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1. Introduzione

1.1.Trapianto di rene

Il trapianto renale rappresenta oggi la terapia sostitutiva d’elezione per la maggior parte dei
pazienti affetti da insufficienza renale cronica in fase terminale (ESKD, End Stage Kidney disease),
garantendo una migliore qualita della vita, minori costi sanitari rispetto al trattamento dialitico e
una migliore sopravvivenza in tutti i pazienti compresi quelli di eta piu avanzata [1]. D’altro lato,
nonostante i notevoli progressi terapeutici ottenuti nel rallentare la progressione del danno renale
cronico, la malattia renale cronica ha acquisito caratteristiche epidemiche [2]. L'elevata incidenza
di diabete mellito ed ipertensione, la costante crescita del numero di pazienti obesi ed il
progressivo invecchiamento della popolazione generale sono le principali cause di diffusione
epidemica della malattia negli adulti. In eta pediatrica, i disordini congeniti fra cui la congenital
anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) invece, sono fra le cause piu frequenti di
insufficienza renale nei bambini, seguite dalle glomerulo nefriti [142]. Dal confronto tra la
sopravvivenza dei pazienti affetti da insufficienza renale cronica di eta superiore a 70 anni
sottoposti a trapianto renale e quella dei coetanei in lista d’attesa, emerge che il rischio di
mortalita dei pazienti trapianti & del 41% inferiore rispetto a quello dei soggetti in lista [3]. In tal
modo, negli ultimi anni, se da una parte gli eccellenti risultati ottenuti in campo trapiantologico
hanno trasformato “il mito del trapianto” in una procedura di routine, dall’altra I'aumento
progressivo del numero di pazienti affetti da insufficienza renale terminale ha portato ad un
numero sempre crescente di richieste di iscrizione nelle liste di attesa per trapianto di rene.
Questo contesto ha rapidamente generato una drammatica discrepanza tra domanda e
disponibilita di reni da trapiantare. La differenza tra domanda ed offerta di organi per trapianto
renale, oltre a determinare un allungamento dei tempi d’attesa medi, ha determinato un aumento
del tasso di mortalita tra i potenziali riceventi iscritti in lista in attesa di trapianto di rene [4].

1.1.1. Tipologie di trapianto renale

Ad oggi due sono le tipologie di trapianto disponibili: il trapianto da donatore vivente e il trapianto
da donatore deceduto (Figura 1). Il primo presenta dei vantaggi innegabili che sono legati, per lo
piu, alla programmabilita dell’intervento e a un minor rischio di rigetto in presenza di donatori
consanguinei (previa verifica della compatibilita immunologica).



Il Trapianto renale puo essere eseguito con
un donatore vivente o con un rene da
donatore deceduto

Criteri di selezione donatore vivente:

¢ (Consanguineita

® Elevata motivazione del
donatore

® Soggetto HLA identico o
aploidentico, con cross match
negativo

* Condizioni psico-fisiche
eccellenti e funzione renale

normale

Criteri di selezione donatore

deceduto

® Danno cerebraleirreversibile

¢ Funzione renale appropriata
per |'eta

® Nessuna evidenza di malattia

renale preesistente

e Cross-match negativo

*  Miglior matching HLA
possibile

Figura 1 - Criteri di selezione del donatore nelle due tipologie di trapianto renale

Nonostante i notevoli miglioramenti nella gestione dei pazienti trapiantati, il problema della
carenza di organi esiste ed e considerato uno dei principali limiti alla sua applicazione. In
guest’ottica e considerando I'aumento della durata media della vita nella societa, si stanno
compiendo numerosi sforzi volti ad estendere i criteri di selezione dei donatori cadavere, facendo
ricorso anche all'impiego dei cosiddetti donatori “marginali”, che in passato sarebbero stati
ritenuti non idonei per una serie di caratteristiche quali ad esempio I'eta avanzata, ipertensione
arteriosa, diabete mellito o patologie cardiovascolari. Il razionale alla base dell'impiego di questi
donatori consiste nel fatto che il trapianto da donatore marginale migliora la sopravvivenza a
lungo termine del ricevente, che supera quella dei candidati rimasti in lista d’attesa, pur essendo
pero inferiore a quella di pazienti sottoposti a trapianto da donatore standard o “ideale”. Resta
tuttavia indiscusso il ruolo preponderante svolto dalla qualita dell’organo trapiantato
nell’influenzare I'evoluzione del trapianto stesso, che necessita di precisi criteri per il corretto
inquadramento degli organi ritenuti marginali, siano essi candidati a trapianto singolo o doppio. E
con questo obiettivo che sono presenti numerosi sistemi di classificazione e allocazione degli
organi marginali per lo piu basati sull’elaborazione di punteggi (score), esclusivamente clinici,
puramente istologici o misti, che tengono conto dell'impatto che le diverse variabili,
istopatologiche e cliniche hanno sull’evoluzione del graft. Il Centro Nazionale Trapianti in Italia ha
un’organizzazione strutturata che considera la metodica di esecuzione di una biopsia pre-trapianto
con applicazione dello score istologico di Karpinski in tutti i donatori appartenenti alla categoria



dei marginali. La Figura 2 riassume quali sono i fattori che influenzano per lo piu I'outcome del
trapianto renale [5].

g N
Donor Characteristics |
s Age
+ Renal disease
* Cause of death
« Renal function

* Cadaveric or living donation

N

'/ Recipient Characteristics
* ABO blood group match
. Ape
* Race
» Pre-sensitization
& HLA match
* Socio-economic conditions

* Original kidney disease

+ Co-morbidities

Outcome/
Graft Survival

Graft Characteristics/ Implantation Biopsy

. \ ,,
Findings / . A
* Degree of sclerosis (due to hypertension,
diabetes mellitus, aging
& Size of kidneys/transplanted nephron mass
(single/double kidney transplantation)
* Other diseases (cholesterol embolization )
AN S

ras T,
Post-Transplant Characteristics |
* Type and number of episodes of rejection
« De novo DSA post-transplantation
* Compliance with medications
* Recurrence of renal disease
# Calcineurin-inhibitor toxicity
+ Co-morbidities (hypertension, diabetes )

» Infections (Polyomavirus Nephropathy, CMV, )

» Transplant Center-specific management
protocols

\_ )

Figura 2 - Fattori che influenzano I’outcome del trapianto renale [5]



1.1.2. Rischio infettivo nel paziente trapiantato

Il rischio relativo di mortalita tra i pazienti trapiantati rispetto a quelli in terapia dialitica subisce
ampie e significative modificazioni in relazione al tempo: nel periodo immediatamente successivo
all'intervento € aumentato, come conseguenza dei rischi connessi alla procedura chirurgica e
all'impiego di farmaci immunosoppressori ad alte dosi, mentre in seguito subisce un progressivo
declino, risultante in una complessiva riduzione del tasso di mortalita che si mantiene nel lungo
termine [6]. In questa forbice temporale riveste particolare importanza la componente infettiva
con la quale il paziente trapiantato pud venire in contatto. Il mix fra immunosoppressori e agenti
infettivi infatti, rende i pazienti sottoposti a trapianto unici se paragonati alla popolazione
generale. Quando questi pazienti vengono trattati con agenti immunosoppressori, i segni
inflammatori classici e i sintomi associati all'infezione sono attenuati, cosi, per esempio, febbre o
leucocitosi non sono sempre presenti e quindi le infezioni in questi pazienti possono non essere
riconosciute per lunghi periodi di tempo, ritardando la diagnosi ad una fase avanzata, aumentando
cosi il rischio di morbilita e mortalita.

Le infezioni pilt comunemente riscontrate nei pazienti sottoposti a trapianto renale sono la
Klebsiella pneumoniae, lo Streptococcus pneumoniae e virus respiratori acquisiti in comunita, cosi
come l'infezione causata da citomegalovirus (CMV), polmonite da Pneumocystis carinii (PJP),
Nocardia, e Aspergillus [7]. Sia l'induzione, sia il mantenimento dell'immunosoppressione hanno
un impatto critico sul rischio di infezioni post-trapianto [8], esse seguono, in gran parte, schemi
prevedibili in relazione all’landamento del trapianto nel tempo, alla guarigione della ferita
chirurgica e alla riduzione dell'immunosoppressione, inoltre, la riattivazione di infezioni latenti,
che di solito si verifica nei primi 180 giorni dopo il trapianto, va attentamente valutata [9]. Ci sono
molti fattori che influenzano il rischio di infezione nei soggetti trapiantati, anche se alcuni di questi
fattori sono presenti nel donatore o ricevente prima del trapianto, mentre altri sono derivati da
eventi che si verificano durante o dopo il trapianto. Un’accurata valutazione di questi fattori di
rischio (Figura 3) post trapianto comprende:

+* |Infezioni latenti e attive nell’organo ricevente e/o nel donatore: Le infezioni derivate dal

donatore svolgono un ruolo importante nelle infezioni post-trapianto. Un’attenta selezione
dei potenziali donatori € fondamentale. Entrambe le categorie di pazienti, i donatori nel
trapianto da vivente ovvero i riceventi, sono regolarmente sottoposti a screening per le
infezioni latenti comuni. Inoltre, sono valutati anche i patogeni geograficamente
importanti, come la tubercolosi (nel caso di donatori viventi), Trypanosoma cruzi, Brucella,
e Strongyloides [10].

+» Esposizioni di assistenza sanitaria _prima e dopo il trapianto: La maggior parte delle

infezioni diagnosticate nel primo mese successivo al trapianto di rene vengono contratte in
ospedale e derivano da complicazioni della procedura chirurgica o da un’infezione del
donatore non riconosciuta o non trattata [11]. | batteri e funghi sono i patogeni piu comuni
e l'acquisizione di batteri MDR (Multiple drug resistance) € una delle principali
preoccupazioni poiché la presenza di questi microrganismi € associata ad un aumento della

4



morbilita e mortalita del paziente [12]. Circa il 3-13% dei pazienti sottoposti a trapianto di
organi solidi in aree endemiche di Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE)
possono sviluppare varie infezioni e il sito di infezione & correlato con I'organo trapiantato.
Un esempio e rappresentato dai pazienti trapiantati infettati dalla Klebisiella pneumoniae
(KPC) il cui tasso di mortalita a 30 giorni & del 36%, ed aumenta sino al 58% a 180 giorni
[13].

___ Doner-Derived NL;:ULUrn al. te_t_hrlittdl ‘ ‘ i"\Lti-.":lliurn ﬂ |<_| lll:'||1 IrleI:.'jI(?r-l ; ‘ ‘ e e
InFection [denor or recipient) [relapsed, residual, opportunistic)
'
I Dynamic assessment of risk of infection
» Transplantation
Commen Infections in Solid-Organ Transplant Recipients
— Recipient-Derived <1 Month 1-6 Months »6 Months
Infection Infection with antimicrobial- With PCP and antiviral {CMV,HEV) Comrnunity-acquired pneurnania,
resistant species: prophylaxis: wrinary tract infection
MRSA Palyomavirus BK infection, nephropathy Infection with aspergillus, atypical
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Figura 3 - Timing infettivo del paziente trapiantato

| problemi post-operatori e nosocomiali, possono persistere dopo il primo mese e le infezioni
opportunistiche pongono la sfida piu grande per il ricevente del trapianto. Per contenere questa
eventualita i pazienti vengono sottoposti ad una profilassi antimicrobica. A 6 mesi dal trapianto
renale, in assenza di complicanze maggiori, vi € una riduzione dell'immunosoppressione e il
potenziale rischio di infezioni batteriche risulta ridotto. In questo periodo, i pazienti sono piu
soggetti ad essere infettati da organismi endemici per la comunita come ad esempio:
Streptococcus pneumoniae e Legionella, le altre infezioni legate all'esposizione ambientale
includono Nocardia, Aspergillus e Cryptococcus, ognuna delle quali pud avere manifestazioni lievi
nel corso di molti mesi e puo, purtroppo, essere diagnosticata in ritardo [8].

1.2.1 Polyomavirus

| Polyomavirus (PyVs) sono piccoli virus a DNA, icosaedrici e privi di envelope, che infettano un
gran numero di vertebrati [14]. | primi due polyomavirus umani (HPyVs), JCV e BKV, il cui nome
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deriva dalle iniziali dei soggetti in cui vennero isolati per la prima volta, furono identificati nel
1971, il primo nel cervello di un paziente con linfoma di Hodgkin e leucoencefalopatia multifocale
progressiva (PML) [15], ed il secondo nelle urine di un paziente sottoposto a trapianto renale [16].
Negli ultimi anni, & aumentato l'interesse per i PyVs nell'induzione di forme patologiche e
tumorali, a causa del sostanziale incremento del numero di nuovi isolati genetici virali scoperti.

Pur avendo un’organizzazione strutturale ben conservata, i PyVs hanno uno spettro d’ospite
ristretto ed una certa specificita cellulare. Questi limiti sembrano essere dovuti, a livello
extracellulare, dalla presenza o meno di recettori sulla superficie della cellula ospite e, a livello
intracellulare, dalla presenza o meno di fattori cellulari dell’ospite che permettano I'espressione
dei geni virali ed il completamento del ciclo vitale del virus [17,19]. Sperimentalmente, la
ristrettezza d’ospite e la specificita cellulare possono essere superate, e, quindi, il rischio di
trasformazione oncogena aumenta tipicamente a spese della replicazione litica; la trasformazione
oncogena € mediata dalle proteine precoci dei PyVs, chiamate antigeni T, attraverso le quali
riescono ad aggirare i controlli del ciclo cellulare al fine di replicare in modo efficiente. La
trasformazione dei PyVs si basa sul disallineamento genetico o funzionale tra I'espressione
dell'antigene T e le fasi successive del ciclo vitale virale caratterizzato dalla replicazione del DNA
virale, espressione del gene tardivo, assemblaggio del virione ed eventualmente la lisi cellulare
dell’ospite. | PyVs condividono diverse caratteristiche con i papillomavirus tra cui il potenziale
oncogeno, ma non sono pil classificati insieme ad essi nel genere Papova, ma separatamente nel
genere Polyomavirus, della famiglia Polyomaviridae [19]. | virus appartenenti alla famiglia sono
elencanti in Tabella 1 e sono [20]:

Specie Polyomavirus Abbreviazioni

Simian Agent 12 SA12

Bat polyomavirus BatPyV
B-lymphotropic polyomavirus LPyV
BK polyomavirus BKPyV
Bornean orang-utan polyomavirus PyV1
Bovine polyomavirus-3 BPyV3
Bovine polyomavirus-1 BPyV1
Bovine polyomavirus-2 BPyV2
California sea lion polyomavirus SLPyV
Equine polyomavirus EPYV
Hamster polyomavirus HaPyV

JC polyomavirus JCPyV

Merkel cell polyomavirus MCPyV
Murine pneumotropic virus JCPyV
OMurine polyomavirus MPyV

MW polyomavirus MWPyV
Simian virus 40 SV40

Squirrel Monkey polyomavirus SqPyV
Sumatran orang-utan polyomavirus PyV2




Trichodysplasia spinulosa-associated polyomavirus TSPyV
Chimpanzee polyomavirus ChPyV
Human polyomavirus 6 HPyV6
Human polyomavirus 7 HPyV7
Human polyomavirus 9 HPyV9
Human polyomavirus 12 HPyV12
KI polyomavirus KIPyV
WU polyomavirus WUPyV
Avian polyomavirus APyV
Canary polyomavirus CaPyV
Crow polyomavirus CPyV
Finch polyomavirus FPyV
Simian virus 12 SV12
Goose hemorrhagi polyomavirus GHPyV

Tabella 1 - Specie della famiglia dei PyVs

1.2.1. Struttura del genoma dei PyVs

| virus appartenenti alla famiglia dei Polyomaviridae, presentano un’elevata percentuale di
omologia, pur differenziandosi notevolmente tra loro, sia per il comportamento biologico sia per
le manifestazioni patologiche, nel caso del Polyomavirus BK, ad esempio, il grado di omologia € del
75% con JCV e del 70% con SV40. | Polyomavirus, cosi come gli altri virus a DNA, entrano nella
cellula per endocitosi penetrando dapprima nel citoplasma e successivamente nel nucleo delle
cellule bersaglio, dove la replicazione del DNA virale puo avere luogo. Nel nucleo i virus perdono il
capside e danno inizio al loro ciclo replicativo, che si sviluppa in tappe successive.

Il genoma dei Polyomavirus € costituito da un’unica molecola di DNA a doppia elica di circa 5000
paia di basi con variazioni specifiche del genotipo osservato; questo minicromosoma, di forma
circolare, complessato con le proteine istoniche cellulari H2A, H2B, H3 e H4, puo essere diviso in
tre regioni funzionali (Figura 4) [21] :

¢ Early coding region (regione codificante precoce)

E’ la prima parte del genoma ad essere trascritta e tradotta nel ciclo vitale del virus. Si tratta di una
porzione di DNA di 2.4 kbp che codifica per due proteine regolatrici virali chiamate Tumor antigen
(o semplicemente T-antigen). Queste proteine sono prodotte per splicing alternativo a partire da
un comune precursore di mMRNA e sono denominate, in base alla loro dimensione, large T antigen e
small t-antigen (T-Ag e t-Ag). |l Large T-antigen é considerato il regolatore del processo infettivo ed
€ una proteina provvista di molteplici attivita enzimatiche e di un’elevata capacita di legare sia il
DNA sia le numerose proteine cellulari. Queste caratteristiche rendono ragione del ruolo
fondamentale del large T-antigen nel regolare la produzione di mRNA precoce, nel dare inizio alla
replicazione del DNA virale e nell’ avviare la trascrizione dei geni tardivi attraverso I'attivazione dei
promotori virali tardivi, sfruttando i fattori di trascrizione -cellulari; legandosi alla pRb

(retinoblastoma susceptibility protein) nella sua forma iperfosforilata. Questo complesso
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promuove il prematuro rilascio del fattore di trascrizione EF2, che stimola le cellule quiescenti a
entrare nella fase S del ciclo cellulare e, dopo aver stabilito un adeguato ambiente cellulare,
recluta direttamente il complesso DNA polimerasi della cellula ospite per iniziare la sintesi
bidirezionale di DNA virale. Il Large T-antigen rappresenta, quindi, un elemento fondamentale per
il virus in quanto contiene domini multipli, alcuni dei quali inattivano proteine della famiglia del
retinoblastoma o di p53, sovvertendo il processo di apoptosi. Numerosi studi hanno dimostrato
che T-Ag &, tra le proteine codificate dal virus, il principale bersaglio della risposta immunitaria T
cellulare. Nel sangue di donatori sani ma con anticorpi diretti contro il virus, troviamo infatti
linfociti T CD8+ diretti contro large T-Antigen. Diverso & il ruolo dello small t-antigen,
probabilmente coinvolto nella trasformazione cellulare e di ausilio per I'attivita di large T Antigen.
Quanto sopra esposto & solo un ipotesi, in quanto il ruolo di questa proteina non & stato
completamente chiarito dal momento che alcuni esperimenti hanno dimostrato che Ia
replicazione virale procede anche in sua assenza [22].

0,

+» Late coding region (regione codificante tardiva)

E’ un segmento di DNA di 2.3 kb, contenente le informazioni genetiche per le proteine strutturali
del capside: la proteina maggiore (VP1) e le due proteine minori (VP2 e VP3), sono derivate da un
unico mRNA precursore attraverso un processo di splicing alternativo. La regione codificante
tardiva codifica anche per una proteina denominata “agnoproteina”, il cui ruolo nel ciclo
replicativo dei Polyomavirus rimane ancora da chiarire. Le interazioni dirette tra T-Ag e
agnoproteina sembrano modulare la replicazione virale e la trascrizione del virus durante
I'infezione [22].

0,

+» Transcriptional control region (regione regolatoria non codificante)

La regione non codificante regolatrice (NCCR) misura 300-500 bp ed é collocata tra le due regioni
precedenti. Questo segmento di DNA contiene la sequenza di inizio della replicazione virale (ori),
la TATA box, il sito di legame per large T antigen, i siti di legame per i fattori di trascrizione
cellulari, un promotore e un potenziatore per le trascrizione dei geni precoci e tardivi. La regione
enancher di BKV, ad esempio, consiste in tre ripetizioni di 68 bp che sono soggette a delezioni e
riarrangiamenti nelle diverse varieta di BK (nella varieta archetipale di BKV, per esempio, & stata
trovata nella NCCR una sola sequenza di 68 bp) [22].
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Figura 4 - Organizzazione del genoma dei PyVs

1.2.2. SV12

Il simian virus 12 (SV12) & stato isolato per la prima volta da una coltura di cellule renali derivate
dal Cercopithecus pygerythrus, una scimmia tipica del Sud Africa. Successivamente, si & scoperto
che anche un’alta percentuale di scimmie dei generi Papio ursinus e babbuini chacma, erano
sieropositivi per SV12. Come altri poliomavirus, SV12 trasforma le cellule in coltura ed i primi studi
hanno dimostrato € un poliomavirus strettamente correlato a SV40, JCV e BKV [23]. Tuttavia la
letteratura per quanto concerne questo genotipo € davvero scarna e ad oggi non sono note
associazioni patologicheriportate.

