,O a volume. E stato

utilizzato un unico profilo di amplificazione comune ai diversi inserti.

Primer Sequenza Primer Sequenza
HH1 5’"CGCCGCTTGTCTTAGTGTCAAGGC’3 HI0 | 5GCGTCCGGAAGTCCCGCCCACCGGAA’3
HHO 5’CGCCGCTTGATCTTAGTGGACGTC*3 HJO 5’"GCGTCCGGTGTCTTCTTTTAAATTTT 3
Step Temperatura Tempo n° Cicli
Denaturazione iniziale 94°C 2 min 1
Denaturazione 94°C 15 sec
Annealing 60°C 30 sec 10
Elongazione 68°C 4 min
Denaturazione 94°C 15 sec
Annealing 60°C 30 sec 20
Elongazione 68°C 4min+5
sec/ciclo
Elongazione finale 68°C 7 min 1

| prodotti di amplificazione sono stati purificati mediante il kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega), quantificati allo spettrofotometro e analizzati su gel di agarosio all’1%.
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Cellule UT-7/EpoS1

Le cellule utilizzate per I'analisi funzionale dei cloni genomici e subgenomici di B19 appartengono
alla linea cellulare megacarioblastoide UT-7/EpoS1, sottoclone della linea UT-7/Epo. Le cellule
sono state mantenute in terreno IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium) arricchito con 10%
siero bovino fetale, 1% levoglutamina, penicillina, streptomicina ed eritropoietina umana
ricombinante (EPO) alla concentrazione di 2 U/ml, come fattore di crescita. Le cellule sono state
fatte crescere a 37°C, al 5% di CO..

Nucleofezione

La trasfezione degli inserti virali e stata effettuata mediante nucleofezione, un tipo particolare di
elettroporazione attraverso il quale il DNA viene direttamente iniettato nel nucleo, garantendo una
maggiore efficienza. La tecnica e stata eseguita utilizzando il ‘“Nucleofector Amaxa” (Amaxa
Biosystems Inc., Germany) secondo le condizioni precedentemente ottimizzate per la linea cellulare
UT7EpoS1. Le cellule da utilizzare per la nucleofezione sono state messe in espansione il giorno
precedente, tale da averle in fase esponenziale al momento dell'esperimento. Per ogni clone sono
state utilizzate 2x10° cellule, centrifugate a 1000 rpm per 5 minuti, lavate con PBS e ulteriormente
centrifugate. 1l pellet ottenuto é stato risospeso in 100 pl di “Nucleofector Buffer”; per le cellule UT-
7/EpoS1 e utilizzata la Solution R, unitamente al programma di nucleofezione T20, combinazione
che garantisce una migliore efficienza, riducendo al minimo gli effetti citotossici della tecnica. Per
ciascun clone, il volume cellulare ¢ stato trasferito in apposita cuvetta nella quale sono stati aggiunti
2 Mg del corrispondente inserto plasmidico. Le cellule sono state quindi nucleofettate e
successivamente al volume della cuvetta sono stati aggiunti 0,5 ml di terreno completo preriscaldato.
Gli 0,6 ml totali relativamente a ciascun clone sono stati trasferiti in piastra multi-well, alla quale
erano stati preventivamente addizionati 2 ml di terreno preriscaldato per pozzetto. Le cellule
trasfettate sono state incubate a 37°C per 72 ore. Volumi costanti di coltura, corrispondenti a
5x10°cellule, sono stati raccolti alle 2 hpt e 72 hpt per I’analisi degli acidi nucleici. Un’aliquota di
cellule transfettate e stata impiegata per la preparazione di un lisato cellulare per la successiva prova

d’infezione.

Preparazione del lisato cellulare
Per ciascun clone una parte delle cellule trasfettate, pari a circa 1x10° cellule, & stata prelevata alle
72 hpt e sottoposta a lisi per il rilascio delle particelle virali. Brevemente, le cellule sono state

centrifugate e il pellet cellulare & stato risospeso in 220 ul di terreno completo e sottoposto a 3-4
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cicli di congelamento e scongelamento. Dopo centrifugazione a 10000 g per 10 minuti, il
sovranatante é stato recuperato e trattato con DNasi (Roche) e RNasi (Roche) alla concentrazione di
1 U/ul, per 4 ore a 37 °C. Un aliquota del lisato pari a 20 pl ¢ stata conservata per 1’analisi degli

acidi nucleici. La parte restante del lisato e stata utilizzata per infettare cellule UT7/EpoSL1.

Infezione

Per ogni clone 200 pul del lisato sono stati utilizzati per infettare 3x10° cellule UT7/EpoS1. Le cellule
sono state espanse il giorno prima dell’infezione, tale da averle in fase esponenziale al momento
dell’esperimento. L’infezione ¢ stata allestita in una provetta con fondo a U in cui sono stati messi a
contatto la sospensione cellulare e il lisato e tale miscela é stata incubata in agitazione per 2 ore a
37°C. Le cellule sono state poi lavate in PBS ed espanse in IMDM alla concentrazione iniziale di
1x10° cellule/ml. Volumi costanti di cellule, equivalenti a 1x10° cellule, sono stati raccolti alle 2 hpi
e 72 hpi per I’analisi degli acidi nucleici.

Estrazione degli acidi nucleici

Per ciascun clone sono stati estratti i prelievi post trasfezione (2 e 72 hpt), il lisato e i prelievi post
infezione (2 e 72 hpi) mediante il sistema NucleoSpin® RNA Il/NucleoSpin® RNA-DNA Buffer
Set (Macherey-Nagel).

Brevemente, i campioni sono stati lisati in 350 ul di buffer RA1 e 3.5 pl di R-mercaptoetanolo e il
lisato € stato caricato su colonnina per ridurne la viscosita. Dopo centrifugazione a 11000 g per 1
minuto, alla frazione di scolo ¢ stato aggiunto etanolo 70 % (350 ul) per facilitare il legame degli
acidi nucleici alla colonnina su cui € stato caricato ciascun campione. Dopo i lavaggi il DNA e
I’RNA sono stati eluiti separatamente e in modo sequenziale. 1| DNA e stato eluito selettivamente
con una soluzione a bassa concentrazione salina (100 ul di DNA Elute); ’'RNA invece € rimasto
legato alla membrana e sottoposto a digestione con DNasi per rimuovere il DNA residuo. Dopo

ulteriori lavaggi ’RNA ¢ stato eluito in HoO RNase-free (60 pl).

Trattamento con DNasi

L’RNA estratto e stato trattato con DNasi (TurboDNAfree, Ambion) al fine di degradare il DNA
residuo. La digestione é stata effettuata in un volume totale di 70 ul: a 50 ul di estratto sono stati
aggiunti 7 ul di buffer, 1 ul di DNasi e H,O fino a volume. La reazione é stata incubata in agitazione
vigorosa a 37°C per 2 ore, al termine delle quali é stato aggiunto nuovamente 1 ul di DNasi. Il

trattamento € proseguito per altre 2 ore a 37°C. La reazione é stata poi inattivata per aggiunta di 0,2
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volumi di reagente di inattivazione con una incubazione di 2 minuti a 25°C in agitazione. Dopo aver
centrifugato per 1,5 minuti a 12000 rpm, il sovranatante, contenente gli RNA, é stato recuperato e

utilizzato per le analisi.

Real Time PCR

L’analisi del DNA virale ¢ avvenuta mediante PCR real-time quantitativa, utilizzando il sistema
QuantiTect SYBRGreen PCR (Qiagen) e lo strumento Rotorgene 3000 (CORBETT Research). Il
monitoraggio della reazione di amplificazione & stato condotto mediante rilevazione, sul canale
FAM/Sybr dello strumento, del segnale di fluorescenza emessa dal fluorocromo SybrGreen che si
intercala nelle molecole bicatenarie di DNA che si accumulano progressivamente. L’acquisizione

della fluorescenza avviene ad ogni ciclo al termine dello step di elongazione.

SYBR Green

Polymerase

Rilevazione mediante SybrGreen

L’amplificazione con il sistema QuantiTect SYBRGreen PCR (Qiagen) é avvenuta in un volume
totale di reazione pari a 20 pl contenenti 10 pl di Master Mix 2X (contenente I’enzima HotStarTaq
DNA Polimerasi, il fluorocromo SYBRGreen, il Buffer e i dNTPs), 1 pl di primer (0,5 uM), 5ul di
DNA estratto e 4pul di H,0.

Per I’analisi del DNA virale ¢ stata utilizzata una coppia di primer contigui, coppia 2 (2210-2355), il
cui prodotto di amplificazione ha una lunghezza di 146 bp. Inoltre per la normalizzazione dei dati,
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gli estratti sono stati amplificati con una coppia di primer specifici per il gene che codifica ’'RNA
ribosomiale 18S (primer S1-Al che generano un amplicone di 145 bp).

La sequenza dei primer e il programma di amplificazione utilizzati sono di seguito riportati:

Primer Coppia 2
2210 senso 5’- CGCCTGGAACACTGAAACCC -3

2355 antisenso 5~ GAAACTGGTCTGCCAAAGGT -3’

Primer Coppia 18S

S1 senso 5’- CGGACAGGATTGACAGATTG -3’

Al antisenso 5’- TGCCAGAGTCTCGTTCGTTA -3’

Step Temperatura| Tempo n® Cicli
Attivazione iniziale 95°C 15 min 1
Denaturazione 95°C 20 sec
Annealing 55°C 20 sec 40
Elongazione / Prima acquisizione 72°C 15 sec
Seconda acquisizione 78°C 15 sec
Melting 95°C
65°C-95°C | 0,1°C/sec 1

Raffreddamento 30°C

Real Time RT PCR

Gli RNA estratti sono stati analizzati mediante il sistema di retrotrascrizione-amplificazione
QuantiTect SYBRGreen RT-PCR (Qiagen). Per ciascuno campione sono state allestite due reazioni
in parallelo, in presenza (RT+) o in assenza (RT-) della retrotrascrittasi nella miscela di reazione.
L’amplificazione ¢ stata condotta in un volume di reazione totale di 20 ul contenenti 10 ul di RT
Master Mix (2X), 2 ul di primer (1 uM), 5 ul di estratto, 0,2 pl di QuantiTect RT Mix (miscela
contenente retrotrascrittasi ricombinanti espresse da E.Coli, aggiunta solo nei campioni RT+) e H,O
a volume.

Per la reazione di retrotrascrizione-amplificazione sono stati utilizzati i primer della coppia 2 (2210-
2355), in grado di amplificare una regione compresa nell’esone centrale, presente in tutti gli mRNA
del virus. Gli estratti sono inoltre stati amplificati con la coppia di primer specifica per ’'RNA
Ribosomiale 18S (primer S1-Al), per la normalizzazione dei dati.

Il profilo di amplificazione é equivalente a quello impostato per 1’analisi del DNA con una fase

aggiuntiva, relativa alla retrotrascrizione iniziale, della durata di 30 minuti a 55°C.
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Quantificazione assoluta

| dati di fluorescenza acquisiti sono stati analizzati per ogni clone ai diversi time-point. Per ogni
reazione € stato individuato un valore detto crossing point (Cp), espresso come ciclo di
amplificazione corrispondente al punto di intersezione tra la fase esponenziale di accumulo dei
prodotti di amplificazione ed un livello di fluorescenza (threshold) definito in modo arbitrario. Il
valore di Ct ottenuto per ciascuna reazione € funzione del numero di copie bersaglio presenti
inizialmente nel campione.

La quantificazione assoluta sia per il DNA che per I’'RNA virale ¢ avvenuta per interpolazione dei
dati relativi ai diversi campioni con curve di calibrazione generate in precedenza mediante
I’amplificazione di diluizioni scalari di un bersaglio a concentrazione nota a DNA o RNA,
corrispondente alla sequenza interna genomica del B19. | dati sono stati calcolati come numero di
copie di DNA/RNA virale normalizzato per il numero di cellule, tenendo conto per ciascun
campione DNA/RNA ribosomialedel 18S, parallelamente amplificato.

Per analizzare le variazioni nella quantita di DNA/RNA virale post-nucleofezione e post-infezione,

sono state calcolate le variazioni su base logaritmica fra le 2 e 72 ore.

Analisi della curva di melting

Per una conferma della specificita dei prodotti di amplificazione il sistema ¢ predisposto per 1’analisi
delle curve di melting. Parte del segnale di fluorescenza rilevato pud essere dovuto al legame del
fluorocromo intercalante a prodotti come eventuali primer-dimeri, piuttosto che al DNA di interesse.
Tuttavia ogni prodotto di DNA bicatenario ha una propria Tm (temperatura alla quale il 50% del
DNA si trova allo stato denaturato mentre il restante 50% allo stato bicatenario nativo, detta
Temperatura di melting) dipendente da parametri come la lunghezza del frammento amplificato e la
sua composizione in basi; di conseguenza i prodotti aspecifici sono stati discriminati rispetto a quelli
attesi mediante 1’analisi della curva di melting. I primer dimeri, ad esempio, essendo di breve
lunghezza generalmente denaturano a temperature molto piu basse, fornendo cosi una curva

facilmente distinguibile da quella del DNA target.
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Materiali e Metodi II
Studio della metilazione del genoma di B19

Analisi Bioinformatica

Il genoma di Parvovirus B19 é stato analizzato per la presenza e la distribuzione di dinucleotidi
CpG mediante il programma online EMBOSS CpG Plot messo a disposizione dall’EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html). E stata sottomessa la sequenza consenso
del B19, genotipo 1, e analizzata utilizzando i parametri di default del programma (lunghezza della
finestra di 100 nt; rapporto dinucleotidi CpG osservati/attesi di 0.6; percentuale minima di C+G pari
al 50%; lunghezza minima di 200 nt).

Plasmidi

Il clone pB19-M20, gia disponibile in laboratorio, (messo a disposizione da K.Brown), contiene
I’intero genoma di B19 ed é stato costruito a partire dall’isolato J35 (GenBank ID: AY386330).

Per gli esperimenti di trasfezione I’inserto genomico ¢ stato escisso mediante digestione con
I’enzima di restrizione Sal-HF (New England Biolabs), separato dal vettore mediante elettroforesi e
purificato da gel mediante il sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega). L’inserto
virale cosi ottenuto é stato nucleofettato nella forma nativa e metilata (come descritto
successivamente).

Il plasmide pEGFP-P6, gia disponibile in laboratorio, & stato generato per amplificazione con
primer specifici (contenenti i siti di restrizione Xhol e BamHI) del frammento genomico 233-582 nt

contenente il promotore P6 del B19 e successiva clonazione del frammento nel plasmide pEGFP-1
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(Invitrogen). Per gli esperimenti di trasfezione il plasmide pEGFP-P6 e stato linearizzato mediante
I’enzima Xhol, defosforilato mediante fosfatasi alcalina e digerito con BamHI per il rilascio
dell’inserto virale. Inserto (contenente il promotore P6 di B19) e vettore (contenente il gene EGFP)
sono stati separati su gel e purificati. |1 due segmenti sono stati separatamente sottoposti a
metilazione in vitro (come descritto successivamente) e ligati fra loro in diverse combinazioni (T4
Ligase, New England Biolabs). | prodotti di ligazione sono stati separati su gel e purificati mediante
il sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega).

