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RELAZIONE FINALE

Titolo della tesi di Dottorato:

STUDIO DELL’INTERAZIONE DI HIV-1 SULLE CELLULE PROGENITRICI
EMATOPOIETICHE CD34+ (HPCS)

La Dott.ssa Silvia Morini, nata a Bologna 1’ 08/03/1986, si ¢ laureata il 14

dicembre 2010 in Biotecnologie Mediche presso I'Universita degli Studi di
Bologna, discutendo con la Prof.ssa Maria Carla Re e con il Prof. Davide
Gibellini una tesi sperimentale dal titolo “Studio dell’espressione di IFI-16 nel
compartimento linfoide”, con voto finale 110/110 e lode.

Nel Dicembre 2010 é risultata vincitrice del dottorato di ricerca in Scienze
Biomediche presso 1I’Universita di Bologna, in svolgimento da gennaio 2011
presso il Laboratorio Retrovirus del Dipartimento di Medicina Specialistica,
Diagnostica e Sperimentale (DIMES), U.O. Microbiologia, Policlinico S.Orsola-
Malpighi.

In qualita di dottoranda ha appreso numerose tecniche, che spaziano dalla biologia
molecolare (PCR, Real Time PCR qualitativa e quantitativa, sia a scopo
diagnostico, per il follow up del paziente HIV-1 infetto, sia di ricerca, metodiche
di Western Blot, Gel Shift Assay, clonaggio in vettori plasmidici, espressione di
proteine in cellule procariotiche ed eucariotiche, test ELISA) alla biologia
cellulare (colture di cellule primarie o di linee cellulari, trasfezione di DNA,
crescita di cloni transienti, separazioni cellulari mediante selezione
immunomagnetica positiva e negativa e citometria a flusso) e all’analisi
morfologica (utilizzo della microscopia a fluorescenza nell'ambito di indagini
immunocitochimiche).

La Dott.ssa Silvia Morini possiede solide basi di biologia molecolare e cellulare
ed é dotata di autonomia scientifica. Assolve con costanza e impegno i compiti

che le sono assegnati ed € sempre aperta alla collaborazione.



ATTIVITA DI RICERCA

La Dott.ssa Silvia Morini, durante i tre anni di dottorato svolti presso il
Laboratorio Retrovirus del Dipartimento di Medicina Specialistica, Diagnostica e
Sperimentale (DIMES), U.O. Microbiologia, Policlinico S.Orsola-Malpighi si &
concentrata su diverse linee di ricerca.

In particolare si ¢ occupata da un lato dello studio dell’influenza del virus
dell’immunodeficienza umana di tipo 1 (HIV-1) o sue proteine, come Tat e
gp120, sul differenziamento delle cellule staminali mesenchimali ed
ematopoietiche nei diversi lineage cellulari, e dall’altro si ¢ concentrata sullo
studio di nuove strategie terapeutiche. Infatti, oltre a testare diversi composti tesi a
limitare o prevenire 1’infezione, si ¢ occupata della progettazione e produzione di
una proteina chimerica, nata della fusione della proteina integrasi di HIV-1 con il
sito endunucleasico di un enzima di restrizione, con la finalita di dis-integrare il
genoma virale da quello cellulare. Questo rappresenta un approccio terapeutico
del tutto innovativo che sfrutta i meccanismi propri del virus per combattere

contro il virus stesso al fine di eradicare 1’infezione.

RELAZIONE FINALE

Nella relazione finale la Dott.ssa Silvia Morini presenta e discute i risultati
riguardanti gli effetti del virus HIV-1 a livello della cellula staminale
ematopoietica CD34+ indifferenziata (HPCs) e durante il differenziamento verso
la filiera eritrocitaria.

Oltre alla progressiva perdita dei linfociti T CD4, i pazienti HIV-infetti presentano
diverse citopenie periferiche, che spesso rappresentano il primo sintomo che porta
poi alla diagnosi di infezione.

L’anemia infatti si riscontra nel 10% dei pazienti asintomatici e nel 92% di quelli
con AIDS e la terapia CART non e in grado di risolvere tale problematica.

I meccanismi patogenetici alla base di questa citopenia, seppur ancora ignoti, si

ritiene che possano riguardare la deregolazione citochinica (in particolare di IL-



1B, IFN-y, TGF-B1 e TNFa), il danno alle HPCs, alle cellule in differenziamento e
alle cellule stromali.

Le cellule staminali ematopoietiche CD34+, dopo essere state separate da sangue
cordonale mediante selezione immunomagnetica positiva e differenziate verso la
linea eritroide mediante opportuni fattori differenziativi, sono state trattate con
HIV-1 (attivo, inattivato al calore e gp120).

In prima istanza abbiamo indagato se tali cellule fossero suscettibili 0 meno
all’infezione dal parte del virus, cosa alquanto controversa e dibattuta in
letteratura. L’assenza del DNA integrato e provirale a livello delle HPCs ha
mostrato la mancata suscettibilita all’infezione, nonostante la presenza del
recettore CD4 e del corecettore CXCRA4.

Abbiamo quindi analizzato 1’effetto della glicoproteina di membra gp120 a livello
della cellula indifferenziata e durante il differenziamento, mettendo in luce un
aumento della percentuale di apoptosi, nel campione trattato con il virus, dovuto
al legame gp120-CD4/CXCR4 e mediato dal TGF-B1. Questo dato, concorde con
altri studi gia presenti in letteratura, € stato poi rafforzato dall’analisi di altri
fattori, quali TNFa, CD34, GATA, risultati iper-espressi in seguito al trattamento
con il virus.

L’aspetto innovativo di questo studio pero si evidenzia esaminando I’effetto di
gp120 durante il differenziamento verso la filiera eritrocitaria. Sono stati utilizzati
due protocolli sperimentali: nel primo le cellule sono inizialmente trattate per 24
ore con gp120 (o con HIV-1 inattivato al calore) e poi indotte in differenziamento,
nel secondo vengono prima differenziate e poi trattate con gp120.

L’utilizzo di protocolli diversi ha sorprendentemente mostrato risultati molto
differenti. In particolari, il “priming” negativo con il virus ha messo in evidenza
una apoptosi gp120- indotta molto marcata gia dopo 48 ore dal trattamento ed una
riduzione dell’espressione della glicoforina A, marker differenziativo eritroide.

Se tali cellule pero, prima di essere trattate con gpl20, vengono differenziate
mediante apposite citochine, nei primi 5 giorni dal trattamento, & presente un
aumento di proliferazione e differeziamento, a cui segue un brusco arresto che

culmina con una apoptosi molto marcata (anch’essa dipendente dal legame gp120-



CD4 e CXCR4 e TGF-B1 dipendente) e con una drastica riduzione del
differenziamento.

In entrambi i casi e mediante meccanismi differenti, pero, il risultato finale del
contatto gp120-CD4/CXCR4 e la morte cellulare per apoptosi e la deregolazione
del differenziamento che porta ad una riduzione del numero di globuli rossi.

Tale studio, sebbene non ancora concluso, ha una ricaduta importante dal punto di
vista clinico poich¢ mette in luce l’esigenza di accompagnare la terapia
tradizionale con Eritropoietina, al fine di arginare I’anemia che si presenta in
corso di HIV.

In prospettiva questo studio si propone sicuramente non solo di indagare nel
dettaglio i meccanismi alla base di tali citopenie, ma anche di valutare 1’effetto dei
farmaci antiretrovirali sulle HPCs e durante il loro differenziamento verso i vari

lineage del sangue, e di determinare nuovi target ed approcci terapeutici.
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1. INTRODUZIONE

HIV (Human Immunodeficiency Virus) ¢ 1’agente causale della sindrome da
immunodeficienza acquisita (AIDS). Diversi studi hanno permesso di individuare
due principali ceppi di HIV: HIV-1 e HIV-2. HIV-1 ¢ il ceppo pit comune e ha
una distribuzione mondiale, mentre il secondo ceppo, rappresentato da HIV-2,
invece ¢ presente soprattutto in Africa occidentale, nei Caraibi e nell’America
meridionale [2].

Dal punto di vista epidemiologico I’infezione da HIV ad oggi interessa 35,3
milioni di persone nel Mondo, di cui 32,1 milioni sono adulti e 3,3 milioni sono
bambini. In Italia, i dati del periodo compreso tra il 1985 ed il 2012 indicano
52629 nuove diagnosi di infezione. Il 72% dei soggetti infetti e di sesso maschile
e il 23% di nazionalita straniera; ogni anno nel nostro paese dalle 3500 alle 4000

persone contraggono il virus [7].
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1.1 Tassonomia

HIV e suddivisibile in due sottotipi: HIV-1 e HIV-2.

HIV-1 e di gran lunga il tipo piu comune e ampiamente distribuito, che
rappresenta la maggior parte dei casi di infezioni in tutto il Mondo. HIV-2 ha una
significativa prevalenza nell’ Africa occidentale e centrale, nell'India meridionale
e occidentale, anche se eventi sporadici di trasmissione sono stati segnalati in
molti paesi, tra cui gli Stati Uniti d'’America (USA), Europa e Australia [25-26-27-
28-29].

Le differenze tra i tipi di HIV 1 e 2 riflettono il loro origini zoonotiche. In
particolare HIV-1 ¢ piu simile ai ceppi SIV isolati da Scimpanzé e HIV-2 a quelli
isolati da Sooty Mangabey. Vi ¢ inoltre evidenza che I'HIV-2 causi una infezione
meno virulenta, con cariche virali generalmente piu basse, minor tasso di
trasmissione verticale e piu lenta progressione della malattia [2-30-31].

Solo il 40% delle sequenze di HIV-1 é HIV-2 sono identiche. Sulla base delle
sequenze del gene env sono stati identificati nove sottogruppi di HIV-1 (A-1) e 5
di HIV-2 (A-E).
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1.2 Human Immunodeficiency Virus (HIV)

| virus della famiglia Retroviridae sono classificati in due sottofamiglie:
Orthoretrovirinae e Spumaretrovirinae. Tra gli Orthoretrovirinae troviamo gli
Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-, Epsilon-retrovirus ed i Lentivirus.

HIV appartiene alla famiglia Retroviridae, sottofamiglia Lentivirinae, genere

Lentivirus.

1.2.1 Struttura

Il genoma di HIV presenta due molecole identiche di RNA a polarita positiva, di
circa 9,7 kilobasi. Ciascun filamento di RNA possiede inoltre nove geni virali.
L’RNA ¢ racchiuso all’interno di un capside, formato da circa 2000 copie della
proteina virale p24. All’esterno del capside ¢ presente 1’envelope virale, il quale €
costituito da un doppio strato lipidico, formatosi dalla membrana della cellula
ospite, durante la fuoriuscita (budding) della particella virale neoprodotta (Figura
1).

gp41 p17 matrix

transcriplase

o

Copyright @ 2002, Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Figura 1: Rappresentazione schematica della struttura virale.
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Ciascuna subunita dell’envelope & formata due proteine di membrana: la
glicoproteina 120 (gpl120), ovvero quella piu esterna, e gp4l, la proteina
transmembrana che ancora il complesso glicoproteico alla superficie del virione.
Le proteine dell’envelope sono le componenti piu variabili di HIV; infatti gp120
presenta al suo interno regioni variabili (V1-V4) e regioni costanti (C).

La variabilita della regione V pud essere un prodotto della funzionalita
dell’envelope, come ¢ stato descritto per la regione V3, dove le variazioni
aminoacidiche a livello di questa regione, determinano il tipo di corecettore
utilizzato. La variabilita dell’envelope di HIV conferisce inoltre unicita al
complesso antigenico [2].

L’organizzazione genomica di HIV e estremamente efficiente. Sono presenti nove
geni che codificano proteine con funzione strutturale, catalitica, regolatoria ed
accessoria. Oltre alle funzioni di tali proteine durante il ciclo virale, la sequenza
nucleotidica virale possiede funzioni intrinseche. Ad esempio, I'elemento reattivo
Rev, all'interno della regione codificante per gp41, interagisce con la proteina Rev
per assistere I’esportazione degli RNA trascritti dal nucleo della cellula. Inoltre la
regione LTR (long terminal repeat) ha la funzione di promuovere la trascrizione a
livello del DNA provirale integrato e contiene regioni essenziali per la retro-
trascrizione, integrazione nel genoma della cellula ospite e dimerizzazione
del’RNA genomico.

Le due molecole di RNA sono inoltre poliadenilate all’estremita 3’ ¢ mantenute
insieme, a livello delle estremita 5°, in un dimero speculare. La molecola di RNA
genomico, a circa un centinaio di nucleotidi dall’estremita 5°, ¢ appaiata con una
piccola molecola di RNA di origine cellulare, costituita da una molecola di RNA-
transfer, la cui funzione € quella di servire da innesco per I’enzima trascrittasi
inversa [1].

Ciascuna molecola di RNA genomico inoltre presenta, agli estremi, due sequenze
nucleotidiche peculiari, rappresentate dalle sequenze LTR (long terminal repeat).
Tali sequenze sono costituite da 3 regioni: la piu esterna e ripetuta ai due estremi
(sequenze R), mentre quella piu interna e caratteristica rispettivamente

dell’estremo 5’ (sequenza US5) e dell’estremo 3’ (sequenza U3). Le sequenze U5
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ed U3 sono retro-trascritte ad ambedue gli estremi della molecola di DNA
provirale che risulta, di conseguenza, pit lunga della molecola di RNA genomico.
L’insieme U3-R-U5, presente ad ogni estremo del DNA provirale, forma il
segmento LTR, che contiene sia il promoter sia 1’enhancer necessari alla

trascrizione del provirus [1].

1.2.2 11 genoma e il proteoma

Il genoma di HIV é formato dalla successione di tre geni principali: gag, pol ed
env. Il gene gag codifica le proteine strutturali del core (capsidiche e
nucleocapsidiche) virale, il gene pol codifica le proteine enzimatiche virali
(trascrittasi inversa, proteasi ed integrasi) ed il gene env codifica le proteine che
una volta glicosilate formeranno le glicoproteine virus-specifiche dell’envelope
virale.

Il genoma di HIV, oltre ai geni gag, pol ed env, codifica altri sei geni, i cui
prodotti hanno funzioni regolatorie ed accessorie nel ciclo replicativo virale.

I geni gag, pol ed env sono tradotti in poliproteine, le quali vengono poi scisse
nelle proteine funzionali definitive, che si assemblano, insieme alle due molecole
di RNA genomico, nel virione completo.

I geni gag-pol sono co-tradotti inizialmente in una poliproteina di 180 kd (p180)
che viene poi scissa in una proteina di 55 kd (p55) e negli enzimi virus specifici:
proteasi, trascrittasi inversa ed integrasi. La proteina p55 a sua volta viene scissa
in tre proteine: pl7 (di 17 kd), p24 (di 24 kd) e p9 (9 kd). La proteina pl7
rappresenta la matrice virale, p24 forma il capside virale, mentre p9 si lega alle
molecole di RNA (Figura 2).

Il gene env & tradotto inizialmente in una poliproteina (p88) che viene
successivamente glicosilata (gp160) e quindi scissa in due glicoproteina gp4l e
gpl120, di cui la prima ¢ inserita attraverso 1’involucro pericapsidico, mentre

I’altra ¢ esposta sulla superficie del virione [1].
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Figura 2: Rappresentazione delle diverse proteine codificate dal genoma di HIV [117].

1.2.3 Proteine regolatrici ed accessorie

Il genoma di HIV, oltre ai geni gag, pol ed env, contiene altre sei sequenze che
codificano altrettante proteine le quali svolgono funzioni regolatrici o accessorie
nel ciclo di replicazione virale. Tali proteine prendono il nome di Tat, Rev, Vpu,
Nef, Vif e Vpr.

La proteina Tat &€ una proteina di 14 kd che, una volta sintetizzata, rientra nel
nucleo cellulare e svolge la funzione di transattivatore della trascrizione del
genoma provirale. Essa infatti rappresenta un elemento del complesso
trascrizionale del provirus di HIV e non solo sembra favorire il reclutamento dei
fattori trascrizionali attivati a livello del promotore, ma lega anche alcuni
adattatori trascrizionali, costituiti da diverse proteine, tra cui p300 e una o piu
proteine CBP, che possiedono un’attivita acetiltraferasica nei confronti degli
istoni della cromatina, favorendo la trascrizione del DNA.

La proteina Rev €& una proteina di 19 kd che svolge una funzione importante nel
regolare la produzione degli RNA virus-specifici e protegge gli mRNA dalla
elaborazione ad opera degli appositi organuli nucleari.

La proteina VVpu é una proteina di 16 kd che ha la funzione di facilitare il trasporto

del prodotto del gene env verso la membrana cellulare, mentre la proteina Nef, di
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27 kd, ha la funzione di favorire la replicazione e I’infettivita virale. Essa ostacola
infatti 1’attivita dei linfociti T citotossici e facilita la trascrizione del genoma
virale.