1.3.1 Papillomavirus

Papillomavirus (HPV) e un virus della famiglia Papovaviridae. L'HPV & stato scoperto sia nell'uomo
che negli animali. Piu di 300 HPV sono stati identificati e completamente sequenziati, compresi
oltre 200 HPV umani [24,25]. L'HPV ¢ un virus specie-specifico con un elevato tropismo tissutale:
ha la capacita di infettare i tessuti epiteliali dell'epidermide e della mucosa, generando lesioni
specifiche. A questo proposito, i genotipi HPV sono stati divisi in due gruppi distinti: cutanei e
mucosali. Gli HPV cutanei sono associati a lesioni (verruche) su mani e piedi (1,2 e 4 genotipi),
mentre altri genotipi HPV sono associati a verruciformi epidermodisplasia (5,8,9,9,12,14,15,17,19-
25,36,46 e 47 genotipi). | genotipi 5 e 8 sono associati anche al cancro della pelle [26]. Gli HPV
mucosali, danno lesioni del tratto orale, respiratorio e anogenitale. Si dividono in basso e alto
rischio, a seconda della loro capacita oncogena. Tra i genotipi a basso rischio, i genotipi
6,11,40,42,43,44,54,61,70 e 72 sono classificati come genotipi a basso rischio, che possono
portare a lesioni della mucosa genitale benigne. | genotipi 16,18, 31, 33, 35, 52, 58, 67 sono
considerati ad alto rischio; il genotipo HPV16 & piu frequentemente associato al cancro della
cervice uterina [27]. L'utilizzo di algoritmi filogenetici, in grado di confrontare sequenze genomiche
multiple, ha permesso di suddividere i genotipi HPV in 37 generi. Questi dati sono stati ottenuti
analizzando I'omologia di sequenza esistente tra le sequenze nucleotidiche della regione L1 ORF



del genoma. Gli HPV umani appartengono a 5 generi: Alfa, Beta, Gamma, Gamma, Mu e Nu, a cui
corrispondono diverse associazioni patologiche (Figura 5) [28]. L'HPV & considerato un nuovo
genotipo quando l'omologia esistente tra le sue sequenze di DNA e quelle dei genotipi gia
classificati non supera il 90%. | virus con un'omologia superiore al 90% ma inferiore al 98% sono
definiti sottotipi e quelli con un‘omologia compresa tra il 98% e il 100% sono definite varianti [29].

Figura 5 - Generi dei Papillomavirus

HPV e un virus con DNA circolare a doppio filamento di circa 8000 coppie di basi con un capside
icosaedrico privo di envelope. Contiene tre regioni distinte: late (L), early (E) e upstream regulatory
region (URR) o LCR (long control region). La regione L comprende due geni: L1 (capside virale
maggiore) e L2 (capside virale minore), che codificano le proteine strutturali necessarie per la
formazione del cappside virale nella fase finale della replicazione. La regione E contiene sette geni
espressi nella fase iniziale del ciclo replicativo, che codificano per le proteine non strutturali, con
varie funzioni regolatorie chiamati da E1 a E7. Le regioni L ed E sono separate da URR, una regione
di circa 1000 coppie di basi che contiene un certo numero di elementi cis necessari per la
regolazione dell'espressione genica, la replicazione del DNA e l'incapsulamento del genoma virale.

1.3.1. Struttura del genoma degli HPVs

L'infezione da HPV avviene attraverso il contatto iniziale del virus con lo strato superficiale
dell'epitelio squamoso multistrato. L'HPV non codifica una DNA polimerasi, ma utilizza la DNA
polimerasi dell'ospite cellulare. Per questo motivo, I'HPV si replica solo nelle cellule di
differenziazione. La sintesi del DNA virale, la produzione di proteine del capside e I'assemblaggio
dei virioni, avviene solo a livello dei cheratinociti. L'epidermide € composta da 5 diversi strati:
basale, spinoso, granuloso, lucido e corneo. Lo strato corneo rappresenta la fase terminale di
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differenziazione dei cheratinociti, corrispondente ad uno specifico stadio del ciclo vitale virale.
L'infezione si verifica quando il virus raggiunge lo strato basale. Cio e reso possibile da piccole
ferite o abrasioni della mucosa dell'ospite. | recettori utilizzati dal virus per entrare in contatto con
le cellule e penetrare al loro interno non sono ancora stati identificati con chiarezza. E stato
difficile studiare i meccanismi attraverso i quali I'HPV entra nelle cellule e stabilisce un'infezione
produttiva, a causa della difficolta di produzione del virus sia in vivo che in vitro. L'interazione tra
HPV e superficie cellulare & stata quindi indagata utilizzando gli pseudo-virioni formati da proteine
L1 e L2 autoassemblate in sistemi di espressione eterologa (VLP: particelle simili ai virus) e un
plasmide reporter al posto del genoma [30]. L'HPV puo legarsi non solo nelle cellule epiteliali
squamose, ma anche ad altri tipi di cellule. Cio indica che il tropismo marcato dall'HPV per i
cheratinociti non & dovuto alla specificita del recettore [31]. Integrin a6 & stato il primo candidato
come possibile recettore HPV, secondo studi che utilizzano il VLP [32]. Le VLPs si legano
all'integrina e l'uso di anticorpi diretti contro a6 blocca il legame del virus alla cellula. L'Integrina
a6 collabora con le sottounita B1 e B4 dell'integrina B, situate sulla superficie cellulare. L'integrina
a6B1 & espressa su un'ampia varieta di cellule, incluse piastrine, linfociti, cellule endoteliali,
mentre I'a6B4 si trova su cellule epiteliali, mesenchimali e neuronali. L'HPV puo legarsi a entrambi
i tipi di integrina, ma preferibilmente al profilo a6B4 [33]. L'espressione di queste integrine non &
comunqgue necessaria per l'ingresso del virus nelle cellule, perché alcuni HPV entrano in cellule
prive di questi recettori. E stato osservato che questi virus si legano ad eparina e
glicosaminoglicani, seguiti da un successivo legame e internalizzazione dei recettori [34]. Dopo il
legame dei recettori, i virioni entrano lentamente nel compartimento citoplasmatico [35], si
disassemblano nei lisosomi e quindi il DNA virale viene trasferito e trasportato nel nucleo dalla
proteina L2 del capside. Il ciclo replicativo del virus pud essere suddiviso in uno stadio non
produttivo o iniziale e uno stadio produttivo, o tardivo, relativo allo stato di differenziazione delle
cellule ospiti. Nella fase non produttiva, il DNA dell'HPV viene mantenuto in forma episomale e il
promotore precoce inizia ad esprimere le proteine E1 ed E2 che innescano la replicazione del
genoma virale. Nelle cellule basali infette, il DNA viene mantenuto in un basso numero di copie
episomali, circa 10-100 genomi per cellula. In questa fase, il numero di copie genomiche rimane
costante e la replicazione virale avviene contemporaneamente alla cellula ospite: il virus utilizza le
strutture e le componenti cellulari ospiti per la replicazione del suo DNA. Questo tipo di
replicazione permette al virus di stabilire un'infezione persistente nelle cellule basali
dell'epidermide, inducendo cosi un'infezione latente. Un gruppo di queste cellule lascia la
membrana basale per stratificarsi e differenziarsi, rendendo possibile l'ingresso del virus negli
strati superiori dell'epidermide. A questo livello inizia la fase produttiva del ciclo di replicazione
dell'HPV che interessa le cellule degli strati superiori dell'epitelio (strato granulare). Queste cellule
sono in avanzato stato di differenziazione e non c'é la sintesi del DNA cellulare, ma & presente
un'intensa replicazione del DNA virale (replicazione vegetativa), con conseguente perdita del
controllo del numero di copie genomiche, fino a migliaia di copie per cellula. Avviene anche
I'espressione del gene virale tardivo, la sintesi delle proteine del capside e I'assemblaggio dei
virioni. La formazione completa del virus avverra nello strato piu esterno dell'epitelio (strato
corneo), e i virus assemblati vengono espulsi nell'ambiente esterno, quando le cellule epiteliali
esfoliano. | virioni rilasciati all'esterno iniziano una nuova infezione [36].
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1.4.Gli esosomi

Gli esosomi sono vescicole di dimensioni nanometriche (30-150 nm) rilasciate dalla maggior parte
delle cellule presenti nei vari fluidi biologici come sangue, saliva e urine [37-40]. Queste vescicole
trasportano proteine, RNA messaggero (mRNA) e microRNA (miRNA) e possono trasferire il loro
carico alle cellule riceventi, alterando la composizione biochimica e i pathways di segnalazione
nelle stesse [41-42]. Gli esosomi sono stati scoperti quasi 35 anni fa quando nel 1983, due gruppi
di ricerca distinti segnalarono in modo indipendente che i recettori della transferrina nei
reticolociti erano associati a piccole vescicole di dimensioni di circa 50 nm di diametro [43-44]. Le
funzioni di queste piccole vescicole rimasero sconosciute fino al 1996, quando Raposo e colleghi
osservarono che gli esosomi secreti dalle cellule B del sistema immunitario stimolavano i cloni
delle cellule T CD4+ umane in modo antigene-specifico [45]. Nel 2007 Valadi e colleghi,
evidenziarono che gli esosomi isolati da mastociti umani e murini contenevano mRNA e miRNA
[46], ipotizzando per la prima volta che tali vescicole potessero trasferire i loro RNA alle cellule
adiacenti. Questa significativa scoperta permette di attribuire agli esosomi un ruolo nella
comunicazione intercellulare. Studi recenti hanno inoltre evidenziato che gli esosomi rilasciati
dalle cellule tumorali possono essere coinvolti nel processo metastatico attraverso il trasferimento
del loro contenuto (RNA e proteine cancro- specifiche) a cellule normali [47-51]. In una serie di
studi condotti fra il 2008 e il 2010 diversi gruppi hanno dimostrato che i pazienti affetti da cancro
ovarico e al seno presentano un numero maggiore di esosomi rispetto a soggetti sani, suggerendo
che il cancro potrebbe aumentare la produzione degli esosomi per assicurarsi un vantaggio
selettivo a discapito delle cellule normali [52-54].

Grazie alla loro capacita di rappresentare lo stadio metabolico della cellula d’origine e il loro ruolo
cruciale nei principali processi patologici, gli esosomi sono stati presi in considerazione come
potenziali biomarcatori, nuovi e promettenti per un'ampia gamma di malattie, compresi diversi
tipi di cancro [55-56].

Pertanto, l'isolamento accurato, la quantificazione e I'analisi di esosomi malattia-specifici hanno
guadagnato molta attenzione negli ultimi anni da parte della comunita scientifica. A causa della
complessa natura della matrice del campione e delle proprieta fisico-chimiche degli esosomi stessi,
il loro accurato isolamento dai fluidi corporei pone sfide significative [57,58]. Negli ultimi decenni,
vari metodi convenzionali e non, sono stati impiegati nel tentativo di isolarli, ad esempio Ila
centrifugazione secondo gradiente di densita, |'ultrafiltrazione e la separazione immunologica [59-
64]. Tra questi metodi, la centrifugazione a densita differenziata e |'approccio piu utilizzato per
estrarre gli esosomi dalle cellule derivate da mezzi di coltura e fluidi corporei. [65] Attualmente,
sono anche disponibili diversi kit commerciali di isolamento esosomiale. Questi kit evitano gli step
di precipitazione differenziale delle nanovescicole (NV) che richiedono molto tempo, e sfruttano il
polietilenglicole o composti simili per isolare le NV. Tuttavia con queste metodiche & stato
osservato anche l'isolamento di particelle non vescicolari [66].
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1.5. Biogenesi degli Esosomi

Nel 1987, il termine "esosoma" e stato coniato per descrivere un gruppo di vescicole di dimensioni
ridotte (30-150 nm) che si formano all’interno dell’endosoma e vengono rilasciate nell'ambiente
extracellulare quando gli endosomi si fondono con la membrana cellulare [67]. Successivamente
sono state descritte una serie di vescicole extracellulari (EVs), classificate in base alla loro origine
cellulare, alle loro funzioni, e/o biogenesi [68,69]. Tuttavia, la nomenclatura per i diversi tipi di EVs
rimane poco chiara in vari lavori [70]. In conformita con il pathway biogenetico della secrezione
delle cellule, le vescicole extracellulari possono essere classificate in tre categorie principali: [71]

+» esosomi (=30-150 nm di diametro), piccole vescicole che sono rilasciate per esocitosi
guando i corpi multivesicolari (MVB) si fondono con la membrana plasmatica;

** microvescicole, vescicole con un diametro di *50-1000 nm che sono direttamente secrete
dalla membrana plasmatica;

.

%+ corpi apoptotici (1000-5000 nm di diametro), relativamente piu grandi, che vengono
rilasciati dalle cellule morenti.

Diversi sono i meccanismi coinvolti nella biogenesi degli esosomi e nella selezione del carico di
proteine e RNA da assemblare al loro interno. Come descritto nella Figura 6, un ruolo cruciale e
guello dell’endosoma. Un endosoma, un complesso legato alla membrana delle cellule
eucariotiche, € composto da due differenti compartimenti: endosomi precoci e tardivi. Quando gli
endosomi precoci maturano nei tardivi, sia la loro posizione (dal citoplasma verso il nucleo) che la
loro forma (da tubulari a sferici) subiscono delle variazioni [71]. Inoltre all’interno del lume degli
endosomi tardivi, mediante un processo di gemmazione interna della membrana endosomiale, si
formano delle vescicole intraluminali (ILV) [72]. Questi endosomi sono conosciuti con il nome di
corpi multivescicolari (MVBs). | MVBs hanno due destini possibili: o si fondono con il lisosoma o
con la membrana plasmatica. Nel primo caso, il loro contenuto verra degradato all'interno del
lisosoma mediante idrolisi. In alternativa, i MVBs possono fondersi con la membrana plasmatica
rilasciando il loro contenuto (ILVs) all’esterno dello spazio extracellulare [73]. Queste vescicole
rilasciate sono note in letteratura con il nome di esosomi. Essi possono essere secreti
principalmente attraverso due meccanismi: un rilascio attraverso il sistema del trans-Golgi e un
rilascio inducibile. Diverse proteine della famiglia Rab sono coinvolte in questo processo e le
principali sono Rab27a e Rab27b. Inoltre I'attivazione della proteina p53, stimola e aumenta il
tasso di secrezione degli esosomi agendo sull’attivita dei fattori di trascrizione di alcuni geni fra cui
TSAP6 e CHMPAC [74].
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Figura 6 - Biogenesi degli esosomi. [5]

1.6. Contenuto degli esosomi

Gli esosomi contengono una varieta di molecole come proteine, mRNA, noncoding RNAs (ncRNAs),

DNA e lipidi (Figura 7) [75].

W Ceramide
AAAAAP OB Sphingomyelin
AL AP NG  Phosphatidylserine
SAARAPANGe  Phosphatidylethanolamine
W‘ lyso-Phosphatidyicholine
AAAASASE Prosphatidyienoling
PANNAe@ Phosphatidylinositol

W Cholesterol

Figura 7 - Rappresentazione del contenuto di un esosoma [39].

| vari tipi di esosomi isolati con il susseguirsi degli studi, sono stati collezionati in due database
specifici per le NV: ExoCarta (http://www.exocarta.org/) e Vescilepedia
(http://www.microvesicles.org/) [76]. Dal 2009, in questi database sono state depositate 41860
proteine, piu di 7540 RNA e 119 molecole lipidiche associate a esosomi. E’ da sottolineare tuttavia
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che questo tipo di sottomissione € controllata dal solo “submitter” e nessun controllo qualita della
nuova entry o validazione della veridicita della sottomissione é richiesta all’operatore. Inoltre, la
presenza di diversi metodi di isolamento delle vescicole potrebbe alterare i risultati in quanto
molto spesso insieme agli esosomi si co-purificano altre molecole, che costituiscono degli artefatti.
Una nuova recente community, EVpedia (http://student4.postech.ac.kr/evpedia2 xe/xe/), tenta di

incorporare anche alcune di queste informazioni aggiuntive [77].

1.6.1. Proteine

Il contenuto proteico degli esosomi riflette la loro origine negli endosomi e varia in rapporto al tipo
cellulare in cui hanno avuto origine [78]. Tutti gli esosomi condividono un piccolo set di proteine
fra cui:

% Proteine transmembrana (CD9, CD63 e CD81) appartenenti alla famiglia delle
tratraspanine;

¢ Proteine che partecipano alla morte cellulare programmata (PDCD61Ps);

** Proteine coinvolte nel trasporto degli esosomi (Tsg101);

¢ Proteine del complesso maggiore di istocompatibilita di classe Il (MHC) [79-81].

Le proteine che dipendono dalle cellule da cui si originano appartengono invece alle seguenti
categorie:

e

AS

Proteine del citoscheletro;
Proteine di trasporto di membrana;
Proteine da shock termico;

X/ X/ X/
L X X I X 4

Annessine coinvolte principalmente nella regolazione delle variazioni del citoscheletro e

nel mediare i meccanismi di fusione della membrana;

» Proteine di membrana della famiglia Wnt che attivano il pathway associato nelle cellule
target;

» GTPasi, appartenenti alla famiglia delle proteine Rab, che innescano la fusione della

membrana.

Ad oggi, tutte le proteine associate ad esosomi identificate e depositate nei database, sono
proteine del citoplasma, della membrana plasmatica o della membrana dell’endocita d’origine.
Non sono state individuate, invece, proteine di origine nucleare, mitocondriale, del reticolo
endoplasmatico e dell’apparato di Golgi [82-86].

1.6.2. Acidi Nucleici

L'osservazione che gli mRNA e i miRNA possono essere secreti dagli esosomi ha generato
I’entusiasmo della comunita scientifica. Esperimenti in vitro hanno mostrato come alcuni mRNA
contenuti negli esosomi possano essere tradotti in proteine nelle cellule target. Queste evidenze
suggeriscono che tali vescicole abbiano un ruolo nel trasferimento intracellulare e intercellulare di
materiale genetico. Una delle principali scoperte in tal senso, € che non tutti gli mRNA prodotti

dalla cellula finiscono negli esosomi, ma che esiste un meccanismo selettivo che controlla il
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caricamento di specifiche specie di RNA all'interno delle vescicole. Valadi e colleghi nel 2007, sono
stati i primi a documentare la presenza di acidi nucleici in vescicole di mastociti umani.
Successivamente altri studi hanno ampliato questo risultato a diversi tipi cellulari fra cui cellule
dendritiche, cellule tracheobronchiali, linfociti B e T, cellule neoplastiche di polmone, esofago e
stomaco e cellule di adenocarcinomi pancreatici [87-90]. Alcuni studi recenti hanno esteso la
gamma di RNA contenuti nelle vescicole oltre che ai mMRNA anche ai miRNA e ai ncRNA. Tuttavia, il
meccanismo per il caricamento selettivo di queste specie negli esosomi & tutt'ora ignoto.
Villarroya-Beltri e colleghi nel 2013, hanno identificato un sistema coinvolto nell’incapsulamento e
nell’esportazione dei miRNA dagli esosomi rappresentato da piccole sequenze (EXOmotifs) over-
espresse nei miRNA. Hanno inoltre dimostrato che la ribonucleoproteina A2B1 (hnRNPA2B1) lega i
miRNA esosomiali attraverso il riconoscimento degli EXOmotifs e controllando di fatto il loro
caricamento all’'interno degli esosomi [91].

1.6.3. Lipidi

Gli esosomi trasportano oltre che proteine e RNA anche certi tipi di lipidi, che rivestono un ruolo
cruciale nel mantenimento della loro attivita biologica [92-94]. Essi possono essere distinti in:

X/
X4

L)

Ceremidi, implicati nella differenziazione degli esosomi dai lisosomi;
Colesterolo;

R/ X/
A XS X4

Altri sfingolipidi;

K/
L X4

Fosfogliceridi con lunghe catene di acidi grassi.