Metilazione in vitro e trattamento con bisolfito

L’inserto genomico di B19, il plasmide pEGFP-P6 e le sue due frazioni, vettore (bEGFP) e inserto
(P6), separatamente sono stati sottoposti a metilazione in vitro mediante I’enzima CpG
Metiltrasferasi M.Sssl (New England Biolabs). Per ciascuna reazione 1 pg di DNA é stato metilato
con 4 unita di M.Sssl in un volume totale di reazione di 20 ul per 2 ore a 37°C. La reazione di

metilazione é stata ripetuta due volte.

Reagente Conc.Finale Volume (2o pi tot)
H20 - 14 ul
NEBuffer 10X 1X 2.2 ul
SAM (1.6 mM) 0.1 mM 1.2l
DNA 1ug 1yl
M.Sssl (4 U/ul) 4U 1yl

La reazione € stata inattivata per incubazione a 65°C per 20 minuti. Il DNA metilato & stato
purificato mediante il sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega) e sottoposto a
trattamento con bisolfito mediante uso del MethylCode™ Bisulfite Conversion Kit (Invitrogen) che
converte le citosine non metilate in timine.

Brevemente, un volume di 20 ul di DNA ¢ stato trattato con 130 pl di CT Conversion Reagent, per
10 minuti a 98°C e 2,5 ore a 64°C. Al campione sono stati poi aggiunti 600 pl di Binding Buffer ed
e stato caricato su colonnina. Dopo centrifugazione per 1 minuto a 13.200 rpm, la frazione di scolo
e stata eliminata. A questo punto e stato effettuato un lavaggio con 100 pl di Wash Buffer per 1
minuto a 13.200 rpm e successivamente sono stati aggiunti 200 pl di Desulphonation Buffer con
incubazione a RT per 20 minuti. Trascorsi i 20 minuti sono stati effettuati due lavaggi con 200 pl di

Wash Buffer e infine il campione ¢ stato eluito con aggiunta di 10 pl di Elution Buffer. 1| DNA
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trattato e stato conservato a -20°C.

L’avvenuta metilazione e la conversione mediante trattamento con bisolfito sono state verificate

mediante Real Time metilazione specifica e sequenziamento.

RealTime Metilazione Specifica

Per analizzare lo stato di metilazione nella regione terminale del genoma di B19 & stato messo a

punto un saggio di RealTime PCR metilazione specifico, in grado di amplificare in modo selettivo il

DNA trattato con bisolfito e discriminare tra DNA metilato e non metilato.

Sullo strand positivo del genoma di B19 trattato con bisolfito sono state disegnate la coppia di

primer BSP (0218-0423), capace di riconoscere il DNA convertito con bisolfito indipendentemente
dallo stato di metilazione, e le coppie MSP (0218-0350 Met e 0218-0350 Unmet), in grado di

distinguere selettivamente il DNA metilato da quello non metilato

201 0218 >
gcacgtcaaccccaagcgetggcccagagccaacectaattecggaagtcccgeccaccggaagtgacgtcacaggaaatgacgtcacag
Methylated gtacgttaattttaagcgttggtttagagttaattttaatttcggaagtttcgtttatcggaagtgacgttataggaaatgacgttatag
Unmethylated gtatgttaattttaagtgttggtttagagttaattttaattttggaagttttgtttattggaagtgatgttataggaaatgatgttatag
291
gaaatgacgtaattgtccgccatcttgtaccggaagtccegectaceggeggegacecggeggcatctgatttggtgtcttecttttaaatt
Methylated gaaatgacgtaattgttcgttattttgtatcggaagtttegtttatecggeggegateggeggtatttgatttggtgtttttttttaaatt
Unmethylated gaaatgatgtaattgtttgttattttgtattggaagttttgtttattggtggtgattggtggtatttgatttggtgtttttttttaaatt
d
0350
N
381
ttagcgggcttttttcccgecttatgcaaatgggcagecattttaagtgtttcactataattttattggtcagttttgtaacggttaaaa
Methylated ttagcgggtttttttttcgttttatgtaaatgggtagttattttaagtgttttattataattttattggttagttttgtaacggttaaaa
Unmethylated ttagtgggttttttttttgttttatgtaaatgggtagttattttaagtgttttattataattttattggttagttttgtaatggttaaaa
< 0423
Primer Sequenza (5°-3°) Senso Target
Comune per il DNA
0218 GTTGGTTTAGAGTTAATTTTAATTT forward uné p L
modificato da bisolfito
Specifico per il DNA
0350UnMet  ACCAATCACCACCAATAAACA reverse  nonmetilato,
modificato da bisolfito
Specifico per il DNA
0350 Met GCCGATCGCCGCCGATAAACG reverse  Metilato, modificato da
bisolfito
Comune per il DNA
0423 AAATAACTACCCATTTACATAAAAC reverse uné p L
modificato da bisolfito
In grassetto sono evidenziate le basi specifiche per il DNA modificato da bisolfito:
C->T  sullacatena ‘sense’
G > A sulla catena ‘antisense’

Il saggio di RealTime PCR metilazione specifica é stato validato utilizzando degli standard. Un

target relativo alla sequenza di B19 é stato preparato per escissione dell’inserto dal plasmide pB19-
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M20 e sottoposto a metilazione in vitro. Il DNA sia nella forma nativa che metilata € stato sottoposto
a trattamento con bisolfito. Per la generazione di curve di calibrazione sono state preparate diluizioni
scalari del target metilato e non metilato, sottoposto 0 meno a trattamento con bisolfito. La
performance analitica dei primer BSP e MSP é stata saggiata mediante amplificazione in triplicato
delle diluizioni di standard comprese nel range fra 10° e 10° copie/reazione.

L’analisi del DNA metilato ¢ avvenuta mediante il sistema QuantiTect SYBRGreen PCR (Qiagen) e
I’utilizzo dello strumento Rotorgene 3000 (CORBETT Research). L’amplificazione ¢ avvenuta in un
volume totale di reazione pari a 20 pl contenenti 10 pl di Master Mix 2X (contenente 1’enzima
HotStarTaqg DNA Polimerasi, il fluorocromo SYBRGreen, il Buffer e i dNTPs), 1 pl di primer (0,5
UM), 2,5 pl di estratto di DNA e 6,5 pl di H,O. L’amplificazione ¢ avvenuta secondo il seguente

profilo:
Step Temperatura Tempo n° Cicli
Attivazione iniziale 95°C 15 min 1
Denaturazione 95°C 30 sec
Annealing 57°C 30 sec 40
Elongazione / Prima acquisizione 72°C 15 sec
Seconda acquisizione 80°C 15 sec
Melting 95°C
60°C - 90°C 0.1°C/sec 1
Raffreddamento 30°C

Il monitoraggio della reazione di amplificazione e stato condotto mediante rilevazione sul canale
FAM/Sybr dello strumento del segnale di fluorescenza emessa dal fluorocromo SybrGreen che si
intercala nelle molecole bicatenarie di DNA che si accumulano progressivamente.

La specificita dei prodotti di amplificazione é stata confermata mediante 1’analisi della curva di

melting e mediante analisi elettroforetica degli amplificati.

Trasfezione e Infezione

Cellule

Le cellule UT7/EpoS1 sono state coltivate in IMDM (Cambrex), integrato con 10% FCS e 2U/ml
Epo, 1% levoglutamina, 1%l streptopenicillina, a 37°C e CO2z al 5%. Le cellule U937 sono state
coltivate in RPMI (Cambrex) con aggiunta di FBS 10%, a 37°C e CO2al 5%.

Nucleofezione

La nucleofezione di cellule UT7/EpoS1 con ’inserto genomico di B19, metilato e non metilato, e
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con il plasmide pEGFP-P6, in diversa combinazione di frammenti pEGFP e P6 metilati e non
metilati, e stata eseguita secondo il protocollo illustrato precedentemente.

Brevemente, 1 x 10° cellule sono state risospese in 100 pl di buffer di nucleofezione (Solution R) e
trasferite in una cuvetta dove é stato aggiunto 1 pg di DNA. La nucleofezione ¢ stata eseguita con il
programma T20. Le cellule nucleofettate, alle quali sono stati aggiunti 0.5 ml di terreno completo
preriscaldato, sono state trasferite in piastra, dove erano stati precedentemente aggiunti 2 ml di
terreno completo, e incubate a 37°C.

Nel caso della trasfezione con I’inserto genomico di B19 volumi costanti di coltura (0.5 ml) sono
stati raccolti alle 2, 24, 48 e 72 hpt per I’estrazione degli acidi nucleici ¢ la successiva analisi in
RealTime PCR. Le cellule trasfettate con il plasmide pEGFP-P6 sono state raccolte alle 72 hpt, per

1’osservazione al microscopio a fluorescenza.

Infezione

L’infezione di cellule UT7EpoS1, modello permissivo per I’infezione del B19, e di cellule U937,
modello non permissivo, é stata condotta come descritto in precedenza. Brevemente, le cellule sono
state incubate alla densita di 107 cell/ml in presenza di siero viremico ad una MOI di 10° geg/cell.
Dopo I’adsorbimento del virus (2 ore a 37°C), le cellule sono state lavate e incubate a 37°C ad una
densita di 10° cellule/ml. Volumi costanti di cellule (0.5 ml) sono stati recuperati a diversi time

point fra 0 hpi-3 dpi e ogni 3 giorni fra i 6 dpi e 48 dpi.

Estrazione degli acidi nucleici totali

Aliquote corrispondenti a 1x10° cellule per i prelievi post nucleofezione e a 5x10° cellule per quelli
post infezione sono state centrifugate a 4000 rpm per 5 minuti e sottoposte ad estrazione degli acidi
nucleici totali mediante fenolo/cloroformio e degli RNA mediante il kit RNA Totally (Ambion).

Per la purificazione degli acidi nucleici totali, il pellet cellulare é stato risospeso in 500 pl di Buffer
di lisi (200 mM NaCl, 10 mM TrisCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 1% SDS) e 5 pl di Proteinasi K 100
pg/ml. Dopo un’incubazione a 50°C per 1 ora sono stati aggiunti 500 pl di fenolo/cloroformio/alcol
isoamilico. Dopo 5 minuti di incubazione a temperatura ambiente ed una centrifugazione a 13.000
rpm per 5 minuti, ¢ stata recuperata la fase acquosa dell’estratto e a questa sono stati aggiunti 500 pl
di cloroformio. Dopo una breve incubazione é stata nuovamente raccolta la fase acquosa e
sottoposta a precipitazione con etanolo assoluto e NaAcetato (3M, pH 5.5). Dopo un’incubazione di
15 minuti a -70°C e una centrifugazione a 13000 rpm per 15 minuti a 4°C, il pellet é stato lavato
con etanolo al 70%, risospeso in 50 ul di H20 e conservato a -20°C fino al momento delle analisi.
Per I’analisi dello stato di metilazione, una frazione del DNA estratto e stata sottoposta al
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trattamento con bisolfito come precedentemente descritto.

Per la purificazione degli RNA, il pellet cellulare é stato risospeso in 500 pl di Denaturation
Solution e successivamente sono stati aggiunti 500 pl di fenolo/cloroformio/alcol isoamilico. Dopo
un’incubazione in ghiaccio per 5 minuti ed una centrifugazione a 13000 rpm per 5 minuti a 4°C, €
stata recuperata la fase acquosa e a questa sono stati aggiunti 500 ul di fenolo/cloroformio acido e
50 pl di volume di NaAcetato 3M pH5.5. Dopo una incubazione di 5 minuti in ghiaccio ed una
centrifugazione di 15 minuti a 13.200 rpm a 4°C, é stata recuperata la fase acquosa alla quale sono
stati aggiunti 500 pl di isopropanolo. La soluzione e stata incubata a -20°C o.n.. Dopo una
centrifugazione per 15 minuti a 13.200 rpm a 4°C e un lavaggio in etanolo 70%, il pellet é stato
risospeso in 50 pl di H20.

L’RNA estratto € stato trattato con 1 pl di DNA-free Turbo (Ambion). Dopo un’incubazione di 2 ore
a 37°C in agitazione vigorosa e stato aggiunto nuovamente 1 pl di DNasi e la miscela di reazione ¢
stata incubata per altre 2 ore. Dopo I’aggiunta di 0,2 pl di Inactivation Reagent, la miscela di
reazione € stata centrifugata a per 1,5 minuti a 12000 rpm e il sovranatante & stato recuperato e

conservato a -20°C fino al momento delle analisi.

Real-Time PCR

Per la analisi quantitativa di DNA e RNA virali sono stati utilizzati i protocolli descritti in
precedenza.

Per I’analisi dello stato di metilazione 10 pl di estratto (0.2 volumi) sono stati trattati con bisolfito e
amplificati in parallelo con le coppie di primer specifiche per il DNA metilato e non metilato. Le
coppie di primer e il profilo di amplificazione usati sono stati precedentemente descritti.

Campioni Bioptici

Per valutare un eventuale stato di metilazione del genoma di B19 nel corso dell’infezione in vivo,
sono stati analizzati campioni bioptici positivi per il DNA di B19, divisi in due gruppi di biopsie: 14
campioni derivati da analisi diagnostiche di routine, trovati postivi per la presenza di DNA di B19 e
con segni di infezione produttiva documentati da ibridazione in situ e immunofluorescenza; 11
biopsie cutanee positive per la presenza del genoma di B19 ma senza alcuna segno di infezione
produttiva.

| campioni sono stati sottoposti a estrazione del DNA con QIAmp DNA mini kit (Qiagen), secondo
le istruzioni del kit. Una frazione del campione (0.1 volume) é stata direttamente analizzata in

Realtime PCR per la quantificazione del DNA virale con la coppia 2. Per la determinazione della
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quota metilata invece 0.2 volumi dei campioni sono stati sottoposti a trattamento con bisolfito e
successivamente amplificati con le coppie di primer MSP o BSP. A partire dagli stessi campioni
trattati con bisolfito, sono stati ottenuti prodotti di amplificazione con la coppia di primer MSP che

sono stati ulteriormente analizzati mediante sequenziamento.
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Materiali e Metodi - Parte 111
Studio dell’associazione del genoma di B19 agli istoni cellulari

Cellule

E stata utilizzata per le analisi la linea cellulare UT7EpoS1, coltivata nelle condizioni descritte in

precedenza.

Infezione

L’infezione delle cellule UT7EpoS1 ¢ stata condotta secondo il protocollo descritto
precedentemente. Brevemente, 1,5x10" cellule sono state infettate con siero viremico alla MOI di
5x10% geg/cell.. La miscela virus-cellule alla densita di 10" cellule/ml & stata separata in diverse
aliquote disposte in tubi col fondo a U, incubati per 2 ore a 37°C in agitazione vigorosa. Al termine
della fase di adsorbimento le aliquote sono state riunite, le cellule sono state sottoposte a due
lavaggi con PBS e sono state piastrate alla densita iniziale di 1x10°cellule/ml. Le piastre sono state
incubate a 37°C. Aliquote da 2,5x10° cellule sono state raccolte quotidianamente dalle 0 hpi alle 72
hpi e una volta ogni tre giorni dai 6 dpi fino ai 18 dpi e sottoposte a fissazione mediante
paraformaldeide 1%. | campioni sono stati raggruppati in due pool: i campioni della fase precoce
(2 hpi — 72 hpi) e i campioni della fase tardiva (6 dpi- 18 dpi), per un totale di 10" cellule per

ciascun pool. Parallelamente sono state raccolte e fissate 10 cellule non infettate come riferimento.

