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RIASSUNTO
Llinfezione da Parvovirus B19 ¢ molto diffusa in natura, 1} vitus viene trasmesso attraverso
secreztonl respiratorte, il sangue ed emoderivati. Numerose patologie sono  state  ormal
definitivamente associate all’infezione, ma nuove evidenze indicano un possibile ruolo
patogenetico di Parvovirus B19 in manifestazioni cliniche quali: vasculiti, epatit.  malattie

autoimmuni e processi inflamiatori immuno-mediati.

Poich¢ esiste una quota di epatiti crontche, a verosimile trasmissione parenterale, non attnbwbiie a

virus classicamente epatitici, defintta nonA-nonG, e inoltre imalattie auto-immuni sono
frequentemente assoclate a epatitt croniche HCV-correlate, o rappresentano un esempio di

patologia epatica ad eziologia ignota, si rifiene opportuno valutare il ruolo patocenetico di

Parvov;rus B19 neii'msoroeza di epatltl ad eziologia sconoscmta, autmmmum e non, € \alutax e

autoimmuni nella coinfezione di pazienti con epatite da HCV.




PROGRAMMA SCIENTIFICO PARTICOLAREGGIATO

RUCLO EZIOPATOGENETICO DI PARVOVIRUS B19 NELL'INSORGENZA DI
EPATITI AD EZIOLOGIA SCONOSCIUTA
PROBLEMA GENERALE
L'infezione da Parvovirus B19 & molto diffusa in natura, circa il 60-70 % della popolazione

adulta presenta anticorpi (1, 2). Parvovirus B19 viene m genere trasmesso atiraverso

secrezionl respiratorie, ma € stata dim(;étrata anche 1a trasmissione attraverso il sangue
ed emoderivati. Nella maggior parte dei casi linfezione si manifesta come una malattia
fieve di tipo influenzale o decorre a livello subclinico tuttavia, dalla scoperta di Parvovirus
B19 nel 1975, l'infezione €' stata ritrovata associafa a numerose manifestazioni climche
quali: L'Eritema infettivo, Artropatic post-infettive, [drope fetale, Crisi aplastiche nel
paziente con anemie emolitiche, Crisi aplastiche ¢ Anemie croniche nel paziente
:mmunodepresso (2).

Piu recentemente diverse osservazioni, hanno associato Infezione da B19 a vasculitt (3, 4,

5), a peritoniti da meconio in feti idropici (6, 7, 8, 9), a miocarditl, g&patiti {10}, a malattie

—

—

autoimmuni ¢ a processi infiammatori immuno-mediati (10).

. Nell'infezione acuta il virus infetta e lisa i precursori eritroidi a livello midollare e determina un
arresto temporaneo delleritropoiesi (2). Tuttavia studi recenti hanno dimostrato che Parvovirus
B19 pud restare sequestrato in alcuni tessuti e dare infezioni persistenti del midollo{11). La
persistenza del DNA di Parvovirus B19 & stata dimostrata inoltre in cellule della membrana
‘sinoviale, sia in individui sinfomatici, sia i soggetti asintomatici{ 12},

Poiché esiste una quota di epatit: croniche, a verpsimile trasmissione parenterale, non attribuibile a
virus  classicamente  epatitict, definita nonA-nonG, e inoltre malattie auto-immuni  sono
frequentemente associate a epatiti croniche HCV-correlate, o rappresentano un esempio  di
patologia epatica ad eziologia ignota, si ritiene opportuno valutare il ruolo patogenetico di
Parvovirus B19 nell'insorgeza di epatiti ad eziologia sconosciuta, autoimmuni e non, e valutare
inoltre 1a possibilitd che 'infezione da B19 possa innescare o modificare il corso di malattie

autoimmuni nella coinfezione di pazienti con epatite da HCV,
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DESCRIZIONE DEGLI OBIETTIVI DELLA RICERCA

La ricerca st propone di studiare 1'eziologia ed il possibile ruolo patogenetico di Parvovirus B19 |
nelle epatiti non attribuibili a virus classicamente epatitici.

Saranno inseriti nello studio diversi gruppi di pazienti quali: i) pazienti con epatiti ad eziologia

_sconosciuta, auteimmuni e non-autolmmuni, i} pazienti con epatiti HCV-correlate ¢ malattia

autoimmune.