La proteina Vif & una proteina di 23 kd che influisce sulla capacita del virus di dar
luogo ad un ciclo completo di replicazione virale con produzione di una progenie
virale infettante. La sua azione sembra consistere nel legarsi ad una citosina
deaminasi (APOBEC3G) favorendone la degradazione attraverso il sistema
ubiquitino-dipendente.

La proteina Vpr, infine, & una proteina di 14 kd che ricopre un ruolo importante
nel favorire il trasporto intranucleare del complesso nucleoproteico virale che
provvedera alla successiva integrazione del provirus nel genoma della cellula

ospite [1].
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1.2.4 1l ciclo replicativo di HIV

Il ciclo replicativo di HIV prevede diverse fasi, le quali sono rappresentate dal
legame e dall’ingresso del virus nella cellula ospite, dalla formazione del
complesso di pre-integrazione, dall’integrazione, trascrizione ed infine

assemblaggio dei virioni, con fuoriuscita della progenie neoprodotta (Figura 4).

Legame ed ingresso virale

L’infezione della cellula ospite inizia nel momento in cui HIV si lega a specifici
recettori presenti sulla membrana cellulare. In generale, I'interazione virus-cellula
richiede il riconoscimento, da parte della proteina gp120 virale, di due proteine
recettoriali presenti sulla superficie della cellula ospite. La presenza o lI'assenza di
tali proteine sulla superficie cellulare limita la gamma di cellule suscettibili all’
infezione da parte di HIV.

Il primo recettore cellulare identificato, specifico per HIV, e stato la molecola
CD4, presente sulla superficie dei linfociti T helper, e che funziona da ligando
specifico per le molecole MHC di classe Il, durante i processi di interazione
cellulare legate al riconoscimento dell’antigene [8-9]. La molecola CD4 non e
presente unicamente a livello dei linfociti T helper, ma anche sulla superficie di
una notevole percentuale dei monociti presenti nel sangue circolante, nei
macrofagi tissutali, nelle cellule dendritiche follicolari dei linfonodi, nelle cellule
della microglia dell’encefalo e nelle cellule dendritiche della cute e mucose. Non
c’¢ dubbio che il CD4 sia il recettore fondamentale, per il quale la glicoproteina
gp120 presente nell’envelope virale presenta un’elevatissima affinita e con il
quale gp120 interagisce.

Tuttavia, oltre al CD4, & necessaria la presenza di corecettori per consentire
I’ingresso del virus. Questa funzione puod essere svolta da una serie di proteine
appartenenti alla classe dei recettori con sette domini transmembrana, anche se le
piu importanti sono rappresentate dalle molecole CCR5 e CXCR4 [10-11]. La
classe di tali recettori & molto vasta e contiene oltre 100 proteine correlate. Molte
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di queste proteine hanno dimostrato facilitare il legame di HIV in vitro. Il
significato in vivo dell’ingresso virale attraverso questi co-recettori minori,
tuttavia, rimane poco chiaro. In particolare sulla superficie dei macrofagi €
presente il corecettore CCR5, mentre i ceppi linfotropi usano il CXCR4 (recettore
per la chemochina SDF-1).

L’infezione inizia con 1’ancoraggio del virione alla membrana della cellula
bersaglio. Questo processo comincia con il legame della glicoproteina
pericapsidica env (3 molecole di gpl20 e gp4l) con il CD4 presente sulla
superficie cellulare. Questo legame provoca 1’esposizione di un’altra porzione del
trimero env che interagisce con il corecettore CXCR4, nel caso degli stipiti
linfotropici di HIV, o con il CCRS5, nel caso degli stipiti monotropici. Esiste anche
un certo numero di stipiti duo-tropici, in grado di infettare sia cellule linfocitarie
che macrofagiche CDA4. In particolare il legame di gp120 di HIV al recettore CD4
e al co-recettore, determina un cambiamento conformazionale a livello di gp4l
che provoca l'inserimento della regione peptidica di fusione all’N-terminale nella
membrana della cellula ospite (Figura 3) [12-13-14-15-16]. Tale inserimento
comporta la fusione delle membrane e l'ingresso del virus nel citoplasma, un
processo criticamente dipendente dalle interazioni tra le regioni N - e C - terminali
digp4l[2e3].
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Figura 3: Rappresentazione delle fasi dell’ingresso virale [3].
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La liberazione del nucleocapside virale nel citoplasma cellulare avviene per la

fusione del peplos virale con la membrana cellulare esterna.

Formazione del complesso di pre-integrazione

L’informazione genomica di HIV ¢ contenuta nel genoma ad RNA. Durante
I’infezione della cellula ospite, il genoma a RNA ¢ prima retro trascritto a DNA a
singolo filamento, che viene poi convertito in DNA a doppio filamento [17-18]. Il
genoma a DNA a doppio filamento forma un complesso con proteine virali e
cellulari che viene attivamente trasportato al nucleo [1].

Integrazione, trascrizione e assemblaggio dei virioni

Il genoma a DNA a doppio filamento viene quindi integrato, mediante 1’enzima
virale integrasi, nel DNA cromosomico della cellula ospite. Il DNA virale
integrato o provirus puo rimanere silente per periodi di tempo anche molto lunghi
prima di essere trascritto nei diversi RNA messaggeri e dare I’avvio ad un ciclo di
replicazione virale (infezione produttiva).

Il provirus ¢ caratterizzato dalla presenza di copie identiche dell’LTR che
fiancheggiano le regioni codificanti. I1 5> dell’LTR ora funziona come promotore,
regolando la produzione dei trascitti di RNA, i quali sono anche regolati dai fattori
trascrizionali della cellula ospite e dalla proteina virale Tat [19-20-21].

All’inizio del processo di trascrizione, gli mRNA virali che vengono esportati nel
citoplasma sono di piccole dimensioni e corrispondono in pratica ai singoli geni
che codificano le proteine regolatrice ed accessorie. La proteina Tat € una delle
proteine che devono essere codificate all’inizio del ciclo replicativo, poiché gioca
un ruolo chiave in questo processo. Essa infatti rientra nel nucleo ed é essenziale
affinché il processo di trascrizione del provirus avvenga regolarmente. Anche la
proteina Rev rientra nel nucleo, dove si lega agli RNA messaggeri virali e li
protegge dall’azione degli spliceosomi nucleari, consentendo 1’esportazione nel

citoplasma degli RNA messaggeri di maggiori dimensioni, corrispondenti
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all’intera sequenza provirale. Essi in parte vengono tradotti nelle poliproteine da
cui prendono origine le diverse proteine strutturali e in parte vanno a costituire il
genoma dei virioni neoprodotti che a questo punto si assemblano, acquisendo
I’involucro pericapsidico e liberandosi per gemmazione nell’ambiente

extracellulare [1-2-22-23-24].
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Figura 4: Ciclo replicativo di HIV-1 [116].
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1.2.5 Patogenesi dell’infezione da HIV

L’infezione da HIV-1 rappresenta la tappa iniziale di un processo che, dopo un
periodo di tempo piuttosto lungo di latenza clinica (oggi notevolmente
prolungabile grazie alla presenza dei farmaci antiretrovirali) si traduce
inesorabilmente con la morte del paziente.

L’infezione primaria comprende il periodo di tempo che va dal momento
dell’infezione iniziale allo sviluppo di una reazione anticorpale evidenziabile con 1
test di routine diagnostica (sieroconversione). Al termine dell’infezione acuta si
stabilisce un equilibrio tra la replicazione virale e la risposta immune dell’ospite,
che viene definita fase cronica, durante la quale non sono presenti sintomi
caratteristici. Nell’ultimo stadio dell’infezione, ovvero lo stadio di AIDS
conclamato, si assiste al calo drastico dei linfociti CD4, all’aumento della viremia

e all’insorgenza di infezioni opportunistiche che portano al decesso del paziente.

Infezione primaria

Dopo l'esposizione delle mucose al virus, HIV-1 sembra infettare inizialmente le
cellule mucosali del Langerhans. Queste cellule possiedono lunghi processi che si
interdigitano tra le cellule epiteliali e sub-epiteiali. Tali cellule macrofagiche sono
fondamentali per la presentazione degli antigeni e per attirare le cellule T CD4+.
Esse esprimono il CD4 ed il CCRS5, anche se solo debolmente, e quindi sono
infettabili da parte di HIV. Tali cellule del Langerhans inoltre esprimono anche
una lectina a livello della superficie cellulare, nota come DC-SIGN, che é capace
di legare gpl20 con alta affinita. 1l virus vincolato alle cellule mucosali di
Langerhans viene quindi allontanato dalla mucosa per essere portato in prossimita
delle cellule T CD4+ .

Il virus e quindi in grado di infettare le cellule T CD4 esprimenti il corecettore
CCRS5, le quali migreranno poi verso i linfonodi regionali. Le cellule T infettate

rimangono dungue sequestrate nei linfonodi regionali fino al raggiungimento di
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una soglia di replica per 2-6 settimane, in seguito si verifica una forte viremia
plasmatica. Questa e definita infezione primaria da HIV.

Dopo I’infezione primaria, il virus diffonde in pochi giorni in tutti i distretti del
corpo. Questa fase & associata ad una carica virale plasmatica molto elevata, e
livelli di RNA virale possono superare le 5 x 10° copie di RNA/mI .

Questa fase, spesso asintomatica, puo talvolta essere accompagnata da sintomi
aspecifici, quali eruzione cutanea, linfoadenopatia, artropatia e febbre. Il picco
viremico si risolve spontaneamente dopo 2-4 settimane, in seguito alla risposta
immunitaria primaria. Anche se la viremia plasmatica e soppressa dopo la
sieroconversione, HIV-1 non viene mai eliminato dall’organismo. Il picco di
viremia € associato ad una riduzione transitoria delle cellule T CD4 + nel sangue
periferico. Questo € generalmente modesto e di breve durata, ma puo
occasionalmente portare ad una immunosoppressione clinica del paziente.

Una volta che il picco di viremia e stato risolto, i livelli di cellule CD4+ ritornano

ai livelli basali, ma rimangono inferiori a quelli pre-infezione [33-34-35-36].

Latenza clinica

Durante la fase asintomatica cronica di HIV, i linfociti CD4 diminuiscono
lentamente e in modo lineare. | livelli di RNA sono molto variabili tra gli
individui (possono variare da < 50 copie di RNA/mI, nel caso degli elite
controllers, a > 1.000.000 copie RNA/mI). Pero il DNA provirale ¢ sempre
rilevabile nei PBMC.

L'uso di farmaci anti-retrovirali conduce alla soppressione della replicazione
virale, ad una riduzione della viremia plasmatica ed un aumento della conta CD4
[37-38-39] .

Fase terminale di infezione

La diminuzione della conta dei CD4 nel corso di HIV-1 non é costante nel tempo.

C'e una rapidissima e temporanea diminuzione di cellule T CD4+ durante I’
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infezione primaria, a cui segue una fase asintomatica in cui il calo della conta dei
CD4 e variabile e legato principalmente al livello di viremia. Tuttavia, il calo in
questa fase sembra essere approssimativamente lineare, e quindi costante nel
tempo. Nelle fasi precoci della malattia il virus sembra utilizzare
preferenzialmente il CCR5, mentre nella fase cronica il virus pare utilizzi il
CXCR4 come co-recettore, o abbia il doppio tropismo sia per il CCR5 sia per il
CXCRA4. 1l CCR5 e espresso principalmente su linfociti T attivati e macrofagi, e
non e altamente espresso sulle cellule T-resting. Questo in parte spiega
I'associazione tra l'attivazione delle cellule T e suscettibilita a HIV-1 in vitro. Il
CXCR4 ¢ piu ampiamente espresso a livello delle cellule immunitarie sia resting
sia attivate. La differenza tra l'utilizzo del recettore CCR5 e del CXCR4 é stato
dimostrato risiedere in 2 sostituzioni aminoacidiche a livello del loop V3 di
gp120.

Il ruolo critico del co-recettore CCR5 nel definire I'ingresso di HIV-1 nelle cellule
T attivate puo essere dimostrata attraverso lo studio dei polimorfismi CCRS. E’
stata descritta una mutazione per delezione di 32 paia di basi del CCRS5, A - 32, in
cui il corecettore viene sintetizzato ma non € in grado di essere espresso sulla
membrana cellulare. I soggetti che sono omozigoti per la mutazione A-32
sembrano essere immunologicamente normali, ma meno suscettibili all’infezione.
Circa I'1 % della popolazione caucasica € omozigote per questa mutazione, e il 17
% eterozigote. Gli individui eterozigoti per A-32 sviluppano una patologia
caratterizzata da un tasso piu lento di declino CD4, e quindi da una prognosi
migliore [6-60-41-42].

La fase cronica, in cui & presente la progressiva perdita dei linfociti T CD4,
culminano poi con la fase terminale, o AIDS conclamato, in cui la
compromissione immunologica &€ drammatica, la viremia € molto alta e si arriva al

decesso del paziente (Figura 5).
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The typical clinical course of HIV disease.
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Figura 5: Conta dei linfociti CD4 (cellule/mm?) e viremia plasmatica (copie RNA/mI) durante
I’infezione da HIV [6].
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1.2.6 Latenza virale

La latenza virale & uno stato di reversibile infezione non produttiva delle singole
cellule. Diversi Herpesvirus hanno programmi genetici elaborati che consentono
la persistenza dei genomi virali con l'espressione genica virale minima. Per i
retrovirus, l'integrazione stabile del cDNA virale nel cromosoma della cellula
ospite, € un passo essenziale che permette la persistenza dei genomi virali per la
durata della vita delle cellule infette .

Per HIV-1, il termine latenza e stato inizialmente utilizzato nel senso clinico, per
descrivere il lungo periodo asintomatico tra l'infezione iniziale e lo sviluppo di
AIDS. Tuttavia, con I'avvento di sensibili saggi di RT-PCR per valutare la viremia
[43], é diventato chiaro che il virus replichi attivamente durante tutto il corso
dell'infezione, anche durante il periodo asintomatico.

Il meccanismo principale attraverso il quale HIV-1 elude la risposte immunitaria
non é la latenza, ma piuttosto la rapida evoluzione di mutazioni che annullano il
riconoscimento da parte degli anticorpi neutralizzanti e dei linfociti T citotossici
[44] .

E interessante notare che HIV-1 non stabilisce in modo efficiente una infezione
produttiva in cellule quiescenti T CD4+ [45-46-47]. Ma come pud svilupparsi
un’infezione latente in queste cellule resting? Un'ipotesi plausibile e basata sulla
normale fisiologia delle cellule T CD4+. In risposta all'antigene, tali cellule
resting subiscono eventi di proliferazione e differenziamento cellulare, che danno
origine a cellule effettrici .

La maggior parte delle cellule effettrici muore rapidamente, ma un sottoinsieme
sopravvive e ritorna ad uno stato di quiescenza in Go. Esse persistono come
cellule di memoria, con un modello alterato di espressione genica. Le cellule T
CD4 attivate, sono altamente suscettibili all’infezione da parte di HIV-1 e
tipicamente muoiono rapidamente a causa dell’effetto citopatico del virus o delle
risposte immunitarie dell’ospite [48-49]. Tuttavia, alcune cellule T CD4 + attivate
possono infettarsi e quindi sopravvivere abbastanza a lungo per ripristinare uno

stato quiescenza.
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Poiché I’espressione genica di HIV-1 dipende da fattori di trascrizione inducibili
da parte dell’ospite, che vengono attivati solo transitoriamente dopo I'esposizione
all'antigene, 1’espressione genica virale pud essere estinta come le cellule
ritornano ad uno stato di memoria.

Il risultato & una forma stabilmente integrata ma trascrizionalmente silente del
virus a livello cellulare, la cui funzione & di sopravvivere per lunghi periodi di
tempo. Nello stato latente, il virus persiste semplicemente come informazione
(sotto forma di 10 kb di integrato HIV-1 DNA), ed e quindi influenzato da
farmaci antiretrovirali o dalle risposte immunitarie. Tuttavia, se la cellula ospite
viene riattivata da un incontro con l'antigene o di altri stimoli attivanti, la latenza
puo essere revertita e la cellula puo iniziare a produrre attivamente particelle
virali.

L’introduzione di combinazioni di farmaci antiretrovirali noti come terapia
antiretrovirale altamente attiva, 0 HAART, ha dimostrato ridurre i livelli di virus
nel plasma al di sotto del limite di rilevazione, sollevando speranze per
I'eradicazione virale [50-51-52]. Il quesito a cui si € poi cercato di dare una
risposta é se il pool di cellule latentemente infette si mantiene 0 meno nei pazienti
che hanno soppresso la viremia a livelli non rilevabili, grazie alla terapia
antiretrovirale. La risposta a questa domanda ¢ stata data contemporaneamente da
tre gruppi, che hanno dimostrato nel 1997 che le cellule latentemente infette

persistono nei pazienti che rispondono bene alla HAART [53-54-55] .
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1.2.7 Altri reservoir virali

Fin dalla descrizione delle cellule T CD4 come reservoir di infezione, diversi tipi
cellulari e siti anatomici sono stati proposti come ulteriori reservoir.