Chromatin Immunoprecipitation (ChiP)

| due pool di cellule infette e le cellule non infette sono state sottoposte a immunoprecipitazione
della cromatina mediante I’EpiQuik Chromatin Immunoprecipitation Kit (Epigentek), secondo il
protocollo del kit. Brevemente, le singole aliquote raccolte a ciascun time-point sono state
sottoposte a cross-linking mediante paraformaldeide 1%, per fissare il legame proteine-DNA. Le
cellule sono state pellettate e conservate a -80°C fino alla raccolta completa di tutti i prelievi e solo
allora sono state raggruppate in pool. | due pool e il controllo negativo sono stati sottoposti a lisi e il
DNA e stato frammentato mediante sonicazione con 3-4 impulsi ciascuno di 10 sec intervallato di
30 secondi dal successivo. Le strip usate per la prova sono state preventivamente rivestite con gli

anticorpi di interesse; oltre all’anticorpo anti RNA polimerasi Il (controllo positivo) fornito dal kit,
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sono stati utilizzati i seguenti anticorpi per il saggio: IgG di coniglio (controllo negativo fornito dal
kit); anti Histone Pan, diretto verso un epitopo comune a tutti gli istoni (Upstate Millipore); anti
Histone H4 Pan (Upstate Millipore), capace di riconoscere 1’istone H4 indipendentemente dal suo
stato di modificazione. Per ciascun campione 100 pl (1/5 del volume totale) sono stati incubati con
I’anticorpo immobilizzato su piastra (1 pg/100 pl di campione) a RT per 60 minuti. | pozzetti sono
stati lavati per rimuovere il DNA non legato, mentre il DNA immobilizzato e stato trattato con
proteinasi K per la revertire il crosslink fra DNA e proteine. Il DNA dopo opportuno lavaggio in
colonnina e stato eluito in un volume di circa 20 ul utilizzati per 1’analisi successiva in RealTime.
Per ciascun pool inoltre 5 pl del DNA sonicato (1/100 del totale) sono stati trattenuti e trattati
analogamente a quanto descritto in precedenza ma senza lo step di immunoprecipitazione con

anticorpo, al fine di quantificare il DNA input presente nel campione di partenza.

RealTime PCR

Il DNA immunoprecipitato e stato analizzato mediante RealTime PCR utilizzando il sistema
QuantiTect SYBRGreen PCR (Qiagen) e lo strumento Rotorgene (CORBETT Research).

Per ciascuna reazione sono stati amplificati 4 pl (1/5) del DNA immunprecipitato in un volume
totale di reazione pari a 20 pl: 10 pl di Master Mix 2X, 1 pl di primer (0,5 uM), 4ul di DNA e 5pl
di H,0.

Per I’analisi del DNA virale ¢ stata utilizzata la coppia di primer 2210-2355 e la coppia 4899-5014.
In parallelo é stata valutata I’immunoprecipitazione del DNA cellulare come riferimento,
amplificando i campioni con la coppia di primer specifica per il gene ribosomiale 18S (primer S1-
Al).

La sequenza dei primer 4899-5014 ¢ riportata di seguito; la sequenza della coppia di primer 2210-

2355, dei primer S1-Al e il profilo di amplificazione sono stati precedentemente descritti.

Primer Coppia 4899-5014
4899 senso 5’- ACACCACAGGCATGGATACG -3’

5014 antisenso 5’- TGGGCGTTTAGTTACGCATC -3°

Quantificazione assoluta

Per i diversi campioni sono stati acquisiti i segnali di fluorescenza, utilizzati dal software per

calcolare il valore di crossing point (Cp), funzione del numero di copie bersaglio presenti in
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partenza.

La quantificazione assoluta per il DNA sia virale e che cellulare € avvenuta per interpolazione su
rette di calibrazione costruite mediante 1’amplificazione di diluizioni scalari di un bersaglio a
concentrazione nota a DNA rispettivamente virale o cellulare. | dati sono stati calcolati come
numero di copie di DNA virale o come quantita (ng) di DNA ribosomiale.

Le quantita assolute sono state utilizzate per determinare le percentuali di DNA immunoprecipitato:
il segnale dell’immunoprecipitazione specifica (mediante anti Histone Pan o anti H4 Pan) é stato
diviso per il segnale relativo all’input (identico volume di campione sottoposto allo stesso protocollo
ma senza utilizzo di alcun anticorpo) e a tale valore & stato sottratto il segnale di fondo
(immunoprecipitazione con 1gG di coniglio).

Per una conferma della specificita dei prodotti di amplificazione il sistema ¢ predisposto per 1’analisi

delle curve di melting.
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Materiali e Metodi - Parte IV
Studio dei microRNA nel corso dell’'infezione

Cellule e infezione

La produzione di microRNA nel corso dell’infezione di Parvovirus B19 e stata valutata su cellule
UT7EpoS1 infettate con siero viremico alla MOI di 10 geg/cellula, secondo il protocollo
precedentemente descritto. Alle 72 hpi aliquote da 2x10° cellule sono state raccolte e conservate a -

80°C, insieme ad aliquote di cellule non infette, per le successive analisi.

Estrazione degli smallRNA

Le cellule sono state sottoposte a estrazione degli RNA totali e al successivo arricchimento per gli
smallRNA.

Per la purificazione degli RNA totali é stato utilizzato il TO-TALLY RNA™ Kit (Ambion), secondo

il protocollo descritto in precedenza.

L’eluato ¢ stato poi utilizzato per I’isolamento degli smallRNA (<200 nt) mediante il Purelink
microRNA Isolation Kit (Invitrogen). Brevemente, all’RNA totale (50 ul) é stato aggiunto il
Binding Buffer L3 (300 ul) ed etanolo 70% (300 pl) per un volume totale di circa 600 pl e la
miscela cosi ottenuta é stata caricata su colonnina e centrifugata a 12000 g per 1 minuto. La
frazione di scolo é stata recuperata e a questa sono stati aggiunti 700 ul di etanolo 96% cosi da
ottenere una concentrazione finale di etanolo del 70%. Il tutto € stato trasferito in un’altra
colonnina, per un’ulteriore step di centrifugazione. La colonnina é stata lavata con 500 ul di buffer

di lavaggio (W5) e sottoposta ad eluizione con 50 pul H,O.

Gli smallRNA eluiti sono stati quantificati allo spettrofotometro, determinando 1’assorbanza a 260

nm.

Amplificazione dei microRNA

Affinche i campioni fossero sufficientemente arricchiti in microRNA, gli smallRNA estratti sono
stati amplificati mediante I’NCode™ miRNA Amplification Kit (Invitrogen), un sistema di

amplificazione lineare dei microRNA.
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Brevemente, 30 ng di smallRNA sono stati poliadenilati con la Poly A Polimerasi in un volume
totale di 25 pl (18 pl di smallRNA, 2,5 ul di Buffer, 2,5 ul di MnCly, 1 ul ATP 60 mM, 1 pul Poly A
Polimerase) a 37°C per 15 minuti e utilizzati per la sintesi del primo strand di cDNA. Per la
retrotrascrizione € stata usata la retrotrascrittasi SuperScript I in un volume di reazione di 50 ul
(25 pl di smallRNA poliadenilati, 2 pl di Oligo dT, 10 ul di Buffer, 5 ul DTT, 2,5 ul dNTPs, 1 pl
RNaseOUT, 2 ul SuperScipt, 2,5 ul H,O) con incubazione a 46°C per 1 ora. La miscela € stata
sottoposta a degradazione dei microRNA a 65°C per 30 minuti. Lo strand di cDNA sintetizzato e
stato purificato su colonnina e successivamente modificato al 3’ per incorporare una coda di
timidine aggiunta dalla Transferasi Terminale in un volume di reazione di 20 ul (10 ul di cDNA, 2
ul di Buffer, 4 ul dTTP, 2 ul di Trasferasi Terminale, 2 ul H,O), con incubazione a 37°C per 3
minuti e successiva inattivazione a 80°C. La coda di timidine cosi aggiunta e servita per
sintetizzare ¢ permettere 1’annealing del promotore della T7 polimerasi utilizzando I’enzima
Klenow e uno oligo specifico per il promotore: il cDNA é stato incubato a 37°C per 10 minuti con 2
ul dell’Oligo T7 e sono successivamente stati aggiunti 1 pl di Buffer, 1 ul di dNTPs e 1 pl
di Klenow. La reazione é stata incubata a temperatura ambiente per 30 minuti e
successivamente inattivata a 65°C per 10 minuti. L’amplificazione & avvenuta mediante
trascrizione in vitro con ’aggiunta di 7 pl di enzima T7, 6 pl di NTPs e 4 ul di Buffer con
incubazione o/n a 37°C. | microRNA amplificati sono infine stati purificati su colonnina e

quantificati allo spettrofotometro.
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NCode™ miRNA Amplification System (Invitrogen)

Parte degli smallRNA etratti sono stati convertiti in cDNA a doppio filamento. Il primo filamento é
stato sintetizzato secondo il protocollo riportato in precedenza. Al cDNA ¢ stata aggiunta una coda
di adenine mediante Trasferasi Terminal (10 pul di cDNA, 2 ul di Buffer, 4 upl dATP 10 uM, 2 ul
di Trasferasi Terminale, 2 ul H,O) con incubazione a 37°C per 3 minuti e successiva inattivazione a
80°C. La coda di poliA é stata utilizzata per la sintesi del secondo filamento di cDNA mediante
I’utilizzo di TAQ polimerasi e di Oligo(24)dT.

Marcatura dei microRNA

I microRNA amplificati sono stati marcati con biotina mediante il LablIT miRNA Labeling kit
(Mirus), secondo le istruzioni del kit.

Brevemente, 1 pg di smallRNA ¢ stato diluito in 86 pl di H,O a cui sono stati aggiunti 10 pl di
Buffer e 4 ul di LabellT Reagent, il tutto é stato incubato a 37°C per 1 ora. La reazione é stata poi
stoppata con 1’aggiunta di 10 pl di reagente inattivante e purificata su colonnina. L’eluizione finale

e avvenuta in 30 pl.
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L’efficienza della marcatura é stata verificata mediante sviluppo su blot con streptavidina coniugata

a fosfatasi alcalina e aggiunta del substrato colorimetrico NBT/BCIP.

Preparazione target: Generazione di un array B19-specifico

Sono stati preparati target a DNA a partire dalla sequenza genomica del B19, mediante PCR end-
point con I’utilizzo di specifici primer.
Le sequenze target sono state progettate in modo tale da essere sovrapposte e coprire 1’intera

regione interna del genoma virale:
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Come templato per la preparazione dei target € stato utilizzato il plasmide pCJO contenente la
sequenza genomica del B19, priva delle regioni terminali. L’amplificazione ¢ avvenuta con
I’enzima FastStart Tag DNA Polymerase, in unvolume totale di 50 pl (5 ng di templato, 5 pl di
buffer, 1 ul di dNTPs, 5 pl di primer mix, 0.4 ul di FastStart e H,O a volume). Per ciascun target
sono stati usati primer specifici; in generale, é stato utilizzato un primer che lega a una estremita del
genoma (IR forward o reverse) in combinazione con primer che riconoscono regioni

progressivamente piu interne. | diversi primer utilizzati sono riportati nelle tabelle seguenti:
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Primer Forward Primer Reverse
IR Forw AGCGGGCTTTTTTCCCGCCTTATG IR Rev TAAAGCGCAACAACATAATTTTTTAAC
1882 GCGGGAACACTACAACAACT 2033 GTCCCAGCTTTGTGCATTAC
2210 CGCCTGGAACACTGAAACCC 2355 GAAACTGGTCTGCCAAAGGT
2710 GTTACTGGAACAGACTTAGA 2855 CAGTTTCGTGAACTGTGCAG
2998 CCCGGTACTAACTATGTTGG 3153 CTCTTCATCTGCTACAGTCC
3180 TGGGTTTCAAGCACAAGTAG 3342 TGCACCAGTGCTGGCTTCTG
4899 ACACCACAGGCATGGATACG 5014 TGGGCGTTTAGTTACGCATC

Il profilo di amplificazione & stato adattato nei diversi casi in relazione alla lunghezza
dell’amplificato (diversa durata e temperatura della fase di estensione). In generale il profilo

utilizzato é stato il seguente:

Step Temperatura Tempo n° Cicli
Denaturazione iniziale 94°C 2 min 1
Denaturazione 94°C 15 sec
Annealing 50°C 30 sec 10
Elongazione 68°C—72°C | 1min-4min
Denaturazione 94°C 15 sec
Annealing 50°C 30 sec 20
Elongazione 68°C—72°C | 1min-4min
+
5 sec/ciclo
Estensione finale 68°C — 72°C 7 min 1

| target generati sono stati controllati su gel d’agarosio all’1% e spottati su membrana di nylon
(Nylon+, Amersham) in quantitd equimolare (10° copie/spot) mediante apparecchio Bio Dot
(Biorad). Dopo filtrazione, la membrana é stata incubata prima con buffer di denaturazione (NaOH
0,4 M e NaCl 0,6 M) e di seguito con buffer di neutralizzazione STE 1X (0,15 M NaCl; 0,01 M
TrisCl pH7.5; 0,001 M EDTA), per 10 minuti a temperatura ambiente. Il DNA é stato quindi fissato
sulla membrana ai raggi UV per 5 minuti.

In parallelo é stato spottata una sequenza specifica per lo snRNA U6 come controllo positivo
(5’°GCAGGGGCCATGCTAATCTTCTCTGTATCG3’)[Pfeffer et al., 2004].

Ibridazione su array B19 specifico

L’ibridazione su membrana fra i target specifici per il B19 e i microRNA é stata ottimizzata per

diversi parametri (composizione del buffer di ibridazione e temperature di ibridazione e lavaggio).
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| target utilizzati per la messa a punto del protocollo (prodotto di amplificazione IR forw — IR rev;
IR forw — 3342; 3180 — IR rev) sono stati fissati su membrana, come precedentemente descritto, e
per ciascuno di questi sono state spottate sedici repliche cosi da testare su ogni target diverse

condizioni sperimentali.