_Saranno studiati: iy la localizzazione del virus in sede epatica, ii) 'andamente delf'infezione {acuta o

persistente), i) la sieroprevalenza di anticorpi specifici diretit contro le proteine strutturali di

Parvovirus Bi9, iv) la presenza di anticorpi specilici diretti contro la proteina non strutturale {NS!)

dit Parvovirus B19.
La ricerca si articolera nelle seguenti fasi:

I campioni saranno rappresentati da siero e biopsie epatiche.
Le indagini virologiche sui campiont di siero e bioptici comporteranno:
-ricerca del DNA di Parvovirus umano B19 nei campioni di siero mediante reazione di ibridazione

su filtro utilizzando sonde geniche ad RNA da noi prodotte.

ficerca del DNA di Parvovirus wmano B19 mediante teazione di amplificazione genica di tipo
"nested"nei campiont di siero e su estratti delle biopsie epatiche.

-quantizzazione del DNA virale mediante saggio di amplificazione genica competitiva e
determinazione dei prodofti amplificati mediante metodo immunoenzimatico (PCR-ELISA
competitiva).

-ricerca del DNA di Par#ovirus B19 mediante reazione di ibridazione "in situ”. utilizzando sonde

“geniche a DNA da noi prodotte. |
-nei pazienti con infezione attiva da B19 sara valutato l'andamento dell'infezione (acuta, persistente
o ricorrente) in relazione atla carica virale e alle manifestazioni cliniche.

- Per lo studio della risposta immune specifica verranno utilizzati antigeni ricombinanti. da noi
espressi in sistemi eucariotict ¢ procariotici, in saggi di western-blot, per la ricerca di anticorpi -

direttt contro te proteine strutturali di B19 (VP1, VP2) ¢ contro la proteina non strutturale NS| .



{'esame di questo paitern anticorpale dovrebbe permettere di valutare la risposta immune nel
confronti di una infezione recente (presenza di anticorpi anti-VP1 ¢ anti-VP2), di una infezione
oregressa (anti-VP1), e di una infezione con possibile evoluzione in infezione persistente (anti-
NST).

- Le diverse fasi della ricerca saranno articolate in un periodo di tre anni.

6




DESCRIZIONLE DELLA METODOLOGIA

- Per la preparazione della sonde a2 DNA partendo da un frammento di genoma di Parvovirus B19
clonato in vettore plasmidico ed amplificato in E.coli, si procede all'estrazione e purificazione del
frammento di DNA di B19 e quindi alla marcatura con digossigenina mediante metodo del random-
primer.

- La sonda cosi ottenuta viene utilizzata in saggi di ibridaziene in situ per la ricerca del DNA di
B19 su sezioni di biopsie epatiche.

[ campioni clipici, allestiti su vetrini pretrattati, sono fissati in paraformaldeide, sottoposti a
trattamento con detergenti, quindi con enzimi proteolitici ¢ ribonucleasi. 1 campioni sono ibridat ¢
la reazione & visualizzata mediante anticorpi anti-digossigenina marcati con fosfatasi alcalina
| wpportunt controlli sono introdotti per verificare la sensibilita ¢ la specificita della reazione. In base
alla nostra precedente esperienza infatti, ['utilizzo delia digossigenina come molecola marcante ¢ la
sua visualizzazione con metodo immunoenzimatico consente di conseguire risultati ottimal rispetto
ad allri metodi di marcatura radioisotopici e non-radioisotopici, sia per quanto riguarda la
specificita della reazione, sia per quanto conceme la sensibilita del saggio ed il suo utilizzo pratico
nelle procedure diagnostiche.

- Per la preparazione delle sonde ad RNA, le sonde per il B19 sono costruite utilizzando 1
frammento BamHI-HindIII clonato in pGEM I, if quale contiene 1 promotori per le RNA polimerasi
SP6 e T7. Le sonde ad RNA marcate sono sintetizzate mediante una trascrizione "in vitro"
utilizzando RNA polimerasi T7 ¢ SP6 ¢ uridina trifosfato marcata con digossigenina.