I reservoir virali sono tipi cellulari o siti anatomici in cui in virus persiste in forma
latente per lunghi periodi di tempo, anche in pazienti sottoposti a terapia HAART

efficace. In pratica rappresentano delle barriere all’eradicazione.

In molti pazienti sottoposti ad HAART, la viremia, dopo un momento iniziale in
cui € molto elevata, si abbassa e rimane a livelli al di sotto dei limiti di rilevabilita
delle metodiche di diagnostica (50 copie/ml) per periodi di tempo indefiniti
(viremia residua).

In alcuni pazienti, tuttavia, la viremia residua € dominata da un piccolo numero di
cloni virali che non sono ben rappresentati nelle cellule T CD4 + circolanti [56].
Inoltre, I'analisi di sequenze virali in cellule T CD4 + a riposo e nella viremia
residua con metodi filogenetici ha rivelato che alcuni virus nel plasma
rappresentano una popolazione distinta non presente in cellule T CD4 + a riposo
[57-58]. Questi studi suggeriscono che siano presenti ulteriori fonti di viremia
residua nei pazienti trattati con HAART oltre ai reservoir rappresentati dalle
cellule T CD4+. Le cellule della linea dei monocito-macrofagica sono
chiaramente infettate da HIV-1 [59-60]. | macrofagi infetti possono costituire una
fonte particolarmente importante di virus durante il decorso della malattia, quando
le cellule CD4+ sono estremamente ridotte. Esistono alcune prove per 1’ infezione
dei monociti circolanti [61-62], anche se tali cellule non possono essere
considerate un serbatoio di infezione, poiché circolano solo per circa 1 giorno
prima di entrare nei tessuti e differenziarsi in macrofagi. I monociti possono
attraversare la barriera ematoencefalica e differenziarsi in macrofagi e cellule
microgliali. Pertanto, l'infezione dei monociti pud fornire un meccanismo per
I'ingresso del virus nel sistema nervoso centrale [63]. E’ ancora controverso e
dibattuto se le cellule progenitrici del lineage monocito-macrofagico o se le

cellule staminali ematopoietiche (HSC) siano infettate 0 meno in vivo.
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Questa problematica é attualmente ancora molto dibattuta e sono molteplici gli
studi in atto [64]. Rimane ancora poco chiara la misura in cui queste cellule

sopravvivono nei pazienti in HAART.

1.2.8 HIV e citopenie

L’infezione da HIV, oltre ad essere caratterizzata dalla progressiva
compromissione del sistema immunitario ed alla perdita dei linfociti T CD4+,
comparta anche disfunzioni a livello di altre cellule e tessuti. In particolare
sappiamo compromettere 1’0sso, portando osteopenia ed osteoporosi, in soggetti
giovani, ma anche il sistema cardiovascolare e renale [65-66-67]. Anche il sistema
nervoso centrale e soggetto al danno da parte del virus, infatti sono parecchi i casi
di demenza HIV-indotta e di danni neuronali.

Oltre alla perdita dei linfociti CD4, i pazienti HIV infetti presentano numerose
citopenie a livello del sangue periferico. In particolare la trombocitopenia
rappresenta una delle prime manifestazioni ematologiche, mentre anemia e
neutropenia si manifestano nelle fasi piu tardive dell’infezione [68-69-70-71-72].
Queste citopenie del sangue periferico sono state osservate anche in assenza di
tumori, trattamento chemioterapico o infezioni opportunistiche, quindi I'infezione
da HIV puo essere direttamente associata all’induzione di queste anomalie
ematologiche. Il progressivo esaurimento di queste linee cellulari del sangue €
stato correlato a diversi meccanismi HIV-relati, come la riduzione della
sopravvivenza e proliferazione delle cellule progenitrici ematopoietiche (HPC), I
inibizione della differenziazione delle cellule progenitrici in determinate linee
cellulari o I’azione diretta sulle cellule mature; il deterioramento delle cellule
stromali, e la deregolazione della produzione di citochine e la comparsa di

reazioni autoimmuni.
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1.2.9 HIV e anemia

L'anemia & una complicanza clinica rilevabile in molti pazienti affetti da HIV
[73]. L'incidenza complessiva di anemia nei soggetti HIV-positivi e del 10 % in
pazienti asintomatici e fino al 92 % nei pazienti con AIDS. Il trattamento con
CART ha ridotto il problema dell'anemia nei pazienti affetti da HI\VV ma non lo ha
risolto completamente. In una coorte di 1624 pazienti nello studio EuroSIDA, la
prevalenza di anemia durante HAART é scesa dal 65 % nei pazienti naive al 53 %
dopo 6 mesi di terapia e il 45 % dopo 1 anno di terapia [74] . Anche se I'anemia
generalmente non crea morte nei pazienti HIV, & ben noto che possa aumentare la
morbilita in questi soggetti. | pazienti affetti da HIV con anemia presentano un piu
alto rischio di ridotta sopravvivenza rispetto a quelli non anemici. | sintomi
dell’anemia durante l'infezione da HIV non sono diversi dai sintomi che si
osservano nei pazienti HIV negativi, e la diagnosi & spesso una diagnosi di
laboratorio basata su una riduzione del valore di emoglobina ( Hb ) e sulla conta
degli eritrociti. L' anemia é generalmente mite con concentrazioni di Hb comprese
tra 8-14 g / dL per gli uomini e 8-12 g / dL per le donne, anche se il grado di
anemia dipende dal contesto immunosoppressiva e dallo stadio della malattia. La
morfologia eritrocitaria non presenta variazioni consistenti a livello del sangue
periferico.

La patogenesi dell'anemia nei pazienti HIV-positivi € multifattoriale: i diversi
meccanismi che sono coinvolti nell'induzione dell’anemia coinvolgono la
riduzione della produzione degli eritrociti e I’aumento della loro distruzione.
L’HIV ¢ direttamente coinvolto nell’induzione dell’anemia, anche se sono
implicate altre cause nella comparsa dell’anemia, come le malattie neoplastiche, le
carenze vitaminiche, la compromissione del metabolismo del ferro, i trattamenti
farmacologici e le infezioni opportunistiche. Cleveland e colleghi hanno osservato
I'espressione del CD4 sulle membrane cellulari delle cellule eritroidi
differenziazione. La coespressione di CD4 e glicoforina A indica che alcune
cellule in differenziamento verso la linea eritroide potrebbero rappresentare un

target per I'infezione da HIV [75] . Inoltre, é stata dimostrata anche I'espressione
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di CXCR4 in CD34+ BFU, anche se il suo livello di espressione diminuisce
durante il differenziamento eritroide. La disfunzione del differenziamento
eritroide potrebbe essere correlata a danni a livello del microambiente midollare e
alla riduzione delle cellule stromali. IL- 1B, IFNy, TGFB1 e TNFa sono in grado
di sopprimere la crescita delle cellule progenitrici in vitro e possono svolgere un
ruolo importante nell” induzione di anemia associata ad HIV. Alcuni lavori hanno
suggerito che I'HIV possa compromettere i meccanismi di feedback EPO-
correlati che regolano I'omeostasi dei globuli rossi. La riduzione della
concentrazione di Hb induce la produzione di EPO, mentre in molti pazienti con
HIV la presenza di anemia € associata ad una diminuzione della concentrazione
sierica di EPO, che risulta indipendente dal danno renale. Inoltre, diversi
esperimenti in vitro hanno dimostrato che I'HIV-1 determina una riduzione della
sintesi di EPO. Diversi meccanismi sono stati considerati per spiegare questa
riduzione EPO [78-79-80-81-82]. L’up-regolazione delle citochine pro-
inflammatorie (IL- 1B e TNF-a) down-regola direttamente I'espressione di EPO in
vitro, attraverso la formazione di specie reattive dell’ossigeno, che a loro volta
danneggiano 1’affinita di legame dell” EPO. Inoltre, gli anticorpi circolanti anti-
EPO sono rilevabili in circa il 23 % dei pazienti affetti da HIV, e uno studio
prospettico su 113 pazienti ha mostrato che gli anticorpi anti-EPO potrebbe essere
considerati un fattore di rischio indipendente per I'anemia [83-84-85]. La presenza
di questi autoanticorpi diretti contro diversi obiettivi, & stato associata al
mimetismo molecolare e alla disregolazione del sistema immunitario. Recenti
studi hanno dimostrato che gli anticorpi anti-EPO riconoscono principalmente tre
epitopi dell’EPO che si estendono su tre regioni, tra cui i domini amminoacidi 1-
20 (EP1), 54-72 (EP5) e 147-166 (EP12) di cui EP1 e EP12 sono i domini che
sono coinvolti nell'interazione EPO-EPOR. La regione corrispondente alla EP1
mostra una omologia di sequenza del 63% con la sequenza amminoacidica di p17
di HIV. L’anemia associata ad HIV potrebbe anche essere indotta da emolisi.
Infatti in alcuni pazienti affetti da HIV, sono stati osservati casi di emolisi che
sono collegati a CID, deficit di glucosio- 6 - deidrogenasi, auto-anticorpi contro i

globuli rossi, porpora trombocitopenica e trattamento farmacologico. Sebbene
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I’emolisi costante ¢ rara nei pazienti con HIV, il danno e la lisi dei globuli rossi da
auto-anticorpi possono essere considerate un ulteriore meccanismo di anemia
associata ad HIV.

In conclusione, l'insorgenza di trombocitopenia e anemia rappresentano
importanti manifestazioni patologiche in pazienti affetti da HIV. La patogenesi di
queste citopenie € multifattoriale, ma sicuramente possono intervenire diversi
attori, come le HPC, le cellule in differenziamento, la deregolazione citochinica e
la compromissione delle cellule stromali [86-87].

L'indagine dei diversi meccanismi che sono coinvolti nella genesi di queste
citopenie ha fornito importanti risultati sulla patogenesi dell'HIV, anche se alcuni
elementi cardine, quali la suscettibilita delle HPC per l'infezione da HIV e il loro
ruolo come serbatoi di infezione, sono ancora in discussione e meritano ulteriori

analisi sperimentali [4].
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1.3 Le cellule staminali

Le cellule staminali sono cellule primitive, non specializzate, caratterizzate dalla
capacita di autorinnovamento e di differenziazione. Esse sono quindi in grado di
generare, dividendosi, due cellule differenti tra loro, di cui una e uguale alla
cellula madre (staminale), mentre 1’altra ¢ differente (progenitore) e potra
originare una progenie cellulare con caratteristiche diverse e peculiari.

Le cellule staminali posso essere di due tipologie: cellule staminali embrionali,
ovvero cellule con potenzialita illimitata, e cellule staminali adulte. Le cellule
staminali embrionali caratterizzano i primi stadi della vita embrionale, infatti sono
presenti nella massa cellulare interna della blastocisti, poco prima dell’impianto
nella mucosa uterina, mentre le cellule staminali adulte (0o somatiche)
comprendono quelle fetali, presenti negli abbozzi degli organi, quelle neonatali,
isolabili dal cordone ombelicale e quelle propriamente adulte, presenti in molti
degli organi del nostro corpo.

Le cellule staminali possono essere inoltre distinte sulla base del loro potenziale
proliferativo. Le cellule staminali totipotenti sono cellule in grado di dare origine
a qualunque organo o tessuto, compresi i tessuti extraembrionali, le cellule
pluripotenti sono in grado di differenziarsi in tutti i tipi cellulari derivati da
mesoderma, endoderma ed ectoderma, le cellule multipotenti o cellule progenitrici
sono in grado di differenziarsi in moti tipi cellulari, appartenenti pero ad un unico
tessuto, ed infine quelle unipotenti le quali sono in grado di dar luogo ad un unico

tipo cellulare.
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1.4 Le cellule staminali ematopoietiche

Le cellule staminali ematopoietiche sono cellule in grado di dare origine a tutte le
cellule linfoidi e mieloidi del sangue, midollo osseo e timo. Esse possono
differenziarsi sia in cellule di tessuti non ematopoietici, come fegato, pancreas,
cuore, cervello e rene, sia in cellule che daranno poi origine a tutte le cellule del
sangue [89-90-91]. Tali cellule possiedono tre caratteristiche: sono pluripotenti,
ovvero in grado di generare piu tipi cellulari appartenenti ai tre diversi foglietti
embrionali, hanno un alto potenziale proliferativo e sono dotate di auto-
rinnovamento [88].

Le cellule staminali ematopoietiche risiedono nel midollo osseo, in particolari
regioni, denominate nicchie, dove rappresentano 1’1-3% della popolazione
cellulare. Esse sono presenti anche a livello del sangue periferico, in percentuale
minore (0,001-0,1%), e a livello del cordone ombelicale, dove si riscontra una
percentuale pari allo 0,1-0,5%.

Il midollo osseo (BM) forma un ambiente adatto per la sopravvivenza, crescita e
differenziamento delle cellule staminali.

Le componenti cellulari del midollo osseo includono le HPC, le linee cellulari
derivate dalle HPC e le cellule stromali.

Le cellule progenitrici HPC rappresentano una popolazione eterogenea di cellule
CD34+ che include le cellule staminali ematopoietiche piu primitive (HSC), che si
caratterizzano per la pluripotenza e un'elevata capacita di autorinnovamento, € i
progenitori multipotenti (PMP), che provengono dalle HSC e che possiedono una
capacita piu limitata di autorinnovamento. | progenitori multipotenti possono
differenziarsi in progenitori comuni linfoidi (CLPS) e progenitori comuni mieloidi
(CMP). | progenitori comuni lifoidi, a oro volta, possono differenziarsi in cellule
B e T, cellule natural killer e cellule progenitrici dendritiche plasmacitoidi. Il
differenziamento delle cellule T avviene nel timo, mentre i progenitori comuni
mieloidi differenziano nel midollo osseo, in diverse linee cellulari , tra cui
granulociti, eritrociti, megacariociti e monociti [93]. Le filiere derivate dai

progenitori comuni mieloidi migrano nel sangue, ad eccezione di megacariociti, i
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quali rimangono a livello del midollo osseo (Figura 6). Il differenziamento delle
cellule staminali emopoietiche e regolata da specifici fattori di crescita
ematopoietici che inducono la sopravvivenza, proliferazione e maturazione delle
linee cellulari specifiche. Questi fattori condividono diverse proprieta comuni e
agiscono gerarchicamente a diversi stadi di differenziazione, e mostrano spesso
interazioni sinergiche con altri fattori di crescita. Le cellule stromali sono la fonte
principale di questi fattori, con le eccezioni di eritropoietina (EPO) e
trombopoietina (TPO), che sono in gran parte prodotte rispettivamente nei reni e

nel fegato.

HSC
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Granulociti, monociti e CFU-E Cellule T, Be NK e
lul ndritich
cellule dendritiche ¢ Megacariociti ~ cellule dendritiche
Eritrociti

Figura 6: Ematopoiesi umana. HSC: Cellula staminale ematopoietica; MPP: progenitore

multipotente; CLP: progenitore linfoide comune; CMP: progenitore mieloide comune.

L’antigene CD34 ¢ il marcatore di una popolazione cellulare molto eterogenea, sia
morfologicamente che immunologicamente, la cui caratteristica comune é di
generare, in vitro, aggregati clonali e, in vivo, dalla capacita di ricostruire la

mielo-linfopoiesi nel ricevente sottoposto a terapia mielo-linfoablativa.
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Questo marcatore € espresso dallo 1-3% delle cellule del midollo, dallo 0,01
0,1% delle cellule del sangue periferico e dallo 0,1-0,5% delle cellule del cordone
ombelicale.
L’espressione dell’antigene CD34 puo essere associata a quella di altri marcatori
(Figura 7).
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Figura 7: Rappresentazione schematica delle varie fasi differenziative e dei rispettivi antigeni

superficiali.