Le diverse repliche sono state sottoposte ad una preincubazione in buffer di ibridazione (il buffer
DIG Easy Hyb Granules, Roche, per tutte le repliche tranne una per la quale é stata usata una
soluzione costituita da SSC 5X / SDS 0.5%) per 30 minuti a temperatura ambiente e
successivamente messe a contatto con 5 ml dello stesso buffer contenente una sonda biotinilata alla
concentrazione di 100 pmoli/ml. Meta delle repliche relative ai diversi target sono state incubate
con una sonda oligonucleotdica specifica per il B19 di 20 nt, con un diverso grado di omologia per i
target utilizzati (con identita di sequenza per due target e con parziale omologa per il terzo, con il
quale condivide un frammento di 8 nt); I’altra meta dei blot é stata incubata con un oligonucleotide

sintetico ECO1 di 20 nt, che non condivide alcuna similarita di sequenza con i target immobilizzati:

Oligo B19 TCAACCCCAACTAACAGTTC
Oligo ECO01 TATTTCTCCTGCTACTTGTC

Le membrane sono state incubate con la miscela di ibridazione o/n a diverse temperature (RT —
45°C — 55°C). Tutte le repliche sono state sottoposte a un lavaggio in buffer SSC 1X (0.15 M NacCl;
0.015 M Na-Citrato pH 7) — SDS 0,1 % a temperatura ambiente per 30 minuti e a due ulteriori
lavaggi a temperature diverse a seconda dei blot (RT — 50°C — 65°C), ciascuno di un’ora. Le

condizioni testate sono riassunte in tabella:

Temp di RT
- RT RT RT 45°C 45°C 55°C 55°C
Ibridazione (SSC5X/SDS0.5%)
Temp di
_ RT 50°C 65°C 65°C RT 50°C RT 50°C
Lavaggio

| filtri sono stati successivamente incubati per 30 minuti a RT con streptavidina coniugata a
fosfatasi alcalina diluita in buffer di bloccaggio e sottoposti a due lavaggi di 10 minuti con

soluzione di TrisCl 0.1M pH 7.5 e NaCl 0.15M. Lo sviluppo é avvenuto per aggiunta del substrato
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colorimetrico NBT/BCIP diluito 1:50 in una soluzione di TrisCl 0.1M pH 9.5, NaCl 0.1M e MgCl,

0.05M ed é stato successivamente stoppato con H,O distillata.

Ottimizzate le condizioni e stata allestita la prova di ibridazione fra i diversi target di B19 preparati
e spottati su membrana in duplicato e i microRNA amplificati e marcati, relativi sia alle cellule

infette che alle non infette, per un’analisi comparata.

Ibridazione su Beads Magnetiche

E stato generato un target full length di B19 biotinilato, mediante amplificazione in PCR con la
coppia di primer IR forward biotinilato/IR reverse secondo il profilo percedentemente descritto. Il
prodotto di PCR ¢ stato visualizzato su gel all’1% e la marcatura ¢ stata verificata su blot mediante
streptavidina coniugata con fosfatasi alcalina e successivo sviluppo con substrato colorimetrico
NBT/BCIP.

La sequenza genomica biotinilata del B19, catturata con biglie magnetiche rivestite di streptavidina
(Dynabeads® M-280 Streptavidin — Invitrogen), é stata utilizzata per una prova di ibridazione con il

CcDNA preparato a partire dai microRNA estratti da cellule infette e non infette.

Nel dettaglio, il cDNA a doppio filamente generato a partire da 2x10° cellule & stato aggiunto alla
provetta contentente il target biotinilato di B19 (1 ug), per un volume totale di 20 ul. Dopo
denaturazione per 5 minuti a 95°C, la miscela e stata raffreddata in ghiaccio e alla provetta sono
stati aggiunti 30 ul di buffer di ibridazione (DIG Easy Hyb Granules — Roche). L’ibridazione ¢ stata
condotta a 50°C o/n in agitazione e sono state successivamente aggiunte le biglie preventivamente
preprarate: 10 ul equivalenti a 100 ug di biglie sono stati recuperati mediante un separatore
magnetico di particelle, lavati tre volte con buffer di lavaggio (5 mM TrisCl pH 7,5; 0,5 mM
EDTA; 1 M NacCl) e risospesi in 20 pl di buffer di lavaggio 2X. La miscela di ibridazione ¢ stata
incubata insieme alle biglie per 2 ore a RT in agitazione per consentire I’immobilizzazione degli
ibridi cONA-DNA di B19 biotinilato. Dopo opportuni lavaggi (x4), I’eluizione dei cDNA ibridati ¢

avvenuta per incubazione a 95°C per 5 minuti in 50 ul di H,O.

PCR EndPoint (Libreria a cDNA)

Le molecole di cDNA eluite dalle biglie sono state analizzate in PCR end-point e i prodotti di
amplificazione generati sono stati visualizzati in elettroforesi.

La miscela di amplificazione e stata allestita con TAQ polimerasi e con 1’utilizzo dei primer
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Oligo(24)dT o Oligo dT Eco-Sma (quest’ultimo fornisce i siti di digestione per gli enzimi EcoRI e
Smal), in un volume totale di reazione di 100 pl (50 pl di target, 10 ul di primer 10 uM, 10 pl di
buffer, 2 ul di dNTPs, 0.5 ul di TAQ polimerasi e H,O a volume).

Gli amplificati sono stati visualizzati su gel d’agarosio al 2% e i prodotti <200 nt sono stati
recuperati da gel mediante il sistema Wizard PCR - Gel CleanUP (Promega) e ulteriormente

analizzati mediante amplificazione in PCR:

Oligo dT 5- TTTTTTTTTTITTITTITTTITTITTITTIT -3
Oligo dT Eco Sma | 5’- ATTCTACCCGGGAATTCTTTTTTTTTTTTTTTTTVN -3’

Il profilo di amplificazione ottimizzato e utilizzato per le analisi € il seguente:

Step Temperatura Tempo n° Cicli
Denaturazione iniziale 95°C 2 min 1
Denaturazione 95°C 15 sec
Annealing 50°C 15 sec 45
Elongazione 72°C 30 sec
Estensione finale 72°C 7 min 1
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Risultati - I
Analisi funzionale di cloni genomici di B19

Differenti cloni plasmidici del genoma di Parvovirus B19 sono stati utilizzati per uno studio di
relazione fra sequenza e funzione relativamente alle regioni terminali del genoma virale, al fine
determinare i requisiti essenziali per la funzionalita delle stesse. In particolare, sono stati utilizzati
cloni con una diversa estensione e combinazione di isomeri delle regioni terminali per un’analisi
comparativa circa la capacita di questi cloni di mantenere intatta la propria funzionalita se trasfettate

in cellule permissive e di conseguenza generare una progenie virale a sua volta infettante.

I cloni plasmidici di B19 sono stati ottenuti per sintesi a partire da una sequenza consenso di B19
disegnata mediante allineamento di diversi isolati virali, cosi da ridurre la variabilitd biologica
associata al loro utilizzo.

I cloni full length pCG0O1 e pCG10 contenenti le regioni terminali integre e utilizzati come
riferimento sono stati precendentemente costruiti per combinazione di cloni subgenomici intermedi.
I cloni contenenti una porzione progressivamente ridotta delle regioni terminali (pCH, pCIO0, pCJO
rispettivamente 191, 141 e 19 nt delle TR) sono stati successivamente generati a partire dai cloni
full length per digestione con specifici enzimi di restrizione e riclonazione in vettore plasmidico.

Le proprieta funzionali e in particolare la capacita di tali cloni di generare particelle virali infettanti
e stata valutata mediante analisi quantiatativa degli acidi nucleici virali prodotti dopo trasfezione e
successiva infezione in cellule UT7EpoS1.

Preparazione degli inserti per la trasfezione

Gli inserti da utilizzare per la trasfezione di cellule UT7EpoS1 sono stati preparati a partire dai cloni
subgenomici mediante amplificazione in PCR con 1’utilizzo di specifici primer. | prodotti di
amplificazione sono stati verificati su gel d’agarosio all’1% e purificati mediante il sistema Wizard
SV PCR Gel Clean up (Promega).
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5113 bp —»
4869 bp —»

5293 bp —p  [REEE

Inserti amplificati da pCHO00, pCH01, pCH10, pCH11 Inserti amplificati da pCl0 e pCJO

Per quanto concerne i cloni full length pCGO1 e pCG10 gli inserti sono stati recuperati mediante
digestione con enzimi di restrizione Xhol-Xbal e purificati da gel mediante il sistema Wizard PCR
Gel CleanUp (Promega):

i

5596 bp —» N

Recupero inserti da pCG01- pCG10 mediante
digestione con Xhol-Xbal

Real-time PCR

Gli inserti relativi ai diversi cloni sono stati trasfettati in cellule UT7EpoS1 e alle 2 e 72 hpt sono
stati prelevati volumi costanti di coltura per le successive analisi. Una frazione delle cellule
trasfettate e stata sottoposta a lisi per il rilascio delle particelle virali neo-costituitesi e il lisato & stato
utilizzato per infettare cellule UT7EpoS1. Alle 2 e 72 hpi volumi costanti di coltura sono stati
recuperati per la quantificazione degli acidi nucleici.

Per ciascun clone i campioni raccolti post trasfezione, il lisato e i campioni post infezione sono stati
stottoposti a estrazione ed analisi degli acidi nucleici virali mediante PCR RealTime.

L’analisi del DNA ¢ stata effettuata mediante real-time PCR in formato SYBRGreen, utilizzando una

coppia di primer, specifica per il genoma di B19 (coppia 2, 2210-2355), e una coppia relativa al
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DNA ribosomiale 18S (S1-Al), per la normalizzazione dei dati.

| segnali di fluorescenza sono stati elaborati dal sistema ed espressi come valore di Ct, posizionando
la threshold ad un livello pari a 0,1.

La specificita dei primer e I’eventuale formazione di primer dimeri sono state determinate mediante
analisi delle curve di melting dei diversi campioni, che hanno evidenziato un unico picco relativo al

prodotto specifico di interesse:

dFidT

Threshold T :
5] 70 75

Profilo di melting per ’amplificazione del DNA virale

Quantificazione assoluta DNA

La quantificazione del DNA virale presente in ogni campione & avvenuta per interpolazione sulla
curva di calibrazione ottenuta precedentemente dall’amplificazione di diluizioni scalari di un
bersaglio a DNA contenente la sequenza interna del B19. | valori ottenuti mediante interpolazione
sono stati normalizzati mediante per il DNA ribosomiale relativo ai diversi campioni.

Per analizzare le variazioni nella quantita di DNA post-nucleofezione e post-infezione, sono stati

calcolati i logaritmi e le variazioni su base logaritmica fra le 2 e 72 ore per i diversi cloni.

Analisi del RNA mediante Real Time PCR

L’analisi degli RNA virali prodotti nel corso della trasfezione e dell’infezione ¢ stata effettuata
mediante un sistema di retrotrascrizione-amplificazione in formato SYBRGreen con I’utilizzo della
coppia 2 di primer, specifica e comune per tutti gli RNA di B19, e la coppia (S1-Al) relativa
all’RNA ribosomiale 18S, per la normalizzazione dei dati. | segnali di fluorescenza sono stati
elaborati dal sistema ed espressi come valore di Ct, avendo posizionato la threshold ad un livello
paria0,1.
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Quantificazione assoluta RNA

Gli RNA virali sono stati quantificati in modo assoluto per interpolazione sulla curva di
calibrazione ottenuta precedentemente con I’amplificazione di diluizioni scalari di un bersaglio a
RNA contenente la sequenza di B19 e tenendo conto della differenza nella quantificazione fra la
reazione RT+ e la reazione RT-. | valori delle concentrazioni assolute ottenuti mediante
interpolazione sono stati normalizzati per I’RNA ribosomiale 18S relativo ai diversi campioni.

Per analizzare le variazioni nella quantita di RNA post-nucleofezione e post-infezione, sono stati

calcolati i logaritmi e le variazioni su base logaritmica fra le 2 e 72 ore per i diversi cloni.

Nella tabella sottostante sono riportati i valori quantitativi per DNA e RNA virali, ottenuti per
interpolazione sulle curve di calibrazione e normalizzazione mediante il ribosomiale 18S, per i
diversi inserti virali trasfettati e nei diversi campioni sottoposti ad analisi.

Nei pannelli che seguono per i singoli cloni sono riportate sia in tabella che in istogramma le
variazioni del DNA ed RNA virali fra le 2 e 72 ore post trasfezione e post infezione espresse su
base logaritmica.
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2 hpt 72 hpt Lys 2 hpi 72 hpi

pCG01 DNA 1,39E+08  523E+07  2,76E+06  7,80E+05  1,29E+05
RNA 1,34E+06  3,06E+07  550E+04  8,04E+03  5,14E+05

Ratio 9,64E-03  584E-01  2,00E-02  103E-02  3,98E+00
pCG10 DNA 1,24E+08  9,03E+07  2,65E+06  564E+05  7,12E+04
RNA 6,96E+05  2,81E+07  561E+04  9,55E+02  1,18E+05

Ratio 561E-03  3,11E-01  2,12E-02  1,69E-03  1,65E+00

pCH11 DNA 3,09E+08  1,31E+08  246E+05  3,77E+04  4,42E+03
RNA 2,54E+05  2,98E+07  4,52E+03  2,06E+02  9,23E+00

Ratio 8,22E-04  2,27E-01  1,84E-02  546E-03  2,09E-03
pCHOO DNA 2,14E+08  159E+08  299E+05  1,28E+05  6,42E+03
RNA 492E+04  532E+06  2,01E+04  125E+02  1,63E+01

Ratio 2,30E-04  3,34E-02  6,74E-02  9,76E-04  254E-03
pCHO01 DNA 1,88E+08  1,30E+08  237E+05  6,65E+04  1,57E+04
RNA 2,82E+04  8,11E+06  4,79E+05  6,21E+01  9,19E+03

Ratio 1,50E-04  6,22E-02  2,02E+00  9,34E-04  5,83E-01
pCH10 DNA 2,27TE+08  506E+07  348E+05  8,46E+04  7,95E+03
RNA 157E+04  257E+07  119E+04  1,68E+02  1,57E+04

Ratio 6,92E-05  508E-01  343E-02  1,98E-03  1,97E+00

pCI0  DNA 8,03E+07  548E+07  170E+05  2,24E+04  3,07E+03
RNA 8,62E+03  1,12E+06  8,69E+03  4,33E+02  1,18E+02

Ratio 9,65E-05  2,04E-02  510E-02  1,94E-02  3,85E-02

pCJO  DNA 1,47E+08  8,95E+07  6,81E+04  9,34E+03  1,93E+03
RNA 2,60E+02  2,92E+05  4,62E+03  1,74E+02  1,73E+01

Ratio 1,77E-06 ~ 3,26E-03  6,79E-02  1,86E-02  9,00E-03

Valori quantitativi di DNA e RNA virali relativi ai campioni post-trasfezione e post-infezione per i diversi
cloni (copie genomiche/10000 cellule)
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Cloni full-length pCG01 e pCG10

1 ITR 383nt 1

A —— —
1

i LATR :."! s E:'J . s :
E— W
Hesttt - T’_ . BssHIl
i 4 2 0 2 4
72 hpt 72 hpi
P i pCG10
pCG10 DNA 0.13 -0,90
RNA 1,6 2.09 72 hpt
Ratio 1,7 3
BEDNA
72 hpi ORNA
2 0 2 4
72 hpt 72 hpi pCGO1
pCGO1 DNA 0,4 -0,8
RNA 1,3 1,8 72 hpt
Ratio 1,7 25 EDNA
ORNA
72 hpi

I cloni full length pCGO1 e pCG10, contenenti I’intero genoma di B19 con regioni terminali integre
rispettivamente nelle combinazioni di isomeri flop-flip e flip-flop, fungono da riferimento per
I’analisi funzionale dei cloni. Dopo trasfezione, non si osserva alcun aumento del DNA virale,
poiché la quantita di DNA nucleofettata nelle cellule e saturante; & invece evidente un consistente
incremento degli RNA frale 2 e 72 hpt (+1.6 e +1.3 Log). La capacita trasducente e la competenza
funzionale del virus presente nel lisato sono state valutate mediante infezione di cellule UT7EpoS1
e dimostrate da un aumento particolarmente marcato dell’attivita trascrizionale fra le 2 e 72 hpi (+2
e +1.8 Log). Non si osserva invece attivita replicativa a seguito dell’infezione: probabilmente la
replicazione & presente, ma in un limitato numero di cellule il che ne rende difficile la rilevazione.