E stato inoltre dimostrato che gli esosomi potrebbero fornire prostaglandine alle cellule bersaglio.
Tuttavia, la loro composizione lipidica non rappresenta la cellula madre. Ad esempio, gli esosomi
sono arricchiti in sfingomielina ma non di colesterolo rispetto alla cellula da cui hanno avuto
origine [95].

1.7.Le funzioni degli esosomi

Come abbiamo gia detto, gli esosomi sono secreti da molti tipi cellulari, circolano in differenti fluidi
biologici (ad esempio urine, sangue e saliva) e trasferiscono il loro cargo alle cellule riceventi.
Queste vescicole giocano un ruolo significativo in varie condizioni patologiche, come ad esempio
diversi tipi di cancro, malattie neurodegenerative, malattie infettive, complicazioni della
gravidanza, obesita e malattie autoimmuni [96-103] (Figura 8). Inoltre diversi studi hanno indicato
che gli esosomi possono essere associati a inflammazione, coagulazione, angiogenesi e apoptosi
[104]. In aggiunta & stato dimostrato che gli esosomi possono essere correlati allo sviluppo del
cancro [105-109]. Infatti essi trasferendo il loro contenuto dalle cellule neoplastiche alle cellule
normali controllano la progressione, la sopravvivenza e le metastasi tumorali, oltre che Ia
resistenza farmacologica [110]. Kucharzewska e colleghi nel 2013, hanno dimostrato che gli
esosomi derivati da glioblastomi maligni murini mediano la segnalazione intercellulare attraverso
vie di segnalazione mediate dall’ipossia. Considerando che l'ipossia & il principale regolatore dello
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sviluppo tumorale e della sua aggressivita, & stato suggerito che gli esosomi rivestono un ruolo
primario nella vascolarizzazione tumorale e nella comunicazione intertumorale ipossia-mediata,
durante la progressione del cancro [111]. Inoltre, queste vescicole sono fondamentali per lo
sviluppo delle nicchie premetastatiche. Queste ultime rappresentano I'opportunita per le cellule
tumorali di colonizzare tessuti distanti dal tumore primario, al fine di promuovere l'inizio delle
metastasi [112-116]. Inoltre, gli esosomi ricoprono un ruolo anche nella sopravvivenza del tumore
permettendogli di sfuggire al controllo del sistema immunitario inibendo la proliferazione dei
linfociti [109,117]. Risultati interessanti suggeriscono che vari tipi di agenti patogeni infettivi (ad
esempio virus) possono usare gli esosomi per infettare le cellule. Gli Esosomi delle cellule
dendritiche immature possono mediare l'infezione da HIV trasferendo le particelle del virus a
cellule T CD4 + attraverso la via endosomica, evitando in tal modo l'identificazione del virus da
parte del sistema immunitario innato [118]. Inoltre, le cellule infettate dal virus Epstein-Barr (EBV)
rilasciano i miRNA funzionali di EBV negli esosomi che possono mantenere |'infezione attiva nella
cellula madre e diffonderla alle cellule adiacenti [99].

La gravidanza & un'altra area di interesse per quanto riguarda il potenziale ruolo delle vescicole
extracellulari e soprattutto gli esosomi. La segnalazione esosomiale & una via di segnalazione che
media la comunicazione tra I'ambiente materno e quello fetale durante la gestazione [119-120].
Durante la gestazione, la placenta umana secerne esosomi nella circolazione materna a partire da
6-7 settimane di gravidanza. La concentrazione di esosomi che hanno origine da cellule placentari
aumenta progressivamente durante la gestazione nella circolazione sanguigna materna [121]. La
concentrazione di esosomi derivanti da placenta & piu alta nelle gravidanze complicate da diabete
gestazionale [102] e preeclampsia[100] rispetto alle gravidanze normali, specialmente durante il
primo trimestre di gravidanza; quindi il profilo placentale degli esosomi presenti nel circolo
materno nelle prime settimane di gestazione, potrebbe essere utilizzato per identificare le donne
con un rischio maggiore per lo sviluppo di queste complicazioni [121].

Tumor Stem Cells
(-) Alter tumor microenvironment (+) Tissue regeneration
(-) Establish pre-metastatic niche (+) Reduce injury in myocardial
(-) Support metastasis ischemia
(+) Biomarker (+) Might be involved in treating
(+) Immune response stimulation myocardial infarction

Infections Heart

(_-])SBprgadi:g of infections ﬁ ﬁ (+) Biomarker

(+) Biomarker (+) Tissue

(+) Imlm_Uﬂe response % ﬁ protection/regeneration
stimulation

(+) Therapeutic transporters
Exosomes
Pregnancy Brain

2 S

(-) Disease transmission

(+) Support of oligodendritic precurso
cells
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Figura 8 - Funzioni degli esosomi
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1.8. Potenziale utilizzo degli esosomi come biomarkers e agenti terapeutici

Nel corso degli ultimi anni, diversi studi hanno dimostrato I'importanza del potenziale diagnostico

e terapeutico degli esosomi e del contenuto esosomiale (ad esempio, acidi nucleici e proteine) in

molte malattie compreso il cancro cosi come malattie cardiovascolari, neurodegenerative e

malattie infettive.

1.8.1. Proteine esosomiali: biomarcatori di insorgenza e progressione di patologie

Come discusso nella sezione 1.3.1, gli esosomi contengono un’ampia varieta di proteine, tra cui le

proteine coinvolte nella biogenesi dell'esosoma (ad es. complesso Alix, Tsgl01 e ESCRT) ed

endosomiali (annessine e flotillina); tetraspanine (ad esempio, CD9, CD63, CD63, CD81, e CD82) e
proteine da shock termico (Hsp70 e Hsp90) (Tabella 2) [122].

Biofluid Disease Exosomal protein content Reference
Plasma Prostate cancer Survivin [138]
Melanoma CD&3, caveolin-1, TYRPZ, [11]
VLA-4, HSP70, HSP90
Glioblastoma Epidermal growth [77]
factor receptor VIl
Ovarian cancer CD24, EpCAM, CA-125, [163]
TGF 1, MAGE 3/6
Breast cancer EDIL3, Fibronectin [110,111]
Serum Pancreatic cancer Glypican-1 [115]
Colorectal cancer CD147, CD9 [109]
Glioblastoma EGFR, CD63, EGFRvIII [169]
Breast cancer Survivin [113]
Prostate cancer Survivin [138]
Urine Prostate cancer PCA-3, TMPRS52:ERG, PSA [120]
Bladder cancer EGF, a subunit of Gs, resistin, [121]
retinoic acid-induced protein 3
Cell culture Ovarian L1CAM, CD24, ADAMI10, [122]
medium cancer EMMPRIN, claudin

Tabella 2 - Proteine esosomiali per le applicazioni cliniche
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In uno studio del 2015, Rice e colleghi, evidenziano la presenza di marcatori proteici esosomiali
nelle linee di cellule tumorali derivate da prostata umana e mammella. Tutti i campioni testati
erano positivi per CD9 e CD81 [123]. Recentemente, una serie di studi hanno avvalorato il ruolo
delle proteine esosomiali come biomarcatori diagnostici del cancro al seno [124-126]. Per
esempio, il lavoro di Rupp del 2011, ha dimostrato che il CD24 puo funzionare come un marcatore
specifico per il cancro al seno [126]. Un altro studio recente ha dimostrato che EDIL3 e la
fibronectina nella popolazione esosomiale possono servire come promettenti biomarcatori precoci
per la diagnosi di cancro al seno [125]. Proteine esosomiali sono state segnalate anche in altri
tumori come quello della prostata, vescica, ovaie, pancreas e colon-retto [122,127,128]. Ne sono
esempi:

++ la survivina identificata in pazienti con il cancro alla prostata ma non in soggetti sani [130];

+»+ Glypican 1 trovata esclusivamente nel siero di pazienti con cancro del pancreas ma non in
campioni derivati da lesioni benigne del pancreas [129];

%+ CD81 aumentato nei pazienti con epatite C cronica rispetto ai controlli sani e ai pazienti in
remissione [131].

1.8.2. RNA esosomiali: potenziali biomarcatori di insorgenza e progressione di
patologie

Nonostante siano disponibili nella maggior parte dei fluidi biologici, I'impiego dei RNA come
biomarcatori del cancro & lontano dall’essere adottato nella routine clinica. Questo € dovuto alla
loro scarsa specificita e riproducibilita in diverse condizioni fisiologiche e patologiche. Inoltre,
I'RNA & generalmente instabile a temperatura ambiente per la progressiva degradazione dell'RNA
associata alla ribonucleasi [132]. Se I'RNA & ancora oggi oggetto di attente valutazioni, i miRNA
esosomiali potrebbero rappresentare il bersaglio giusto per l'individuazione di vari biomarcatori
diagnostici. Questo dipende dal fatto che i miRNA esosomiali sono protetti dalla degradazione
RNasi dipendente e possono quindi essere stabilmente identificati in circolo. Dal 2007, anno in cui
per la prima volta si evidenziarono miRNA legati ad esosomi, un numero sempre maggiore di studi
ha dimostrato il loro coinvolgimento in diverse malattie, specialmente nel cancro [133], come
riassunto schematicamente dalla Tabella 3.
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Biofuid Disease Exosomal RNA contant Reference

Plasma warian cancer miR-21, -141, -200a, — 200b, -200c, -203, -205, -214 [27]
Prostate cancer miR-141, miR-375 [21,22]
Breast cancer miR-21, -1246 [140,747]
Lung cancer miR-17, -3p, -21, -20b, -223, -301, let-7f, -19a, -19b, -30b, -20a, 30e-3p, -378, -379, [142]
-139-5p, -200b-5p, -151a-5p629, -100, -154-3p
Esophageal cancer miR-21, miR-1246 [19,743]
Liver cancer miR-34a, -125b, -21 [155]
Cell culture medium Castric cancer Let-7 family miRMNAs [71]
Calorectal cancer mRMAs [44]
Hepatocellular carcinoma miR-384, -517c, -378, -520f, -142-5p, -451, -513d, -215, -133b, -367 [145]
Prostate cancer miR-4258, -221, -193a-3p,30e, -1297, -129, -21, -485-3p [146]
Lung cancer miR-133b, -38, -181a, -21 [147]
Clioblastarma miR-1463, -320b, -320c, -191, -222, Let-7a, -923, -1308, -2185, -351-5p, -25, -339, [148]
-30c, -422a, -221, -4873, -335, 4329
Breast cancar MiR-16, -1246, -457, -20 [149]
Urine Renal fibrasis miR-29c, COZAPmMRMNA [34]
Pancraatic cancer miR-17-5p, -21 [19]
Serum Owarian cancer miR-21, -147, -200a, — 200c [27]
Prostate cancer miR-141, -107, -375, -574-3p [150]
Pancraatic cancer miR-17-5p, -21 [157]
Breast cancer miR-200a, -200c, -205, -101, -372, -373 [152]
Glicblastarna miR-21, -574-3p, Snc RMA (RNUE-T) [153]
Colon cancer miR-4772-3p, let-Ta, -1229, -1246, -150, -27, -221, -23a [154]
Liver cancer miR-34a, -125b, -21 [155]
Peripheral blood Lung adenacarcinaema miR-17-3p, -21, -106a, -146, -155, -191, -192, -203, -205, -210, -212, -214 nam

Tabella 3 - | miRNA esosomiali per le applicazioni cliniche

Le principali associazioni ad oggi riportate sono le seguenti:

¢ In pazienti con adenocarcinoma sono stati confrontati i livelli circolanti di miRNA

esosomiali e quelli derivanti dal tumore, identificando un pattern similare e concludendo
che i primi possono essere utilizzati come biomarcatori diagnostici e prognostici per
valutare I'evoluzione del tumore.

* In pazienti con cancro alla prostata correlazioni interessanti sono emerse fra i livelli del
miR-141 e del miR-375 che restano stabili in circolo e rappresentano dei biomarcatori
specifici di questa condizione clinica.

+* In pazienti con il cancro dell’esofago a cellule squamose, i miR121 e miR1246 sembrano
essere quelli con i dati piu promettenti [134].

1.8.3. Esosomi come agenti terapeutici

Nel corso degli ultimi anni, sono stati sviluppati diversi approcci terapeutici a base di esosomi (ad
esempio, lo sviluppo di vaccini, la terapia di rigenerazione tissutale, la somministrazione di farmaci
e il silenziamento genico) e alcuni di questi sono stati testati in studi clinici di fase Il. Nel primo
studio clinico (fase I) condotto in Francia nel 2005, i ricercatori hanno sviluppato un vaccino contro
il melanoma metastatico utilizzando gli esosomi derivati dalle cellule dentritiche (DC) autologhe
(DEX). Il DEX e stato progettato con complessi peptidici funzionali del sistema MHC che possono
attivare la risposta immunitaria delle cellule T, consentendo cosi il rigetto del tumore [131]. Dopo
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la vaccinazione I'espressione proteica di NKG2D delle cellule Natural Killer (NK) e delle cellule CD8
in molti pazienti e stata ripristinata dimostrando che i DEX hanno la capacita di stimolare le cellule
NK in vivo. Morse e colleghi hanno riportato un approccio clinico simile che ha impiegato
I'immunoterapia DEX in pazienti con cancro polmonare a cellule non piccole avanzato (NSCLC)
[134].

Gli esosomi sono stati segnalati anche per avere un potenziale terapeutico nella rigenerazione dei
tessuti. Lai e colleghi, hanno dimostrato che gli esosomi derivati da cellule staminali mesenchimali
(MSCs) hanno ridotto significativamente la dimensione dell'infarto in un modello murino di un
danno ischemico miocardico [98]. Recentemente, gli esosomi derivati da MSC sono stati impiegati
nel trattamento del graft versus host disease (GvHD) pediatrico e i risultati promettenti hanno
rilanciato la potenzialita di questo trattamento rispetto ad altre malattie come il diabete di tipo 1.
Gli esosomi derivati da MSC sono stati anche utilizzati in modelli animali per accelerare il recupero
funzionale dopo ictus e con lesioni cerebrali, che potrebbero essere spiegati con una migliore
neurogenesi e angiogenesi post-terapia. Oltre alle proteine e ai miRNA, gli esosomi possono essere
ingegnerizzati per esprimere un piccolo RNA interferente (siRNA). siRNA sintetici possono essere
introdotti nelle cellule per attivare interferenza dell’ RNA che puo silenziare un gene. Cosi, un
esosoma ingegnerizzato con siRNA, pu0 essere usato terapeuticamente per silenziare i geni
specifici della malattia, come evidenziato da uno studio in cui il gene tumorale & stato messo fuori
uso in vitro utilizzando siRNA esosomiale [134].

1.9.Ll’isolamento degli esosomi

Dalla scoperta degli esosomi, diverse tecniche sono state messe a punto per isolare gli esosomi dai
fluidi corporei. Queste tecniche comprendono la centrifugazione a densita differenziata,
l'ultrafiltrazione, la separazione immunologica e i kit di isolamento commerciali.

1.9.1. Centrifugazione differenziale e centrifugazione su gradiente di densita

Le tecniche basate sulla centrifugazione sono considerate il gold standard per l'isolamento
dell'esosoma. Questi metodi non richiedono competenza tecnica o complicati pretrattamenti del
campione. Grazie a queste caratteristiche, l'ultracentrifugazione e stata il metodo piu
comunemente usato per estrarre le vescicole di piccole dimensioni da mezzi di coltura cellulare e
fluidi corporei. Ci sono due tipi di ultracentrifugazione: centrifugazione differenziale e
I'ultracentrifugazione a gradiente di densita. La centrifugazione differenziale richiede di solito
diversi step, fra cui una centrifugazione a bassa velocita (300 x g per 10-15 min) necessaria per
rimuovere le cellule e detriti apoptotici, seguita da delle centrifugate ad alta velocita (100 000 x g)
per eliminare le vescicole piu grandi e per precipitare gli esosomi. Queste diverse fasi di
centrifugazione vengono eseguite perche' la sedimentazione si basa completamente sulla densita'
delle vescicole e la distanza che gli esosomi o le vescicole possono percorrere. Per questo motivo
le vescicole di piccole dimensioni saranno pellettate sul fondo del tubo, mentre le particelle piu
grandi saranno allocate nella parte superiore del tubo. Basandosi sulla densita delle varie particelle
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e possibile la coprecipitazione di proteine e corpi apoptotici, riducendo cosi la purezza del
campione e la contaminazione degli esosomi con altre particelle. Una possibile soluzione &
rappresentato da vari step di risospensione e conseguente centrifugazione dei varil pellet, sospesi
in una soluzione tampone (PBS) per rimuovere alcune di queste impurita. Tuttavia questo
stratagemma, da solo, non puo garantire una separazione assoluta. Una delle migliori alternative
potrebbe essere l'uso di un gradiente di densita di saccarosio abbinato alla centrifugazione.
Questo metodo si basa sulla separazione delle vescicole a seconda della loro diversa densita di
galleggiamento, che alla fine permette alle vescicole di galleggiare verso I'alto in un gradiente di
saccarosio. Pertanto questo metodo permette alle proteine o alle impurita di essere pellettate sul
fondo del tubo in modo da essere facilmente rimosse, ottenendo cosi la separazione senza
aggregati degli esosomi [134].

1.9.2. Filtrazione

Le tecniche basate sulla filtrazione sono state recentemente introdotte per isolare gli esosomi.
Anche se la filtrazione é stata introdotta come metodo indipendente, & attualmente utilizzata in
combinazione con l'ultracentrifugazione per sostituire le prime due centrifughe del protocollo di
centrifugazione differenziale. Il principio fondamentale dell'ultrafiltrazione e quello di separare le
particelle a seconda delle loro dimensioni e del loro peso molecolare [134]. Cosi, la filtrazione puo
eliminare le cellule morte e i detriti di grandi dimensioni, mentre la fase di ultracentrifugazione
fornisce un'ulteriore purificazione dei campioni filtrati. Anche se rispetto all'ultracentrifugazione il
metodo di filtrazione & relativamente piu semplice e veloce e non richiede attrezzature
specializzate, potrebbe essere viziato ugualmente dalla perdita di esosomi a causa del loro
intrappolamento nei pori dei filtri. Inoltre, la forza applicata per far passare il campione attraverso
le membrane del filtro pud provocare il danneggiamento, la deformazione e la rottura delle
vescicole [134].

1.9.3. La separazione immunomagnetica

Numerosi studi proteomici della composizione molecolare degli esosomi hanno rivelato Ia
presenza di varie proteine sulla membrana esosomiale. Queste proteine possono essere i
marcatori ideali per I'immunoisolamento degli esosomi a causa dell'immunoaffinita tra le proteine
(antigeni) e gli anticorpi. | recenti progressi nel campo dell'isolamento esosomiale hanno
dimostrato che le sfere magnetiche rivestite dall'anticorpo possono essere efficacemente
impiegate per isolare gli esosomi dalle cellule presentanti I'antigene. A questo proposito, la scelta
di un corretto marcatore di membrana esosomiale & una delle fasi piu importanti di questi saggi
immunoenzimatici. E stato dimostrato che alcuni membri della famiglia delle tetraspanine, come il
CD81, CD9, e CD63, presenti sulle membrane degli esosomi possono essere utilizzati per
un'efficiente isolamento. A differenza di altre tecniche convenzionali per l'isolamento esosomiale,
la separazione immunologica pud essere utilizzata per l'isolamento diretto dell'esosoma da fluidi
corporei, riducendo il dispendioso tempo di centrifugazione. Il vantaggio di questa tecnica di
isolamento & I'alta specificita associata all'uso dell'anticorpo, sebbene questa elevata selettivita e
specificita possono culminare in una bassa resa esosomiale rispetto ai metodi basati sulla
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separazione fisica. Recentemente é stato descritto un altro metodo immunologico, basato su una
nanosonda lipidica utilizzata per isolare gli esosomi da surnatante di coltura cellulare e dal plasma
sanguigno. In questa tecnica il doppio strato lipidico di esosomi viene marcato con biotina
coniugata ad un composto simile al polietilenglicole. Successivamente le vescicole etichettate sono
state raccolte su particelle magnetiche submicrometriche rivestite di NeutrAvidina per la
successiva estrazione e analisi del carico esosomiale. Seppur efficace questo approccio e limitato
dai costi per I'acquisto delle varie composizioni antigene-anticorpo e dalle successive procedure di
isolamento del contenuto delle naovescicole. Un altro problema considerevole € l'uso di buffer di
eluizione, necessari per liberare gli esosomi dagli immunocomplessi. Condizioni sfavorevoli ad
esempio, |'alterazione del pH, la presenza di detergenti e agenti riducenti nel tampone possono
influire sulla funzionalita esosoma attraverso la distruzione della permeabilita della membrana.
Per questi motivi, la separazione immunologica non & adatta all'analisi su larga scala degli esosomi
[134].