In particolare sono presenti i marcatori “non lineage specifici”, (come CD38,
Thyl o CD90, CD45RA, HLA-DR, CD71) e marcatori “lineage specifici”. Tra
questi troviamo i marcatori presenti a livello dei linfociti T (come il TdT, CD7,
CD10, CD5, CD2), quelli presenti a livello dei linfociti B (come TdT, CD10,
CD19), quelli caratteristici della linea mieloide (CD33, CD13), ed infine quelli
caratteristici di quella megacariocitaria (CD41, CD61, CD42b). I marcatori “non
lineage specifici” sono inoltre differenzialmente espressi a livello delle cellule
staminali e progenitrici ematopoietiche. In tabella riporto tali espressioni

antigeniche [88].
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Cellule staminali Cellule progenitrici
CD34™ CD34"
CD38 CD38"
c-kit " c-kit"
HLA-DR " HLA-DR*
CD45RA™™"
CD71
KDR* KDR
ALDH* ALDH
CD90 ™" CD90"

Tabella 1: Espressione antigenica in cellule staminali e progenitrici ematopoietiche.
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1.5 HIV e cellule progenitrici ematopoietiche CD34+
(HPCs)

L'incidenza delle citopenie nel sangue periferico in soggetti HIV positivi ha
portato all'ipotesi che I'HIV possa compromettere I’omeostasi del midollo 0sseo e
influenzare la biologia e I’attivita delle HPC. I primi studi hanno osservato che
I'infezione da HIV ¢ correlata con I'esaurimento di HPC e con una significativa
riduzione della crescita in vitro di tali cellule, purificate da pazienti infetti. Questo
suggerisce che le molteplici citopenie periferiche possano essere correlate, almeno
in parte, ad una produttiva infezione da parte di HIV a livello delle HPCs.
L’infezione da HIV pud determinare un progressivo impoverimento delle HPC
causato dalla lisi cellulare, che a sua volta porta alla sconvolgimento del
differenziamento verso varie linee cellulari. Questa ipotesi di una possibile
infezione da HIV a livello delle HPC pud comportare inoltre un elemento
importante nella dinamica della malattia da HIV: le HPC possono ospitare il DNA
provirale di HIV nel proprio genoma e agire come un serbatoio supplementare di
infezione.

E interessante notare i recettori e i co-recettori che possono essere rilevati sulla
membrana cellulare delle HPC. Studi eseguiti mediante citometria a flusso hanno
mostrato che il 25-65 % di cellule CD34 + HPC purificate da midollo osseo di
donatori sani esprime la proteina CD4. Anche i principali co-recettori CXCR4 e
CCR5 sono stati dimostrati essere espressi sulle membrane di tali cellule. In
particolare le proteine CXCR4 e CCR5 sono espresse rispettivamente nel 53 % e
nel 35 % delle cellule CD34+. Tuttavia, I’espressione del CXCR4 e del CCRS5
dipende dalla fase del differenziamento [94-95-96].

L'espressione di recettori e dei co-recettori sulle membrane delle cellule
progenitrici CD34+ suggerisce che queste cellule potrebbero essere considerate un
possibile bersaglio di infezione.

Per esplorare questa ipotesi, sono stati intrapresi due differenti approcci

sperimentali da parte di diversi gruppi di ricerca [97-98]. Il primo é rappresentato
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dal trattamento delle cellule progenitrici prelevate da sangue cordonale o da
midollo osseo di donatori sani con diversi ceppi di HIV, mentre il secondo &
basato sull’analisi ¢ sul rilevamento di acidi nucleici e/o proteine virali in cellule
progenitrici isolate da pazienti infetti. Questi studi erano basati sull'isolamento e
purificazione di HPC che rappresentano una popolazione cellulare eterogenea
perché il CD34 e un marcatore che é possibile rilevare non solo CSE e PMP ma
anche sui progenitori mieloidi piu commissionati, come CFU-GEMM , CFU-
GM, BFU-E e CFU-MK. Diversi studi hanno messo in luce che le HPC CD34+
isolate da midollo di donatori infetti, erano resistenti all'infezione da HIV [99].
Inoltre I’analisi del DNA provirale o dell’RNA virale in tali cellule trattate con
differenti ceppi HIV-1 non ha rivelato una significativa evidenza di infezione da
HIV.

In parziale contrasto con questi dati, Chelucci e collaboratori [100] hanno
purificato HPC CD34+ dal sangue periferico di donatori sani, le hanno coltivate
con EPO, GM-CSF, interleuchina-3 (IL-3) e SCF e poi trattate con differenti
ceppi HIV-1. L'analisi della proteina p24 ha mostrato che il 12 % delle colonie
CFU-GM e meno dell’ 1 % di quelle BFU -E erano positive, mentre le CFU -
GEMM erano negative. E interessante notare che le cellule staminali HPC piu
ancestrali, che sono bloccate nella fase GO del ciclo cellulare, non risultano
permissive all'infezione da HIV, e altri gruppi di ricerca hanno dimostrato che la
porzione piu primitiva pit primitiva (CD34+/CD38-) non & suscettibile
all’infezione di HIV-1 o HIV -2. Tuttavia, una infezione limitata é stata rivelata
nelle prime settimane di coltura a livello delle cellule CD34+/CD38 + (HPC meno
ancestrali), suggerendo che I’infezione potesse coinvolgere a bassa portata solo le
HPC piu commissionate, ma non quelle pit primitive [101-102].

E’ stata quindi indagata la presenza del DNA provirale in HPC isolate da pazienti
HIV- positivi. Due studi, basati su metodiche di PCR per rilevare la presenza del
DNA provirale in HPC isolate da midollo, hanno dimostrato che i pazienti in cui
era rilevabile il DNA provirale erano 1 su 14 nel primo studio e 1 su 11 nel
secondo [103-104]. In contrasto con questi risultati, una maggiore percentuale di

cellule progenitrici risultate positive all’HIV-1 era stata osservata in alcuni gruppi
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di individui positivi specialmente in stadi piu avanzati della malattia [105-106].
Questa discrepanza potrebbe essere legata all'uso di diversi saggi di PCR con
differenti sensibilita, e I'eventuale presenza di contaminanti di cellule stromali
infette.

Nonostante questi risultati controversi, attualmente si ritiene che 1’infezione delle
HPC si ¢ verificata, in alcune condizioni sperimentali, ma in una bassa frazione di
HPC, ovvero in quelle pit commissionate, mentre la HPC piu primitive non sono
state considerati un importante obiettivo di HIV.

Diversi meccanismi sono stati proposti per spiegare la resistenza da parte di
questa cellule all'infezione da HIV. Esse secernono il ligando del CCR5, MIP -
lo, MIP-1B, RANTES e il ligando di CXCR4 1 (SDF-1), che possono competere
con il legame tra gp120 e il corecettore.

Zhang e collaboratori hanno dimostrato che la proteina chinasi ciclina-dipendente
p21 cellulare limita I’infezione delle HPC e interferisce con l'integrazione
provirale del genoma HIV-1 [107]. Tuttavia, studi recenti hanno contestato la
resistenza di tali cellule per I'infezione da HIV.

Uno studio ha descritto il sottotipo C del virus come responsabile dell’infezione
alle HPC, dimostrando una positivita di 12 pazienti su 19. E interessante notare
che , ceppi HIV-1 sottotipo B non erano in grado di infettare HPC , suggerendo
che solo specifici sottotipi di HIV potrebbero essere associati con l'infezione
diretta di HPC [108].

Complessivamente, questi studi recenti hanno riesaminato la correlazione tra
I'infezione da HIV e HPC, ma i dati rimangono ancora controversa e ulteriori studi
sono necessari per valutare se l'infezione da HIV di HPC pu0 essere associato con
la comparsa di citopenia nel sangue o puo rappresentare un ulteriore infezione da
HIV reservoir.

Oltre all’analisi dell’infezione diretta a livello delle HPC, diversi studi sono stati
condotti su granulociti - macrofagi CFU ( CFU - GM ), CFU - GEMMs o BFU -
E. In questo contesto, le HPC isolate da pazienti infetti, hanno mostrato una
ridotta crescita in vitro di BFU-E, CFU-GM e BFU-MK [109-110]. Questi

risultati sono stati confermati anche dall’analisi di HPC purificate da individui
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sani e trattate con HIV, anche se altri studi non hanno osservato una inibizione
della crescita [111-112] probabilmente a causa delle differenti tra i ceppi di HIV
utilizzati le differenti condizioni di coltura. La riduzione significativa della
crescita di CFU - GEMM , CFU - GM , BFU -E e BFU - MK suggerisce
un‘alterazione della proliferazione di tali HPC, con il possibile coinvolgimento
dell'apoptosi nell'induzione delle citopenie.

L’apoptosi svolge un ruolo importante nella deplezione di linfociti T CD4+, anche
attraverso l'interazione di gp120 di HIV e CD4. Gp120 di HIV é anche in grado di
indurre l'attivazione di apoptosi nelle cellule endoteliali, osteoblasti, e neuroni
[113]. Questa regolazione negativa della proliferazione e della sopravvivenza e
stata associata con I’aumento della produzione del TGF-B1 da parte delle HPC e
la presenza di un meccanismo Fas-dipendente [114]. Questa riduzione nella
sopravvivenza e proliferazione causata dall’apoptosi potrebbe spiegare almeno in
parte la diminuzione delle cellule progenitrici e dei precursori circolanti, osservata

nei pazienti HIV-positivi [115] .
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2. OBIETTIVO DELLO
STUDIO

L’infezione da HIV induce non solo una progressiva riduzione del numero di
linfociti T CD4+ ma determina una serie di lesioni a livello del compartimento
emopoietico con la comparsa clinicamente rilevante di piastrinopenia, anemia e
granulocitopenia. In particolare, la riduzione degli eritrociti viene rilevata nel 10%
dei pazienti asintomatici e nel 92% di quelli con AIDS e ’anemia conseguente
rappresenta un fattore predittivo negativo dell’evoluzione della infezione da HIV.
L’avvento della terapia combinata antiretrovirale (CART) non ha determinato la
scomparsa delle forme anemiche, le quali sono riscontrabili in diversi pazienti
HIV positivi, suggerendo una patogenesi i cui meccanismi sono ancora da
comprendere. Al momento, si ritiene plausibile che la riduzione degli eritrociti
abbia una origine di tipo multifattoriale dove I’infezione da HIV, I’inflammazione
cronica con deregolazione citochinica HIV indotta e la stessa terapia
antiretrovirale giocano un ruolo negativo sulla differenziazione della filiera
eritrocitaria, sin dalla cellula progenitrice ematopoietica CD34+.

L’obiettivo dello studio ¢ stato quello di evidenziare alcuni dei possibili
meccanismi coinvolti nella patogenesi dell’anemia nei pazienti HIV positivi. In
particolare, si ¢ studiata I’interazione di HIV e di proteine virali come gp120 sia
sulle cellule progenitrici ematopoietiche CD34+ (HPCs) isolate da sangue
cordonale sia lungo il differenziamento verso la filiera eritrocitaria indotto da
eritropoietina (EPO).

I risultati ottenuti indicano come HIV e gp120 siano in grado di indurre apoptosi
delle HPCs attraverso un circuito esocrino-paracrino indotto da citochine come
TGF-B1 con I’induzione di alcuni geni come GATA e TNFa. Inoltre, 1’analisi
dell’azione di HIV e gp120 sulla differenziazione verso la filiera eritrocitaria ha
mostrato 1’alterazione del ciclo cellulare con uno stravolgimento dell’equilibrio

differerenziazione/proliferazione correlato a una alterazione della regolazione
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citochinica indotta dal virus, dove, in precise condizioni sperimentali, & stato
possibile vedere una paradossale accelerazione del processo differenziativo in
concomitanza di una riduzione consistente del numero di cellule eritrocitarie.

In particolare, le cellule progenitrici isolate da sangue cordonale, indotte
inizialmente in differenziamento mediante apposite citochine e successivamente
trattate con gp120, presentano nei primi 5 giorni dal trattamento un aumento di
proliferazione e differeziamento, a cui segue un brusco arresto che culmina con
aumento dell’apoptosi (dipendente dal legame gp120-CD4 e CXCR4 e TGFp1
dipendente) e con una drastica riduzione del differenziamento. L’accelerazione
del processo differenziativo si conclude quindi con una riduzione del numero di
cellule terminalmente differenziate.

L’insieme dei risultati ha permesso di definire in modo consistente la complessita
della genesi dell’anemia in questi pazienti e di poter suggerire anche nuovi target
terapeutici per trattare 1’anemia in questi soggetti, gia sottoposti a terapia

antiretrovirale convenzionale cART.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Preparazione dello stock virale

Gli stock virali HIV-1 1lIB and HIV-1 ada sono stati preparati infettando
rispettivamente le C8166 e i PBMC [118]. Brevemente, per la preparazione dello
stock HIV-1 I1IB, la linea cellulare linfoide C8166 viene infettata con il ceppo
linfotropico HIV-1 I1IB (5 ng/ml), mentre per la preparazione dello stock HIV-1
ada, le cellule mononucleate del sangue periferico, PBMCs, dopo essere state
stimolate per 3 giorni con fitoemoagglutinina (PHA, 5ug/ml) e interleuchina 2
(IL-2, 10 U/ml), vengono infettate con il ceppo monotropico HIV-1 Ada (5
ng/ml).

Le cellule, una volta infettate, vengono mantenute per 2 ore a 37°C, e
successivamente poste in terreno RPMI (Lonza, Germany) addizionato con FBS
(siero bovino fetale, Gibco) al 10%.

Dopo 7-14 giorni dall’infezione, il sovranatante della coltura viene raccolto per la
quantificazione dell’antigene p24 virale e conservato a -80. La quantificazione
viene eseguita mediante lo strumento Vidas Biomerieux (France) utilizzando il kit
ELISA HIV-1 p24 (Biomerieux, Marcy L’Etoile, France).

3.2 Separazione delle cellule progenitrici ematopoietiche CD34+

Le cellule progenitrici ematopoietiche CD34+ sono state prelevate dal sangue
cordonale ottenuto dalla Banca del Cordone presso il Policlinico S. Orsola-
Malpighi (Bologna). Tali cellule sono state separate mediante selezione
immunomagnetica positiva, utilizzando il kit EasySep™ Human Cord Blood

CD34 Positive Selection Kit (Stemcell Technologies).
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E’ stata analizzata la purezza delle cellule progenitrici ematopoietiche cosi
ottenute, per mezzo della valutazione citofluorimetrica (utilizzando il citometro a
flusso BD FACScalibur, Becton Dickinson, USA) dell’espressione dell’antigene
CD34.

Le cellule ottenute dalla separazione sono state inizialmente centrifugate a 4000
rpm per 4 minuti, risospese in PBS e marcate con I’anticorpo anti-CD34 FITC
(Becton Dickinson, USA) per 30 minuti in ghiaccio. Dopo un ulteriore lavaggio in
PBS di 4 minuti a 4000 rpm, le cellule sono state risospese ed analizzate mediante
citometria a flusso.

E’ stata considerata la popolazione CD34+ solo quella con una purezza maggiore

del 95%.

3.3 Colture cellulari indifferenziate e trattamento virale

Dopo la separazione immunomagnetica, le cellule CD34+ sono state risospese in
terreno Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium IMDM (Lonza, Germany) a cui ¢
stato aggiunto FBS al 2%, antibiotico penicillina-streptomicina, IL-3 (Roche
Diagnostics, Germany, 10 ng/ml), SCF (Roche Diagnostics, Germany 10 ng/ml) e
GM-CSF (250 ng/ml) e poste ad una densita di 50000 cellule/ml.

Tali cellule sono quindi state trattate con HIV-1 11IB (ceppo linfotropico), HIV-1
ada (ceppo monotropico), gp120 ricombinante (gp120, 5ug/ml, NIBSC, London,
UK) e virus inattivato al calore.

In particolare, per 1’infezione, le cellule progenitrici ematopoietiche sono state
incubate per 2 ore a 37 °C con i due ceppi virali, lavate e successivamente poste in
terreno. Il trattamento con gpl20 viene invece eseguito mediante aggiunta della
proteina ricombinante alla coltura cellulare. 1l virus inattivato al calore HIV-111IB
(hiHIV-111lb) e HIV-lada (hiHIV-lada) e stato ottenuto dopo un ciclo di
inattivazione a 65°C per 30 minuti [119]. Le cellule, dopo essere state isolate,
vengono trattate con 120 ng/ml di hiHIV-1 11IB e HIV-1 ada e poste in terreno.
Contemporaneamente alla messa in coltura sono stati aggiunti diversi fattori quali
anti-TGFB1 neutralizzante (1pg/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA), TGF- B1
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ricombinante (900 pg/ml, Peprotech, USA), CD4 solubile (sCD4 3ng/ml, NIBSC,
London, UK), P5P (5 ng/ml, Sigma) e AMD3100 (0,5uM, Peprotech, London,
UK). Tali fattori vengono aggiunti ogni 24 ore.

Sono state poi eseguite raccolte dopo 3 giorni dal trattamento con il virus attivo,
inattivato al calore e con gp120 ricombinante.

3.4 Colture cellulari differenziate verso la linea eritroide e

trattamento virale

Sono stati utilizzati due protocolli sperimentali. Nel primo le cellule CD34+ sono
inizialmente messe in terreno IMDM con aggiunta di FBS al 2%, antibiotico
penicillina-streptomicina, IL-3 (10 ng/ml), SCF (10 ng/ml), GM-CSF (250 ng/ml)
e trattate con HIV-1 I1I1B (ceppo linfotropico) e HIV-1 ada (ceppo monotropico)
inattivati al calore e gp120 ricombinante per 24 ore. Successivamente vengono
indotte in differenziamento con eritropoietina (EPO, 4U/ml) e poste ad una
densita di 50000 cellule/ml.