Complessivamente i dati mostrano la funzionalita degli inserti full-length CG01 e CG10.
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Cloni pCH
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130




I cloni pCH contengono le porzioni interne delle regioni terminali fino all’asse di simmetria delle
stesse e si differenziano fra di loro per la diversa combinazione degli isomeri terminali.

Dopo trasfezione degli inserti e successiva infezione, la loro attivitd si & dimostrata essere
dipendente dalla conformazione delle regioni terminali. Per nessun clone si e osservata attivita
replicativa post trasfezione seppur in presenza di attivita trascrizionale (+2,4 Log per CG01; +3,2
Log per CG10; +2 Log per CHOO; +2 Log per CH11). Dopo infezione invece il comportamento
varia fra i diversi cloni e solo per gli inserti CHO1 e CH10 si osserva una significativa attivita
trascrizionale fra le 2 e 72 hpi (+2,1 e +2 Log). Gli inserti CHOO e CH11 hanno invece perso

totalmente la funzionalita non evidenziando ne attivita replicativa né trascrizionale.

Clone pCIO e pCJ0
lAchII ITR 141nt l
:I—'—m‘i‘:fﬁ:" —ML‘ = [L x:{‘ HIT
72 hpt 72 hpi
pCIo
DNA -0,2 -0,86
pCIO 72 hpt
RNA 2,1 -0,56
EDNA
Ratio 2,3 0,3 ORNA
72 hpi
72 hpt 72 hpi pcJo
DNA 0,2 -0,69 72 hpt
pCJO
RNA 3 -1,00 mDNA
Ratio 3,2 -0,3 72 hpi BRA
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I cloni pCIO e pCJO presentano una ulteriore riduzione delle regioni terminali (141 nt e 19 nt
rispettivamente).

Dopo trasfezione per nessuno dei due inserti é stato registrata alcuna variazione del DNA virale
mentre si € verificato un importante aumento nella produzione di RNAtrale 2 e le 72 hpt (+2,3 e 3
Log). La capacita trasducente seppure ridotta € stata mantenuta ma € stata completamente abolita

qualsiasi attivita funzionale per entrambi i cloni a seguito dell’infezione.

I grafici seguenti riassumono per tutti gli inserti ai diversi time-point le quantita assolute di DNA ed
RNA virale, ottenute mediante interpolazione su curve di calibrazione e normalizzazione con il

DNA/RNA ribosomiale 18S:
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Risultati 11
Studio della Metilazione del Genoma di B19

Distribuzione di dinucleotidi CpG sul genoma di Parvovirus B19
La sequenza genomica del B19 é stata analizzata per la presenza e la distribuzione di dinucleotidi
CpG mediante il software EMBOSS CpG Plot, disponibile sul sito dell’EMBL-EBI.
E stata sottomessa una sequenza consenso relativa al B19, genotipo 1, analizzata mediante i
parametri di default del programma (lunghezza della finestra di 100 nt; rapporto dinucleotidi CpG
osservati/attesi di 0.6; percentuale minima di C+G pari al 50%; lunghezza minima di 200 nt). E
stata evidenziata la presenza di cluster di dinucleotidi CpG nelle regioni terminali (1-383 e 5214-
5596 nt) sul filamento positivo e nell’esone centrale sul filamento complementare (2060-2355 nt).

Tali caratteristiche qualificano le regioni terminali del genoma di B19 come isole CpG.

A Charvas vm Eapaitns B ——
: i M Nd 5o N f M A 4 o P 1 N
= | E J | | I LA
- t T o i :fw.,;. T By Hr ':'-.' Tl'"llll- e .J;._v..f Iy ] Y “'I.T.-"'l'\jl'ﬂ".h_.r\l W4
AT N ' T Y. e E M, N o N Y "
F ol ] e o~ war e AR | " A " o i A
i3 || W 'hh‘rh“‘r N}\m"\fﬁﬂ e \_‘({" '\." h"ll‘ll'k-\‘ﬂ-"."ﬂ \{"‘fl.'.‘. Y '.. i {9 Il' .Y“l"‘l._-l' "\.,‘_-\."l".x': "l " {"" -"‘ [ -‘.':a"'\r'ﬂ " "'H'N'Il"l
:|
Filamento Positivo Filamento Complementare

Distribuzione di dinucleotidi CpG sul genoma di B19 (a) Distribuzione del rapporto dinucleotidi CpG osservati/attesi; (b) distribuzione C+G %; (c)

identificazione e distribuzione di ipotetiche isole CpG

In particolare, nella regione terminale di sinistra sono state individuate 34 coppie di dinucleotidi fra
cui il cluster presente nel punto di simmetria dell’hairpin (179-188 nt) e due cluster presenti in
posizioni distali simmetriche (14-28 nt e 338-352 nt), in corrispondenza delle quali si trovano siti di
legame per fattori coinvolti nella regolazione della trascrizione, come i fattori Sp e la proteina NS.
La distribuzione di dinucleotidi CpG e la presenza di siti di legame per fattori trascrizionali nella

regione terminale di sinistra sono raffigurati nella successiva immagine:
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Presenza e distribuzione di dinucleotidi CpG e di siti di legame per fattori trascrizionali nella regione terminale sinistra

Al di fuori della regione terminale sono presenti dinucleotidi CpG nel promotore, in corrispondenza
del sito di inizio della trascrizione e, con distribuzione piu rara, nell’esone centrale.

Alla luce di tali presupposti ci siamo concentrati sullo studio della metilazione dei dinucleotidi CpG
presenti nella regione terminale di sinistra e il possibile ruolo nella regolazione dell’espressione

genica virale.

Realtime PCR Metilazione Specifica

Per valutare lo stato di metilazione della regione terminale di sinistra & stata messa a punto una
RealTime PCR metilazione specifica, in grado cioé di amplificare solo il DNA trattato con bisolfito
e discriminare fra DNA metilato e non metilato.

Sul filamento senso del B19 sono state disegnate la coppia di primer BSP, capace di amplificare in
modo selettivo il DNA trattato con bisolfito, indipendentemente dallo stato di metilazione, e le
coppie MSP (MSP met e MSP non met) capaci di discriminare il DNA metilato dal non metilato.

Il saggio ¢ stato validato mediante 1’uso di standard generati per estrazione dell’inserto genomico
dal plasmide pB19-M20, metilati in vitro e sottoposti sia nella forma nativa sia in quella metilata a
trattamento con bisolfito.

| parametri analitici relativi ai primer MSP e BSP sono stati calcolati mediante amplificazione di
diluizioni scalari del target di B19 metilato e non metilato, trattato o meno con bisolfito.

Dai dati ottenuti € evidente la capacita dei primer BSP di amplificare in modo specifco il DNA
convertito con bisolfito, con un efficienza comparabile per le sequenze metilate e non metilate.

Per i primer MSP e stata osservata un’amplificazione selettiva del DNA metilato o non metilato a
seconda della coppia utilizzata. In tabella sono schematizzati i parametri analitici relativi alle coppie
MSP e BSP:
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Target® Primers Range dinamico Efficenza Tm
Non metilato BSP 0218-0423 10*10° 1.85 74.80
MSP 0218-0350 UnMet 10%108 1.84 73.15
MSP 0218-0350 Met > 108 -- --
Metilato BSP 0218-0423 10%10° 1.90 77.00
MSP 0218-0350 UnMet >10%P -- 74.00°
MSP 0218-0350 Met 10%108 1.83 76.80
a) inserto virale escisso da pB19-M20, trattato con bisolfito
b) amplificazione di bersaglio residuale, non completamente metilato in vitro da M.Sssl

E quindi possibile ottenere una quantificazione del DNA metilato (coppia MSP met) e non metilato

(coppia MSP non met) per interpolazione su curve di calibrazione ottenute mediante amplificazione

degli standard. Le curve di calibrazione sono riportate di seguito.

Inoltre mediante il rapporto fra DNA met/(DNA met+DNA non met) fornisce I’indice di

metilazione, quale misura del grado di metilazione del DNA presente nel campione.
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| prodotti di amplificazione dei primer BSP e delle due diverse coppie MSP hanno inoltre mostrato

profili di melting diversi, dato un diverso contenuto in basi, permettendo quindi una conferma della

specificita dei prodotti di amplificazione:
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Profilo di Melting dei prodotti di amplificazione ottenuti con la coppia MSP non met e MSP met
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Gli amplificati BSP sono stati utilizzati per il sequenziamento e il cromatogramma generato ha
confermato sia la totale conversione a seguito di trattamento con bisolfito che la presenza di citosine

metilate e quindi non convertite (immagine non riportata).

Metilazione ed espressione genica del Parvovirus B19

L’effetto della metilazione del genoma di B19 sulle funzionalita del virus é stato valutato mediante
trasfezione del DNA di B19, nativo oppure metilato in vitro, in cellule UT7EpoSL1.

L’inserto relativo al genoma di B19 ¢ stato exciso dal plasmide pB19-M20 e nucleofettato in cellule
UT7EpoS1 nella forma nativa o metilata in vitro (1 pg di DNA /10° cellule. Volumi costanti di
coltura sono stati raccolti fra le 2 hpt e le 72 hpt per ’estrazione degli acidi nucleici ¢ la successiva
analisi in RealTime PCR.

Per I’analisi quantitativa del DNA ed RNA virale I’estratto ¢ stato direttamente amplificato con la
coppia di primer 2210-2355. Per determinare la quota metilata di DNA virale una parte dell’estratto
e stata sottoposta a trattamento con bisolfito e amplificata con le coppie di primer MSP.

Dai dati ottenuti € evidente che il DNA non metilato resta non metilato a seguito della trasfezione
(Indice di Metilazione <0,001), mentre il DNA metilato € demetilato, ma solo in minima parte
(Indice di Metilazione compreso fra 0,93 e 0,97).

Non si osserva alcuna variazione nei livelli di DNA fra il campione di cellule trasfettate con DNA
metilato e non metilato. E invece osservabile una riduzione del rapporto RNA/DNA di circa 1-1.5
logaritmi a seguito di trasfezione del DNA metilato, il che testimonia una correlazione fra la

metilazione del DNA virale e I’espressione genica di B19 .

Nucleofezione ~ Campione B19 DNA Indice Met B19 RNA RNA/DNA
. 2h  144E+06 <0.001 832E+05  5.78E-01
pB19-M20 24 h 1.49E+06 <0.001 3.86E+07 2.60E+01
Non Met 48 h 5.49E+05 <0.001 1.17E+10 2.13E+04

72 h 1.23E+05 <0.001 1.34E+10 1.09E+05

2h 1.14E+06 0.969 2.42E+04 2.12E-02

pB19-M20 24 h 1.09E+06 0.972 1.99E+06 1.82E+00
Met 48 h 1.03E+06 0.955 2.19E+09 2.13E+03

72 h 2.56E+05 0.929 1.58E+09 6.18E+03

Quantificazione degli acidi nucleici virali e dello stato di metilazione (Methylation Index) post trasfezione

Per valutare in modo diretto 1’effetto della metilazione nella regione terminale di sinistra

sull’espressione genica del virus, ¢ stato trasfettato in cellule UT7EpoSlil plasmide pEGFP-P6, in
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cui il gene reporter EGFP e posto sotto il controllo del promotore P6 di B19 (la sequenza
genomical83-530 nt contenente il promotore ¢ stata clonata a monte del gener reporter).

Il plasmide é stato nucleofettato nella forma metilata in vitro o non metilata e a 72 hpt é stata
valutata in entrambi i campioni I’attivita del gene reporter mediante osservazione al microscopio.
Nelle cellule in cui e stato trasfettato il plasmide metilato non si € osservata 1’espressione del gene
EGFP suggerendo una possibile correlazione fra la metilazione del promotore P6 e la perdita
dell’attivita trascrizionale.

Tuttavia per discriminare 1’effeto specifico della metilazione dei dinucleotidi CpG del promotre P6
rispetto ai siti CpG presenti nel gene EGFP, le due componenti, I’inserto (P6) ¢ il vettore (pEGFP),
sono state recuperate separatamente e metilate in vitro. | due frammenti sono stati poi ligati
nuovamente nelle diverse combinazioni metilato-non metilato e i prodotti cosi ottenuti sono stati
purificati e trasfettati in cellule UT7EpoS1.

Alle 72 hpt é stata valutata 1’espressione del gene reporter mediante osservazione al microscopio:
sia nel caso in caso di metilazione del solo vettore (pbEGFP) sia in presenza di metilazione del solo
inserto (P6) € evidente un’importante riduzione del segnale rispetto al plasmide nativo. Il segnale di
fluorescenza é del tutto assente nel caso in cui entrambi i frammenti siano metilati.

E dunque confermato I’effetto della metilazione del promotore P6 nel silenziare I’espressione del

gene reporter e dunque nel regolare negativamente la sua stessa attivita.

Effetto della metilazione del plasmide pEGFP
sull’espressione del gene reporter EGFP in cellule
UT7/EpoS1 Plasmide pEGFP-P6 nativo (A) o metilato in
vitro (B). Prodotti derivati dalla ligazione fra il promotore
P6 non metilato (C e E) o metilato (D e F) e il vettore
PEGFP-1 non metilato (C e D) o metilato (E e F).
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Metilazione del genoma di B19 nel corso di infezione prolungata

Dopo aver messo in evidenza una correlazione fra la metilazione delle isole CpG nella regione
terminale di sinistra ¢ la regolazione dell’espressione del B19, abbiamo valutato la possibile
presenza e il ruolo di questo fenomeno nel corso di un infezione in vitro.

E stata allestita una infezione prolungata in due diversi contesti cellulari: la linea UT7EpoS1,
ambiente cellulare permissivo per il virus e la linea U937, ambiente cellulare non permissivo. Le
cellule sono state infettate ad una MOI di 10° geg/cellula e sono stati raccolti volumi costanti
quotidianamente fra le O hpi a 72 hpi e ogni tre giorni, fra i 6 dpi e 48 dpi. | prelievi sono stati
sottoposti a estrazione degli acidi nucleici ed amplificazione per I’analisi del DNA e RNA virale
mediante i primer della coppia 2. Per ’analisi dello stato di metilazione, analogamente a quanto
fatto per i campioni post nucleofezione, una frazione dell’estratto ¢ stata trattata con bisolfito e

amplificata con i primer MSP. | risultati sono riportati nella seguente tabella:

Infezione Campione B19 DNA Indice Met B19 RNA RNA/DNA
0 dpi 8.63E+04 <0.001 1.81E+03 2.10E-02
Cellule 1 dpi 1.46E+05 <0.001 2.23E+08 1.53E+03
UT7EpoSl 3 dpi 1.18E+08 <0.001 3.46E+05 2.93E-03
6 dpi 7.19E+08 0.002 4.04E+06 5.62E-03
9 dpi 2.22E+08 0.001 9.80E+06 4.41E-02
12 dpi 1.99E+08 0.001 7.95E+05 3.99E-03
15 dpi 5.56E+06 0.001 1.33E+05 2.39E-02
20 dpi 4.21E+05 0.002 1.85E+04 4.39E-02
24 dpi 1.12E+05 0.003 8.46E+03 7.58E-02
27 dpi 1.39E+04 0.031 1.29E+02 9.28E-03
0 dpi 8.98E+05 0.009 3.79E+03 4.22E-03
Cellule U937 1 dpi 3.93E+04 0.009 3.68E+03 9.36E-02
3 dpi 4.77E+04 0.008 ND ND
6 dpi 2.20E+04 0.013 ND ND
9 dpi 3.85E+05 0.041 1.70E+03 4.42E-03
12 dpi 2.16E+05 0.168 ND ND
15 dpi 2.61E+04 0.205 2.49E+03 9.54E-02
20 dpi 1.01E+04 0.229 ND ND
24 dpi 3.63E+03 0.336 1.51E+03 4.16E-01
27 dpi 2.37E+03 0.423 ND ND
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Il DNA virale usato come input é stato analizzato e presenta una quota trascurabile di metilazione
(Indice di metilazione di 10™) che nel corso dei time point si & andata modificando in modo
differente nei due diversi sistemi cellulari.