1.9.4. L'isolamento degli esosomi mediante kit commerciali

| metodi di precipitazione a base di polimeri prevedono solitamente la miscelazione dei fluidi
biologici di interesse con una soluzione polimerica a concentrazione di sale ottimizzata seguita da
un'incubazione notturna a 4 °C. Gli esosomi cosi precipitati sono recuperati mediante
centrifugazione a bassa velocita e risospesi in PBS per le successive applicazioni. Il polimero piu
comunemente utilizzato per questo approccio ¢ il polietilenglicole (PEG). Questo metodo é stato
regolarmente utilizzato per la precipitazione di varie biomolecole, virus e altre piccole particelle
[134]. | kit di isolamento disponibili in commercio usano PEG per isolare anche gli esosomi da
mezzi di coltura cellulare e fluidi corporei. Diversi studi indicano che i kit di isolamento
commerciale forniscono una metodologia semplice per I|'efficiente isolamento degli esosomi da
campioni clinici, evitando la necessita di lunghe fasi di centrifugazione e precipitazione utilizzate
nelle tecnologie di isolamento convenzionali. Questi kit sono anche compatibili per il dosaggio di
esosomi in fluidi corporei, quali siero, plasma, urina, liquido cerebrospinale e mezzi di coltura. Uno
studio comparativo ha riferito che i kit commerciali erano piu efficienti nell'isolamento degli
esosomi da campioni urinari rispetto all’ ultracentrifugazione. Anche se i kit di isolamento
esosomiali offrono molti vantaggi, come la necessita di un piccolo volume del campione, la
semplicita e il rapporto costo-efficacia, essi sono limitati dalla loro bassa specificita dovuta alla
coisolamento di altro materiale. Oltre a questi contaminanti, i campioni precipitati contengono
molecole di polimeri, che non sono adatti a tutte le metodiche di rilevazione/quantificazione.

La Tabella 4 riassume le principali caratteristiche delle varie metodiche descritte con i relativi
vantaggi e svantaggi [134].
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Isolation method

Working principle

Advantages

Disadvantages

Referance

Differertial
centrifugation

Density gradient
certrifugation

Filtration

Immunelogical
separation

Poly mer-based
precipitation

The method cansists of multipla cantrifugation
steps to exclude large vesicles and cells debris
and pracipitate exosomes.

Cambination of ultracentrifugation with sucrose

density gradient.

Ultrafiltration membranes are used to separate
axosomas from other vesicles dus to size
differences.

Excsomes are captured due to interactions
batween antigens on the exosome surface and
prefunctionalized magnetic beads coated with

antibodias.

The technique includes mixing of the biclogical
fluid with a polymer-containing precipitation
solution, followed by an incubation step and

cantrifugation at low spead.

Considered to be a gold standard and

reliable method. Allowing the analysis

of large sample volurmes and multiple
samples at the sarme time.

The rmethod separates low-density exo-
somes from other extracellular vesicles.
Filtration allows the separation of big
particles from exosormes. During the

process, the exosamal population is con-

centrated by the filtration membrane.

The method isclates exosomes directly
from cell culture supernatant or bedily
fluids.

Easy to use, does not require specialzed
equipment, large and scalable sample

capacity.

Time-consuming procedures, high
equipment cost, high centrifugation
speed resulting in exosome damage.

Wery high sensitivity to the centrifuga-
tion time.

Trapping of exosomes in the pores of
the filters and attaching vesicles to
the membranes, leading to the loss
of exasomes. Additionally, the force

applied to pass the sarnple through the

mernbranes may result in the damage,

defarmation, and breaking up of large
vesicles.

The methed cannot be applied
tolarge-wolume samples.

Polymer-based precipitation methods
co-isolate nonexosomal contaminants.

[3,27.159]

[27,29,150]

[161-163]

[168-171]

N7

1.10.

Tabella 4 - Confronto fra le varie tecniche di isolamento esosomiale

Le sfide dell’analisi esosomiale e le possibili soluzioni

Il problema principale nell'applicazione clinica degli esosomi & la mancanza di metodi specifici e
riproducibili per isolare e individuare una popolazione specifica di esosomi (ad esempio, tumore-
derivati) tra gli altri esosomi non specifici ed fra le altre EV presenti nel circolo. A causa del
crescente interesse per gli esosomi, c'é l'urgente necessita di uno strumento affidabile per
I'isolamento di esosomi specifici e I'aspetto piu complicato risiede nelle tecniche di rilevazione
successive all’isolamento di queste NV.

1.10.1. Sfide tecniche

E stato osservato che le diverse fasi preanalitiche, come il prelievo del campione, la conservazione,
l'uso di anticoagulanti e il tempo di processamento del campione, possono influire in modo
significativo sia nell’isolamento che nella rilevazione esosomiale. Per superare questo problema,
I'analisi dovrebbe essere condotta con strumenti regolarmente calibrati. In quest’ottica la Societa
Internazionale per le vescicole extracellulari ha palesato la necessita di redigere una serie di linee
guida standardizzate per la creazione di una piattaforma di dati uniforme [134].

Ad oggi, 3 sono i momenti critici documentati nella gestione del campione:

* La procedura di raccolta del campione. Durante il prelievo le vescicole dovute

all’attivazione piastrinica rappresentano un’impurita difficile da distinguere dagli esosomi
circolanti.

+» |l tipo di provetta che contiene il campione. L'utilizzo di anticoagulanti come I'eparina
rappresentano un problema poiché I'eparina compete con i primers e con gli enzimi che
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legano gli acidi nucleici, provocando dei falsi negativi nelle analisi di PCR che inficiano
I’associazione di determinati acidi nucleici agli esosomi e alle altre EVs.

*» Le condizioni di conservazione del campione. Molto spesso la discrepanza nelle analisi e
dovuta a un’inappropriata conservazione del campione. Di solito per gli studi con casistiche
molto ampie si tende a congelare i campioni prima di effettuare le analisi, ma questo
approccio potrebbe inficiare la quantificazione delle NV stesse. E infatti raccomandato
processare il campione fresco per collezionare correttamente gli esosomi [134].

1.10.2. Sfide biologiche

Molti fattori genetici, fisiologici e ambientali che sono associati con I'eterogeneita del campione
possono influenzare I'analisi dell'esosoma. Anche in individui sani, gli esosomi specifici della
malattia possono essere presenti in quantita maggiori o minori del normale a causa di diversi
fattori come I'eta, il sesso, l'indice di massa corporea (BMI) e I'immunita, che variano da persona a
persona. Quindi, scegliere dei controlli ideali per una grande coorte di campioni eterogenei € una
sfida significativa. Ad esempio esosomi isolati da giovani individui non possono essere utilizzati in
modo affidabile per I'analisi di esosomi che derivano da persone anziane. Per studiare gli effetti
dell’eterogeneita del campione sulla biogenesi, la funzionalita e la quantita di esosomi sono
necessari molti studi sistemici, che per adesso mancano in letteratura. Inoltre anche se i recenti
progressi hanno migliorato I'efficienza dell'isolamento degli esosomi dalle altre vescicole
extracellulari, ci sono solo poche strategie riportate che descrivono la rilevazione efficiente di
esosomi specifici della malattia rispetto a quelli normalmente presenti nello stesso soggetto.

Nonostante i progressi descritti nelle strategie di rilevazione e conseguente caratterizzazione del
carico esosomiale, sia per fini di ricerca sia clinici, I'isolamento di routine e la quantificazione degli
esosomi sono ancora una realta impegnativa e onerosa, in parte a causa della mancanza di rapide,
sensibili e riproducibili metodologie a basso costo [134].

1.11. Biomarcatori di malattie renali negli esosomi

Gli esosomi urinari rappresentano un esempio di campione non invasivo per la scoperta di
biomarkers relativi ad una varieta di processi renali. Molti studi hanno focalizzato I'attenzione sul
significato patologico e fisiopatologico degli esosomi urinari, portando all’'identificazione di alcune
proteine con potenziale valore diagnostico. Non é chiaro, inoltre, se e in quale misura gli esosomi
presenti in circolo contribuiscano alla composizione del proteoma urinario. Tramite nanospray/full
LC-tandem MS (liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry) & stato possibile
identificare negli esosomi urinari proteine di tutte le diverse porzioni del nefrone:

7/
X

L)

proteine dei podociti glomerulari (podocina e podocalixina);

e
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proteine delle cellule epiteliali del tubulo prossimale (APN, AQP1, megalina, cubilina,
anidrasi carbonica IV);

s proteine del tratto ascendente dell’ansa di Henle (THP, CD9 e il cotrasportatore Na-K-2Cl);
s proteine del tubulo convoluto distale (NCC) e del dotto collettore (AQP-2, mucina-1)(22).
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Nel complesso, lo studio di Pisitkun e collaboratori, ha identificato 295 proteine, incluse alcune gia
note per essere responsabili di malattie renali e sistemiche, quali ad esempio la policistina-1 (per il
rene policistico autosomico dominante), la proteina NCCT (coinvolta nella sindrome di Gitelman), il
cotrasportatore NKCC2 (nella sindrome di Bartter di tipo 1), la proteina FXYD (nell'ipomagnesemia
renale familiare), la proteina AQP-2 (per il diabete insipido tipo-I nefrogenico autosomico
dominante/recessivo), i canali epiteliali del Na+ (per lo pseudoipoaldosteronismo di tipo-1
autosomico recessivo), l'anidrasi carbonica IV (nell’acidosi del tubulo renale prossimale),
I"'uromodulina (per la malattia cistica della midollare), le aminopeptidasi A e P (per l'ipertensione).
L'identificazione di tali proteine suggerisce la possibilita di utilizzare gli esosomi come fonte di
informazione sullo stato fisiopatologico dell’intero tubulo renale.
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2. Scopo del lavoro

Lo scopo primario di questo progetto & stato quello di isolare le NV contenute all’interno del siero
e delle urine in pazienti sottoposti a trapianto renale con i relativi donatori, campionati ove
possibile.

La successiva caratterizzazione dei genomi virali liberi o eventualmente contenuti all’'interno delle
NV e stata eseguita mediante la messa a punto di un protocollo di spettrometria di massa MALDI-
TOF. Tale procedura ha permesso di rilevare la contemporanea presenza o assenza di 34 genomi
virali appartenenti alle famiglie dei Polyomavirus e Papillomavirus umani.

Per determinare quale fosse I'esatta collocazione dei genomi virali isolati, il frazionamento degli
esosomi e stato condotto con due metodiche differenti messe a confronto.

Infine, a saggio messo a punto, & stata analizzata la percentuale delle positivita dei genomi virali
nel tempo prendendo in considerazione per ciascun soggetto reclutato, I’'anno successivo al
trapianto.
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3. Materiali e Metodi

3.1.Descrizione della casistica

Lo studio ha reclutato 72 pazienti sottoposti a trapianto renale tra Novembre 2015 e Gennaio
2017 presso I'Unita Operativa di Nefrologia, Dialisi e Trapianto del Policlincio S.Orsola-Malpighi,
diretta dal prof. G. La Manna. Nello specifico 15 pazienti hanno effettuato trapianto da donatore
vivente campionati con i rispettivi donatori e 57 pazienti da donatore deceduto. Lo studio ha
ricevuto I'autorizzazione da parte del Comitato Etico (numero 133/2015/U/Sper) del Policlinico e
ciascun paziente e stato reclutato previo consenso informato. Ciascun soggetto € stato sottoposto
a prelievi di sangue e urine (quando presenti) secondo il timing riassunto in Tabella 5 e quindi il
giorno prima del trapianto (T0), entro un mese dal trapianto (T1), a 3 mesi (T2), a 6 mesi (T3) e a
un anno (T4) dal trapianto.

Timing dei prelievi

T0 Pre-Tx

T1 1 mese dal Tx
T2 3 mesi dal Tx
T3 6 mesi dal Tx
T4 12 mesi dal Tx

Tabella 5 - Timing dei prelievi. Tx: trapianto

Abbiamo escluso dall’analisi di genotipizzazione, 9 (CAD5, CAD11, CAD12, CAD18, CAD24, CADA48,
CAD53, CAD57 e RIC6) dei 72 soggetti sottoposti a trapianto per diverse ragioni fra cui:

¢ Decesso del paziente (CAD5,CAD11 e CAD12);
+»* Revoca del consenso (CAD57, DON13 e RIC6);

s Complicazioni post operatorie che hanno reso impossibile effettuare i prelievi di follow up
secondo il timing stabilito (CAD18, CAD24, CAD48 e CAD53).

A seguito della revoca del consenso per il donatore della coppia 13, il suo ricevente e stato incluso
nel gruppo di analisi dei riceventi trapiantati privi di informazioni sul donatore, ovvero deceduti.

| campioni dei pazienti reclutati sono stati processati da fresco senza anteporre steps di
congelamento, previa anonimizzazione dei dati sensibili del paziente mediante assegnazione di
codice alfanumerico univoco e aggiunto nel database informatico protetto da password, in cui
sono stati collezionati i dati.

3.2. Isolamento degli esosomi da campioni di siero

Il prelievo sanguigno e stato processato seguendo gli step riportati di seguito:
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¢

Centrifuga a 1000 rcf per 10 minuti a 4°C per separare la frazione sierica e conseguente
trasferimento del surnatante in una nuova provetta.

o
A5

% Centrifuga a 2000 rcf per 30 minuti a 4°C e conseguente trasferimento del surnatante in
una nuova eppendorf.

% A 500ul di siero centrifugato aggiungere 100 ul del reagente specifico per I'isolamento

degli esosomi da siero del kit Total exosome isolation from serum (Life Technologies)

Figura 9).

Incubare per un’ora a 4°C.

X/
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Centrifuga a 10000 rpm per dieci minuti.
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Figura 9 - Total Exosome Isolation from serum (Life Technologies)

3.3.Isolamento degli esosomi da campioni di urine
Il protocollo per le urine differisce di poco da quello del siero e sono stati effettuati i passaggi
descritti:

7

+* Centrifuga a 2000 rcf per 30 minuti a 4°C e conseguente trasferimento del surnatante in
una nuova eppendorf.

s A 1ml di siero centrifugato aggiungere 1ml del reagente specifico per I'isolamento degli

esosomi da urine del kit Total exosome isolation from urine (Life Technologies) (Figura 10).

¢ A seguire gli stessi step descritti per il siero.
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Figura 10 - Total exosome isolation from urine (Life Technologies)

3.4.Nanoparticle tracking analysis

La tecnica del Nanoparticle tracking analysis (NTA) permette di ottenere le dimensioni medie e la
concentrazione di particelle in sospensione in un liquido valutando il light-scatter delle particelle
colpite da una fonte luminosa, ovvero la diffusione ottica o dispersione (scattering) della luce
(Figura 11). Particelle particolarmente piccole, nanometriche, si muovono in una sospensione in
tutte le direzioni, con un moto definito Browniano, ovvero un moto continuo, rapido e irregolare.
Lo scattering emesso da particelle con queste caratteristiche & rilevato e valutando il loro
spostamento nel tempo, tramite |'applicazione dell’equazione di Stokes-Einstein, si calcola la
distribuzione delle dimensioni delle particelle. Il dispositivo utilizzato per le analisi NTA ¢ costituito
da un laser, un microscopio con sensori CCD o CMOS, una pompa idraulica e una camera di
misurazione. La pompa idraulica inietta le particelle in sospensione del campione nella camera di
misurazione con una velocita di flusso costante (fixed flow rate), mettendole in movimento. Le
particelle in movimento sono esposte al raggio laser e i movimenti delle particelle illuminate sono
registrati dalla camera del microscopio.
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Microscope

Particles scattering from laser beam

Particles suspended in liquid
Laser beam (Approx 50pm wide)

Metalized surface

Glass

Figura 11 — Nanoparticle Tracking Analysis

Mediante l'interpretazione dei video registrati, un software dedicato analizza i dati di scattering
delle particelle e fornisce come risultato finale le dimensioni medie e la loro concentrazione. |
molteplici vantaggi di questa tecnica sono rappresentati da:

0,

%+ Poter rilevare la particelle a partire dai 30nm;
% Eseguire le analisi in fase liquida non turbando le condizioni ambientali delle nano
vescicole;

+* Possibilita di recuperare il campione nella sua forma nativa

Tuttavia, non permette di discriminare gli esosomi singoli da microvescicole e/o da aggregati di
vescicole o proteici e necessita di opportune prove per individuare il fattore di diluizione giusto al
fine di registrare tutte le vescicole presenti, ed evitare che le vescicole di dimensioni maggiori
nascondano quelle di dimensioni minori.

Gli esosomi ottenuti sono stati analizzati utilizzando il sistema di caratterizzazione delle
nanoparticelle NS500 (Nanosight Malvern Instruments).

3.5. MACSplex exosome isolation kit

Il MACSplex exosome isolation kit € un kit commerciale per la caratterizzazione degli esosomi
sviluppato dalla Miltenyi Biotec GmbH. Il kit comprende 39 popolazioni di biglie (MACSPlex
Exosome Capture Beads) distinguibili tramite analisi al citofluorimetro. Ogni popolazione &
marcata con quantita specifiche di due molecole fluorescenti, il FITC e il PE. Questa marcatura
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permette di discriminare fra loro tutte le popolazioni di biglie, dato che l'intensita di colorazione
nelle due fluorescenze e diversa per ogni set di biglie. Mediante un’analisi bi-parametrica FITC
versus PE, le popolazioni di biglie si possono rilevare e distinguere su una matrice di intensita di
fluorescenza (Figura 12).
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Figura 12 — MACSplex Exosome kit: elenco marcatori di superficie rilevati in fluorescenza

Delle 39 popolazioni di biglie, 37 popolazioni sono rivestite da uno specifico anticorpo diretto
verso un particolare antigene potenzialmente presente sulla superficie esosomiale.
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Figura 13 — Pricncipio di funzionamento della metodica

Una volta che gli esosomi esprimenti quel particolare epitopo si legano alla rispettiva biglia, sono
rilevati mediante un cocktail di anticorpi di rilevazione. Il cocktail di rilevazione comprende I'anti
CD-9, I'anti CD-63 e l'anti CD-81 coniugati con APC. Questo ultimo passaggio di marcatura
permette l'identificazione, nel canale di rilevazione delllAPC, del complesso biglia-esosoma-
anticorpo-di-rilevazione, indicando simultaneamente la presenza di esosomi positivi per almeno
uno dei tre antigeni di rilevazione (CD-9, CD-63 e CD-81) e per il marcatore specifico legato dalla
biglia. E possibile quindi, attraverso un’analisi al citofluorimetro, distinguere le varie popolazioni di
esosomi esprimenti specifici antigeni di superficie. Due popolazioni di biglie, REA control e migG1
control, sono invece rivestite da anticorpi non presenti sugli esosomi e servono da controlli
negativi isotipici. | campioni sono stati analizzati utilizzando il citofluorimetro BD FACSCanto (BD
Biosciences, San Jose, Stati Uniti), registrando un minimo di 50 eventi per ogni popolazione di
biglie specifiche per i vari antigeni (Figura 13).

3.6. Trattamento con la DNAsi

| 100ul di esosomi isolati sono stati splittati in 2 aliquote distinte da 50 ul ciascuna. Una delle due e
stata trattata enzimaticamente per confrontare le eventuali differenze fra il campione trattato e
quello non trattato. L'utilizzo del trattamento dovrebbe verosimilmente digerire il DNA esterno
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agli esosomi agendo sia sul singolo sia sul DNA a doppio filamento presente nel campione. |l
trattamento viene eseguito seguendo le specifiche del kit DNase |, RNase-free (Catalog number:

en0521- Thermo Scientific™) (Figura 14).
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Figura 14 - Dnase |

3.7.Estrazione e normalizzazione del DNA virale

L’estrazione del DNA virale e stata effettuata utilizzando il kit Nucleospin tissue
Nagel)(Figura 15) secondo le specifiche del protocollo per I'isolamento del DNA virale

(Macherey
. L'eluizione

finale & stata ottimizzata in 30ul di volume finale per concentrare al massimo la quota di DNA

isolata.