Nel secondo le cellule CD34+ sono inizialmente poste in terreno IMDM
addizionato con FBS al 2%, antibiotico penicillina-streptomicina, 1L-3 (10 ng/ml),
SCF (10 ng/ml), GM-CSF (250 ng/ml) ed eritropoietina (EPO, 4U/ml) e seminate
ad una densita di 50000 cellule/ml. Dopo 24 ore dalla separazione, le cellule
vengono trattate con HIV-1 IlIIB (ceppo linfotropico) e HIV-1 ada (ceppo
monotropico) inattivati al calore e gp120 ricominante.

In entrambi i protocolli, dopo 4 giorni le cellule vengono rimesse in coltura in
assenza di GM-CSF e SCF. Dopo 8 giorni le CD34 vengono mantenute in IMDM,
FBS (2%) ed EPO (4U/ml). Il virus inattivato al calore e gp120 ricombinante
vengono aggiunti ad ogni passaggio delle cellule.

Contemporaneamente alla messa in coltura sono stati aggiunti diversi fattori quali
anti-TGFB1 neutralizzante (1pg/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA), TGF-B1
ricombinante (900 pg/ml, Peprotech, USA), CD4 solubile (sCD4 3ng/ml, NIBSC,
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London, UK), P5P (5 ng/ml, Sigma) e AMD3100 (0,5uM, Peprotech, London,
UK). Tali fattori vengono aggiunti ogni giorno.
Sono state eseguite raccolte dopo 3, 6, 9, 12 e 16 giorni dal trattamento con il

virus.

3.5 Analisi dell’apoptosi, del ciclo cellulare e dell’espressione della

glicoforina A

E’ stata valutata I’apoptosi ed il ciclo cellulare delle cellule progenitrici
ematopoietiche indifferenziate e di quelle indotte in differenziamento e
I’espressione della glicoforina A, marker differenziativo eritroide, di quelle
indotte in differenziamento verso la linea eritrocitaria.

Le cellule sono state permeabilizzate in etanolo (70% in PBS) per 45 minuti,
risospese in PBS, marcate con propidio ioduro (40 pg/ml) e analizzate mediante
citometria a flusso (FACScalibur, Becton Dickinson, USA).

Le cellule indotte in differenziamento vengono inizialmente pellettate, fissate in
paraformaldeide (0,4% in PBS) per 45 minuti, risospese in PBS e marcate con
anticorpo anti-glicoforina A PE (0,2ug, Bekton & Dickinson, USA) per 30 minuti
in ghiaccio. Successivamente vengono lavate e risospese in PBS. A questo punto
puo essere valutata 1’espressione dell’antigene glicoforina A, marcatore
differenziativo eritroide, mediante lo strumento FACScalibur (Becton Dickinson,
USA).

3.6 Analisi del DNA virale in cellule CD34+

Il DNA provirale e cellulare é stato estratto mediante DNAeasy kit (Quiagen,
Germany) ed amplificato in PCR classica utilizzando i primers SK431 ed SK462
per il gene gag.

SK431: GCTATGTCAGTTCCCCTTGGTTCTCT

Sk462: AGTTGGAGGACATCAAGCAGCCATGCAAA
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L’amplicone di 142 bp viene evidenziato su gel di agarosio al 2%.

Il DNA provirale integrato estratto dal gel di purificazione del DNA genomico
cellulare e stato analizzato mediante NESTED Alu-PCR: la prima amplificazione
e stata effettuata con primers per Alu e Gag, mentre la seconda con primer
specifici per I’LTR virale. L’amplicone di 100 bp viene quindi visualizzato su gel
di agarosio al 3% [120].

Come controllo positivo € stata utilizzata la linea 8E5LAV, che contiene una sola

copia integrata del genoma virale per ogni cellula.

3.7 Analisi del’mRNA delle cellule progenitrici ematopoietiche

L’mRNA totale ¢ stato estratto dalle cellule progenitrici indifferenziate e da quelle
indotte in differenziamento mediante High Pure RNA isolation kit (Roche).
L’RNA ¢ stato retro-trascritto e amplificato utilizzando il kit Quantitect SYBR
Green RT-PCR (Qiagen), per mezzo dello strumento LightCycler (Roche),
utilizzando appositi primers, mostrati in tabella. L’amplificazione prevede uno
step iniziale di retro-trascrizione (1 ciclo a 50°C per 20 min) seguito
dall’attivazione iniziale della HotStar Taq DNA polimerasi (94°C for 15 min) e 40
cicli costituiti da tre steps: 94°C per 10 s, 60°C per 30 s e 72°C per 60 s). Gli

ampliconi vengono analizzati su gel di agarosio all’1,5%.

Primers Sequenza
18S F 5’-AGGAATTCCCAGTAAGTGCG-3’
18SR 5’-GCCTCACTAAACCATCCAA-3’

TGFBLF 5’-GACATCAACGGGTTCACTACCGG-3’
TGFBLR 5’-GAGGCAGAAGTTGGCATGGTAGC-3’

CD34 F 5’-ACCGGAGAAAGGCTGGGCGA-3’

CD34R 5’-TGGCCGTTTCTGGAGGTGGC-3’

CCR5F 5’-CGGTCACCTTTGGGGTGGTGACAAGTG-3’
CCR5R 5’-GTGCCTCTTCTTCTATTTCGACACCG-3’

CXCR4 F 5’-AGCTGTTGGCTGAAAAGCTGGTCTAT-3’
CXCR4 R 5’-GCGCTTCTGGTGGCCCTTGGAGTGTG-3’

48



GATA1F 5’-GGCACAGGGCAGCCGAAGG-3’
GATA1R 5’-GCTGAGCGGAGCCACCACAG-3’
GATA2F 5’-AGCGTCTCCAGCCTCATCTTCCGCG-3’
GATA2R 5’-CGAGTCTTGCTGCGCCTGCTT-3’
CD4F 5’-CACCACCAGGTTCACTTCCT-3’

CD4R 5’-CTAAGCTCCAGATGGGCAAG-3’

IKKF 5’-CGCCCAAGCACCCGGATACAG-3’
IKKR 5’-CGTCAGACGCTGGCCTCCAAA-3’
TNFa F 5’-CCCCAGGGACCTCTCTCTAA-3’

TNFa R 5’-GAGGTACAGGCCCTCTGATG-3’

IL-6 F 5’-GACAACTTTGGCATTGTGG-3’

IL-6 R 5’-ATGCAGGGATGATGTTCTG-3’

GloF 5’-CTTCAAGCTCCTGGGAAATGT-3’
GloR 5’-GCAGAATAAAGCCTACCTTGAAAG-3’
STATSF 5’-TTACTGAAGATCAAGCTGGGG-3’
STAT5R 5’-TCATTGTACAGAATGTGCCGG-3’

JunF 5’-GGGAATTCAAACCCACCTTGGCGCTCAA-3’
JunR 5’-GCGGATCCGGACCCTTGAGACCCCGATA-3’
Fos F 5’-AATAAGATGGCTGCAGCCAA-3’

Fos R 5’-TTGGCAATCTCGGTCTGCAA-3’

GlyAF 5’-AATTGTGAGCATCAGCATC -3’

GlyAR 5’- GGGTCTGAGCTGAACTCAG-3’

Tabella 2: Sequenza nucleotidica dei primers utilizzati.

3.8 Coltura in terreno semi-solido di metilcellulosa

Le cellule progenitrici ematopoietiche, dopo la separazione, vengono coltivate in
terreno semi-solido MethoCult™ - H4434 Classic (STEMCELL technologies),
contenente appositi fattori differenziativi, per 14 giorni, seguendo il protocollo

indicato. Dopo 14 giorni vengono contate e valutate le colonie BFU-E e CFU-E.
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3.9 Trasfezione delle HPC e analisi del promotore del TGF-p1 e
IL-6

Le cellule progenitrici, dopo 24 ore dalla separazione, vengono trasfettate con 1ug
di TGF-B1 siRNA (Santa Cruz Biotecnology, USA) e con i diversi mutanti di
delezione del promotore del TGF-B1 (1ug) e del promotore dell’interleuchina 6 (1
Mg), utilizzando il programma U008 dello strumento Amaxa Nucleofector (Lonza)
ed il kit Amaxa Human CD34+ Cell Nucleofector Kit (Lonza).

Dopo la trasfezione, le cellule vengono seminate ad una densita di 5x10*cell/ml in
terreno IMDM, a cui viene aggiunto FBS al 2% e gli appositi fattori
differenziativi. Dopo 24 ore dall’aggiunta degli stimoli, le cellule vengono trattate
con gpl20 ricombinante e HIV inattivato al calore. Dopo 3, 6, 9 e 12 giorni
vengono eseguite delle raccolte per la valutazione dell’mRNA di diversi geni,
dell’apoptosi, del ciclo cellulare e dell’espressione proteica della glicoforina A.

Il plasmide contenente cinque diverse porzioni del promotore del TGF-B1 e stato
costituito clonando tali porzioni nel vettore pGEM-4 (Promega, WI, USA). |
mutanti, mostrati nella figura sottostante, sono stati inseriti sfruttando il sito di
restrizione Smal. Il primo clone consta del promotore intero (da -1362 a +11), il
secondo presenta una delezione di 230 nt, il terzo di 631, il quarto di 802 ed il
quinto di 1187. In coda ai costrutti & stato inserito il gene reporter CAT
(cloranfenicolo-acetiltrasferasi) utilizzando il sito di taglio di Sacl presente nel

polylinker del plasmide.
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Figura 8: Schema del vettore pPGEM-4 contenente le diverse porzioni del promotore del TGF-B1 e

il gene reporter CAT

Le diverse porzioni del promotore dell’interleuchina 6 (IL-6) sono state clonate
nel vettore pCAT basic (Addgene, Cambridge, USA) tra Hindlll e Sacl del
polylinker del plasmide e a monte del gene reporter CAT, gia presente nel vettore.
Il primo clone contiene la porzione intera del promotore (1287 nt), il secondo
contiene la porzione di promotore deleta di 575 nt, il terzo quella deleta di 1001 nt

ed il quarto quella deleta di 1115 nt, come riportato nello schema sottostante.
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Figura 9: Schema del vettore pCAT-basic contenente le diverse porzioni del

promotore dell’IL-6.

Per valutare la regione del promotore attivata durante il trattamento con il virus &
stato amplificato in Real Time RT PCR il gene CAT utilizzando i primers CAT F
(5’-GCGTGTTACGGTGAAAACCT-3") e CAT R (5°-
GGGCGAAGAAGTTGTCCATA-3’), secondo il seguente profilo termico:
retrotrascrizione a 50°C per 20 minuti e 45 cicli di denaturazione a 94°C per 10

secondi, annealing a 60°C per 15 secondi ed extension a 72°C per 30 secondi.
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3.10 Analisi statistica

| dati sono espressi come media * deviazione standard di esperimenti condotti in

triplicato. L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediate il test t di Student.
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4. Risultati

4.1 Interazione tra HIV-1 e cellule progenitrici ematopoietiche
(HPCs) indifferenziate

4.1.1 Le cellule progenitrici ematopoietiche non sono suscettibili all’infezione
da parte di HIV-1

Le cellule progenitrici ematopoietiche sono state isolate da sangue cordonale
umano mediante selezione immunomagnetica positiva. La percentuale di cellule
CD34", nella popolazione cellulare isolata, & stata valutata in citometria a flusso,
mediante 1’analisi del marker CD34, presente sulla membrana cellulare.
L’arricchimento delle cellule CD34+, con questa procedura, ha permesso di
ottenere una popolazione cellulare esprimente il marker CD34 pari almeno al 95%

delle cellule totali isolate (Figura 10).
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Figura 10: Istogramma ottenuto mediante citometria a flusso della purezza delle cellule
progenitrici ematopoietiche CD34+. In verde si evidenzia I’espressione dell’antigene CD34

mediante anticorpo anti CD34-FITC.

Nel primo gruppo di esperimenti abbiamo voluto riconsiderare un punto molto

controverso della patogenesi dell’infezione da HIV. Questo tema riguarda la
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suscettibilita e permissivita all’infezione da HIV delle cellule progenitrici
ematopoietiche CD34+ (HPCs). Infatti, diversi studi [97-102], hanno presentato
risultati positivi 0 negativi a seconda del ceppo virale, delle condizioni
sperimentali e dei metodi di analisi impiegati. Nel nostro sistema sperimentale, le
HPCs sono state messe a contatto con HIV-1jg e HIV-1,, per 2 ore a 37°C.
Dopo diversi lavaggi in PBS, le HPCs sono state poste in terreno IMDM (2%
FBS) con SCF (10 ng/ml) e IL-3 (10 ng/ml). Le colture di HPCs sono state
valutate per la presenza del DNA provirale, mediante PCR sul DNA estratto dalle
cellule, e per la presenza della proteina p24 a livello del surnatante della coltura,
mediante metodica ELISA, dopo 7 giorni dal trattamento con il virus. L’analisi
della presenza di DNA provirale non ha dato esito positivo (Figura 11) cosi come
non e stato possibile rilevare la presenza anche di minime quantita di p24 nel
surnatante. Questi risultati indicano come nelle nostre specifiche condizioni
sperimentali e con i ceppi virali indicati, le HPCs siano resistenti all’infezione da
HIV-1.
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Figura 11: Gel di corsa elettroforetica per la valutazione della presenza del DNA virale a livello
delle HPCs infettate con i ceppi virali HIV-1 IlIB e HIV-1 ada. Il controllo positivo &

rappresentato dalla linea cellulare 8E5LAV, che contiene una copia integrata per cellula.
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4.1.2 HIV-1 induce apoptosi in HPMCs isolate da cordone ombelicale

Abbiamo quindi valutato se HIV-1 possa indurre apoptosi nelle HPCs isolate da
sangue cordonale. HPCs sono state trattate con HIV-1,5, HIV-1,4,, Sia nella
forma infettante sia in quella inattivata al calore (hiHIV-1j5, hiHIV-144,) € con
gp120 ricombinante (rgp120). L’analisi dell’apoptosi in citometria a flusso con il
metodo del propidio ioduro ha permesso di evidenziare un aumento significativo
dell’apoptosi gia a 72 ore dal trattamento stesso (Figura 12). Nelle HPCs messe a
contatto con il virus attivo la percentuale di cellule in apoptosi risultava pari al
16+3%, in quelle che sono state messe a contatto con il virus inattivato al calore e
pari al 18+4%, in quelle trattate con rgp120 ¢ pari al 15+5%, mentre 1’apoptosi del
controllo non trattato e del 6£2% (p<0,05).

Inoltre, I’analisi del ciclo cellulare indica una riduzione della quota in replicazione
(fase S/G2/M) nelle cellule trattate con i vari stimoli virali (Figura 13). Nel
campione di controllo la percentuale di cellule in fase Go/G; e S/G,/M é
rispettivamente del 50+£6% e del 38+4%, mentre nel campione trattato con il virus

la percentuale in Go/G; ed S/IG,/M e rispettivamente del 45+5% e 31+4%.
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Figura 12: Percentuale di apoptosi nel controllo non trattato, nel campione trattato con virus

attivo, inattivato al calore e gp120 ricombinante.
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Figura 13: Percentuale delle fasi S/G,/M e Gy/G; nel campione di controllo e in quello trattato con

il virus inattivato al calore e con gp120 ricombinante dopo 3 giorni dal trattamento con il virus.

| risultati, in linea anche con precedenti studi su HPCs purificate da midollo
0sseo, indicano che le HPCs isolate da cordone ombelicale sono indotte dal virus
attivo, inattivato al calore e da gp120, verso un incremento dell’apoptosi e una
riduzione della fase proliferativa S/G,/M rispetto al controllo non trattato gia dopo

72 ore dal trattamento.

4.1.3 L’induzione dell’apoptosi ¢ dipendente dall’interazione gp120-
CD4/CXCR4

E’ stato successivamente indagato se I’apoptosi fosse indotta 0 meno dal legame
tra la glicoproteina virale gp120 e il recettore CD4 ed il corecettore CXCR4 a
livello della membrana cellulare. Per fare cio abbiamo aggiunto alla coltura il p5p
0 il CD4 solubile (per inibire il CD4) o AMD3100 (per inibire il CXCR4). In
seguito e stata trattata la coltura cellulare con il virus HIV-1 I1IB attivo, inattivato
al calore e con gpl120 ricombinante. Come si evidenzia nel grafico sottostante
(Figura 14), la presenza dell’antagonista del CD4 ¢ del CXCR4 nel campione
trattato, determinano una riduzione della percentuale di apoptosi, che ritorna al

livello del controllo, dopo 4 giorni dal trattamento. Infatti la percentuale di
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apoptosi del campione di controllo & del 6+0,5%, nel campione trattato con il
virus & del 16+£1%, mentre 1’aggiunta in coltura dell’inibitore del CD4 e del
CXCR4 in presenza del virus determinano una riduzione della percentuale di
apoptosi rispettivamente del 9+0,4% e 8+1%. La percentuale di apoptosi Si
abbassa ulteriormente se aggiungiamo simultaneamente entrambi gli inibitori:
infatti in presenza di virus e di sCD4 ed AMD3100 la percentuale di apoptosi e
pari al 5,4+0,5%.
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Figura 14: Percentuale di apoptosi nel campione di controllo, in quello trattato con il virus
inattivato al calore, in quello trattato con virus e AMD3100, in quello trattato con virus e CD4

solubile ed infine in quello trattato con virus e AMD3100 e CD4 solubile.