Nel dettaglio, per la linea UT7EpoSL1 e stata rilevata la presenza del DNA virale fino a 27 dpi con i
livelli massimi osservati fra i 2 e 15 dpi. La quota di DNA metilato aumenta nei diversi time point
ma si mantiene a livelli minimi (Indice di metilazione compreso fra <0,001 e 0,03).

Per quanto concerne I’RNA virale ¢ rilevabile fino al 24 dpi raggiungendo 1 massimi valori fra 1 dpi
e 9 dpi.

Nelle cellule U937 il DNA virale é presente fino ai 27 dpi ma subisce una riduzione nel corso dei
time point, suggerendo 1’assenza di replicazione virale. Il livello di metilazione aumenta nel corso
dell’infezione raggiungendo Indice di metilazione pari a 0,3-0,4 fra i 24 e 27 dpi.

L’attivita trascrizionale sembra essere assente, non essendo stati rilevati significativi livelli di RNA

virale nel corso dell’infezione.

Metilazione in campioni bioptici

E stato valutato un possibile stato di metilazione del genoma di B19 nel corso dell’infezione in vivo
mediante analisi di biopsie, gia risultate positive per la presenza di DNA virale. In particolare sono
stati analizzati due gruppi di campioni: 14 biopsie provenienti da analisi diagnostiche di routine in
cui é stata dimostrata una infezione produttiva del virus mediante ibridazione in situ (rivelazione del
DNA virale) e immunofluorescenza (rivelazione degli antigeni virali); 12 biopsie cutanee nelle
quali é stato rilevato il genoma ma senza segni di infezione produttiva. | campioni sono stati estratti,
trattati con bisolfito e amplificati in RealTime con i primer della coppia MSP e BSP.

Relativamente al primo gruppo di campioni nella maggior parte dei casi sono state utilizzate sia le
coppia MSP che BSP. In diversi campioni sono stati osservati elevati livelli di metilazione come

evidenziato in figura nella quale é riportato I’'Indice di metilazione delle diverse biopsie:
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Sample (Date) Tissue Clinical setting Viralload Met Index

A.29 (07/09/2008) Placenta IUFD 1.36E+03 0.111
GA.1(06/07/2006) Placenta IUFD 6.33E+06 <0.001
BE.1(12/06/2007) Duodenum Aplastic crisis 6.97E+03 0.005

AP.1(o2/03/2005) Ileum IED ND ND

AP.2 (20/10/2005) Ieum IED ND ND o]

CM.1(15/01/2000) Myocardium Myocarditis  1.08E+03 0.36 .
(15/01/2000) Mj ) 3 013 Bin A = unmethylated
CM.2 (18/02/2000) Myocardium Myocarditis ~ 3.17E+o02 o0.287 08 4 Bin B = methylated

FV.1(10/04/2010) Myocardium Myocarditis  7.62E+03 0.511
06 4
ML.1 (21/02/2005) Myocardium Myocarditis ~ 2.43E+02 0.268

ML.2 (23/02/2005) Myocardium Myocarditis  1.06E+03 0.206 044

ML.3 (09/03/2005) Myocardium Myocarditis  6.00E+04 0.004
02

MN.1(08/11/2005) Myocardium Myocarditis  4.00E+03 0.423

il

MN.2 (23/11/2005) Myocardium Myocarditis  2.33E+03 0.714 on4

MN.3 (04/01/2007) Mvocardium Myocarditis  4.76E+03 0.605 A © Methylation Index

Indice di metilazione del DNA di B19 presente nelle biopsie

La metilazione del genoma di B19 risulta essere particolarmente significativa in campioni di
miocardio prelevati da pazienti con endomiocarditi. Inoltre avendo a disposizione per alcuni
pazienti il campione relativa alla fase acuta di infezione e quello relativo alla fase remissiva é stato
osservato un livello di metilazione superiore in quest’ultimo caso, quando il virus Cioé aveva
stabilito persistenza nei tessuti. Fanno eccezione i campioni ML poiché nei prelievi precoci ML1 e
ML2 é evidente un grado di metilazione superiore rispetto al campione tardivo ML3, come
mostrano le immagini seguenti.

In due campioni di placenta (es. GA.1) non é stato osservato un livello di metilazione significativo
cosi come in una biopsia duodenale. Un risultato diverso e invece stato osservato per due biopsie di
un paziente con patologia infiammatoria intestinale, per le quali data la bassa disponibilita di
materiale ¢ stata possibile solo I’amplificazione con la coppia BSP. Dal cromatogramma ottenuto si
evince un livello piu accentuato di metilazione nel prelievo relativo alla fase remissiva
dell’infezione (AP2) rispetto a quello della fase iniziale (AP1).

Per quanto concerne le biopsie cutanee solo per una (S358) ¢ stato possibile I’amplificazione con la
coppia BSP e il successivo sequenziamento: si osserva anche in questo caso una importante quota

di dinucleotidi metilati, come riportato nel grafico derivato dal cromatogramma.
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Risultati 111

Studio dell’associazione del genoma di B19 agli istoni cellulari

La possibile associazione del genoma di B19 con gli istoni cellulari e stata valutata a seguito
dell’infezione di cellule UT7EpoS1 mediante una prova di immunoprecipitazione della cromatina.

Il DNA immunprecipitato e stato poi analizzato mediante RealTime PCR

ChiP e RealTime PCR

Le cellule UT7EpoS1 sono state infettate ala moi di 5x10%geqg/cellula. Quantita costanti di cellule
sono state prelevate a intervalli di 24 ore fra le 0 hpi e le 72 hpi e a intervalli di 3 giorni fra i 6 dpi e
i 18 dpi. | campioni sono stati successivamente raggruppati in due pool: i campioni della fase
precoce (2hpi — 72 hpi) e quelli della fase tardiva (6 dpi — 18 dpi) sono stati raggruppati
separatamente, per un totale di 10’ cellule/pool. E stata inoltre analizzato in parallelo un campione
di cellule non infette come riferimento (10 cellule).

| campioni sono stati sottoposti a cross-linking con paraformaldeide 1%, lisi, sonicazione e a
successiva immunoprecipitazione con anticorpi specifici: ’anticorpo anti Histone Pan (Upstate
Millipore) in grado di riconoscere un epitopo comune a tutti gli istoni e I’anti H4 Pan (Upstate
Millipore) che riconosce 1’istone H4 indipendentemente dal suo stato di modificazione. E stata
inoltre effettuata sui diversi campioni 1’ immunoprecipitazione con anticorpo aspecifico 1gG di topo,
per determinare il segnale di fondo. Parallelamente una frazione di DNA sonicato (1/100) e stata
trattata analogamente agli altri campioni ma senza utilizzo di alcun anticorpo, al fine di determinare
il segnale ‘input’, presente nel campione in partenza.

Mediante PCR RealTime ¢ stata valutata 1’associazione del DNA virale agli istoni mediante
amplificazione di due diverse regioni del genoma virale (regione centrale con la coppia di primer
2210-2355 e la regione terminale con i primer 4899-5014). E stato inoltre valutato il livello di
immunoprecipitazione del gene relativo all’RNA Ribosomiale 18S, usato come riferimento.

| valori di DNA virale e cellulare dopo immunoprecipitazione sono stati quantificati in modo
assoluto mediante interpolazione con curve standard ottenute in precedenza mediante
amplificazione di diluizioni scalari di target a DNA a concentrazione nota.

| valori assoluti sono stati usati per determinare la percentuale di immunoprecipitazione, calcolata
come rapporto fra il DNA immunoprecipitato in modo specifico (con anticorpo anti istone pan o
anti H4 pan) e il DNA input (DNA virale\cellulare presente nel campione di partenza) a cui é stata
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sottratta la frazione immunoprecipitata aspecificamente (mediante 1gG).

In tabella sono riportati i valori assoluti di DNA virale/cellulare insieme alle percentuali di

background

immunoprecipitazione specifica determinate in base all’input al netto del
(immunoprecipitazione con IgG).
DNA virale
INPUT (copie ANTI HISTONE PAN ANTI H4
genomiche)
UT7 no inf 3,68E+04 0,00E+00 (0 %) 0,00E+00 (0 %)
UT7 early 1,00E+08 3,23E+06 (3,23 %) 1,12E+06 (1,12 %)
UT7 late 1,93E+07 3,21E+05 (1,66 %) 8,59E+05 (0,44 %)
Ribosomialel8S
INPUT (ng) ANTI HISTONE PAN ANTI H4
UT7 no inf 17,3 1,17 (6,72 %) 0,05 (0,29%)
UT7 early 39 6,25 (16,19 %) 1,7 (5,3 %)
UT7 late 20 1,2 (6,43 %) 0,22 (1,10 %)

In grafico é riportato per i due anticorpi anti istone pan e anti H4 pan

il rapporto

fra il DNA

immunoprecipitato in modo specifico e I’input, al netto del segnale aspecifico, sia per quanto

concerne il DNA virale che per quello cellulare.

Chip con Anticorpo Anti Histone Pan

20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

% Immunoprecipitata

UT7 non infette

UT7 early

UT7 late
W% B19
Campioni
O % 185

% Immunoprecipitata

Chip con Anticorpo Anti H4

UT7 non
infette

UT7 early

UT7 late
m% B19

@ % 18S

Campioni

I risultati ottenuti sia con 1’anti H4 Pan che con I’anti Histone Pan, mettono in evidenza una

significativa immunoprecipitazione del

DNA virale,

in modo indipendente dalla regione

considerata: i dati infatti ottenuti con la coppia 2210-2355 sono infatti sovrapponibili a quelli




relativi all’amplificazione con la coppia 4899-5014 (dati non riportati).

L’ immunoprecipitazione del DNA virale & presente sia nel campione precoce che in quello tardivo;
tuttavia nel pool precoce si osserva un segnale di immunprecipitazione superiore sia per il DNA
virale (4,9 % Anti istone - 2,8 % Anti H4 nel campione precoce rispetto a 1,76 % - 0,55% nel
campione tardivo) che per quello cellulare (18,1 % Anti istone - 6,2 % Anti H4 nel campione
precoce rispetto a 1,3 % - 0,2% nel campione tardivo).

Per i diversi campioni la quota di DNA virale immunoprecipitata & stata infine espressa come
arricchimento rispetto al DNA cellulare immunoprecipitato, mediante normalizzazione per il DNA
ribosomiale e i valori ottenuti confermano anche in questo caso la consistente

immunoprecipitazione del DNA di B19.

Chromatin Immunoprecipitation del DNA di
Parvovirus B19

[y

0,8
0,6
0,4
0,2

DNA B19 Immunoprecipitato/
DNA 18Simmunoprecipitato

UT7 non
infette UT7 early

uT7 late
[ Anti Histone Pan

Campioni B Anti H4
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Risultati - Parte IV
Studio dei microRNA nel corso dell’'infezione

\

E stato avviato lo studio su un possibile ruolo di microRNA nel corso dell’infezione di B19, sia
riguardo alla possibile presenza di microRNA cellulari in grado di modulare il profilo di espressione
virale, sia riguardo a eventuali microRNA prodotti dal virus stesso.

Analisi bioinformatiche non hanno consentito di individuare omologie significative, quindi si é
seguito un approccio sperimentale per individuare possibili interazioni fra miRNA e specifiche
regioni del genoma virale. A tale fine i microRNA estratti da cellule infette e non infette sono stati
analizzati per la presenza di specie con omologia di sequenza per il B19 mediante ibridazione con
sequenze genomiche del virus immobilizzate su membrana o su biglie magnetiche.

Le cellule UT7EpoS1 sono state infettate con siero viremico, alle 72 hpi aliquote da 2x10° di cellule
infette sono state raccolte parallelamente a un pari numero di cellule non infette e sono state
sottoposte all’estrazione degli smallRNA. Questi sono stati amplificati € marcati e successivamente

utilizzati per ibridazione con target specifici per il B19 immobilizzati su membrana di nylon.

Preparazione dei target: Generazione di un array B19-specifico

| target specifici per il B19 sono stati progetttati in modo tale da essere sovrapposti € coprire 1’intero
genoma virale. Tali prodotti sono stati generati in PCR a partire dal clone pCJO (contenente I’intera
sequenza genomica di B19 priva delle regioni terminali) mediante I’utilizzo di specifici primer. Gli

ampliconi sono stati verificati su gel d’agarosio all’1%:

Gel di verifica dei target specifici per il B19 utilizzati per ibridazione su membrana

Parallelamente e stato generato un target full length di B19 biotinilato su uno dei due filamenti
(amplificato mediante i primer IR forward bio—IR reverse), immobilizzato su biglie magnetiche

rivestite di streptavidina e utilizzato successivamente per 1’ibridazione con 1 microRNA/ds cDNA.
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Ibridazione su array B19-specifico

I target generati per 1’ibridazione su membrana di nylon sono stati spottati in quantita equimolare
(10° copie/spot), filtrati mediante apparecchio Bio Dot (Biorad), denaturati e fissati agli UV.

Sono stati inizialmente ottimizzati i1 parametri di ibridazione (composizione del buffer di ibridazione
e temperature di ibridazione e lavaggio) utilizzando alcuni dei target preparati: gli amplificati IR
forward-IR reverse, IR forward—-3342, 3180-IR reverse sono stati spottati in sedici repliche cosi da
testare su ognuno diverse condizioni sperimentali. Tali target sono stati sottoposti ad ibridazione
con due diverse sonde a DNA biotinilate di 20 nt: una specifica per il B19, con un diverso grado di
omologia per i target immobilizzati (con identita di sequenza per due target e solo parziale
omologia per il terzo, con il quale condivide un frammento di 8 nt), e I’altra relativa a un bersaglio
sintetico ECO1 (senza alcuna omologia per i target utilizzati). L’avvenuta ibridazione ¢ stata rivelata
mediante aggiunta di streptavidina coniugata a fosfatasi alcalina e substratto colorimetrico
NBT/BCIP.