+ Proteinase K

plasma + Carrier RNA
serum + Lysis Buffer VL
+ ethanol
E’i Binding of viral
.\\J
AV

e
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(¥

Ready-to-use viral RNA and DNA

Figura 15 - NucleoSpin Tissue

BNA and DNA

EJ Wash and dry sdlica membrane

Elute with RNase-free water
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La quantificazione del DNA estratto e stata effettuata mediante lo strumento NanoDrop 3.0.0

(Celbio S.P.A, Milano, Italia) utilizzando 1pl di campione. Il NanoDrop, sfrutta una tecnologia

basata sulla tensione superficiale che piccoli volumi di liquidi esercitano quando si trovano

collocati tra due superfici vicine, in tal modo una goccia di campione, posizionata sull’apposita

piastra di lettura, crea una colonna di liquido a diretto contatto con due fibre ottiche, e pud essere
analizzata in modo semplice e veloce. Un rapporto tra la densita ottica a 260 nm e 280 nm
maggiore o uguale a 1.8 , indica che I'estrazione del DNA é stata ben eseguita poiché vi € un buon
rapporto tra DNA estratto e proteine che lo accompagnano. Un altro indice di purezza del

campione ¢ il rapporto tra le densita ottiche 260 e 230, che deve essere compreso tra 1.8 e 2.2.

Figura 16 - NanoDrop 3.0.0

3.8. Allestimento delle piastre da lavoro

Tutti i campioni estratti sono stati aliquotati in piastre da 96 pozzetti. Ogni 4 piastre da 96 si
allestisce una piastra da 384 campioni che sara quella oggetto dell’esperimento. Nella Figura 17
sottostante e rappresentato un esempio di piastra da 384 pozzetti contenente i campioni, i
controlli positivi (evidenziati in azzurro), i controlli negativi (evidenziati in arancione). | controlli
negativi sono costituiti da H20 MilliQ e sono sottoposti allo stesso protocollo sperimentale dei
campioni per verificare la presenza di eventuali addotti aspecifici o falsi positivi. Il controllo
positivo € rappresentato da un campione di DNA commercializzato, che fa parte del pannello
delle famiglie CEPH (Centre d'Etude du Polymorphisme Humain). Questo controllo si aggiunge
per monitorare I'amplificazione effettuata con lo step di PCR. Per I'esecuzione di questo lavoro
abbiamo preparato 22 piastre da 96 campioni ciascuno. In ogni chip abbiamo inserito dei
replicati di campioni gia screenati per poter rianalizzare dei campioni verificando la ripetibilita
del metodo.
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560_D0 603_DO 625 DO 650_DO 673 DO 700_DO 722 DO 748 DO 560_DO 603_DO 625_DO 650_DO 673_DO 700_DO 722_DO 748_DO 560_DO 603_DO 625_DO 650_DO 673_DO 700_DO 722_DO 748_DO
533_D0 592_D0 614 DO 640_DO 662 DO 692 DO 712 DO 739 DO 533_D0 592 DO 614_DO 640_DO 662 DO 692_DO 712_DO 739 DO 533_D0 592_DO 614_DO 640_DO 662_DO 692_DO 712_DO 739_DO
562_D0 604 DO 626 DO 651 DO 676 DO 701 DO 725_D0 750_D0 562_DO 604 DO 626 DO 651 DO 676 DO 701_DO 725_D0 750_DO 562 DO 604_DO 626 DO 651_DO 676_D0 701_DO 725_DO 750_DO
535_D0 594_D0 615_DO 641 DO 663 DO 693 DO 713 DO 740 DO 535_D0 534 DO 615_DO 641 DO 663 DO 693_DO 713_D0 740_DO 535_DO 594_DO 615 DO 641_D0 663_D0 693_DO 713_D0 740_DO
566_D0 605_DO 627_DO 652_DO 677_DO 702_DO 726 DO 753 DO 566_DO 605_DO 627_DO 652 DO 677_DO 702_DO 726 DO 753_D0 566_DO 605_DO 627_DO 652_DO 677_DO 702_DO 726_DO 753_DO
536_D0 595_DO 616_DO 642 DO 664_DO 695 DO 715 DO 741 DO 536_D0 595 DO 616 DO 642 DO 664 DO 695 DO 715_D0 741_D0 536_DO 595_DO 616_D0 642_DO 664_DO 695_DO 715_D0 741_DO
571.D0 606_D0 628 DO 653_DO 680_DO 703_DO 728 DO 754 DO 571_D0 606_DO 628 DO 653_DO 680_DO 703_DO 728_D0 754 DO 571_DO 606_DO 628_DO 653_D0 680_DO 703_DO 728_DO 754_DO
540_D0 596_D0 620_DO 643 DO 665 DO 696 DO 716_DO 742 DO 540_DO 596_DO 620_DO 643_DO 665_D0 696_D0 716_D0 742 DO 540_DO 596_DO 620_DO 643_DO 665_DO 636_DO 716_DO 742_DO
573_D0 608_DO 631_D0 655_D0 681_DO 706_DO 730_D0 757_DO 573_D0 608_DO 631_D0 655 DO 681_DO 706_D0 730_DO 757_DO 573_DO 608_DO 631_DO 655_DO 681_DO 706_DO 730_DO 757_DO
544_DO 597_DO 621 DO 646_DO 666_DO 697 DO 717 DO 744 DO 544_DO 597_DO 621_DO 646 DO 666_DO 697 DO 717_DO 744_DO 544_DO 597_DO 621_DO 646_D0 666_D0 697_DO 717_DO 744_DO
583_D0 609_DO 632_DO 658_DO 684_DO 708_DO 731_D0 |POS_DO 583_D0 609_DO 632_DO 658_D0 684_DO 708_DO 731_DO POS_DO 58300 609_DO 632_DO 658_.D0 684_DO 70800 731_DO POS.DO
551.DO 600_DO 622 DO 647 DO 668 DO 698 DO 719 DO 745_D0 551_DO 600_DO 622 DO 647 DO 668_DO 698_DO 719 DO 745_D0 551_DO 600_DO 622_DO 647_DO 668_DO 698_DO 719_DO 745_DO
588_D0 610_D0 634_DO 659_DO 685_D0 709_DO 733_D0 NEG_DO 588_DO 610_DO 634_DO 659 DO 685_D0 709 DO 733_D0 NEG_DO 583_D0 610_DO 634_DO 659_DO 685_D0 709_DO 733_.D0 NEG_DO

Figura 17 - Esempio di progettazione di una piastra da 384 pozzetti

3.9.Genotyping mediante MALDI TOF
3.9.1. Selezione dei virus candidati, disegno dei primers e “dummy allele”

Per questo studio sono stati selezionati 18 poliomavirus (PyVs) e 16 papillomavirus umani
(HPVs). La selezione ha incluso alcuni dei virus associati da letteratura a pazienti trapiantati di
rene (PyVs) e alcuni virus contratti facilmente per via sessuale e ad alto rischio oncogeno
(HPVs). | singoli genotipi analizzati sono riassunti nella Tabella 6 e nella Tabella 7.

Polyomavirus
rsl1  BPyV3 Bovine polyomavirus 3
rs2 BPyV1 Bovine polyomavirus 1
rs3  BPyV2 Bovine polyomavirus 2
rs4 MPyV Murine polyomavirus
rs5 EPyV Equine polyomavirus
rs6 BKV B.K. Polyomavirus
rs7 cv J.C. polyomavirus
rs8 MWPyV Malawi polyomavirus
rs9 MPyV Merkel cell polyomavirus
rs10 HPyV6 Human polyomavirus 6
rsll1 HPyV7 Human polyomavirus 7
rsl12  TPyV Viral-associated trichodysplasia spinulosa
rs13 HPyV9 Human polyomavirus 9
rsl4 WUPyV WU polyomavirus
rs15 KIPyV KI polyomavirus
rs16 HPyV12 Human polyomavirus 12
rsl7 SV12 Simian Virus (or agent) 12
rs18 Sv40 Simian Virus 40

Tabella 6 - Genotipi virali dei PyVs testati
36



Papillomavirus

53 HPVS53 Human Papillomavirus 53
66 HPV 66 Human Papillomavirus 66
39 HPV39 Human Papillomavirus 39
16 HPV16 Human Papillomavirus 16
58 HPV58 Human Papillomavirus 58
73 HPV73 Human Papillomavirus 73
45 HPV 45 Human Papillomavirus 45
59 HPV59 Human Papillomavirus 59
56 HPV56 Human Papillomavirus 56
68 HPV 68 Human Papillomavirus 68
18 HPV 18 Human Papillomavirus 18
33 HPV33 Human Papillomavirus 33
31 HPV31 Human Papillomavirus 31
51 HPV51 Human Papillomavirus 51
52 HPV52 Human Papillomavirus 52
35 HPV35 Human Papillomavirus 35

Tabella 7 - Genotipi virali HPVs testati

Per la scelta dei primers, si € intervenuti su regioni specifiche dei genotipi virali (Large T
Antigen) e si e scelta una base a caso dando origine ad un “Allele Dummy” sfruttando cosi la
capacita dello strumento di discriminare un allele piuttosto che un altro. L’“Allele Dummy” &
stato pertanto generato arbitrariamente dall’operatore, previa verifica dell’assenza di isolati
genetici associati a quella posizione per quel genotipo virale. Durante I'analisi quindi, quando il
Detector ha identificato I’ “Allele Dummy” inesistente in realta, stavamo guardando un
campione negativo, viceversa la chiamata “wild type” corrisponde alla reale presenza del virus
nel campione. Il disegno dei primers & stato effettuato utilizzando il software online dedicato
chiamato Assay Design v.4.0 (https://www.mysequenom.co, Sequenom Inc., San Diego, CA,
USA), che comprende differenti sezioni:

rs Sequence Retriever - from NCBI dbSNP
. . . Existing Results
ProxSNP - Sequence Mapping/Proximal SNP Demarkation

A ) . Existing Results
PreXTEND - SNP Validation/Amplicon Design

) . ) Existing Results
Assay Design - Multiplexed hME Assay Design

. - Existing Results
PleXTEND - Multiplexed Assay Yalidation

Existing Results

% Sequence Retriever

Inserendo il numero identificativo di ogni genotipo virale oggetto di interesse in NCBI & stata

recuperata la sequenza del genoma e le regioni fiancheggianti il polimorfismo scelto come

“Dummy Allele”;
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% ProxSNP
Quando si e scelto il “Dummy Allele”, si e verificato se la scelta generava un isolato genetico che

poteva compromettere la valutazione dell’analisi. Inoltre abbiamo esteso il controllo anche alle

sequenze fiancheggianti lo SNP fantoccio per assicurarci che I'annealing dei primers durante la

fase di amplificazione non fosse ostacolato da questi eventuali isolati;

% preXTEND

Valutazione della possibilita di costruire i primers sulle sequenze precedentemente
determinate. Quando possibile, esse vengono confrontate con il genoma di riferimento ed
umano per garantire che leghino, e quindi amplifichino, un'unica regione. L’output ottenuto in
guesto caso consiste nella lista degli SNPs per i quali & possibile costruire i primers, con un

indice di confidenza che ne specifica la bonta.

% Assay design

Questo programma fornisce per ogni SNP che si intende analizzare, le sequenze dei due primers
di PCR, denominati rispettivamente first e second, e del primer di extension, costruito in modo
tale che si leghi alla base 3’-terminale adiacente allo SNP. Nella Figura 18 sono presenti i 2
design cosi generati con le sequenze dei due primers di PCR, del primer di extension e la

lunghezza degli ampliconi risultanti. Queste plex sono quelle con cui abbiamo screenato tutti i

nostri campioni.

SNP_ID First PCR Second PCR AMP_LEN UEP_SEQ
rs45511401| ACGTTGGATGTGAGAGCAGGGACGACTTTC | ACGTTGGATGTCAGCATCACCTTCTCCATC 103 TCTCCATCCCCGAAG
rs10 ACGTTGGATGTCCTCTTTTTTGGAGCCTTC | ACGTTGGATGTACAAGAATCTAGGGCTGAG 84 AGGGCTGAGGGTTTA
rs28362491| ACGTTGGATGATGACTCTATCAGCGGCACT | ACGTTGGATGTAGGGAAGCCCCCAGGAAG 120 GCCTGCCGGGCCCAAT
rs12 ACGTTGGATGCTAACAGTGCAGTGTGTTAC | ACGTTGGATGAGGAAGGGAGCATGGTATTC 108 TGACTCCTGGCAAGCAT
rs15 ACGTTGGATGAACCCTCCAGGAATATTTTC | ACGTTGGATGGGTCTGTATAGTAGGATGTG 85 GGATGTGTAGACAACCA
rs2 ACGTTGGATGTTCTATGCTCAAGGCGTCTG ACGTTGGATGGACCCCCTTTTATTAATGGC 114 cccCTGCACCTGAAGCAT
rsl ACGTTGGATGTTGCACTTCTGGCAACTTCC | ACGTTGGATGGTGAATTTGCCAATGTGCTG 117 TGAACAGTACAGATCCAT
rs4 ACGTTGGATGTCAATGCAACGCCACCTAAG | ACGTTGGATGAGACAAATACCCAGTAAGGC 100 gAGGCTGCTAGGAAAGTCA
rs14 ACGTTGGATGGGTGTTGCCTGTGAACATTG | ACGTTGGATGAAATCTCCTGGAGAAACCCC 94 ccctcAACCCCTACAAAGCG
rs3 ACGTTGGATGCAGCTGAAACTCTATGTTTAG | ACGTTGGATGAGGCACAAATACAGAAGCCC 102 AGCTGGCATTCTGTTTTTAA
rs8 ACGTTGGATGAGGCTGCTTAAAGGCCTATG | ACGTTGGATGCTTAAACCATGTTCCTGACTC 107 cCTGTTCCTGACTCTGTTTAA
rs5 ACGTTGGATGTCTGGCTCAACCTCAAACTC | ACGTTGGATGTGGTTAGTGAGTATGCCTTG 105 gGAGTATGCCTTGGCTATTAG
rs18 ACGTTGGATGATTTGCTGACAGCAAAAACC | ACGTTGGATGATTGTAGGCTATCAACCCGC 106 CGCTTTTTAGCTAAAACAGTAT
rs7 ACGTTGGATGGGAAACCAAGTGTGAGGATG | ACGTTGGATGCATTTTTTGCATTGCTGTGGG 101 ggagTTGCTGTGGGTTTTCCTG
rs6 ACGTTGGATGCCAAACCAAGGGCTCTTTTC | ACGTTGGATGAAAAAGCCTTCTGTGCACTG 113 ccccaTTCTGTGCACTGCCCTTG
rs17 ACGTTGGATGCATGGAAGCTTATCACAGAG | ACGTTGGATGTCTGGGTTGTGCTGAAATTC 114 gtgAGAACACATCTTCACATTTG
rs1l ACGTTGGATGTTATTATGGTAAAAGCTGTG ACGTTGGATGCCTCCTTCCTTTGACTCTCT 114 TTAGAATCTTGTAAGGCCTTATAA
rs13 ACGTTGGATGGTTGCACAGTGTACTTTTAG | ACGTTGGATGCTTCCAACAACTTAAAAGGG 120 ccccAAGCTCTATAAAGCTCTAAAG
rs16 ACGTTGGATGGCATGGCTATTTGTACATCC | ACGTTGGATGGCTAATAGTACATTGTTTTGC 105 ACATTGTTTTGCACAATAATTTTTAA
rs9 ACGTTGGATGTTTCCACTGTTAATAGGCCC | ACGTTGGATGGTTTGAAAAGAAGCTGCAGA 116 GCTGCAGAAAATTATTCAATTATTAA
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SNP_ID First PCR Second PCR AMP_LEN UEP_SEQ
53 ACGTTGGATGTTTAGTTAGTGCTTCCAGGC ACGTTGGATGGTGTGCAAATTCTGTTTGCT 108 |GCTTCCAGGCTAGCCCC
66 ACGTTGGATGATAGACCATTTGCTGGAGCG [ACGTTGGATGCACCACCAACTCACACTTAC 85 CCACAGCAAGCTAGACA
39 ACGTTGGATGAGCAGGAAGCTATACAGGAC [ACGTTGGATGGGTTTCTCTTCGTGTTAGTC 114 |TGGACCACAAAACGGGA
16 ACGTTGGATGAGCATATGGATTCCCATCTC  [ACGTTGGATGATGTGTGTACTGCAAGCAAC 117  |cAGTCATATACCTCACGTC
58 ACGTTGGATGAGGTCAGTTGGTTCAGGATG  [ACGTTGGATGACCTGTAACAACGCCATGAG 100 |TATTCTCTTAGCGTTGGGT
73 ACGTTGGATGTAGTTACTGACTGCACGAAG [ACGTTGGATGGTACCCATAAGCAACTCTTC 94 ACGAAGTGTCAGTGCACAG
45 ACGTTGGATGATTTCACAGCATAGCTGGAC [ACGTTGGATGTCTGCGAAGTCTTTCTTGCC 102 |gAGTACCGAGGGCAGTGTAA
59 ACGTTGGATGTGGACATAGAGGTTTTAGGC [ACGTTGGATGAGAGGCTGAAACCAAGACAC 107  |gCTATAACAGCGTATCAGCAG
56 ACGTTGGATGGACTATTCAGTGTATGGAGC |ACGTTGGATGCGGACTTTGACATCTGTAGC 105 |ATGGAGCTACACTAGAAAGTA
68 ACGTTGGATGACTGCTGGACCAGTAAGCGA [ACGTTGGATGGGGCTTTGGTCCATGCATAG 106 |gTGGACCAGTAAGCGAGAGGAC
18 ACGTTGGATGAGCATGGGGTATACTGTCTC  |ACGTTGGATGACCTGTGTATATTGCAAGAC 101 |AAATTCAAATACCTCTGTAAGTT
33 ACGTTGGATGCTAATTTTAGATAAGAACCGC [ACGTTGGATGACAGTTGTATATAGAGAGGG 113 |TTAGATAAGAACCGCAAACACAG
31 ACGTTGGATGAACATAGGAGGAAGGTGGAC |ACGTTGGATGCACGCATGTTTACACTTGGG 114 |gGCATAGCATGTTGGAGAAGACC
rs45511401 | ACGTTGGATGTGAGAGCAGGGACGACTTTC |ACGTTGGATGCGTTTCAGCATCACCTTCTC 114  |aTGGCCCACCACGGCCACCAAAGCA
51 ACGTTGGATGCAATACACACACACTACCTG  [ACGTTGGATGAAGAGGGAAAGACCACGAAC 120  |cCTACCTGTATATTGTGCATAGAAA
52 ACGTTGGATGCTGTTCAGAGTGTTGGAGAC  [ACGTTGGATGTAGTTGCTTTGTCTCCACGC 105  |TTCAGAGTGTTGGAGACCCCGACCT
35 ACGTTGGATGGTGTGTATGGAGAAACGTTAG |ACGTTGGATGTGGACACAGCGGTTTTTGAC 96 TGTATGGAGAAACGTTAGAAAAACA

Figura 18 - Output dell’ Assay design. In alto la plex per la detection dei PyVs e in basso quella per gli HPVs.

3.9.2. Allestimento della PCR nella piastra 384-well

L'amplificazione genica delle sequenze bersaglio delimitate dai primers First e Second avviene in
una piastra da 384 pozzetti che contiene 384 campioni e 1 delle due diverse plex. Le fasi descritte
in seguito devono essere ripetute per analizzare gli stessi 384 campioni per la seconda plex. Nel
dettaglio, il protocollo per I'allestimento della PCR in una piastra da 384 pozzetti prevede i
seguenti passaggi:

7
A X4

concentrazione finale di 50 uM ;

B

di 500 nM in un volume finale di 230,4 ul.

o

elencati nella Tabella 8 sottostante.

Risospensione di tutti i primers in acqua milliQ, in modo che ciascuno abbia una
% Preparare la primers mix per ciascuna plex nella quale ogni primer ha una concentrazione

» Preparazione della mix di PCR per ciascuna plex: alla primers mix si aggiungono i reagenti

Reagenti Volume
H,0 MilliQ 874 plL
PCR Buffer (10x) 230.4 pL
MgCl, 184.3 uL
dNTPs 46 L
Hotstar Taq (5 U/ uL) 46 uL
Volume totale 1380.7 pL

Tabella 8 - Mix di PCR
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Dispensare, con una pipetta multicanale 4 ul in ciascun pozzetto della piastra;

X/ X/
L X X4

Dispensare con la pipetta multicanale 1ul di DNA dei campioni, prelevandoli dalle 4 piastre
da 96;

* Incubare la piastra nel Thermal cycler (DNA Engine® Petier Thermal Cycler BIO RAD) con il
seguente ciclo:

>

94°C &

94°C 20"

56°C 30" 45 cicli
72°C 1

72°C 3

4°C oo

¢+ A PCR avvenuta eseguire un controllo random su 12 campioni random per verificare la
riuscita della PCR mediante elettroforesi su gel di agarosio.