4.1.4 Le cellule trattate con HIV-1 presentano I’alterazione dell’espressione

di alcuni geni

Successivamente, abbiamo analizzato, mediante real time RT-PCR quantitativa
(QRT-PCR), I’espressione nelle HPCs di alcuni geni cellulari coinvolti nel
controllo della proliferazione e della vitalita cellulare, e di alcuni markers cellulari
specifici. In particolare, un’analisi dell’espressione di TGF-B1, IF1-16, CD34,



CXCR4, IKK e TNFa ha dimostrato un incremento dell’espressione del mRNA di
questi geni quando le HPCs venivano cimentate con HIV, hiHIV e rgp120 rispetto
al controllo non trattato (Figura 15). In particolare I’espressione del TGF-B1 nel
campione trattato con il virus aumenta di 62 volte rispetto al controllo non
trattato dopo 48 ore e di 2+0,2 volte a 96 ore dal trattamento (Figura 16). Il
MRNA di CD34, GATA-1, GATA-2 & maggiore (rispettivamente di 3,1+0,5,
1,8+0,2 e 1,7£0,2 volte rispetto al controllo) dopo 48 ore dal trattamento e si

riduce al di sotto del controllo dopo 96 ore (p<0,05).
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Figura 15: Espressione del mRNA di TGF-1, CD34, CXCR4, IKK e TNF-a nel controllo non

trattato e dopo 48 ore dalla stimolazione con il virus inattivato e gp120 ricombinante.
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Figura 16: Espressione del mRNA di CD34 (A), GATA-2 (B) , GATA-1 (C) e TGF-B1 (D) dopo
48 e 96 ore nel campione di controllo e in quello trattato con il virus inattivato al calore e con

gp120 ricombinante

4.1.5 L’apoptosi indotta dal virus ¢ correlata all’espressione di TGF-p1

L’aumento della espressione di TGF-B1 ci ha indotto a esplorare la relazione tra
questo fattore ed HIV. TGF-B1 svolge un ruolo importante nella biologia del
midollo osseo e gia precedenti studi hanno suggerito un suo ruolo nell’alterazione
delle varie filiere cellulari del midollo osseo in corso di infezione da HIV. In
particolare, abbiamo analizzato I’azione di TGF sull’induzione dell’apoptosi HIV
indotta e come mostrato dalla Figura 17, la presenza di un anticorpo
neutralizzante policlonale diretto contro TGF-B1 riduce significativamente
I’apoptosi delle HPCs indotta da HIV. Infatti, nel campione di controllo, dopo 3
giorni dal trattamento, la percentuale di apoptosi € pari al 6+1%, in presenza di

virus aumenta fino al 17£4%, mentre con I’anticorpo neutralizzante si abbassa
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fino a raggiungere la percentuale del controllo. In presenza di virus attivo,
inattivato al calore ¢ rgpl20 I’apoptosi rispettivamente raggiunge il 161, il
16,2+3% ed il 16,2+4%. Se a questi campioni, oltre al virus attivo, inattivato al
calore e gp120, viene aggiunto 1’anticorpo neutralizzante anti-TGF-f1, I’apoptosi

scende rispettivamente al 6+1%, 6,2+0,5 e 5+1% (p<0,05).
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Figura 17: Percentuale di apoptosi nel campione di controllo, in quello trattato con il virus
inattivato al calore e con gpl20 ricombinante, in presenza ed in assenza dell’anticorpo

neutralizzante anti TGF-p1.

L’insieme dei risultati suggerisce uno scenario dove il segnale apoptotico indotto
dal virus a livello della cellula progenitrice ematopoietica indifferenziata é
mediato dall’interazione della gp120 con il CD4 e il corecettore CXCR4. Questa
interazione viene poi a determinare, mediante vie di trasduzione di segnale ancora
da individuare, D’attivazione dell’espressione del TGF-B1, con induzione di
apoptosi. Per caratterizzare tale attivazione, abbiamo studiato il promotore del
TGF-B1 per determinare i fattori trascrizionali che ne regolano 1’induzione a
seguito dell’esposizione a HIV delle HPCs.

Sono stati costruiti diversi plasmidi contenenti differenti porzioni del promotore
del TGF-BI.
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In particolare abbiamo ottenuto diversi costrutti: il primo consta del promotore
intero, il secondo del promotore deleto di 230 nt (da -1362 a -1132), il terzo del
promotore deleto di 631 nt (da -1362 a -731), il quarto del promotore deleto di
802 nt (da -1362 a -560) ed infine il quinto di quello deleto di 1187 nt (da -1362 a
-175). Tali costrutti vengono poi clonati a monte del gene CAT nel vettore
pGEMA4. 1 diversi plasmidi vengono quindi trasfettati nelle cellule progenitrici
ematopoietiche indifferenziate e cimentate con il virus inattivato al calore e con
gp120 ricombinante.

Dall’analisi delle diverse porzioni, &€ emerso che la regione implicata durante il
contatto del virus sia quella compresa tra nt -1362 e nt -1132. Infatti, dall’analisi
del mRNA del gene reporter CAT delle cellule progenitrici ematopoietiche
trasfettate con i diversi costrutti risulta che la presenza di virus determini 1’up-
regolazione del gene CAT rispetto al controllo non trattato solo nelle cellule che
hanno ricevuto il promotore intero (phTG1). Le cellule che invece perdono la
prima porzione non presentano I’aumento del segnale del gene CAT in seguito a

trattamento con il virus (Figura 18).
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Figura 18: Espressione del mRNA del gene CAT in cellule progenitrici ematopoietiche trasfettate
con i diversi costrutti in presenza di virus. 1l costrutto 1 consta del promotore intero, il costrutto 2
presenta una delezione del promotore di 230 nt, il costrutto 3 presenta una delezione di 631 nt, il
costrutto 4 presenta una delezione di 802 nt ed infine il costrutto 5 presenta una delezione del

promotore di 1187 nt.

In questa regione sono presenti diversi siti per fattori trascrizionali (Jasper
Database) che vengono riportati di seguito. L’analisi con site-directed
mutagenesis dovrebbe permettere di identificare i fattori di trascrizione coinvolti

nella regolazione positiva del promotore di TGF-B1.
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pGEM4 vector

Promotore TGF-p1

phTG1 | | )

T '
phTG4 -1132 | |
phTG5
731 —
-560 ——
-175

-1362

ggatccttagcaggggagtaacatggatttggaaagatcactttggctgctgtgtggggatagataagacggtggga

gcctagaaaggaggctgggttggaaactctgggacagaaacccagagaggaaaagactgggectggggtcteca

gtgagtatcagggagtggggaatcagcaggagtctggtececacceateectectttecectetetetectttectgea
-113

Figura 19: Rappresentazione schematica dei diversi costrutti di delezione del promotore del TGF-

B1 e sequenza del promotore che viene interessata durante il trattamento virale.

Nome Score Sequenza
NR4A2 10.032 aagatcac
INSM1 10.206 ggcctggogtct
Spzl 10.330 ggggaatcagc
Myf 10.465 aatcagcaggag
SPIB 10.470 agaggaa
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SP1 10.836 cccagcectec
Gatal 11.830 atagataagac
Klf4 12.099 tgggtgggoa
FEV 8.100 caggaaag
Zfx 8.128 aaagactgggcctg
NFATC2 8.134 ctttcca
SPIB 8.183 tggggaa
RUNX1 8.191 ctctctgggtt
NFKB1 8.310 gctgattcccc
NFIC 8.520 ttggct
NFATC2 8.660 gtttcca
Pou5fl 8.734 catggatttggaaag
RELA 8.799 cagagtttcc
RUNX1 8.845 gcctgggotet
SPIB 8.912 aggggaa
Klf4 8.999 agggagtggg
Gfi 9.083 caaatccatg
SP1 9.322 ccectctete
NFATC2 9.490 ttttcct

SP1 9.538 ccceactece
SP1 9.803 cccatccctc

Tabella 3: Fattori trascrizionali, con relativi score e sequenze, presenti nella porzione del

promotore del TGF-B1 che viene attivata durante il trattamento con il virus.
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4.2 Interazione tra HIV-1 e cellule progenitrici ematopoietiche

indotte in differenziamento verso la linea eritroide

4.2.1 HIV-1 determina un aumento della apoptosi nelle cellule HPCs indotte

in differenziamento verso la linea eritroide

Abbiamo successivamente studiato il differenziamento delle HPCs verso la filiera
eritroide per comprendere se 1’azione di HIV si sviluppi non solo sulle HPCs
come tali ma anche lungo la filiera differenziativa eritroide. Questo studio
potrebbe fornire la comprensione della genesi dell’anemia nei pazienti HIV
positivi.

Per perseguire questo scopo abbiamo approntato due diversi protocolli di
trattamento. Nel primo protocollo le cellule progenitrici ematopoietiche CD34+
isolate da sangue cordonale vengono messe in terreno IMDM ed FBS al 2% e
trattate con HIV-1 1IB inattivato al calore o rgp120. Dopo 24 ore dall’aggiunta
del virus vengono aggiunti alla coltura SCF (10 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), GM-CSF
(250 ng/ml) ed EPO (4U/ml). Vengono eseguite raccolte dopo 2 e 7 giorni. In
questo protocollo viene prima aggiunto il virus e dopo si induce il
differenziamento. Le HPCs indotte in differenziamento verso la filiera
eritrocitaria, dopo 2 giorni dal trattamento con il virus inattivato al calore o
rgpl20 presentano una percentuale di apoptosi nel campione del controllo del
3,5+0,5% e del 7,6+2 in presenza di virus, mentre 7 giorni dal trattamento con il
virus inattivato al calore e con gp120 ricombinante, presentano un aumento molto
accentuato della percentuale di apoptosi. Infatti, nel campione di controllo la
percentuale di apoptosi, € pari al 6+1%, mentre in seguito al trattamento con il
virus, arriva al 23+5% (Figura 20).
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Figura 20: Percentuale di apoptosi nel campione di controllo e in quello trattato con il virus

inattivato al calore e con gp120 ricombinante.

L’aumento di apoptosi ¢ anche confermato dalla analisi del numero di cellule in
coltura, mostrata nel grafico riportato di seguito (Figura 21). Le cellule non
trattate hanno una crescita molto repentina intorno al settimo giorno, mentre
quelle trattate con il virus rimangono numericamente inferiori e intorno al settimo

giorno sono circa un terzo rispetto al controllo non trattato.
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Figura 21: Conte cellulari nel campione di controllo e in quello trattato con il virus al TO e dopo

sette giorni dal trattamento.
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4.2.2 1l trattamento con HIV-1 regola negativamente il differenziamento
eritrocitario

Abbiamo studiato se HIV influenzi 1’espressione di un classico marker di
differenziamento eritocitario, la glicoforina A. E’ stata valutata 1’espressione
proteica mediante citometria a flusso del mMRNA mediante Real Time RT-PCR. Il
campione trattato con il virus, a 7 giorni dal trattamento, presenta una ridotta
espressione di glicoforina A, rispetto al controllo non trattato indicando un ridotto
differenziamento. Nel campione di controllo infatti le cellule che esprimono tale
marcatore sono il 6,2+2,5%, mentre solo il 3+0,5% di quelle trattate con il virus
risulta positivo. Questo dato ¢ confermato anche dall’espressione del mRNA della
glicoforina A: Nel campione di controllo dopo 7 giorni dal trattamento la sua
espressione aumenta di 5,5+0,5 volte rispetto al T2, mentre in presenza di virus
I’espressione si mantiene sempre al di sotto del controllo sia dopo 2 sia dopo 7

giorni.

A Espressione glicoforina A

mT7

Percentuale (%)

K Virus

68



B MRNA glicoforina A

7 -
c 6 -
o
851
2
g4 mK
537 -
-2 4 O Virus
(=]

0 .

T2 T7

Figura 22: Espressione della glicoforina A ottenuta mediante citometria a flusso (A) ed
espressione del mRNA della glicoforina A ottenuta mediante Real Time RT-PCR (B) nel

campione trattato con il virus e in quello di controllo (K).

Per comprendere i meccanismi molecolari alla base di questi effetti biologici
indotti da HIV, abbiamo successivamente analizzato 1’espressione genica
mediante gRT-PCR di fattori selezionati coinvolti in processi cellulari come il
differenziamento e la proliferazione cellulare. Ci siamo concentrati in modo
particolare sullo studio del TGF-B1 e dell’IL-6, poiché tali citochine risultano
alterate in diversi lavori. In particolare é stato evidenziato un aumento del mMRNA
del TGF-p1 a 7 giorni dal trattamento nel campione trattato con il virus e un

aumento del mRNA dell’IL-6 a 2 giorni dal trattamento (Figura 23).
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Figura 23: Espressione del mRNA del TGF-B1 (A) e dell’ IL-6 (B) ottenuta mediante Real Time

RT-PCR nel campione di controllo e in quello trattato con il virus inattivato al calore.
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Poiché il trattamento con il virus determina I’aumento dell’espressione
dell’interleuchina 6 a livello delle cellule progenitrici indotte in differenziamento
verso la linea eritrocitaria, si € deciso di indagare il ruolo di questa citochina e del
suo promotore durante il contatto virus-cellula.

Abbiamo ottenuto dei costrutti del promotore dell’interleuchina 6 parzialmente
deleti: il primo costrutto consta del promotore intero, il secondo presenta una
delezione 575 nt, il terzo presenta una delezione di 1001 nt ed infine il quarto
presenta una delezione di 1115 nt. Tali costrutti sono stati clonati a monte del
gene CAT nel vettore pCAT e poi trasfettati nelle cellule progenitrici
ematopoietiche. In particolare le cellule isolate da sangue condonale, vengono
prima trasfettate con i diversi costrutti, trattate con il virus ed in seguito indotte in
differenziamento verso la linea eritrocitaria.

La regione del promotore che abbiamo visto essere implicata in tale processo &
quella compresa tra il nt -712 e il nt -286. Infatti le cellule trasfettate solo con i
primi 2 costrutti presentano una up-regolazione del mRNA del gene CAT in

presenza del virus.
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Figura 24: Espressione del mRNA del gene CAT in cellule progenitrici ematopoietiche trasfettate

con i diversi costrutti in presenza di virus. 1l costrutto 1 consta del promotore intero, il costrutto 2
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presenta una delezione del promotore di 575 nt, il costrutto 3 presenta una delezione di 1001 nt, ed

il costrutto 4 presenta una delezione di 1115 nt.

All’interno di questa regione sono presenti numerosi siti per fattori trascrizionali,
che stiamo attualmente valutando nel dettaglio. Di seguito é riportata la sequenza
del promotore e i siti ottenuti dall’analisi della sequenza mediante il software
Jaspar Database. L’analisi con site-directed mutagenesis dovrebbe permettere di
identificare 1 fattori di trascrizione coinvolti nella regolazione positiva del

promotore di IL-6.

pCAT
vector

Promotore IL-6

phiL-61 1287 I I
phIL-62 712 —
phiL-63

phiL-64 200

ttcataatccaggcttggggggctgcgatggagtcagaggaaactcagttcagaacatctttggtttttacaaatacaaattaactggaacgctaa
attctagcctgttaatctggtcactgaaaaaaaaatttttttttttcaaaaaacatagctttagcttattttttttctctttgtaaaacttcgtgcatgacttca
gctttactctttgtcaagacatgccaaagtgctgagtcactaataaaagaaaaaaagaaagtaaaggaagagtggttctgcttcttagegetage
ctcaatgacgacctaagctgcacttttccccctagttgtgtettgcgatgctaaaggacgtcacattgcacaatcttaataaggtttccaatcagec

ccacccgctctggcecccaccctcaccctccaa

Figura 25: Rappresentazione schematica dei diversi costrutti del promotore dell’IL-6 e sequenza

nucleotidica della regione attivata dal virus.
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Nome Score Sequenza

SPIB 10.470 agaggaa
ETS1 7.633 tttect
Prrx2 9.124 aatta
SOX10 8.910 ctttgt
NFE2L1::MafG | 8.812 catgac
SOX10 8.910 ctttgt
NFIC 9.697 ttggca
NFE2L2 15.888 gtgactcagca
AP1 10.664 tgactca
ETS1 7.633 cttect
KIf4 15.246 agggtggggc
SOX10 8.910 ctttgt

Tabella 4: Siti trascrizionali presenti nella porzione del promotore dell’IL-6 implicata durante il

trattamento con il virus.