Temp di Temp di
Ibridazione Lavaggio OligoEC01 Oligo B19
RT RT
. N
RT 50°C
o
RT 65°C
RT($SC5X/SDS0.5%) 65°C
45°C RT
LI
45°C 50°C
55°C RT
55°C 50°C

IRforw -IRrev

IRforw - 3342

3180 - IRrev
IRforw -IRrev
IRforw - 3342
3180 - IRrev

Sono state testate diverse condizioni di ibridazione al fine di ottimizzare il protocollo e ridurre il
segnale aspecifico, mantenendo un livello di stringenza che permetta la rivelazione anche di ibridi
ottenuti per parziale omologia di sequenza (ibridazione dell’oligo di B19 con il target 3180-IR rev,

con una omologia di sequenza di 8 nt).
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Sulla base di questi risultati si € proceduto alla ibridazione fra i 13 target relativi al B19 e i

microRNA amplificati e marcati, per un’analisi comparativa fra il campione infetto e non infetto.

| target immobilizzati in quantita equimolare ciascuno in duplice copia sono stati ibridati con
microRNA estratti da cellule infette e con microRNA da cellule non infette con incubazione o/n a
45°C in buffer DIG Easy Hyb Granules (Roche). I lavaggi sono stati effettuati tutti a RT e si
proceduto successivamente con lo sviluppo mediante aggiunta di streptavidina-fosfatasi alcalina e
substrato colorimetrico NBT/BCIP.
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E evidente nel campione infetto un segnale di avvenuta ibridazione nella regione genomica
compresa fra i 2210 nt e 2710 nt, assente invece nel campione non infetto. Il risultato in questione
suggerisce la presenza di smallRNA con omologia di sequenza per il B19 che rappresentano
potenzialmente microRNA cellulari capaci di legare mRNA virali codificati a partire da questa

regione o microRNA virali sintetizzati a partire da tale sequenza.

Ibridazione su biglie magnetiche e Generazione di una Libreria di cDNA

Parte dei microRNA estratti da cellule infette e non infette sono stati utilizzati per generare cDNA a
doppio filamento poi ibridati con una sequenza genomica biotinilata del B19, con successiva cattura
degli ibridi mediante biglie magnetiche rivestite di streptavidina (Dynabeads® M-280 Streptavidin
— Invitrogen). Questo ha permesso un’analisi comparativa fra il campione infetto ¢ non infetto ¢ un
facile recupero dei cDNA con omologia di sequenza per il B19.

Le molecole di cDNA ibridate sono state quindi eluite e amplificate in PCR mediante i primer
Oligo(24)T in grado di amplificare in modo specifico il cDNA generato a partire dai microRNA,
poiche possiede specifiche tail terminali che ne consentono I’amplifcazione. Un’aliquota del

prodotto di amplificazione é stata caricata su gel d’agarosio al 2%:
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Ottimizzazione del profilo di amplificazione dei cDNA/smallRNA Amplificato con primer OligodT dopo eluizione dalle biglie

I due campioni mostrano differenze nel profilo di amplificazione, tuttavia in entrambi i casi
presente del segnale ad alto peso molecolare probabilmente relativo a molecole residue di
dimensioni maggiore estratte e processate contestualmente agli smallRNA.

Per ridurre la quota residuale a maggiore peso molecolare i prodotti <200 nt sono stati recuperati da
gel mediante il sistema Wizard PCR - Gel CleanUP (Promega) e analizzati in PCR endpoint
mediante primer Oligo(24)dT o Oligo dT Eco-Sma, quest’ultimo fornisce i siti di digestione per gli
enzimi EcoRI e Smal necessari per la clonazione. | prodotti di amplificazione sono stati visualizzati

su gel d’agarosio al 2%:

267 bp

124 bp

N
O

Amplificato con oligo dT e oligo dT Eco-Sma dopo recupero da gel

L’amplificazione con Oligo(24)dT ha permesso di verificare il recupero selettivo di cDNA a basso
peso molecolare, dopo 1’arricchimento per dimensioni mediante recupero da gel. E evidente un
differente profilo di amplificazione fra il campione infetto e non infetto, differenza ancor piu

marcata nel caso dell’amplificazione con Oligo dT Eco Sma: nel campione infetto ¢ stata rilevata la
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presenza di uno smear a basso peso molecolare che & stato recuperato in previsione di una

successiva clonazione e caratterizzazione mediante sequenziamento.
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Discussione

Il lavoro di ricerca svolto durante i tre anni di dottorato ha riguardato lo studio di meccanismi

replicativi e di regolazione dell’espressione genica di Parvovirus B19.

In vitro, solo un limitato numero di linee cellulari & in grado di sostenere la replicazione virale,
come le UT7/Epo-S1, subclone di una linea cellulare megacarioblastoide, che rappresenta il sistema
in vitro piu sensibile all’infezione. Tuttavia anche in queste cellule la produzione della progenie
virale risulta limitata.

L’analisi in vitro delle caratteristiche biologiche del Parvovirus B19 e della patogenesi molecolare
ad esso associata e quindi limitata e vincolata dalla disponibilita di sieri altamente viremici.

Al fine di bypassare tale limite e disporre di un sistema in vitro per lo studio del B19, negli ultimi
decenni cloni plasmidici virali sono stati oggetto di studio per valutare la loro funzionalita e la
capacita di generare particelle virali infettanti. Questi cloni sono importanti sia come fonte
ricombinante di particelle virali, sia come sistema manipolabile in vitro per analisi genetiche
finalizzate ad una migliore comprensione della biologia del virus e dell’interazione virus-cellula.
Diversi tentativi sono stati esplorati in passato e in alcuni casi hanno portato alla costruzione di cloni
genomici full-length con competenza funzionale, capaci di generare nuove particelle virali infettanti
[Zhi et al., 2004]. Questi cloni risultano utili per approfondire caratteristiche del genoma e delle
proteine di B19. Uno studio sul clone pB19-M20 basato sulla mutagenesi sistemica dei codoni di
inizio delle diverse ORFs ha permesso di approfondire 1I’importanza di tali sequenze codificanti per
la competenza funzionale del genoma clonato [Zhi et al., 2006]. Un ulteriore studio basato sul
confronto fra tre cloni ottenuti da diversi isolati virali (pB19-M20, pB19-FL e pB19-HG1) ha
contribuito a definire il ruolo critico del dominio fosfolipasico nella regione VPIu per il
mantenimento dell’infettivita virale [Filippone et al., 2008]. Questi cloni tuttavia non consentono
una elevata resa di particelle virali infettanti; sono pertanto necessari ulteriori studi sulla funzionalita
virale per I’ottimizzazione del sistema dei cloni genomici aumentandone le rese e per una migliore
comprensione della biologia del B19.

Parte del presente lavoro ha riguardato lo studio comparato di diversi cloni genomici di B19 e della
loro capacita di produrre particelle virali infettanti, con ’obiettivo di caratterizzare le regioni

terminali del virus e di identificare i requisiti essenziali per la funzionalita delle stesse.

I cloni genomici e subgenomici utilizzati sono stati costruiti a partire da una sequenza sintetica. La

sequenza ¢ stata progettata come la sequenza consenso, ottenuta dall’allineamento delle sequenze di
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un insieme di isolati di B19 presenti nella banca dati del NCBI, il che ha permesso di ridurre la
variabilita genomica associata all’uso di differenti isolati virali.
Per I’analisi sono stati utilizzati cloni contenenti una diversa estensione e combinazione di isomeri
delle regioni terminali: i cloni pHG10 e pHGO1, che contengono il genoma intero di B19 e fungono
da riferimento in quanto capaci di mimare il comportamento del virus wild type; i cloni
subgenomici pCH (nelle diverse combinazioni di isomeri conformazionali delle regioni terminali),
pCl0 e pCJO, che contenengono frazioni progressivamente minori delle sequenze terminali,
rispettivamente 190 bp, 141 bp e 19 bp.
Il DNA plasmidico utilizzato per la trasfezione e stato preparato mediante trasformazione del ceppo
batterico Sure 11, mutagenizzato in modo tale da inattivare le vie enzimatiche in grado di catalizzare
riarrangiamenti del DNA esogeno. L’utilizzo di questo ceppo batterico € critico visto che svariati
tentativi operati in passato al fine di clonare il genoma intero del B19 non hanno avuto successo
causa I’instabilita delle sequenze terminali nelle cellule batteriche usate nella fase iniziale di
propagazione. Per la trasfezione in cellule UT7EpoS1, sono stati utilizzati i soli inserti genomici il
che e stato visto in passato permette di aumentare 1’efficienza della metodica. La trasfezione inoltre
e stata effettuata mediante nucleofezione, un tipo particolare di elettroporazione, che permette
I’inserimento di materiale genetico direttamente nel nucleo delle cellule consentendo una maggiore
efficienza di trasfezione e una maggiore vitalita delle cellule trasfettate, rispetto ad altri metodi
classicamente utilizzati.
A seguito di trasfezione in cellule UT7EpoS1, i cloni ricombinanti, genomici e subgenomici, sono
stati analizzati per Dattivita replicativa, trascrizionale e per la loro capacita di portare alla
produzione di particelle virali infettanti, mediante infezione di UT7EpoS1 con il lisato post
trasfezione.
L’analisi quantitativa degli acidi nucleici virali & stata effettuata mediante RealTime PCR sui
campioni post trasfezione e post infezione ed ha evidenziato la diversa capacita funzionale dei
cloni.
I cloni pCGO1 e pCG10 contenenti I’intero genoma di B19 rispettivamente nelle combinazioni di
isomeri terminali flop-flip e flip-flop sono stati utilizzati come riferimento per 1’analisi funzionale.
Dopo trasfezione la quantita di DNA presente nelle cellule UT7EpoS1 é saturante e pertanto non si
osserva alcuna variazione di DNA fra le 2 e 72 hpt, mentre e evidente un consistente aumento
dell’RNA virale (+1,6 e +1,3 Log). La capacita trasducente e la competenza funzionale dei virioni
presenti nel lisato post-trasfezione sono state valutate mediante infezione di cellule UT7EpoSL1 ed
evidenziate da un aumento dell’RNA frale 2 e 72 hpi (+2 e +1,8 Log). Non si osserva invece alcuna
attivita replicativa dopo infezione; probabilmente la replicazione avviene, ma in un numero limitato
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di cellule il che ne rende difficile la rilevazione.

I cloni pCH contengono meta delle regioni terminali fino all’asse di simmetria delle stesse e si
differenziano fra di loro per la diversa combinazione di isomeri terminali. Per nessuno di questi
cloni si € osservata attivita replicativa post-trasfezione pur in presenza di attivita trascrizionale
(+2,4 Log pCHO1; +3,2 Log pCH10; +2 Log pCH11; +2 Log pCHO0O). A seguito di infezione invece
il comportamento ha mostrato una dipendenza dalla combinazione degli isomeri terminali: solo i
cloni pCHO1 e pCH10 hanno mantenuto un’importante attivita trascrizionale fra le 2 e 72 hpi (+2,1
e +2 Log). | cloni pCHOO e pCH11 invece hanno perso totalmente la loro funzionalita e non hanno
evidenziato né attivita replicativa né trascrizionale post-infezione.

I cloni pCIO e pCJO presentano un’ulteriore riduzione delle regioni terminali (140 nt e 19 nt
rispettivamente). Dopo trasfezione per nessuno dei due cloni & stata osservata attivita replicativa;
per cio che concerne la produzione di RNA virali, seppure in presenza di quantita assolute inferiori
rispetto agli altri cloni, si & osservato un consistente aumento dei trascritti fra le 2 e 72 hpt (+2,3 e
+3 Log). La capacita trasducente e stata mantenuta anche se ridotta, mentre é stata abolita qualsiasi
attivita funzionale dopo infezione per entrambi i cloni.

Dai risultati ottenuti ¢ evidente 1’esistenza di un criterio minimo per la funzionalita delle regioni
terminali in termini di estensione delle stesse. Dai risultati ottenuti i cloni full-length sembrano
condividere un analogo comportamento funzionale con i cloni contenenti meta delle regioni
terminali fino all’asse di simmetria delle stesse, suggerendo che la minima estensione per la
funzionalita delle regioni terminali € basata su requisiti di simmetria per la generazione di hairpin
complete nel genoma a singolo filamento. Come possibile spiegazione, un evento di self-priming o
una ricombinazione intra/inter-molecolare fra gli inserti dopo trasfezione potrebbero permettere la
ricostituizione di regioni terminali integre, attive come innesco per la replicazione virale.
Un’ulteriore riduzione delle regioni terminali (pCI0 e pCJO) impedisce la ricostituzione di hairpin
integre abolendo dunque la competenza funzionale del genoma.

Un altro aspetto critico per la funzionalita dei cloni e la asimmetria degli isomeri delle regioni
terminali. Se si prendono in considerazione i cloni pCH, solo quelli con una distribuzione
eterogenea flip-flop (pCGO1 e pCG10) hanno mostrato una competenza funzionale, simile a quella
osservata per i cloni full-length, sottolineando che la presenza e la distribuzione di basi
asimmetriche sono aspetti critici nel ricostituire la competenza funzionale delle regioni terminali.
Probabilmente anche in questo caso si pud ipotizzare un evento di ricombinazione che
permetterebbe la rigenerazione di regioni terminali integre.

Il ciclo vitale del B19 inizia con il riconoscimento da parte delle proteine capsidiche del recettore
globoside e del corecettore, le integrine di tipo a5B1, che si e visto essere necessarie alla

penetrazione del virus nella cellula [Weigel-Kelley et al., 2003]. Dopo internalizzazione la
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replicazione virale é di tipo restrittivo e la formazione di progenie virale & limitata a cellule in fase
S, in quanto dotate di fattori necessari alla sintesi del DNA virale. Gli eventi che seguono 1’ingresso
del virus mostrano ulteriori differenze a seconda del sistema cellulare preso in considerazione ed
esistono differenti livelli di restrizione in relazione alla capacita della cellula di supportare la
replicazione, la trascrizione e quindi la traduzione dell’informazione genetica veicolata dal virus.
Ad oggi, tuttavia, non sono ancora del tutto noti i fattori critici per il completamento del ciclo vitale
del virus e quindi continuano ad essere oggetto di studio e di grande interesse.

Inoltre il B19 considerato da sempre un virus capace di un’infezione litica e acuta, sembra in realta
avere un ciclo vitale piu complesso ed essere capace anche di un’interazione a lungo termine con le
cellule dell’ospite e di instaurare una persistenza in vivo in numerosi tessuti. Allo stato attuale
tuttavia non sono ancora noti i meccanismi in grado di condurre all’instaurarsi di una persistenza, n¢
le caratteristiche funzionali del genoma virale in questo stato. Il genoma di B19 sembra persistere in
forma silente nei tessuti e si ipotizza che meccanismi epigenetici di regolazione contribuiscano a tale
silenziamento, partecipando probabilmente anche alla riattivazione in un secondo momento.

La metilazione e una delle principali modifiche epigenetiche che gioca un ruolo fondamentale nel
controllo dell'espressione genica. Tale modificazione interessa le citosine dei dinucleotidi CpG, la
cui frequenza nel genoma dei vertebrati ¢ inferiore rispetto all’atteso: i dinucleotidi CpG metilati
tendono a essere soggetti a una deaminazione che converte le citosine in timidine generando un
mismatch che puo essere 0 meno correttamente riparato [Cheung and Lau, 2005]. I dinucleotidi
CpG sono organizzati principalmente in cluster, le cosiddette “isole CpG”, presenti a livello di
numerosi promotori di geni cellulari e critici nella regolazione dell’espressione genica.