3.9.3. Aggiunta della soluzione di purificazione SAP

Dopo I'amplificazione il prodotto di PCR viene purificato con I’'enzima Shrimp Alkaline Phosphatasi
(SAP), il quale defosforila i dNTPs non incorporati durante I'amplificazione rendendoli inutilizzabili.
Si allestisce una soluzione composta come mostrato in Tabella 9 :

REAGENTI Volume

(384 camp.)
H,0 MilliQ 810.9uL
SAP Buffer (10x) 90.1 pL
SAP Enzyme 159.0 puL
Volume totale 1060 pL

Tabella 9 - Soluzione SAP

La soluzione SAP viene dispensata in una piastra da 96 pozzetti e successivamente viene aggiunta
alla piastra 384 contenente i prodotti di PCR attraverso lo strumento PLATEMate 2x2 (MATRIX)
(Figura 19) il quale trasferisce con un sistema di pipettaggio automatizzato 2ul di soluzione SAP in
ciascuno dei 384 pozzetti.
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Figura 19 — A sinistra il PlateMate Matrix 2x2; a destra la workstation dove avviene il trasferimento della SAP dalla piastra da 96

alla piastra con i campioni

In seguito la piastra 384 viene incubata nel Thermal cycler (DNA Engine® Petier Thermal Cycler BIO
RAD) con il ciclo:

Temperatura [°C]  Durata [min]

37 40
85 5
4 oo

Tabella 10 - Thermal cycler step

3.9.4. Allestimento dell’iPLEX

Nella reazione di iPLEX il primer di extension & complementare alla regione che fiancheggia lo SNP
contenuto in ciascun amplicone e, in particolare, si lega alla porzione 3’-terminale adiacente al
polimorfismo. Grazie alla presenza di 4 diversi gruppi di terminatori (ddACG, ddACT, ddAGT,
ddCGT) I'allungamento in direzione 5’-3’ comprende una sola base, ossia quella che corrisponde
allo SNP. In questo modo vengono creati degli ampliconi che differiscono per una singola base.
Anche in questo caso i primers vengono risospesi in acqua milliQ, a una concentrazione 400 uM, e
successivamente viene preparata la primesr mix. Nell’eseguire la reazione di iPLEX infatti risulta
molto importante I'aggiustamento delle concentrazioni degli oligo al fine di equilibrare il rapporto
tra il segnale del campione e il rumore di fondo: per fare cio si dividono i primers in diversi gruppi
a seconda della loro massa: i primers con massa maggiore saranno concentrati di piu rispetto ai
primers con massa minore (Figura 20).

41



1st Group 2nd Group

—

3rd Group 4th Group

[ 1

ai
B

Gl

d

TSN TR T T T N T - I TN TR T T T T -

ESIH)

't It
000 7o 8000 A80

Mars

Figura 20 - Suddivisione dei primers di extension in quattro gruppi sulla base delle loro masse

Alla primers mix si aggiungono i reagenti elencati nella sottostante Tabella 11, in modo da creare

I'iPLEX cocktail:
Reagenti Volume
H20 MilliQ 384.06 pl
iPLEX Buffer Plus (10X) 106 pl
iPLEX Termination Mix 106 pl
Enzima iPLEX 21.74 ul
Volume finale 617.8 ul

Tabella 11 - iPLEX mix

L'iPLEX cocktail viene dispensato in una piastra da 96 pozzetti e successivamente viene aggiunto
alla piastra 384 contenente gli analiti attraverso lo strumento PLATEMate 2x2 (MATRIX), il quale
trasferisce 2ul di soluzione in ciascuno dei 384 pozzetti. In seguito la piastra 384 viene incubata nel
Thermal cycler (DNA Engine® Petier Thermal Cycler BIO RAD) con il ciclo:

94°C

94°C

52°C

80°C

72°C

4°C

53 () ’7

5II

SII }

5 cicli
5[

E;I

40 cicli
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3.9.5. Trattamento con Resina

Vengono aggiunti 25ul di Acqua MilliQ tramite |'utilizzo del PLATEMate 2x2 (MATRIX), al fine di
diluire i campioni per I'analisi in spettrometria di massa. Per desalinizzare la reazione di iPLEX,
viene aggiunta in ciascun pozzetto della piastra 384 4ng di resina (Clean Resin Sequenom) che
agisce da scambiatore di anioni. Questo passaggio avviene tramite I'utilizzo di un’apposita piastra
definita “dimple plate” (Figura 21) che viene rovesciata sulla piastra 384 contenente gli analiti. La
piastra viene quindi inserita in un rotore per circa mezz'ora, cosi da risospendere le soluzioni
contenenti la resina, I'acqua e gli analiti.

J84-well microtiter plate
and dimple plate

Flip them over so the
limple plate is on top

Figura 21 - Aggiunta della resina tramite il rovesciamento della Dimple plate sulla piastra 384

3.9.6. Nanodispensing

Il trasferimento degli analiti dalla piastra 384 al microchip di silice contenente i 384 siti (definiti
pad) con la matrice proteica (SpectroCHIP bioarray®), (

Figura 22) avviene per mezzo dello strumento MassARRAYTM Nanodispenser (Samsung), (Figura
23).

2UENOM

Figura 22 - SpectroCHIP bioarray
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Figura 23 - MassARRAYTM Nanodispenser

Esso e fornito di un blocco mobile di 24 puntali,definiti Pin, in grado di eseguire dei movimenti che
permettono il pipettaggio piezoelettrico. La geometria di tali movimenti e gestita da un software,
ed é rappresentata nella Figura 24. Tale software permette anche di impostare diversi parametri
che coordinano il pipettaggio, tra cui la velocita di rilascio degli analiti sul chip: la quantita di
analita rilasciato & direttamente proporzionale a tale velocita, che mediamente risulta ottimale
intorno al valore di 90 mm/sec. Aumentando la velocita di dispensazione aumenta il volume
dispensato sul chip; & necessario effettuare delle prove di velocita di dispensazione (Volume
Check) poiché plex composte da molti SNPs richiedono minore velocita di dispensazione (70
mm/sec). Inoltre il software contiene delle impostazioni dedicate alla dispensazione di un
calibrante su degli appositi siti del chip, il quale sara necessario per equilibrare la potenza del laser
durante I'applicazione MALDI TOF.

384-Well Microplate 384-Well SpectroCHIP
24 24 %) E24 [eXY mz4 P2 F24 JRE] N24 [ord) co4|fel] 024 [3RXY H24
23 23 mie
22 22
21 21 | J6
20 FUY A23ZE 123 [ B2a B8] 2aflPE] c2: [25] wes [BFE) p2s [EE] 12
19 19 a7 o
18 18 H11
17 17 | 5 | 5 | ks
16 16 5] e22 B3] m2o[F72] F22 [BR] woz 75 coo[fER] o2z [3P2] Hzo B2
15 15 A1g ci1g]
14 14 o]
13 13 |4 |1 | ks
12 12 [23] 21 BT 21 22 P21 B wot (23] o1 [EERN o2t 2] vz B
11 11 a5 D15
10 10
9 9 "
8 8 =0 20 BN 20220 F20 Y woo 2] coo PR ozo [RE) L20
T T a4
6 6
5 5 | )2
4 KN a10[30 1o [0 s1ollRr] st c1o L k1o Feit] p1o BT Lie
3 ERWSE!
2
1

A BCDEFGHI JHKLMNMNGOTP A BCDEFGH 1 J KL MNZOP

Figura 24 - Geometria di dispensazione del Nanodispenser: ciascun colore del diagramma di sinistra (piastra 384 contenente gli
analiti) rappresenta un ciclo di caricamento di 24 Pin. Nel diagramma di destra (microchip) sono rappresentati con lo stesso
colore i siti di destinazione sul chip
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3.9.7. Analisi MS-MALDI TOF

Il chip da processare viene inserito nello spettrometro di massa. In un sistema vuoto ciascun
analita viene irradiato da un fascio di luce laser, co-cristalizza con i cationi ceduti dalla matrice e,
sottoposto ad un campo elettrico, attraversa |'analizzatore TOF (Figura 25) (Figura 26).

Figura 25 - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight (MALDI TOF)

Figura 26 - Schema di funzionamento del MALDI- TOF

Il processamento € supportato dal programma Typer 4.0.20, che contiene un database, dove
vengono archiviati i dati di tutti gli esperimenti, e I'insieme dei software necessari.

1. PlateEditor

Permette di creare un plate virtuale (che riproduce la piastra di lavoro utilizzata per I'esperimento.
| campioni e le plex vengono caricate e associate alla piastra (Figura 27).
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Plate Layout
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Figura 27 - Esempio di Plate creato dal PlateEditor

2. Chiplinker
Permette di associare al plate virtuale creato il microchip (SpectroCHIP bioarray ®) da

processare, assegnando al plate il barcode presente sul chip (Figura 28).

-
|

Figura 28 - SpectroCHIP bioarray
3. SpectroACQUIRE

Questo e il programma che gestisce l'acquisizione dei dati. Prima di avviare lI'analisi, viene
effettuato I'acquisizione dei dati relativi al calibrante: il laser irradia i pad che lo contengono ed in
seguito viene visualizzato lo spettro dei picchi di assorbimento; vengono visualizzati tre picchi:
perché il sistema di detenzione possa essere ritenuto funzionante, I'altezza massima del picco piu
alto deve avere un'intensita massima di 255, corrispondente ad una massa di circa 9.000 Da, e il
picco vicino al primo deve essere la meta esatta del terzo. In caso contrario € possibile modulare
I'intensita del laser (Figura 29).

A questo punto & possibile avviare I'acquisizione dei dati.
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Figura 29 - Software Spectro ACQUIRE :spettro di assorbimento del calibrante in cui & possibile visualizzare i tre picchi di
riferimento per I'acquisizione dei dati nell’analisi di genotyping

3.10. Separazione immunomagnetica

Per valutare la sensibilita del metodo abbiamo utilizzato una metodica di isolamento esosomi
alternativa. Gli esosomi dei fluidi biologici, siero e urina, sono stati isolati con il kit di isolamento di
immunobead CD9 (Hansa-Biomed) secondo il protocollo del produttore. In breve, i campioni dei
fluidi biologici, sono stati prima sottoposti a diverse centrifughe per eliminare mediante
precipitazione i detriti cellulari. 10 pl di biglie sono stati aggiunti ai campioni e incubati 4°C in un
thermomixer per tutta la notte. Il giorno dopo, i campioni sono stati sottoposti a diverse
centrifugate di 5000 rpm per 10 min, per raccogliere la frazione CD9 negativa. Le immunobeads
sono state risospese in 50ul di buffer di eluizione per gli esosomi e centrifugate due volte a 5000
rpm per 10 minuti, per raccogliere due CD9 frazioni positive. Gli esosomi cosi isolati sono stati
sottoposti al trattamento con la DNAsi descritto precedentemente nel paragrafo 3.6 sia nella
frazione CD9 negativa che in quella CD9 positiva. | campioni derivati sono stati analizzati mediante
spettrometria di massa e i risultati confrontati con le positivita virali ottenute mediante
isolamento esosomiale basato sul PEG.
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4. Risultati

4.1. Analisi della casistica

La totalita della casistica reclutata consta di 72 pazienti (57 trapiantati da donatore deceduto e 15
da donatore vivente) e 15 donatori del trapianto da vivente. Per ogni soggetto reclutato (87) sono

stati collezionati 5 campionamenti per un totale di 435 campioni di siero e 363 campioni di urine (

il numero inferiore & dovuto al fatto che la maggior parte dei pazienti reclutati era anurico e

pertanto il campionamento basale e risultato essere indisponibile). L’analisi ha incluso un

trattamento enzimatico con DNAsi | (per eliminare il DNA non contenuto nelle nano vescicole) che

ha raddoppiato il numero dei campioni da esaminare, (1602 campioni). Da questo numero totale

di campioni sono state isolate le NV (NV) mediante metodica di precipitazione con resina a base di

polietilenglicole (PEG) e, dopo estrazione del DNA, & stata effettuata I'analisi dei genomi virali

mediante spettrometria di massa. Alcuni di essi sono stati testati in replicato per valutare Ila

riproducibilita del metodo di determinazione dei genomi virali (Figura 30).

Differente
metodica

. P
E

Trattament
o

Estrazione
del DNA

Figura 30 - Flow chart del protocollo

spettromet

L'eta media dei pazienti inclusi € di + 50 anni, (46 di sesso maschile e 26 di sesso femminile)

(Tabella 12).

ID studio Sesso Eta Status
RIC 1 F 30 Vv
CAD1 M 63 M
CAD2 M a4 M
RIC 2 M 36 Vv
RIC 3 M 38 Vv
CAD3 F 61 M
CAD4 M 44 M
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CAD5 F 61 M

CAD7 M 59 M

CAD9 M 36 M

CAD11 M 69 M

RIC4 F 25 \

CAD14 M 55 M

CAD15 M 38 M

CAD17 M 57 M

CAD19 F 69 M

CAD21 F 50 M

CAD23 M 58 M

RIC6 M 37 \

RIC7 M 57 \

CAD27 F 43 M

CAD28 M 26 M

CAD30 M 70 M

CAD32 F 51 M

CAD33 M 57 M

CAD35 F 66 M

RIC 10 F 53 \

CAD37 M 55 M

CAD39 M 54 M

CAD40 M 52 M

CADA42 F 70 M
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CAD43 M 65 M
CAD44 M 63 M
CAD45 M 66 M
CAD46 M 55 M
CAD47 M 24 M
CAD48 F 60 M
CAD49 M 43 M
RIC 13 F 34 \
CAD50 M 41 M
CAD51 M 51 M
CAD52 F 58 M
CAD53 F 37 M
CAD54 F 43 M
CAD55 M 45 M
CAD56 M 44 M
RIC 14 F 32 \
CAD57 M 57 M
RIC 15 M 65 \

Tabella 12 - Descrizione della casistica. V: Trapianto da donatore vivente; M: trapianto da donatore deceduto

4.2. Caratterizzazione delle nanovescicole

Per esaminare la qualita delle NV isolate, sono state inserite due verifiche effettuate all’Istituto
Scientifico Romagnolo per lo Studio e la cura dei Tumori (IRST - Meldola): il Nanoparticle tracking
analysis (NTA) e il MACSplex.

4.2.1. Nanoparticle tracking analysis (NTA)

Le NV sono state analizzate utilizzando il sistema di caratterizzazione delle nanoparticelle NS500
(Nanosight Malvern Instruments). Questo strumento permette di misurare la distribuzione, il
numero e la dimensione media delle particelle, visualizzate in un file grafico. Le figure sottostanti
sono esempi delle quantificazioni effettuate sui nostri campioni di NV sieriche e urinarie.
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Figura 31 - Analisi delle NV sieriche

1
1000

Le NV sieriche isolate mediante PEG e analizzate mediante NTA, mostrano dimensioni comprese

frai 75 e i 120 nm, compatibili quindi con le dimensioni delle NV, e concentrazioni comprese fra

10" - 10" per ml (Figura 31).
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Figura 32 - Analisi delle NV urinarie
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Le NV urinarie, invece, mostrano dimensioni comprese fra i 139 e i 198 nm (quindi leggermente
pit gradi di quelle sieriche) e concentrazioni comprese fra 10°— 10" per ml. Questi valori, come i
precedenti, sono in linea con quanto atteso in letteratura. La differenza di quasi tre ordini di
grandezza rispetto al siero potrebbe riflettere la maggiore diluizione del campione di urine rispetto
a quello sierico (Figura 32).
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4.2.2. MACSplex Exosome Kit

Dopo aver verificato che le NV si collocano nel range dimensionale degli esosomi e che la loro
guantita e paragonabile ai dati gia riportati in letteratura, sono stati tipizzati i marcatori di
superficie delle microvescicole isolate per verificare se fossero presenti quelli comunemente
associati agli esosomi. Quest’analisi & stata condotta utilizzando il MACSplex Exosome kit (Miltenyi
Biotec) che consente la rilevazione contemporanea di 37 epitopi nanovescicolari ed esosomiali di
superficie piu due controlli. Come descritto nel paragrafo 3.5, il MACSPlex comprende un cocktail
di varie popolazioni di microsfere fluorescenti di polistirene, ciascuna rivestita da un anticorpo
specifico che lega il rispettivo epitopo di superficie. Le 39 popolazioni di microsfere possono essere
cosi distinte dalle diverse intensita di fluorescenza mediante citometria a flusso, in una matrice
bidimensionale.

Utilizzando la metodica MACSplex su NV isolate da siero e urine di diversi pazienti, si osservano
profili di espressione che rilevano la presenza di alcuni degli antigeni comunemente associati ad
esosomi. In particolare il CD9 € molto espresso in tutti i campioni. Il CD63 &, invece, poco espresso
mentre il CD81 & spesso sotto la soglia di rilevazione. Tuttavia, il profilo di espressione varia al
variare del fluido biologico preso in esame. Nel siero, ad esempio, sono presenti vescicole di
probabile origine piastrinica e immunitaria portatrici dei marcatori CD49e, HLA-BC, CD62P, CD41b,
CD42a, CD29 e CD31. Questi marcatori sono condivisi da tutti i campioni presi in esame raffigurati
in Tabella 13.

53



NV sieriche

440 441 442 443 444
CD49%e CD49%e CD49%e CD49%e CD49%e
CD9 CD9 CD9 CD9 CD9
HLA-BC | HLA-BC | HLA-BC | HLA-BC | HLA-BC
Ko CD63 CD63 CD63 CD63 CD63
& CD40 CD40 | CD40 | CDA40
o
V) | CD62P | CD62P | CD62P | CD62P | CD62P
o
$ cps1 | cpsi | cpsi | cpsi | cDsi
"C | cD4ilb | cD4alb | CD4lb | CD4lb | CD4lb
o
"(."'U CD42a | CD42a | CD42a | CD42a | CD42a
(&)
- CD44 | CD44
o
= | cp2 | cp | cp29 | cp29 | cD29
CD45
cD31 | cb3l | cb31 | cb31 | cDa1

Tabella 13 — Riassunto marcatori esosomiali e nano vescicolari positivi nei campioni di NV sieriche isolati mediante PEG. In blu
sono segnati i marcatori condivisi da tutti i campioni
In due dei cinque campioni di NV sieriche (442 e 444) (Figura 33), sono stati analizzati i profili di
espressione pre trapianto (TO) e post trapianto (T1). Dal confronto dei marcatori esosomiali e
emerso che queste vescicole sembrano mantenersi costanti nel tempo senza che il trapianto
adduca modificazioni significative.
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Figura 33 — Profili di espressione degli epitopi esoosomiali in NV sieriche isolati con PEG

| profili di espressione derivati dalla metodica MACSplex su NV urinarie, oltre alla presenza dei
marcatori CD9, CD81 e CD63, hanno evidenziato che le vescicole isolate sono tipiche del tratto
urinario (CD133/1) e come gia descritto da Bussolati sono correlate all’evoluzione del trapianto
renale (Figura 34). Cio indica un arricchimento di esosomi rispetto al totale delle NV in rapporto al
siero. | marcatori evidenziati in blu in Tabella 14 sono quelli condivisi in tutti i campioni testati.
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Marcatori esosomiali

NV urinarie

440 441 442 443 444
HLA-DR | HLA-DR | HLA-DR | HLA-DR | HLA-DR
CD2
CD25
CD209
CD9 CD9 CD9 CD9 CD9
SSEA-4 | SSEA-4 | SSEA-4 | SSEA-4 | SSEA-4
HL/f‘)'BC HL/f‘)'BC HLA-BC | HLA-BC
CD63 | CD63 | CD63 | CD63 | CD63
CD40 | CDA40? CD40? | CDA40?
CD62P
CD81 | CD81 | CD81 | CD81 | CD81
CD41b
CD42a
CD24 | CD24 | CD24 | CD24 | CD24
CD44 CD44? | CD44
CD326 | CD326 | CD326 | CD326 | CD326
CD133/1 | CD133/1 | CD133/1 | CD133/1 | CD133/1
CD29 | CD29? | CD29? | CD29? | CD29
CD142 CD142
CD45 CD45
CD31 CD31 | CD31
CD14 CD14

marcatori condivisi da tutti i campioni

Tabella 14 - Riassunto marcatori esosomiali positivi nei campioni di NV urinarie isolati mediante PEG. In blu sono segnati i
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Figura 34 - Profili di espressione degli epitopi esoosomiali in NV urinarie isolate con PEG

4.3. Esiti della determinazione dei genomi virali

Come descritto nei metodi, per questo lavoro sono state analizzate 22 piastre da 95 campioni
ciascuna, con due plex distinte (18PyVs e 16HPV mucosali), per un totale di 11 chip da 384
campioni. In ciascuna delle due plex sono stati inseriti degli SNP di controllo per il DNA genomico:
rs45511401 e rs28362491. Infatti, il DNA genomico € presente, seppur in piccola quantita, nelle
vescicole circolanti, come recentemente dimostrato da Hur (2018) e Takur (2016). Le possibilita
attese a seguito della genotipizzazione e le relative soluzioni adottate sono riportate nella Tabella
15:
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rs45511401 | rs28362491| PyVs HPV
Risultato 1 nc nc nc nc ripetere
Risultato 2 nc nc OK OK campione incluso
Risultato 3 oK oK nc nc campione incluso
Risultato 4 OK OK OK OK campione incluso

Tabella 15 - Le possibilita attese dal genotyping. Nc: not call, intesa come nessuna chiamata per tutti i genotipi virali e genomici;

La maggior parte dei campioni ha dato un risultato positivo gia dal primo esperimento ed alcuni
sono stati scelti random e inseriti nei chip successivi per valutare la riproducibilita del metodo. Per
guesti campioni, la genotipizzazione ha sempre confermato il risultato della prima analisi. Dei 1602
campioni analizzati, 281 sono stati reinseriti nei chip successivi per rider minare la presenza dei
genomi virali.