Per valutare I’azione di IL-6 in questo contesto sperimentale abbiamo analizzato
I’effetto dato dall’inibizione dell’IL-6 sull’espressione genica, sul ciclo cellulare e
sul differenziamento. In particolare, come e mostrato di seguito (Figura 26), e
stata per prima cosa valutata la percentuale di apoptosi e 1’espressione della
glicoforina A nel campione di controllo, in quello trattato con I’inibitore dell’IL-6,
in quello trattato solo con il virus ed in quello trattato con I’inibitore dell’IL-6 e
con il virus, dopo 7 gironi dal trattamento. Da studi presenti in letteratura
sappiamo che livelli ridotti di IL-6 correlano con I’insorgenza dell’anemia [122] e

che tale citochina agisca inibendo 1’apoptosi in alcuni tipi cellulari.
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Da questo studio é stato evidenziato come tale citochina abbia un effetto positivo
sulla cellula progenitrice ematopoietica stimolando da un lato il differenziamento
e dall’altro riducendo 1’apoptosi. I grafici riportati di seguito evidenziano come
I’inibizione di tale citochina mediante anticorpo neutralizzante determini un

aumento dell’apoptosi ed una riduzione del differenziamento.
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Figura 26: Percentuale di apoptosi (A) ed espressione della glicoforina A (B) nel campione di

controllo, in quello trattato con anti IL-6, in quello trattato con il virus e in quello trattato con il
virus e anti IL-6.
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4.2.3 1l trattamento con il virus HIV-1 determina inizialmente un aumento
della fase proliferativa e successivamente un aumento dell’apoptosi in HPCs

trattate con EPO e poi con HIV

Il secondo protocollo é stato allestito con HPCs isolate da sangue cordonale, le
quali sono state poste in coltura in terreno IMDM a cui e stato aggiunto FBS
(2%), SCF (10ng/ml), IL-3 (10ng/ml), GM-CSF (250 ng/ml) ed EPO (4U/ml).
Dopo 24 ore dall’aggiunta degli stimoli le cellule sono state trattate con HIV-1
I1lb e HIV- ada inattivato al calore e gp120 ricombinante.

I campioni trattati con il virus mostrano una percentuale maggiore di cellule
apoptotiche rispetto al controllo non trattato. Tale aumento non &€ molto evidente
nei primi giorni, ma si fa progressivamente piu severo a partire dall’ottavo-decimo
giorno dopo il trattamento. Infatti, a partire dall’ottavo giorno post-trattamento
I’apoptosi nel campione trattato con il virus ¢ pari al 23,5+1,5%, con un picco
dopo 20 giorni in cui raggiunge il 26£2%, mentre nel controllo non trattato € in
media pari al 7+3%.
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Figura 27: Percentuale di apoptosi nel campione di controllo e in quello trattato con il virus al T6,
T10, T14 e T20.

Utilizzando quindi questo protocollo, che prevede 1’induzione in differenziamento

prima del trattamento con il virus, I’apoptosi si mantiene piu bassa nei primi
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giorni e poi aumenta progressivamente a partire dall’ottavo giorno post-
trattamento. Utilizzando invece il protocollo inverso, quello mostrato nel
paragrafo 4.2, ovvero trattando prima le cellule con il virus per 24 ore e poi
inducendone il differenziamento, I’apoptosi ¢ da subito piu severa e gia al settimo
giorno le cellule sono quasi esclusivamente apoptotiche.

Oltre all’apoptosi sono state indagate le diverse fasi del ciclo cellulare. In
particolare, le cellule trattate con il virus mostrano un aumento della fase S/G,/M
rispetto al controllo non trattato nei primi 5 giorni dall’aggiunta del virus, poi si
verifica una riduzione. In particolare nel campione di controllo la fase S/G,/M nel
campione di controllo dopo 6, 9, 14 e 20 giorni & rispettivamente del 16,+2%,
14,5+1,6%, 13,88 +1,1% e 9,24+0,9%. In presenza di virus invece dopo 6, 9, 14 e
20 giorni la percentuale di cellule in fase S/G,/M e di 19,02+2%, 6,84+1,2%,
10,23+0,8% e 3,41+1% (p<0,05).

Abbiamo quindi una percentuale di cellule proliferanti maggiore nei primi giorni
dal trattamento con il virus e poi si assiste ad un blocco e ad un consistente

aumento dell’apoptosi.
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Figura 28: Percentuale delle fasi S/G2/M e G/G1 al T6, T9, T14 e T20 nel campione di controllo

(K) e in quello trattato con il virus.
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Utilizzando questo protocollo, il ciclo cellulare segue un andamento peculiare
differente da quello osservato e descritto per il protocollo precedente. Infatti, in
questo caso, se le cellule vengono inizialmente indotte in differenziamento e
successivamente trattate con il virus, si assiste in un primo momento all’aumento
della fase proliferativa per i primi 5 giorni, dopo di che tale fase progressivamente
si arresta e inizia ad aumentare [’apoptosi. Nel protocollo descritto
precedentemente nel paragrafo 4.2.1, in cui le cellule subiscono inizialmente una
incubazione per 24 ore con il virus e poi vengono indotte in differenziamento, si
assiste ad un aumento progressivo della apoptosi che gia a sette giorni colpisce
quasi tutte le cellule.

Le conte cellulari confermano quello che si osserva dall’analisi delle diverse fasi
del ciclo. In particolare nei primi 5 giorni abbiamo un numero di cellule maggiore
nel campione trattato con il virus (cosa che viene confermata dalla percentuale di
cellule in fase S/G2/M), mentre a partire dal sesto-settimo giorno post-trattamento

cala progressivamente.
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Figura 29: Conte cellulari del campione di controllo e di quello trattato con il virus al TO, T5,
T10, T14 e T20.

Le colonie ottenute in terreno semi-solido di metilcellulosa appaiono

numericamente maggiori in seguito al trattamento con il virus. Questo pero non si
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accompagna ad un numero maggiore di colonie differenziate; infatti esse appaiono
piu chiare rispetto a quelle presenti nel controllo, dopo 15 giorni.

Questo ci porta a pensare che il differenziamento sia inizialmente piu rapido, cosa
che per altro & confermata dagli studi sopra riportati, e che subisca poi un drastico

arresto dovuto ad una inesorabile morte cellulare.

Figura 30: Colonie in terreno semi-solido nel campione di controllo (A) in quello trattato con il

virus (B).

4.2.4 1l trattamento con HIV-1, successivamente all’induzione con EPO

accelera il processo differenziativo

Abbiamo poi voluto indagare I’effetto del virus sul differenziamento, analizzando
I’espressione della glicoforina A, marker differenziativo eritroide. L’espressione
della glicoforina A é risultata maggiore nel campione trattato con il virus rispetto
al controllo nei primi 5 giorni dalla messa in coltura, poi si assiste ad una
riduzione. Nel controllo invece I’espressione aumenta con un picco a 10 giorni
dalla stimolazione. In particolare, nel controllo non trattato 1’espressione della
glicoforina A dopo 5, 10 e 14 giorni ¢ rispettivamente dell’8,2+0,5%, 23,3+0,7%

e 14+0,4%. In presenza di virus invece a 5 giorni post trattamento € del
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13,5+0,4%, dopo 10 giorni é del 10,1+0,5% ed infine dopo 14 giorni e del
12,6+0,7%.

Il trattamento con il virus accelera quindi il processo differenziativo e
proliferativo nei primi giorni, a cui segue una fase apoptotica che riduce

drasticamente il numero di cellule.
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Figura 31: Percentuale di espressione della glicoforina A nel campione di controllo e in quello
trattato con il virus al TO, T5, T10 e T14.

L’aumento dell’espressione della glicoforina A ¢ confermato anche dall’aumento
del mMRNA della globina analizzato mediante q RT-PCR.

L’espressione della globina, infatti, nel campione di controllo aumenta
progressivamente, con una forte accelerazione tra il settimo e il decimo giorno.
Nel campione trattato con il virus 1’espressione di tale gene ha un andamento
differente: e inizialmente piu alto rispetto al suo controllo non trattato e
successivamente si riduce. 1l campione di controllo mostra infatti una espressione
di globina crescente (dopo 10 e 15 giorni aumenta rispettivamente di 9,12+1 e
9,78+0,6 volte rispetto al Tp), mentre il campione trattato con il virus presenta un
aumento dell’espressione del mMRNA della globina di 3,11+0,3 volte rispetto al
controllo non trattato e poi si abbassa drasticamente .
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Grafico 32: Espressione del mRNA della globina nel campione di controllo e in quello trattato con
il virusal T5, T10 e T15.

4.2.5 1l trattamento delle HPC con HIV-1 in seguito all’induzione da parte di
EPO causa I’up-regolazione del mMRNA del TGF-$1 ma non dell’IL-6

Abbiamo dimostrato come il trattamento con il virus determini 1’up-regolazione di
alcuni geni ed in modo particolare ci siamo soffermati sullo studio del TGF-B1 e
dell’IL-6. | dati fino ad ora mostrati indicano che vi sia un consistente aumento
dell’espressione del TGF-B1 e dell’IL-6 in seguito al trattamento con il virus ed in
particolare tali geni vengono up-regolati nel momento in cui le cellule HPC
vengono inizialemte incubate con il virus per 24 ore e successivamente indotte in
differenziamento mediante EPO verso la linea eritrocitaria. Utilizzando il
protocollo contrario, ovvero inducendo prima le HPC a differenziare con EPO per
24 e successivamente trattandole con HIV-1, € presente una up-regolazione del
TGF-B1, ma non dell’IL-6. Infatti 'mRNA del TGF-B1 in presenza di virus

aumenta di 70,5 volte rispetto al controllo non trattato dopo 4 giorni dal
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trattamento, mentre I’'mRNA dell’IL-6 si mantiene sempre al di sotto del valore di

controllo.
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Grafico 33: Espressione del mMRNA del TGF-f1 (A) e dell’IL-6 (B) nel campione di controllo e in

quello trattato con il virus dopo 4 e 10 giorni dal trattamento con il virus.

4.2.6 1l legame gpl120-CD4 é implicato nel processo apoptotico mentre il

legame gp120-CXCR4 anche in quello differenziativo

Abbiamo gia dimostrato che il legame di gp120 al recettore CD4 ed al corecettore
CXCR4 ¢ responsabile dell’induzione in apoptosi delle cellule HPC. Siamo quindi
andati ad indagare se tale legame fosse implicato anche nel processo
differenziativo. | dati seguenti mostrano come I’inibizione del recettore CD4
mediante PSP o sCD4 lasci invariata ’espressione della glicoforina A, mentre
I’inibizione del corecettore CXCR4 da parte dell’AMD3100 porti all’aumento
dell’espressione di tale antigene. L’espressione della glicoforina A dopo 5 e 10
giorni dal trattamento nel campione di controllo € rispettivamente del 8+0,6% e
22,26+0,7 %, in presenza di virus tale espressione e del 11,5+0,5% e 9,52+0,5%,
in presenza di P5P e virus é del 12+0,4% e del 8+0,3, mentre in presenza di
AMD3100 e virus € pari al 620,5% e al 14+0,5%.
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Grafico 34: Espressione della glicoforina A nel campione di controllo, in quello trattato con il
virus, in quello trattato con il virus e con P5P ed in quello trattato con il virus e con AMD 3100

dopo 5 e 10 giorni dal trattamento.

4.2.7 L’up-regolazione del TGF-p1 durante il differenziamento viene indotta
dal legame gp120-CD4/CXCR4

Nei paragrafi precedenti e stato mostrato come il contatto del virus determini una
up-regolazione dell’espressione di diversi geni ed in particolare del TGF-B1.
Abbiamo quindi indagato se tale espressione fosse dipendente dal legame di
gp120 con il recettore CD4 o con il corecettore CXCR4. L’inibizione del recettore
da parte del P5P o del sCD4 in presenza di virus determina una riduzione
dell’espressione del TGF-B1. In particolare dopo 4 giorni dal trattamento con il
virus D’espressione del TGF-B1 ¢ superiore al controllo non trattato di 6,9+0,3
volte, mentre in seguito al trattamento con I’inibitore del recettore e del
corecettore ritorna al livello del controllo (Figura 35).

Possiamo quindi dire che 1’apoptosi indotta dal virus sia TGF-B1 mediata e dovuta
al legame della glicoproteina di membrana con il CD4 e con il corecettore
CXCRA4.
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Grafico 35: Espressione del mRNA del TGFB1 nel campione di controllo, in quello trattato con il
virus, in quello trattato con il virus e con AMD3100 ed in quello trattato con il virus con P5P

dopo 5 e 10 giorni dal trattamento.
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5. Discussione e Conlusioni

L’infezione da HIV-1, si accompagna, oltre alla nota riduzione dei linfociti T
CD4, ad anomalie che coinvolgono diversi organi e tessuti. | soggetti infetti da
HIV presentano danni a livello dell’osso, del sistema cardiovascolare, renale e
nervoso [65-67]. Patologie quali osteoporosi, aterosclerosi e demenza, che di
norma interessano soggetti anziani, sono rilevabili in pazienti HIV positivi anche
in soggetti di giovane eta. Queste osservazioni cliniche hanno indotto a ritenere la
patogenesi dell’infezione da HIV come molto pitu complessa e ad ampio spettro di
quello che si riteneva sino ad alcuni anni fa. Inoltre, ¢ ben noto come I’infezione
da HIV si accompagni a citopenie del sangue periferico: la trombocitopenia
rappresenta una della prime manifestazioni ematologiche in corso dell’infezione
da HIV, mentre anemia e neutropenia si manifestano nelle fasi piu tardive [68-
72].

L'anemia e una manifestazione clinica presente in molti pazienti affetti da HIV
[73] e la sua incidenza ¢ pari al 10 % in pazienti asintomatici e puo arrivare fino al
92 % nei pazienti con AIDS. E’ interessante notare come il trattamento con
cART ha ridotto I’insorgenza di questa citopenia nei pazienti affetti da HIV anche
se diversi pazienti presentano ancora una anemia di vario grado dal meccanismo
ancora oscuro. La comparsa di anemia, pur non determinando direttamente il
decesso dei pazienti HIV positivi, viene tuttavia correlata con un piu alto rischio
di ridotta sopravvivenza rispetto ai pazienti HIV positivi non anemici. | sintomi
dell’anemia durante l'infezione da HIV non sono differenti da quelli che si
osservano nei pazienti HIV negativi, e la diagnosi ¢ basata sull’osservazione di
una riduzione del valore di emoglobina (Hb), e della conta degli eritrociti.

L'anemia riscontrabile si attesta tra gli 8-14 g/dL negli uomini e 8-12 g/dL nelle
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donne anche se e possibile riscontrare anemie piu severe dipendenti dal contesto
immunosoppressivo, dall’alterazione citochinica e dallo stadio della malattia.

Si ritiene che la patogenesi dell'anemia nei pazienti HIV-positivi possa essere
considerata come multifattoriale: i1 diversi meccanismi che possono essere
coinvolti nell'induzione dell’anemia coinvolgono da un lato la riduzione della
produzione degli eritrociti, modificando la biologia delle cellule progenitrici
ematopoietiche (HPCs), e dall’altro ’aumento della loro distruzione. Diversi
possono essere i meccanismi alla base dell’anemia: per esempio, 1’azione diretta
del virus e delle sue proteine sul midollo osseo, 1’alterazione dell’equilibrio delle
citochine, la presenza di autoanticorpi diretti contro gli eritrociti o EPO e anche
I’azione di alcuni antiretrovirali possono essere implicati a diverso titolo nella
genesi dell’anemia. Il nostro studio si ¢ interessato in modo specifico sull’analisi
dell’azione di HIV sulle HPCs e lungo il differenziamento di queste cellule verso
la filiera eritrocitaria. In particolare, come primo obiettivo, abbiamo analizzato, su
un sistema cellulare rappresentato dalle HPCs purificate dal cordone ombelicale,
se HIV fosse capace di infettare direttamente tali cellule. La possibilita che le
HPCs possano essere considerate come un target diretto di infezione produttiva da
HIV e come un possibile reservoir dell’infezione rappresenta un tema ancora
molto controverso e non ancora risolto [97-100-109-110-111].