11 ruolo della metilazione nel corso dell’infezione ¢ stato approfondito per virus a DNA fra cui virus
capaci di stabilire latenza, come gli Herpesviridae, o per virus capaci di integrarsi, come i
Retroviridae [Hoelzer et al., 2008]; poco si sa invece relativamente a virus in attiva replicazione
come quelli della famiglia Parvoviridae che combinano aspetti tipici di un ciclo virale litico con
aspetti di persistenza.

Le regioni terminali del genoma di B19 posseggono caratteristiche tipiche delle isole CpG come
evidenziato dall’analisi mediante il software Emboss CpG Plot, utilizzato per valutare la presenza e
la distribuzione di dinucleotidi CpG sul genoma virale. E stato ipotizzato che la metilazione delle
regioni ITR, e in particolar modo quella di sinistra contenente 1’unico promotore virale P6, abbia un
ruolo critico nella regolazione dell’espressione genica virale. E stata trovata per diversi virus una
correlazione fra la metilazione dei dinucleotidi CpG sul genoma e aspetti associati alla funzionalita
virale, come il silenziamento dell’espressione genica e lo stabilirsi di uno stato di quiescenza da

parte del virus. Anche per il B19 si puo ipotizzare un ruolo della metilazione nel silenziamento del
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ciclo litico e nello stabilirsi di un stato di persistenza virale, aspetti che sono stati oggetto di questo
studio.
Lo stato di metilazione del genoma virale é stato analizzato mediante un saggio di RealTime PCR
metilazione-specifica, che ha permesso una quantificazione della metilazione della regione ITR di
sinistra. Seppure la tecnica si limiti all’analisi di una specifica regione, presenta diversi vantaggi
quale una determinazione quantitativa accurata dello stato di metilazione della regione di interesse e
la possibilita di rilevare anche minime frazioni di DNA metilato, a differenza dei metodi di analisi
della metilazione basati sul sequenziamento.
L’effetto della metilazione del genoma di B19 sull’espressione genica virale & stato valutato
mediante trasfezione di DNA metilato in vitro e non metilato in cellule UT7EpoS1. Inizialmente &
stata osservata una minima, ma rilevabile demetilazione del DNA trasfettato nella forma metilata, il
che probabilmente & da imputare al bilanciamento fra la replicazione del DNA virale e il
mantenimento dello stato di metilazione sulle molecole genomiche neosintetizzate da parte degli
enzimi cellulari. Dai risultati ottenuti si evince una differenza di attivita trascrizionale fra il DNA
trasfettato nella forma non metilata e il DNA metilato, per il quale e evidente una minore
produzione di messaggeri virali, ad indicare il possibile ruolo della metilazione nel silenziamento
dell’espressione genica virale. Tale ipotesi € stata supportata da una successiva prova basata
sull’utilizzo del gene reporter EGFP sotto il controllo del promotore virale P6 nella forma metilata e
non metilata. La metilazione dell’ITR di sinistra contenente il promotore P6 puo plausibilmente
ostacolare il legame di fattori di trascrizione cellulari o dell’NS virale necessario per promuovore la
trascrizione dei geni virali, determinando in questo modo un effetto di silenziamento.
La metilazione del genoma virale e i suoi effetti sul ciclo vitale del virus stesso sono stati valutati a
seguito di infezione prolungata in vitro in due sistemi cellulari, le cellule UT7EpoSL1 e le U937, con
diverso grado di permissivita per il B19. Nelle UT7EpoS1, sistema cellulare permissivo per il B19,
si e osservata una perdita di attivita replicativa e trascrizionale solo a time-point tardivi in
corrispondenza dei quali si rileva un livello di metilazione minimo. Diversa € la situazione per le
U937, sistema cellulare non permissivo per la replicazione di B19: il DNA virale si mantiene a
livelli bassi, ma costanti con un progressivo e significativo aumento della quota metilata. In questa
ultima linea cellulare inoltre non viene rilevata alcuna attivita trascrizionale.
La presenza di tale fenomeno epigenetico é stata valutata inoltre nel corso dell’infezione naturale,
mediante 1’analisi di campioni bioptici relativi a diversi tessuti: € Stata evidenziata la metilazione
del genoma virale in tali campioni che € probabilmente indicativa dello stabilirsi di una persistenza
virale nei tessuti e suggerisce il ruolo dell’epigenetica nel regolare il corso dell’infezione naturale.
Alla luce di tali risultati & possibile ipotizzare che il DNA virale in condizioni di attiva replicazione
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in sistemi permissivi non sia metilato, mentre in sistemi cellulari non permissivi 1’assenza di attivita
replicativa e trascrizionale puo correlare con la metilazione del genoma virale che probabilmente
partecipa al silenziamento dell’espressione genica e allo stabilirsi di uno stato di persistenza del
virus. Inoltre la metilazione dei dinculeotidi CpG e coinvolta nel riconoscimento da parte del
sistema immunitario e in particolare della risposta innata; la metilazione del genoma virale puo
quindi essere utilizzata dal virus anche per evadere la risposta immunitaria e indurre una condizione
di tolleranza da parte dell’ospite.

La metilazione del DNA e in generale i meccanismi epigenetici di regolazione dell’espressione
genica virale hanno probabilmente un importante ruolo nell’adattamento del virus all’ambiente in
cui si trova e possono essere determinanti critici nel definire 1’esito finale dell’infezione messa in
atto dal virus.

Le metilazione del genoma rappresenta un livello di regolazione dell’espressione genica del virus,
tuttavia e necessario prendere in considerazione la complessa rete di meccanismi epigenetici di
regolazione considerando anche altri aspetti come il complessamento del genoma virale in strutture
nucleosomali e le modificazioni delle proteine istoniche.

Recenti studi hanno dimostrato che per diversi virus la formazione di strutture cromatiniche ha un
importante ruolo che dipende e varia in base al ciclo vitale del virus. Per il B19 non si hanno
informazioni circa un’eventuale associazione del genoma virale con gli istoni; parte di questo studio
ha pertanto riguardato un’analisi preliminare circa la possibile complessazione del DNA di B19 con
le proteine istoniche cellulari nel corso di un’infezione prolungata in cellule UT7EpoS1.

| prelievi raccolti dopo infezione sono stati organizzati in due pool “precoce” e “tardivo” e
sottoposti all’immunoprecipitazione della cromatina con anticorpi specifici per gli istoni cellulari
(anticorpo anti-istone pan e anticorpo anti-istone H4). In assenza di indicazioni iniziali inerenti la
tempistica di un possibile complessamento del B19 con gli istoni e la composizione delle strutture
nucleosomali (strutture “classiche” come quelle cellulari piuttosto che una composizione
eterogenea), si e scelto di raggruppare i prelievi dei diversi time-point in due pool e utilizzare
anticorpi generici, che riconoscono rispettivamente un epitopo comune a tutti gli istoni o 1’H4
indipendentemente dal suo stato di modificazione post-traduzionale. In questo modo I’obiettivo &
stato quello di avere una panoramica generale della complessazione con gli istoni nel corso
dell’infezione, che fornisse quindi un orientamento iniziale per poi approfondire i dettagli in modo
pit mirato in un secondo momento.

L’analisi mediante RealTime PCR ha permesso di determinare la frazione di DNA
immunoprecipitata in modo specifico (tenendo cioe conto della quantita di DNA input presente nel

campione in partenza ed al netto della quota immunoprecipitata aspecificamente) mettendo in
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evidenza I’associazione di una quota del DNA di B19 con gli istoni. Se confrontata con il DNA
ribosomiale cellulare usato come riferimento, 1’associazione del DNA di B19 alle proteine istoniche
risulta piuttosto consistente ed inoltre non mostra una differenza significativa fra i due diversi
anticorpi utilizzati (per il campione “precoce” la frazione di DNA virale immunoprecipitata rispetto
al ribosomiale € pari a 0,18 con I’Anti-H4 ¢ 0,2 con I’Anti-istone Pan; per il campione “tardivo” il
rapporto e di 0,42 e 0,25 rispettivamente). Se si considerano i valori assoluti, il campione “precoce”
presenta valori superiori di DNA immunoprecipitato sia cellulare che virale rispetto al campione
“tardivo”, il che porta ad ipotizzare una maggiore accessibilita della cromatina nelle prime fasi che
seguono 1’ingresso del virus nella cellula. Inoltre per I’analisi in RealTime PCR sono state prese in
considerazione diverse coppie di primer relative a diverse regioni genomiche di B19, ma non si
sono osservate sostanziali differenze il che suggerisce un probabile coinvolgimento dell’intero
genoma nell’interazione con le proteine istoniche.

Questi studi rappresentano prove preliminari, i cui risultati incoraggianti aprono la strada ad
ulteriori approfondimenti circa la dinamica dell’interazione fra il DNA di B19 e gli istoni e il ruolo
che questa complessazione potrebbe assumere nel ciclo vitale del virus.

Il concetto di epigenetica inoltre si e recentemente esteso a meccanismi regolati da piccoli RNA non
codificanti come i microRNA.

Nel tempo si sono accumulate evidenze che testimoniano sia la produzione di microRNA con
azione anti-virale da parte delle cellule sia la produzione di microRNA da parte di virus stessi. La
maggior parte dei microRNA virali identificati € codificata da virus nucleari a DNA e in particolar
modo dagli Herpesvirus. Non ci sono evidenze circa la produzione di microRNA da parte dei
Parvovirus, tuttavia si € gradualmente fatta strada I’ipotesi che i microRNA possano assumere un
importante significato nell’interazione fra il B19 e le cellule target. In particolar modo, in uno
studio sono state approfondite le ragioni della limitata produzione di proteine capsidiche di B19 in
cellule non permissive, mettendo in evidenza il possibile ruolo della regione 3'UTR dei
corrispondenti mMRNA nel reprimerne la sintesi, inibendo il caricamento dei ribosomi [Pallier et al.,
1997]. A riguardo € stato ipotizzato un possibile contributo dei microRNA cellulari nel limitare la
produzione delle proteine capsidiche agendo sui corrispondenti 3°UTR [Berillo et al., 2012], il che
contribuisce ad accrescere ’interesse circa il possibile ruolo dei microRNA nell’interazione fra il
B19 e la cellula.

Parte del presente studio ha riguardato ’analisi dei microRNA eventualmente prodotti in risposta
all’infezione di B19. Dal momento che 1’utilizzo di analisi bioinformatiche non ha permesso di
ottenere risultati significativi, e stato utilizzato un approccio sperimentale. A tale fine i microRNA
estratti da cellule infette e non infette sono stati analizzati per la presenza di specie con omologia di
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sequenza per il B19 mediante ibridazione con sequenze genomiche del virus immobilizzate su
membrana o su biglie magnetiche.

E stata utilizzata una membrana di nylon per generare un dot-blot DNA array specifico per il B19
che dopo un’iniziale messa a punto ¢ stato impiegato per valutare I’espressione di microRNA nei
campioni. | microRNA estratti dal campione di cellule infettate e non infettate sono stati amplificati,
marcati e ibridati sull’array su cui sono State preventivamente immobilizzate sequenze di DNA
relative al genoma di B19. Tali sequenze sono state disegnate in modo da essere sovrapposte fra di
loro e coprire I’intero genoma Vvirale al fine di consentire la mappatura sul genoma di B19 di
eventuali specie di interesse. Gli ibridi sono stati infine rilevati mediante reazione colorimetrica.

E stata rilevata una significativa differenza di segnale fra il campione infetto e il non infetto nella
regione genomica compresa fra i 2210 nt e 2710 nt: si tratta potenzialmente di microRNA presenti
solo o comungue in quantita maggiore nel campione infetto (non e stato rilevato alcun segnale nel
campione non infetto) di natura cellulare, diretti verso messaggeri virali codificati a partire da
questa regione, o di origine virale, generati a partire da tale sequenza.

Il dato potrebbe essere interessante se si considera che tale regione corrisponde ad una porzione
centrale del genoma di B19 ricca in elementi che regolano il processamento degli RNA messaggeri
virali: in posizione 2183 nt & presente il sito donatore di splicing del secondo e terzo introne
coinvolto anche nella produzione della proteina capsidica VP2, mentre in posizione 2639 nt e
presente il sito prossimale di poliadenilazione pApl utilizzato da diversi RNA messaggeri fra cui
quello codificante per I’NS. Il passo successivo sara una mappatura piu fine di questa regione per
localizzare in modo dettagliato sul genoma di B19 tale specie e arrivare ad una sua caratterizzazione
e identificazione.

Al fine di permettere un facile recupero di microRNA con omologia di sequenza per il genoma di
B19 e favorirne la caratterizzazione, ¢ stato utilizzato un diverso approccio basato sull’ibridazione
fra i microRNA estratti dalle cellule e il DNA genomico di B19 immobilizzato su biglie rivestite di
streptavidina. 1 microRNA ibridati sono stati eluiti e amplificati con I’inserimento di siti di
restrizione necessari per la successiva clonazione. In questo modo ¢ stata possibile un’analisi
qualitativa comparata dei microRNA isolati dal campione infetto e non infetto e allo stesso tempo é
stato possibile il recupero di queste specie per una successiva caratterizzazione mediante
sequenziamento. Dall’analisi qualitativa mediante elettroforesi si nota una differenza nel pattern dei
microRNA amplificati fra il campione infetto e il non infetto ed in particolare e stata identificata
una banda a basso peso molecolare presente solo nel campione infetto che € stata recuperata e usata
per la clonazione e verra caratterizzata mediante sequenziamento.

L’approccio utilizzato ha fornito risultati preliminari che appaiono promettenti, ma richiedono
ulteriore approfondimento; allo stesso tempo I’ottimizzazione di questo approccio potrebbe fornire

un’importante alternativa ai metodi classicamente utilizzati per lo studio dei microRNA che
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presentano differenti limiti, basti pensare alle tecniche basate su ibridazione che, analogamente alla
RealTime PCR, richiedono la conoscenza delle sequenze dei microRNA di interesse per disegnare
specifiche sonde il che rende questi approcci inadatti alla scoperta di microRNA ex novo; allo stesso
tempo 1’avvento dei microarray rappresenta un potente strumento per lo studio dei microRNA ma il
loro utilizzo é limitato a pochi laboratori data la necessita di equipaggiamento e reagenti costosi,
mentre approcci analoghi a quello illustrato, basati sull’ibridazione su membrana, una volta
ottimizzati, possono essere facilmente utilizzati come tecnica di routine e rappresentare una
interessante e comoda alternativa per lo studio del profilo di espressione dei microRNA.

Il lavoro di ricerca svolto ha fornito interessanti risultati e nuovi spunti per il proseguimento futuro
delle indagini, seguendo due principali direzioni: da un lato il lavoro é stato orientato verso lo
sviluppo di un sistema ricombinante per la produzione di virioni in vitro, importante per studi di
correlazione sequenza-funzione e quindi per una migliore comprensione della biologia del virus;
dall’altro lato é stato finalizzato ad approfondire I’interazione virus-cellula mediante lo studio di
meccanismi epigenetici e del ruolo che questi potrebbero assumere nell’adattamento del virus

all’ambiente circostante.
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