4.4.11 viroma dei donatori mediante MALDI- TOF

La presenza dei genomi virali, oggetto di questo studio, € stata in primis validata nei campioni dei
donatori sani. La Tabella 16 riassume quali percentuali di soggetti sia positiva per i genomi virali
rilevati dallo spettrometro di massa, rispettivamente negli esosomi sierici e urinari, e come
abbiano reagito o meno al trattamento con la DNAsi |.

PyVs da NV sieriche dei donatori non trattati con DNAsi | PyVs da NV urinarie dei donatori non trattati con DNAsi |

Timing | HPyV6 | TSPyV | BPyv1 [ Jcv BKV | Svi2 | McPyv Timing | HPyV6 | BPyV2 |[MWPyV| Jcv BKV | SV12 [ HPyV7 | MCPyV
TO 7,69 0,00 7,69 | 1538 | 61,54 | 0,00 7,69 TO 7,69 0,00 769 | 53,85 | 3846 | 7,69 | 1538 | 7,69
T1 7,69 0,00 0,00 | 1538 | 3846 | 23,08 | 7,69 T1 30,77 | 0,00 0,00 | 46,15 | 1538 | 1538 | 7,69 7,69
T2 16,67 | 0,00 0,00 0,00 | 32,00 | 16,67 | 0,00 T2 16,67 | 0,00 0,00 | 41,67 | 2500 | 1667 | 833 | 16,67
T3 7,69 7,69 0,00 0,00 | 30,77 | 7,69 | 23,08 T3 16,67 | 0,00 0,00 | 66,67 | 16,67 | 8,33 8,33 0,00
T4 15,38 | 0,00 0,00 0,00 | 23,08 | 30,77 | 15,38 T4 7,69 7,69 0,00 | 69,23 | 7,69 | 1538 | 0,00 | 23,08

Timing | HPyV6 | TSPyV | BPyv1 [ Jcv BKV | Svi2 | McPyv Timing | HPyV6 | BPyV2 |[MWPyV| Jcv BKV | SV12 | HPyV7 | MCPyV
T0 7,69 0,00 7,69 0,00 | 53,85 | 0,00 7,69 TO 15,38 | 0,00 769 | 46,15 | 46,15 | 1538 | 7,69 | 30,77
T1 1538 | 0,00 0,00 0,00 7,69 0,00 7,69 T1 23,08 | 0,00 0,00 | 30,77 | 23,08 | 2308 | 7,69 | 1538
T2 8,33 0,00 0,00 0,00 | 41,67 | 2500 | 833 T2 0,00 8,33 0,00 | 2500 | 16,67 | 8,33 0,00 8,33
T3 15,38 | 0,00 0,00 0,00 | 30,77 | 7,69 7,69 T3 16,67 | 0,00 0,00 | 2500 [ 3333 | 833 8,33 0,00
T4 0,00 0,00 0,00 0,00 | 46,15 | 0,00 | 15,38 T4 23,08 | 0,00 0,00 | 30,77 | 7,69 7,69 0,00 | 15,38

Tabella 16 - Cinetica infettiva dei genomi virali dei PyVs rilevati in NV sieriche e urinarie trattati (rosso) e non (blu). | numeri si

| genomi virali della famiglia dei Polyomavirus nei donatori, nonostante essi siano considerati sani
e idonei al trapianto renale, sono rilevabili nelle NV sieriche e urinarie. (Figura 35). In particolare il
genoma virale del BKV nel siero & quello pil rappresentato, mentre nelle urine al BKV si aggiunge

anche il genoma virale del JCV.
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PyVs in NV sieriche dei donatori PyVs in NV urinarie dei donatori
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Figura 35 —I genomi virali dei PyVs nelle NV dei donatori

| dati sulla presenza dei genomi virali nelle NV sieriche e urinarie evidenziano come la DNAsi |
capace di digerire solo in minima parte i genomi virali. Tale dato é riferibile al fatto che essi
possano essere contenuti nelle NV o in strutture di simili dimensioni copurificate con esse, ovvero
particelle virali. A cio fa eccezione il genoma virale del JCV. Infatti, nelle NV sieriche, la DNAsi |
digerisce completamente il DNA virale, e questo potrebbe significare che il DNA rilevato € DNA
libero, associato esternamente alle NV e quindi accessibile alla DNAsi |.

| genomi virali della famiglia dei Papillomavirus umani nei donatori, invece, evidenzia delle
positivita isolate e poco ricorrenti nella casistica testata. Questa tendenza riguarda sia le NV
isolate dal siero che quelli urinari. Entrambi, inoltre, sembrano non risentire affatto del
trattamento enzimatico effettuato con la DNAsi | (Tabella 17 -Tabella 17).

HPV da esosomi sierici dei donatori non trattati HPV da esosomi urinari dei donatori non trattati

Timing | HPV53 | HPV16 | HPV73 | HPV18 | HPV33 | HPV31 | HPV52 Timing | HPV53 | HPV16 | HPV73 | HPV45 | HPV59 | HPV18 | HPV33 | HPV31
T0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 T0 7,69 0,00 0,00 0,00 7,69 0,00 0,00 0,00
T1 7,69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 T1 15,38 | 0,00 0,00 7,69 7,69 0,00 0,00 0,00
T2 0,00 0,00 0,00 8,33 0,00 0,00 8,33 T2 0,00 0,00 8,33 0,00 0,00 | 16,67 | 0,00 0,00
T3 0,00 0,00 0,00 | 1538 | 0,00 0,00 0,00 T3 0,00 0,00 0,00 8,33 0,00 8,33 0,00 0,00
T4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 T4 0,00 0,00 0,00 7,69 7,69 0,00 0,00 7,69

Timing | HPV53 | HPV16 | HPV73 | HPV18 | HPV33 | HPV31 | HPV52 Timing | HPV53 | HPV16 | HPV73 | HPV45 | HPV59 | HPV18 | HPV33 | HPV31
T0 0,00 7,69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 TO 7,69 0,00 0,00 0,00 7,69 0,00 0,00 0,00
T1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 T1 7,69 0,00 0,00 0,00 7,69 0,00 7,69 0,00
T2 0,00 0,00 0,00 | 2500 | 0,00 0,00 0,00 T2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,33 8,33 0,00
T3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 T3 0,00 0,00 8,33 8,33 0,00 0,00 0,00 0,00
T4 0,00 7,69 7,69 0,00 7,69 7,69 0,00 T4 0,00 7,69 0,00 7,69 7,69 | 1538 | 0,00 0,00

Tabella 17 - Cinetica infettiva dei genomi virali degli HPV rilevati in NV sieriche trattati (rosso) e non (blu). | numeri si riferiscono
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Figura 36 —I genomi virali degli HPV nelle NV dei donatori

4.5.1 PyVs nei pazienti trapiantati

| genomi virali risultati negativi sull’intera casistica sono:

++ 10 genotipi su 18 nei campioni di esosomi sierici: KIPyV, BPyV3, mPyV, MWPyV, WUPyV,
EPyV, SV40, HPyV7, HPyV9, HPyV12;

+»+ 8 genotipi su 18 nei campioni di esosomi urinari: KIPyV, BPyV1,3, MWPyV, WUPyV, EPyV,
HPyV9, HPyV12.

4.5.1. La cinetica delle infezioni da PyVs

| genomi virali rilevati sono:

+* negli esosomi sierici lo HPyV6, la TSPyV, il BPyV1, il BPyV2, il JCV, il BKV, I'SV12 e il MCPyV;
** negli esosomi urinari lo HPyV6, la TSPyV, il MPyV, il BPyV2, I'SV40, il JCV, il BKV, I’'SV12, lo
HPyV7 e il MCPyV.

La Tabella 18 mostra la percentuale dei pazienti positivi ai genomi virali individuate e il relativo
comportamento delle stesse quando digerite con DNAsi .

PyVs da esosomi sierici dei trapiantati non trattati PyVs da esosomi urinari dei trapiantati non trattati
Timing | HPyV6 | TSPyV | BPyV1 | BPyV2 | JCV BKV | SV12 | MCPyV Timing | HPyV6 | TSPyV | MPyV | BPyV2 | Sv40 | Jcv BKV | SV12 | HPyV7 | MCPyV
T0 4,76 1,59 3,17 3,17 12,70 23,81 3,17 19,05 T0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Tl 1,59 1,59 159 | 000 | 1587 | 30,16 | 635 | 14,29 T1 14,29 | 0,00 159 | 000 | 000 | 2222 | 3492 | 794 | 635 | 2063
T2 678 | 000 | 000 | 339 | 339 | 2373 | 1695 | 1356 T2 1525 | 1,69 | 000 | 000 | 169 | 1864 | 3898 | 1356 | 000 [ 1695
T3 328 | 000 | 000 | 164 | 000 | 2459 | 14,75 | 11,48 T3 1639 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 2459 | 3934 | 11,48 | 000 [ 22,95
T4 469 | 000 | 000 | 000 | 156 | 1406 | 1094 | 9,38 T4 794 | 159 | 000 | 000 | 000 | 2857 | 22,22 | 11,11 | 476 | 22,22
Timing | HPYV6 | TSPyV | BPyV1 | BPyV2 | JCV BKV | SV12 | MCPyV Timing | HPyV6 | TSPyV | MPyV | BPyV2 | sv40 | Jcv BKV | SV12 | HPyV7 | MCPyV
TOB | 158 | 159 | 000 | 159 | 000 | 3651 | 12,70 | 11,11 T0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
T1B | 635 | 000 | 000 | 000 | 000 | 2857 | 635 | 952 T1 952 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1429 | 2857 | 952 | 317 | 12,70
T28 | 678 | 0,00 169 | 1,69 | 000 | 4068 | 11,86 | 10,17 T2 508 | 000 | 000 | 1,69 | 000 | 1864 | 33,90 | 11,86 | 1,69 | 1356
T3.B | 492 | 000 | 000 | 000 | 000 | 2787 | 656 | 820 T3 984 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1967 | 3443 | 11,48 | 000 | 984
T4B | 313 | 000 | 000 | 000 | 000 | 23,44 | 1875 | 12,50 T4 317 | 000 | 000 | 000 | 000 | 2222 | 3492 | 11,11 | 3,17 | 1587

Tabella 18 — Cinetica dei genomi virali identificati negli HPV in esosomi sierici e urinari trattati (rosso) e non (blu). | numeri
riportati in tabella si riferiscono alle percentuali di positivita per ciascun genoma virale.
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Come osservato nei donatori, il DNA dei genomi virali dei PyVs si mostra DNAsi | resistente (Tabella
18), sia nel siero che nelle urine, eccezion fatta per il genoma virale del JCV nelle NV sieriche ma
non urinarie. Cio suggerisce che la natura di questi DNA non sia relativa a materiale circolante ma

contenuto, o quanto meno protetto, dalle NV sieriche e urinarie, rispettivamente.
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Figura 37 — il genoma del JCV nelle NV isolate attraverso PEG

Cio si conferma sia pre trapianto (TO) che nelle fasi post trapianto (da T1 a T3).

Infine, & interessante notare come nel confronto fra donatori e riceventi, la percentuale dei
soggetti positivi per il genoma virale del JCV é sostanzialmente identica, come testimoniato dal
test di Fisher (p > 0.05) e si assesta intorno al 15% (Figura 38). Quindi, le positivita riscontrate non
sono strettamente correlate allo status di donatore piuttosto che ricevente.

IcvV p=0.05
% f.l'"'z
3000 [
/"’/
2500 |7
2000 |7
H Cril
15,00 o B DMAS |
1000
500
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Donatori Riceventi

Figura 38 — Confronto donatori e riceventi
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4.6.Separazione immunomagnetica

Poiché il marcatore esosomiale CD9 & altamente rappresentato nelle NV sieriche e urinarie, e stata
utilizzata una metodica di isolamento esosomiale, ovvero la separazione immunomagnetica che
utilizza biglie magnetiche coniugate con un anticorpo anti-CD9.

A tal fine, sono state scelte due coppie di pazienti, sottoposte al trapianto da donatore vivente
(DONS3, RIC3; DON4, RIC4), nelle quali si e riscontrata la maggior varieta di genomi virali. L’analisi e
stata estesa a tutti i 5 campionamenti effettuati per ciascun paziente (20 campioni), sia per il siero
sia per l'urina (40 campioni), prendendo in considerazione la frazione CD9 negativa (in cui
ricadono eventuali particelle virali) e quella CD9 positiva (in cui si collocano gli esosomi) (80
campioni), con il conseguente trattamento enzimatico con la DNAsi | (160 campioni). Come ¢ facile
intuire dal considerevole numero dei campioni ottenuti considerando le variabili inserite nello
studio (metodica di isolamento, diverso tipo di campione biologico e trattamento enzimatico), non
e stato possibile estendere questo tipo di analisi a tutta la casistica.

Le Tabella 19,Tabella 20,Tabella 21, Tabella 22 riportate mostrano il confronto delle positivita dei
genomi virali per i PyVs. L’analisi prende in considerazione le due metodiche di isolamento e le
modificazioni in relazione al trattamento enzimatico.

PyVs negli esosomi sierici: confronto isolamento
DON_A TO | bon_B TO
BKV Jcv HPyV6 SvV12 MCPyV BKV JcV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 50 0 50 0 es_a 100 0 0 100 0
cd9-_a 0 50 100 0 50 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 50 0
T1 T1
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 0 50 0 es_a 50 0 50 100 0
cd9-_a 0 50 50 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 50 0 0 50 0 cd9+ a 0 0 0 50 0
T2 T2
BKV JcvV HPyV6 SvV12 MCPyV BKV JcvV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 0 50 50 0 es_a 50 0 0 100 0
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 50 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 0 0 cd9+_a 0 0 50 50 0
T3 T3
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 100 50 50 50 0 es_a 50 0 0 0 0
cd9-_a 0 50 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 50 0 0 50 0 cd9+ a 0 0 0 0 0
T4 T4
BKV JcvV HPyV6 SvV12 MCPyV BKV Jcv HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 0 50 0 es_a 0 0 0 50 0
cd9-_a 0 50 0 0 0 cd9-_a 0 0 50 0 0
cd9+_a 50 0 0 0 50 cd9+_a 0 0 0 0 0

Tabella 19 - Confronto dell’'isolamento esosomiale da siero con PEG e separazione immunomagnetica nei donatori. | numeri si
riferiscono alle percentuali dei genomi virali positivi
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PyVs negli esosomi urinari: confronto isolamento

DON_A TO | pon_B TO
BKV Jcv HPyV6 SV12 MCPyV BKV Jcv HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 50 0 50 0 es_a 50 50 0 50 50
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 50 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 100 50 0
T1 T1
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 50 50 0 0 es_a 0 50 0 0 50
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 0 50 50 0 0
cd9+_a 0 0 0 0 0 cd9+_a 0 0 50 50 0
T2 T2
BKV Jcv HPyV6 SV12 MCPyV BKV Jcv HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 50 50 50 es_a 100 50 0 0 0
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 0 0
T3 T3
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 100 50 0 50 0 es_a 50 50 50 50 50
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 50 0 0 50 0
T4 T4
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 0 0 50 es_a 0 50 50 50 0
cd9-_a 50 0 0 0 0 cd9-_a 50 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 50 0

Tabella 20 - Confronto dell’isolamento esosomiale da urina con PEG e separazione immunomagnetica nei donatori. . | numeri si

riferiscono alle percentuali dei genomi virali positivi

PyVs negli esosomi sierici: confronto isolamento

RIC_A TO | RiC_B TO
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 50 0 50 0 es_a 50 0 50 100 50
cd9-_a 0 50 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 50 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 100 0
T1 T1
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 0 50 0 es_a 50 0 50 100 0
cd9-_a 50 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 50 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 100 0
T2 T2
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 50 0 50 50 es_a 100 0 0 0 50
cd9-_a 0 50 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 50 0
T3 T3
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 100 0 0 0 50 es_a 100 0 50 0 0
cd9-_a 50 50 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 50
cd9+_a 0 0 0 0 0 cd9+_a 0 0 0 0 0
T4 T4
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 0 0 50 0 es_a 0 0 0 50 0
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 50 0 0
cd9+_a 0 0 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 50 0
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Tabella 21 - Confronto dell’isolamento esosomiale da siero con PEG e separazione immunomagnetica nei trapiantati. . | numeri
si riferiscono alle percentuali dei genomi virali positivi
PyVs negli esosomi urinari: confronto isolamento
RIC_A TO | ric_B TO
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 0 0 0 50 es_a 0 0 0 50 0
cd9-_a 50 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 0 100 0 0 cd9+_a 0 0 50 0 0
T1 T1
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 0 50 50 es_a 100 50 50 50 50
cd9-_a 0 0 50 0 0 cd9-_a 50 0 0 0 0
cd9+_a 0 100 50 50 0 cd9+_a 0 0 0 0 0
T2 T2
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 100 50 0 0 0 es_a 50 50 50 50 0
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 100 0 0 0 cd9+_a 0 0 0 0 0
T3 T3
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 50 50 50 0 50 es_a 100 50 0 0 0
cd9-_a 0 0 0 0 0 cd9-_a 50 0 0 0 0
cd9+_a 50 50 0 0 0 cd9+_a 0 0 0 0 0
T4 T4
BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV BKV JCV HPyV6 SV12 MCPyV
es_a 0 50 50 50 0 es_a 50 50 50 50 0
cd9-_a 50 0 0 0 0 cd9-_a 0 0 0 0 0
cd9+_a 0 50 0 50 0 cd9+_a 0 0 0 0 0

Tabella 22 - Confronto dell’isolamento esosomiale da urina con PEG e separazione immunomagnetica nei trapiantati. | numeri si

riferiscono alle percentuali dei genomi virali positivi

Il trattamento enzimatico acquisisce una valenza differente a seconda della frazione (CD9 negativa

e CD9 positiva) sulla quale viene effettuata (Figura 39):

R/
¢

| genomi virali che ricadono nelle vescicole CD9 positive (esosomi) non trattate con DNAsi |,

identificano un DNA associato agli esosomi, per il quale non & possibile determinare se le

specie virali siano contenute all’interno o all’esterno degli stessi;

| genomi virali, rilevati nelle vescicole CD9 positive che resistono al trattamento con DNAsi

I, si riferiscono a specie virali verosimilmente contenute all'interno degli esosomi;

| genomi virali, identificati nella frazione CD9 negativa non trattata, si associano a cell free

DNA associati esternamente e pertanto accessibili all'azione delle DNAsi ;

| genomi virali, individuati nella frazione CD9 negativa resistenti al trattamento enzimatico,

sono probabilmente relativi a particelle virali circolanti DNAsi | resistenti.
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Figura 39 - Dalle NV agli esosomi

4.7.1l genoma virale del JCV

Dal confronto dei differenti metodi, & emerso che il genoma virale di JCV mostra un pattern
riproducibile e coerente con quanto precedentemente osservato con il PEG, ovvero che il suo DNA
sia assente all’interno della frazione esosomiale (CD9+ resistenti al trattamento enzimatico). Il suo
genoma, infatti, appare essere completamente sensibile all’azione della DNAsi | nel siero. Lo
stesso non accade nelle urine in cui, pare essere associato agli esosomi (Figura 40).
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Figura 40 — Confronto metodiche di isolamento e trattamento per il genoma virale del JCV nei donatori
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Figura 41 - Confronto metodiche di isolamento e trattamento per il genoma virale del JCV nei trapiantati

Inoltre, quanto ipotizzato e descritto si conferma sia quando consideriamo i soggetti donatori

(sani) sia i pazienti sottoposti a trapianto renale, con la sola differenza dovuta a una maggiore

frequenza della rilevazione del genoma virale negli esosomi urinari dei trapiantati (Figura 41).