Le HPCs presentano i recettori e i co-recettori sulla propria membrana cellulare
delle HPC: studi eseguiti mediante citometria a flusso hanno mostrato che il 25-
65% di cellule CD34+ HPC di donatori sani esprime la proteina CD4, mentre le
proteine CXCR4 e CCR5 sono espresse rispettivamente nel 53% e nel 35% delle
HPCs. Tuttavia, I’espressione del CXCR4 e del CCRS sembra dipendere in modo
importante dalla fase del differenziamento [94-96]. L'espressione dei recettori e
dei co-recettori sulle membrane delle HPCs suggerisce che queste cellule possano
essere considerate un possibile bersaglio di infezione. | nostri risultati hanno
mostrato che nelle condizioni sperimentali utilizzate, le HPCs da cordone
ombelicale risultano essere resistenti all’infezione. Un’analisi a 7 giorni
dall’infezione con due diversi ceppi di HIVV-1 non ha mostrato ne una produzione

rilevabile di nuova progenie virale, né l’integrazione di DNA provirale nel
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genoma cellulare. Nelle nostre condizioni sperimentali, quindi, le HPCs da
cordone ombelicale non rappresentano un target di infezione e di replicazione
virale suggerendo come altri meccanismi possano determinare un danno da HIV
sulle HPCs. A seguito di questi dati, abbiamo analizzato se HIV potesse indurre
I’attivazione dell’apoptosi e [’inibizione della proliferazione delle HPCs.
L’apoptosi rappresenta un meccanismo gia suggerito come una causa delle
citopenie ematiche nell’infezione da HIV. L’apoptosi svolge un ruolo importante
nella deplezione di linfociti T CD4+, anche attraverso l'interazione di gp120 di
HIV e CD4. La gpl20 di HIV é anche in grado di indurre l'attivazione
dell’apoptosi nelle cellule endoteliali, osteoblasti, ¢ neuroni [113]. Questa
regolazione negativa della proliferazione e della sopravvivenza e stata associata
con ’aumento della produzione del TGF-B1 da parte delle HPCs e alla presenza
di un meccanismo Fas-dipendente [114]. Questa riduzione nella sopravvivenza e
proliferazione causata dall’apoptosi potrebbe spiegare almeno in parte la
diminuzione delle cellule progenitrici e dei precursori circolanti, osservata nei
pazienti HIV-positivi [115]. | nostri dati dimostrano come HIV-1, hiHIV-1 e
rgp120 inducono I’attivazione dell’apoptosi nelle HPCs attraverso un circuito
esocrino-paracrino indotto da citochine come TGF-B1 con I’induzione di alcuni
geni come GATA e TNFa. In particolare, HPCs dopo 3 giorni dal trattamento con
HIV-1, hiHIV-1 e rgp120 presentano un significativo aumento della percentuale
di apoptosi rispetto al controllo non trattato. L’apoptosi abbiamo visto essere
TGF-B1 dipendente, poiché, inibendo tale citochina mediante anticorpo
neutralizzante o siRNA, la percentuale di apoptosi in presenza di virus ritorna al
livello del controllo non trattato. Questi dati sostanzialmente confermano cio che
era gia stato visto in passato anche su cellule progenitrici isolate da midollo osseo
e sangue periferico di pazienti infetti [121]. E’stato inoltre studiato il promotore
del TGF-B1 per valutare la regione che viene interessata dal legame tra il virus e
la cellula ospite.

Per fare questo sono stati costruiti dei plasmidi contenenti diverse parti del
promotore del TGF-B1 clonate a monte del gene reporter CAT e trasfettate in

HPC. Queste cellule vengono poi trattate con il virus attivo, inattivato al calore e
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gp120 ricombinate. La regione del promotore implicata durante I’interazione
gpl120-cellula ospite € quella compresa tra il nucleotide -1362 ed il nucleotide -
1132. All’interno di questa regione sono presenti molteplici siti per diversi fattori
trascrizionali, che attualmente stiamo valutando in dettaglio. La novita rilevante
risiede nella dimostrazione che 1’azione negativa esercitata dal virus trova origine
nell’interazione tra gp120 con il recettore CD4, e con il corecettore CXCRA4. Ci
siamo concentrati in modo particolare sul recettore CXCR4 perché I’anemia si
riscontra nella fase tardiva dell’infezione, la quale ¢ di norma accompagnata da un
tropismo virale X4. Inibendo il legame tra gpl20 e il CD4 e il CXCR4, la
percentuale di apoptosi in presenza di virus € simile a quella del controllo non
trattato. Questo dimostra che un’alterazione HIV indotta della regolazione delle
citochine e in particolare del TGF-B1 gioca un ruolo centrale nella patogenesi
dell’anemia HIV indotta. TGF-B1 € un fattore coinvolto nella omeostasi delle
HPCs la cui azione risiede nel mantenere un controllo del pool delle HPCs.
Precedenti articoli hanno provato come il midollo osseo possa subire una
disfunzione funzionale HIV indotta dovuta all’espressione del TGF-Bl nei
macrofagi midollari. Inoltre, il danno del differenziamento eritroide potrebbe
essere correlato a danni a livello del microambiente midollare e alla riduzione
delle cellule stromali. IL- 1B, IFN-y, TGF-B1 e TNF-a sono in grado di ridurre la
crescita delle cellule progenitrici in vitro e possono svolgere un ruolo importante
nell’induzione di anemia associata ad HIV. Alcuni lavori hanno suggerito che
I'HIV possa compromettere i meccanismi di feedback EPO-correlati che regolano
I'omeostasi dei globuli rossi. La riduzione della concentrazione di Hb induce la
produzione di EPO, mentre in molti pazienti con HIV la presenza di anemia e
associata ad una diminuzione della concentrazione sierica di EPO, che risulta
indipendente dal danno renale. Inoltre, diversi esperimenti in vitro hanno
dimostrato che il virus determina una riduzione della sintesi di EPO. Diversi
meccanismi sono stati considerati per spiegare questa riduzione di EPO [78-82].
L’up-regolazione delle citochine pro-infiammatorie (IL-1p ¢ TNF-a) down-regola
negativamente l'espressione di EPO in vitro, attraverso la formazione di specie

reattive dell’ossigeno, che a loro volta danneggiano 1’ affinita di legame dell’
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EPO. Inoltre, gli anticorpi circolanti anti-EPO sono rilevabili in circa il 23 % dei
pazienti affetti da HIV, e uno studio prospettico su 113 pazienti ha mostrato che
gli anticorpi anti-EPO potrebbe essere considerati un fattore di rischio
indipendente per l'anemia [83-85]. Recenti studi hanno dimostrato che gli
anticorpi anti-EPO riconoscono principalmente tre epitopi dell’EPO che si
estendono su tre regioni, tra cui i domini amminoacidi 1-20 (EP1), 54-72 (EP5) e
147-166 (EP12), di cui EP1 e EP12 sono i domini che sono coinvolti
nell'interazione EPO - EPOR. La regione corrispondente alla EP1 mostra una
omologia di sequenza del 63% con la sequenza amminoacidica di p17 di HIV.
L’anemia associata ad HIV potrebbe anche essere indotta da emolisi. Sebbene
I’emolisi costante ¢ rara nei pazienti con HIV, il danno e la lisi dei globuli rossi da
auto-anticorpi possono essere considerate un ulteriore meccanismo di anemia
associata ad HIV.

Il coinvolgimento delle HPC da parte del virus potrebbe perd essere
accompagnato anche dall’alterazione di tali cellule durante il loro
differenziamento verso la filiera eritrocitrarie. La coespressione del recettore CD4
e della glicoforina A indica che alcune cellule in differenziamento verso la linea
eritroide potrebbero rappresentare un target per I'infezione da HIV [75]. Inoltre, e
stata dimostrata anche I'espressione di CXCR4 in CD34+ BFU, anche se il livello
di espressione di tale corecettore diminuisce durante il differenziamento eritroide.
Si ¢ quindi studiato I’impatto di HIV su HPCs differenziate mediante EPO verso
la linea eritrocitaria mediante due protocolli sperimentali. Nel primo protocollo, le
cellule progenitrici ematopoietiche, dopo essere state isolate da sangue cordonale,
vengono trattate per 24 ore con il virus attivo, inattivato al calore e con gpl120
ricombinante e successivamente vengono indotte in differenziamento mediante
EPO. Nel secondo protocollo sperimentale, invece, le HPC, dopo essere state
separate anch’esse da sangue cordonale, vengono indotte prima in
differenziamento per 24 ore con EPO e successivamente trattate con il virus.

Le cellule che subiscono il primo trattamento, ovvero che sono soggette ad un
iniziale priming negativo operato dal virus, vanno incontro ad apoptosi piu

rapidamente di quelle che subiscono il secondo trattamento. Tali cellule infatti gia
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dopo 7 giorni dal trattamento con il virus presentano una apoptosi che interessa
quasi tutte le HPC. Le stesse cellule, sottoposte al secondo protocollo
sperimentale si comportano invece in maniera differente: nei primi 5 giorni dal
trattamento con il virus la percentuale di cellule apoptotiche e quasi irrilevante ed
e maggiore la percentuale di cellule in fase S/G2/M; dopo 7 giorni inizia ad
aumentare la fase apoptotica che progressivamente si inasprisce, con un picco a 20
giorni dal trattamento con il virus.

Possiamo quindi affermare che se HPCs vengono inizialmente a contatto con il
virus, prima di essere indotte al differenziamento, si assiste ad una morte cellulare
molto piu repentina; se invece le stesse cellule prima del trattamento con HIV-1
vengono poste in coltura con eritropoietina, presentano inizialmente un aumento
della proliferazione nei primi 5 giorni post-trattamento, che poi si arresta e lascia
spazio all’apoptosi. Con entrambi i protocolli pero, anche se con tempistiche
diverse, I’effetto finale provocato dal virus ¢ un aumento della morte cellulare
programmata.

Il trattamento con il virus determina anche delle anomalie a livello del
differenziamento verso la linea eritrocitaria. Le HPCs che subiscono un priming
iniziale negativo da parte del virus, presentano a 7 giorni dal trattamento una
riduzione della glicoforina A, marker differenziativo eritroide. Le stesse cellule se
vengono prima messe in coltura con EPO e successivamente trattate con il virus,
presentano nei primi 5 giorni post-trattamento un aumento dell’espressione della
glicoforina A, la quale poi si riduce al di sotto del valore di controllo. In entrambi
1 protocolli, sebbene con tempistiche differenti, I’effetto finale dato dal virus ¢ di
riduzione del numero di cellule terminalmente differnziate. Questo € stato
confermato non solo dall’analisi dell’espressione della glicoforina A, globina e
CD71, ma anche dalla morfologia dalle colonie BFU-E e CFU-E presenti in
terreno semi-solido di metilcellulosa. Con il secondo protocollo, le HPCs sono
indotte da HIV-1 verso un piu rapido differenziamento che diminuisce i cicli di
amplificazione della replicazione cellulare con una riduzione del numero di
cellule totali che viene poi a essere ancora piu evidente dall’attivazione

dell’apoptosi a tempi tardivi dall’induzione del differenziamento.
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Utilizzando il primo protocollo, quello che prevede una iniziale incubazione delle
cellule con il virus, prima dell’induzione in differenziamento, si ha una alterazione
significativa in particolare del TGF-B1 e della IL-6. Abbiamo indagato in modo
particolare questi geni vista I’attivazione di TGF-B1 nelle HPCs virus-indotta ed
anche un aumento della IL-6 nei pazienti infetti [121]. L’espressione aumentata di
IL-6 & rilevabile nei primi giorni post-esposizione al virus mentre TGF-B1
aumenta in tempi tardivi quando invece IL-6 non risulta regolato positivamente.
Abbiamo anche studiato il promotore della IL-6 per determinare la regione
implicata durante il contatto virus-cellula ed indagarne i siti trascrizionali presenti.
Per fare questo le diverse parti del promotore sono state clonate a monte del gene
CAT ed i diversi costrutti sono stati trasfettati a livello delle HPC. La regione
attivata durante il trattamento con il virus € quella compresa tra il nucleotide -712
e il -286. Attualmente stiamo ancora valutando in dettaglio i siti presenti in questa
regione. In altri sistemi cellulari come i macrofagi, IL-6 regola TGF-B1 in
presenza di Tat. Nelle HPCs trattate con il primo protocolo gli esperimenti con
anti-1L6, mostrano che IL-6 possiede un effetto protettivo per la vitalita cellulare e
non sembra essere in diretta relazione con 1’aumento successivo di TGF-B1 anche
se successive analisi saranno necessari per comprendere se possa esistere una
correlazione tra i due fattori.

Se le HPCs invece vengono sottoposte al secondo protocollo, che prevede una
iniziale induzione in differenziamento, seguita dal trattamento con il virus,
presentano attivazione del TGF-B1 sin dai tempi precoci e regolazione negativa
del IL-6 con un accelerazione del differenziamento con una riduzione dei cicli
proliferativi. Questo comporta un calo del numero assoluto di cellule differenziate
verso la filiera eritrocitaria. L’analisi dell’interazione gp120/CXCR4 ha indicato
come l’alterazione del differenziamento eritrocitario sia in relazione particolare
con il legame tra questi fattori. La glicoforina A, infatti, ritorna a livelli vicini al
controllo quando I’inibitore dell’interazione gp120/CXCR4, AMD3100, viene

posto in coltura. Nel secondo protocollo, quindi abbiamo una complessa serie di
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eventi che, attraverso 1’inappropriata induzione di TGF-B1, puo determinare la
riduzione del numero degli eritrociti.

Questo studio, ha quindi valutato, su HPCs di cordone ombelicale, alcuni
controversi temi della patogenesi delle citopenie periferiche in corso di infezione
da HIV. Nonostante ci siano indicazioni e studi contrastanti in merito, soprattutto
su modelli di HPCs isolate dal midollo osseo, il nostro studio ha mostrato, in
accordo con diversi articoli del passato, come le HPCs siano resistenti
all’infezione. Inoltre, I’induzione di apoptosi nelle HPCs, mediata dall’interazione
di gp120 con CD4 e CXCR4 e sintesi di TGF-B1, rappresenta un meccanismo
importante che contribuisce alla genesi delle citopenie ematiche. L’apoptosi
rappresenta un meccanismo essenziale nelle citopenie HIVV mediate infatti gp120
induce apoptosi anche in sistemi linfocitari, in cellule nervose, in osteoblasti con
conseguenti alterazione dell’omeostasi di questi tessuti. Tale meccanismo era gia
stato anche descritto per lo sviluppo di trombocitopenie nei pazienti HIV positivi.
L’azione della gpl20 su CXCR4 nell’induzione di TGF-Bl1 e dell’apoptosi
rappresenta una originale osservazione che induce a pensare come I’interazione
tra gp120 e questo co-recettore giochi un ruolo importante nella patogenesi da
HIV. Questa interazione e stata individuata come biologicamente significativa
anche in altri sistemi cellulari dimostrando ancora una volta la versatilita di HIV
nell’indurre complessi meccanismi di danno cellulare.

Nella seconda parte dello studio abbiamo studiato I’effetto negativo del virus o e
della gp120 durante le varie fasi del differenziamento eritroide. I risultati sono
interessanti perché dimostrano come a seconda dell’ordine di interazione di HIV ¢
di EPO sulla HPCs abbiamo due differenti risposte che pur essendo per certi versi
contrastanti portano in modo proprio verso una comune inibizione del corretto
differenziamento. L’interazione con HIV antecedente il trattamento con EPO ci
presenta una azione complessa di induzione di apoptosi, inibizione della
proliferazione e inibizione del differenziamento che contrasta 1’azione
differenziativa di EPO con la riduzione di numero e di qualita degli eritrociti.
Sorprendentemente, se la cellula HPC viene a contatto con HIV successivamente

al trattamento iniziale con EPO abbiamo la comparsa di un effetto biologico
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particolare dove abbiamo un effetto differenziativo marcato nelle fasi precoci che
potrebbe comportare una riduzione dei cicli replicativi normali delle cellule in via
di differenziamento e una induzione di apoptosi e di inibizione successiva dei
marker differenziativi nelle fasi teminali della differenziazione. L’induzione di un
effetto differenziativo precoce e stato gia rilevato in parte in studi su HPCs di
midollo osseo trattate con EPO e TGF-B1 confermando cosi questo aspetto
specifico dei nostri risultati.

L’insieme dei nostri risultati dimostra come I’anemia dei pazienti HIV infetti
possa avere una genesi che puo essere spiegata anche dall’azione di gp120 e di
HIV su HPCs e sulla loro differenziazione. | meccanismi indicati possono anche
spiegare almeno in parte come il trattamento con EPO possa contrastare
parzialmente I’anemia HIV indotta e come il controllo dell’espressione di TGF
beta possa rappresentare un possibile target terapeutico. Successivi studi saranno
poi indicati per comprendere in modo amncora piu approfondito dal punto di vista
molecolare lo sviluppo dell’anemia cercando di unire in un unico modello
esplicativo I’azione di HIV sulle HPC e sul differenziamento con i danni a livello

eritrocitario di tipo autoimmunitario.
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