4.8.1l genoma virale dell’SV12

Cosi come per il genoma virale del JCV, anche il genoma virale di SV12 conferma il dato emerso al

termine della analisi della frazione nanovescolare isolata con il PEG. Il genoma virale SV12 appare

non solo associata agli esosomi (come documentato dalla positivita nella frazione CD9+ di

controllo e quindi non trattata), ma anche contenuta all’interno degli esosomi stessi, in quanto

resistente alla DNAsi | (come emerge dalla resistenza al trattamento enzimatico nella frazione
CD9+) (Figura 42).
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Figura 42 - — Confronto metodiche di isolamento e trattamento per il genoma virale del SV12 nei donatori
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Figura 43 - Confronto metodiche di isolamento e trattamento per il genoma virale del SV12 nei trpiantati

Tale pattern mantiene la sua coerenza anche variando i soggetti in analisi, donatori e riceventi
(Figura 43), e mantiene la sua riproducibilita se si considera tutta la cinetica dell’infezione (Tabella
21 e Tabella 22).

4.9.Gli HPV mucosali nei trapiantati
| genomi virali negativi sull’intera casistica sono:

7

% 6 specie virali su 16 nei campioni negli esosomi sierici: HPV66, HPV45, HPV56, HPV51,
HPV52, HPV35;

¢ Nessuno dei genomi virali negli esosomi urinari.
4.9.1. La cinetica infettiva degli HPV
| genomi virali rilevati sono:

7

% Negli esosomi sierici, gli HPV53,39,16,58,73,59,68,18,33 e 31 (Tabella 23).
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HPV da NV sieriche dei riceventi non trattati con DNAsi |
Timing | HPV53 | HPV39 | HPV16 | HPV58 | HPV73 | HPV59 | HPV6S | HPV18 | HPV33 | HPV31
TO 1,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,94 0,00 0,00
T1 0,00 0,00 1,59 1,59 0,00 1,59 1,59 7,94 0,00 0,00
T2 0,00 1,69 0,00 0,00 1,69 0,00 1,69 6,78 0,00 0,00
T3 4,92 1,64 0,00 0,00 3,28 0,00 0,00 6,56 1,64 0,00
T4 0,00 0,00 1,56 0,00 0,00 0,00 0,00 3,13 1,56 0,00

Timing | HPV53 | HPV39 | HPV16 | HPV58 | HPV73 | HPV59 | HPV68 | HPV18 | HPV33 | HPV31
T0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,35 0,00 1,59
T1 3,17 0,00 0,00 0,00 1,59 1,59 0,00 7,94 1,59 0,00
T2 1,69 3,39 0,00 0,00 1,69 1,69 0,00 10,17 0,00 0,00
T3 0,00 0,00 1,64 1,64 0,00 0,00 0,00 3,28 3,28 0,00
T4 1,56 0,00 0,00 0,00 4,69 0,00 0,00 1,56 0,00 0,00

Tabella 23 - Cinetica infettiva dei genomi virali degli HPV rilevati in NV sieriche trattati (rosso) e non (blu). | numeri si riferiscono
alla percentuale dei genomi virali rilevati

7
L X4

Negli esosomi urinari, tutti quelli inclusi nel design 2 (Tabella 24)

HPV da NV urinarie dei riceventi non trattati

Timing | HPV53 | HPV66 | HPV39 | HPV16 | HPV58 | HPV73 | HPV45 | HPV59 | HPV56 | HPV68 | HPV18 | HPV33 | HPV31 | HPV51 | HPV52 | HPV35
T1 3,17 0,00 0,00 1,59 0,00 0,00 3,17 3,17 0,00 0,00 4,76 0,00 1,59 0,00 3,17 1,59
T2 6,78 1,69 3,39 3,39 0,00 1,69 3,39 3,39 1,69 0,00 | 10,17 | 0,00 1,69 3,39 3,39 1,69
T3 4,92 0,00 3,28 3,28 0,00 0,00 1,64 3,28 1,64 1,64 6,56 3,28 1,64 0,00 3,28 0,00
T4 4,76 3,17 3,17 1,59 0,00 1,59 3,17 4,76 0,00 1,59 3,17 4,76 1,59 1,59 1,59 1,59

Timing | HPV53 | HPV66 | HPV39 | HPV16 | HPV58 | HPV73 | HPV45 | HPV59 | HPV56 | HPV68 | HPV18 | HPV33 | HPV31 | HPV51 | HPV52 | HPV35
T1 1,59 0,00 0,00 1,59 1,59 0,00 0,00 0,00 0,00 1,59 6,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T2 5,08 0,00 1,69 5,08 0,00 1,69 0,00 3,39 0,00 0,00 3,39 0,00 1,69 0,00 1,69 0,00
T3 3,28 0,00 4,92 1,64 1,64 1,64 1,64 3,28 0,00 0,00 3,28 0,00 1,64 0,00 1,64 0,00
T4 3,17 0,00 3,17 3,17 0,00 1,59 3,17 3,17 0,00 1,59 1,59 3,17 1,59 0,00 1,59 0,00

Tabella 24 - Cinetica infettiva dei genomi virali degli HPV rilevati in esosomi urinari trattati (rosso) e non (blu). ). | numeri si
riferiscono alla percentuale dei genomi virali rilevati

Purtroppo, cosi come riscontrato nei donatori, il numero di campioni positivi ai singoli genomi

virali & nettamente inferiore se paragonati ai PyVs, sia nelle NV sieriche che in quelli urinarie.

Probabilmente, le infezioni da HPV mucosali, seppur presenti nei pazienti trapiantati, non

circolano con la stessa facilita dei Poliomavirus.

La Figura 44 mostra la cinetica infettiva per il genoma virale dell’lHPV18, I'unico che circola nel 10%

dei pazienti trapiantati, mentre nei controlli sani &€ assente (Figura 36)).
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Figura 44 - Esosomi sierici HPV18 positivi

La cinetica del genoma virale ha evidenziato fluttuazioni minime a seguito del trattamento

enzimatico, che sembrano mostrare una certa resistenza alla DNAsi |.

La stessa analisi effettuata mediante separazione immunomagnetica, non ha evidenziato nessuna

variazione rispetto ai pochi dati ottenuti con il PEG.

69



5. Discussione

Il trapianto € sempre piu una terapia consolidata per molte malattie d’organo in fase terminale, fra
cui I'End Stage Kidney Disease (ESKD). | progressi delle tecniche chirurgiche e I'evoluzione della
terapia immunosoppressiva hanno indubbiamente migliorato i tassi di sopravvivenza, ma le
infezioni post-trapianto continuano a causare morbilita e mortalita in questi pazienti [135]. I
rischio infettivo post-trapianto € generalmente determinato dall’equilibrio tra due fattori: lo stato
d’'immunosoppressione del paziente e I'esposizione epidemiologica: come conseguenza, la
profilassi antimicrobica e il trattamento preventivo sono strategie mirate ai primi 6 mesi post
trapianto. Tuttavia, alcune evidenze suggeriscono che i cambiamenti degli stessi
immunosoppressori e dei regimi di profilassi hanno alterato la prevedibilita dei contagi post-
trapianto, causando infezioni successive dovute a agenti virali, fungini e da altri patogeni
opportunisti [136]. Anche se il rischio d’infezione diminuisce 6 mesi dopo il trapianto, ci sono
poche ricerche che descrivono la clinica e le caratteristiche microbiologiche delle complicanze
infettive tardive in questi pazienti.

Gli esosomi, vescicole nanometriche rilasciate dalla maggior parte delle cellule presenti nei vari
fluidi biologici, possono trasferire il loro carico di proteine e acidi nucleici alle cellule riceventi,
agendo come un vero e proprio mezzo di comunicazione intercellulare [134]. Essi, quindi, sono
potenzialmente in grado di trasferire anche i genomi virali fra le cellule adiacenti, come descritto
in letteratura per il genoma di HBV, HCV e HPV [137-139].

Lo scopo di questo progetto e stato quello di valutare la presenza di genomi virali associati a nano
vescicole in 72 pazienti sottoposti a trapianto renale, monitorando attraverso 5 prelievi seriali di
sangue e urina il primo anno successivo all'intervento. L’individuazione dei genomi virali & stata
effettuata attraverso la messa a punto di un protocollo per la determinazione delle specie virali,
basato sulla spettrometria di massa MALDI- TOF.

| genomi virali scelti appartengono alle famiglie dei Polyomavirus (PyVs) e dei Papillomavirus
umani (HPV). La scelta di queste famiglie virali € dipesa dalla capacita di questi virus di provocare o
gravi malattie nei trapiantati di rene, come nel caso dei PyVs (i.e. Nefropatia da BKV,
Leucoencefalopatia multifocale progressiva da JCV) oppure di rappresentare un potenziale rischio
oncogeno (HPV). Sono state cosi allestite due plex di indagine separate: una per 18 PyVs e una per
16 HPV. Ciascuna plex contiene per ogni genoma virale una coppia di primers da PCR per
I’'amplificazione iniziale e un primer per I'estensione a singolo nucleotide specifico per il singolo
genoma virale in analisi. Per la scelta dei primers, si & intervenuti su regioni specifiche dei genomi
virali (Large T Antigen) e si & scelta una base dando origine ad un “allele dummy” sfruttando cosi la
capacita dello strumento di discriminare I’ allele A piuttosto che I'allele B. L’ “Allele Dummy” &
stato pertanto generato arbitrariamente dall’'operatore, previa verifica dell’assenza di isolati
genetici associati a quella posizione per quel genoma virale, in NCBI. La specificita dei primers
generati, inoltre, € stata controllata mediante algoritmi informatici (PrimerBlast). L’assenza di
ampliconi generati su DNA genomico e sull’intero Taxa dei virus, ad eccezione del genoma virale
desiderato, ha assicurato una amplificazione specifica per ciascun genoma virale. Durante I'analisi
di massa quindi, quando il detector ha identificato la massa relativa all’ “Allele Dummy”,
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inesistente in realta, eravamo di fronte ad un campione negativo, viceversa la chiamata “wild
type” corrispondeva alla reale presenza del genoma virale nel campione, come descritto da Cricca
e colleghi [140].

La spettrometria di massa essendo una metodica high-throughput ha consentito quindi, la
contemporanea rilevazione dei 18 genomi virali per i PyV e dei 16 HPV per ciascun campione
sottoposto ad analisi. Inoltre, I'inserimento di replicati sperimentali nei vari esperimenti ha
assicurato il monitoraggio dell’effettiva riproducibilita del metodo creato.

Nei soggetti reclutati, donatori e riceventi, e stato effettuato I'isolamento delle NV in campioni di
siero e urina utilizzando una metodica di precipitazione basata sul polietilenglicole (PEG). Ad oggi,
la metodica di isolamento considerata come gold standard e I'ultracentrifugazione ma le diverse
ore di lavoro richieste, gli elevati volume di campione di partenza necessari e 'ampia casistica
raccolta ne hanno reso la sua applicazione impossibile. Di contro, la relativa rapidita e la quantita
di materiale di partenza inferiore richiesti dall'isolamento con il PEG rispetto
all'ultracentrifugazione, ha imposto l'incognita delle copurificazioni indesiderate. Il PEG infatti,
effettuando una precipitazione dimensionale espone al rischio di copurificare particelle che si
collocano nel medesimo range dimensionale degli esosomi e che possono rappresentare degli
artefatti per le successive rilevazioni effettuate con lo spettrometro di massa. Pertanto, la
caratterizzazione della quantita e del fenotipo delle NV cosi isolate ¢ stata verificata mediante NTA
e attraverso il MACSplex.

L’analisi NTA ha confermato che le NV isolate sono in linea con i dati riportati il letteratura per
guanto concerne sia il numero (10*%-10% per le NV sieriche e 10°-10*° per quelle urinarie) che le
dimensioni (75-198nm) delle NV sieriche e urinarie. Inoltre, la successiva analisi dei 37 epitopi
nanovescicolari ed esosomiali ha evidenziato I'abbondante presenza dell’antigene CD9 sulla
superfice delle NV sieriche e urinarie dei soggetti testati. In particolare, in tutti i campioni di NV
urinarie indagati, oltre alla spiccata presenza dell’antigene CD9, sono emersi anche gli antigeni
CD63 e CD81, comunemente associati ad esosomi. Questo dimostra un arricchimento della
frazione esosomiale nelle NV wurinarie isolate. Tali vescicole inoltre, esprimevano alti livelli
dell’antigene CD133/1, decritto da Bussolati come possibile marker per il monitoraggio
dell’evoluzione del trapianto renale [141].

Inoltre, I'utilizzo della digestione enzimatica mediata da DNAsi | ha permesso di testare quanto
potesse essere aspecifica la rilevazione dei genomi virali identificati con la spettrometria di massa,
gualora si palesassero delle copurificazioni inattese. L’analisi dei genomi virali € stata cosi condotta
in parallelo testando i medesimi campioni trattati con DNAsi | e non. | risultati ottenuti sulla corte
dei soggetti donatori e dei pazienti trapiantati hanno messo in luce, delle percentuali di positivita
spiccate per il genoma virale del BKV (60%) e del JCV (20%) nelle NV sieriche ma soprattutto in
guelle urinarie (50% entrambi). La presenza di questi virus e con queste percentuali si allinea alla
letteratura disponibile ad oggi secondo la quale le infezioni da PyVs interessano la popolazione sin
dalla tenera eta con cicli di infezione e reinfezione continui, intervallati dalla fase di latenza.
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L'aspetto innovativo dei dati sin qui descritti &€ rappresentato dal fatto che se in letteratura sono
ormai note molteplici associazioni fra virus e NV, poco si sa sui genomi virali associati o contenuti
all'interno delle stesse. Inoltre la cinetica di queste positivita tende a mantenersi nel periodo di
osservazione testato e ad essere solo parzialmente sensibile al trattamento di digestione
enzimatica con la DNAsi .

Questo dato depone a favore dell’ipotesi che i genomi virali identificati possano o essere contenuti
nelle NV oppure in strutture di simile dimensione copurificate con esse, ovvero particelle virali
complete.

Sulla base dei risultati di genotipizzazione descritti, la metodica di isolamento delle NV acquisce un
ruolo cruciale nel determinare la presunta collocazione dei genomi virali identificati.

Per dirimere quale potesse essere |'esatta collocazione dei genomi virali isolati e basandoci
sull’abbondante presenza dell’antigene CD9 identificato nelle NV sieriche e urinarie, e stata
utilizzata una metodica di isolamento specifica per la frazione esosomiale, ovvero la separazione
immunomagnetica, basata su biglie magnetiche coniugate con I'anticorpo anti- CD9. Tale metodica
separa due frazioni, quella CD9 negativa (in cui ricadono le particelle virali) e quella CD9 positiva
(in cui ricadono gli esosomi). |l trattamento enzimatico con DNAsi | in entrambe le frazioni e il
confronto incrociato dei dati emersi dalla determinazione dei genomi virali identificati in NV
isolate con il PEG, ha permesso quindi di stabilire che solo i genomi virali rilevati nella frazione
CD9 positiva e resistenti alla digestione enzimatica, sono collocabili all'interno degli esosomi.
Quelli rilevati nella frazione CD9 positiva ma DNAsi | sensibili, si riferiscono a genomi virali associati
agli esosomi per i quali non € possibile determinare se le specie virali siano contenute all’interno o
all’esterno delle stesse. | genomi virali identificati nella frazione CD9 negativa non trattata invece,
identificano cell free DNA collocati sicuramente all’esterno delle NV e che pertanto possono essere
accessibili all’'azione parziale o totale delle DNAsi. In ultimo, i genomi virali riscontrati nella
frazione CD9 negativa resistenti al trattamento con la DNAsi | sono probabilmente relativi a
particelle virali circolanti.

Basandoci sulla classificazione appena descritta, derivata dalle osservazioni condotte in questo
studio, e incrociando i dati ottenuti con le due metodiche di isolamento (PEG e separazione
immunomagnetica), & spiccata la presenza del virus SV12 nella frazione CD9 positiva e resistente al
trattamento enzimatico, sia in esosomi sierici che urinari, con un pattern riproducibile anche
guando si considera la cinetica infettiva di tutti i campionamenti intercorsi durante il follow up dei
soggetti reclutati. Inoltre, tale riscontro non ¢ influenzato dallo status di donatore o ricevente ma
si rileva con le stesse caratteristiche in entrambi in gruppi presi in esame. Il simian virus 12 é stato
isolato per la prima volta da una coltura di cellule renali derivate dal Cercopithecus pygerythrus,
una scimmia tipica del Sud Africa [23]. Le analisi filogenetiche hanno rilevato un’elevata omologia
di sequenza con BKV, JCV e SV40 ma ad oggi non sono riportate in letteratura associazioni
patologiche specifiche. Considerando la stretta associazione riscontrata nelle nostre analisi fra
guesto genoma virale e la frazione esosomiale sierica e urinaria, sicuramente esso necessita di
approfondimento.
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Il genoma virale del JCV, assente nella frazione esosomiale CD9 positiva, mostra un pattern
coerente con quanto descritto per le NV isolate con il PEG, ovvero che circoli come cell free DNA,
poiché completamente digerito dall’azione enzimatica della DNASI |, sia nel siero dei pazienti
trapiantati che nei donatori analizzati.

Per gli HPV mucosali testati, invece, non si & delineato un trend apprezzabile, né analizzando le NV
isolate con il PEG né quelle derivate dalla separazione immunomagnetica. Tale situazione non
subisce modificazioni relate allo status di donatore o ricevente, né se si considerano le NV sieriche
piuttosto che quelle urinarie. Infatti, le pochissime positivita ottenute sono state quasi sempre
associate a casi isolati e non superano mai il 10%. L'HPV18 e apparso essere il genoma virale piu
abbondante (10%) nelle NV isolate mediante PEG, ma nessuna positivita per lo stesso genoma &
stata rilevata a seguito della separazione immunomagnetica. Inoltre, sembra esserci una certa
resistenza al trattamento enzimatico, ma essendo le positivita limitate anche le conseguenti
fluttuazioni a seguito del trattamento potrebbero risentirne, portando a speculazioni errate. E’
interessante notare come nessuno dei genotipi ad alto rischio oncogeno sia stato rilevato in modo
significativo nella coorte dei pazienti trapiantati, essendo essi sottopsti a terapia immunospressiva
e pertanto esposti ad un maggior rischio di sviluppare neoplasie. Probabilmente I’'arco temporale
osservato non é sufficiente a palesare trasformazioni oncogene su numeri cosi ampi.
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6. Conclusioni

L'indagine svolta in questo progetto, mirata a identificare genomi virali associati o contenuti
all'interno di NV e standardizzare un metodo per la determinazione dei genomi virali stessi, ha
portato ad individuare nella combinazione fra [Iisolamento mediante separazione
immunomagnetica e il trattamento enziametico con la DNAsi I, il metodo migliore per la
determinazione dei genomi virali contenuti all’interno degli esosomi.

Lisolamento delle NV basato sul PEG infatti, seppur rapido si rivela essere aspecifico e viziato da
copurificazioni indesiderate. Utile per la determinazione fenotipica delle vescicole isolate & I'analisi
effettuata al MACSplex attraverso la quale si possono ottenere informazioni sui marcatori di
superfice esosomiali che possono riflettere la cellula d’origine o lo stato in cui versava al momento
della gemmazione dalla stessa.

La presenza del genoma virale di SV12 negli esosomi sierici e urinari & stata associata per la prima
volta ai pazienti sottoposti a trapianto renale, attraverso questo studio e necessita degli opportuni
approfondimenti.

In base ai dati emersi da questo progetto pilota, il sistema di rilevazione basato sulla
spettrometria di massa € sembrato essere sensibile e riproducibile.
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