- Sonde cosi ottenute sono utilizzate per saggi di ibridazione su filtro. I campioni di siero sono
immobilizzati su filtri di nylon, quindi sottoposti a trattamento proteolitico, denaturati e fissati

ediante raggi UV. Vengono quindi sottoposti a reazione di preibridazione ¢ quindi di ibridazione

utitizzando le sonde ad RNA marcate con digossigenina; ibrido ¢ visualizzato mediante reazione
colorimetrica , utilizzando anticorpi anti-dig marcati con fosfatasi alcalina.

- Ricerca del genoma di BI9 nei campioni di siero mediante "nested” PCR. A questo scopo
vengono utilizzate due coppie di primers, le une interne alle altre, in grado di amplificare una
sequenza di 104 bp appartenente ad una regione del genoma di B19 che codifica per fe proteine
strutturali. Ti prodoito amplificato viene identificato su gel di poliacrilamide dopo colorazione con
etidio bromuro e mediante dot-blot ibridazione utilizzando come sonda una sequenza nucieotidica
di sintest, interna alla regione amplificata.




- Il monitoraggio virologico quantitative nel siere e su estratti di biopsie epatiche sara effettuato

mediante saggio di amplificazione genica quantitativo basato sulla coamplificazione del bersagho

originale & di un competitore interno. 1l competitore & stato costruito sostituendo 21 paia di basi

della sequenza originale mediante tecnica di PCR ricombinante ¢ clonato in vettore plasmidico,
Queste sequenze (originale e mutata) sono coamplificate mediante PCR con incorporazione diretta
di marcante, digossigenina, durante la stessa reazione di amplificazione. L'amplificato ¢ quindi
ibridato mediante sonde Speciﬁché biotinifate e l'ibride biotinilato viene catturato su pozzetti
nivestiti di streptavidina. L'ibrido catturato & rivelato mediante reazione immunoenzimatica,
utilizzando anticorpl anti-digossigenina coniugati con perossidasi. 11 metodo di quantificazione
virale ¢ estremamente sensibile ¢ specifico (1-10 genomi virali).

Per lo studio sierologico, le proteine ricombinanti VP1 ¢ VP2 saranne utilizzate m saggi
immunoenzimatici per la ricerca di anticorpi specifici, mentre la proteina ticombinante NS| sara
utihizzata in saggt di western blot.




DESCRIZIONE DEL LAVORO PRECEDENTEMENTE SYOLTO
11 lavoro precedentemente svolto ha riguardato sia la messa a punto di metodi origimah ed
innovativi per 1a diagnosi di infezione da parvovirus B19, sia fa successiva applicazione di tali sagg
per comprendere la patogenesi, l'incidenza e I' evoluzione clinica delle infezioni da B19.
Per permettere la produzione di strumenti per la diagnosi di mfezione (sonde di acidi nucleici) e lo
studio di epidemiologia molecolare di parvovirus B19 abbiamo messo a punto un metodo di
clonazione efficientc e stabile di tutta la sequenza codificante del genoma di B19 partendo da
piccole quantita' di sieri viremici.
Utilizzando frammenti del genoma di B19 da noi clonati, abbiamo costruito nel nostro laboratorio
sonde a DNA e RNA, utilizzando il frammento Bam HI- Hind 11l di DNA di Parvovirus B19
inserito nel vettore pGEM 1. Le sonde a DNA sono state marcate con digossigenina utilizzando 1}
metodo del "random primed DNA". Utilizzando le nostre sonde marcate con digossigenina abbiamo
messo a punto un saggio di ibridazione su filtro con rivelazione colorimetrica e
chemiluminescente per la ricerca di DNA di Parvovirus B 19 in campioni di siero. Nel nostro
tavoro le sonde sono state rivelate immunoenzimaticamente mediante frammenti Fab anti
digossigenina coniugati con fosfatasi alcalina.
Poiché 1 infezione da B19 puod decorrere come infezione persistente o ricorrente a basso titolo
irale, abbiamo messo a punto una tecnica di nested PCR. Mediante tale tecnica abbiamo potuto
ritrovare la presenza di DNA di B19 a bassissimo titole virale, non riscontrabile con alire tecniche
di ibridazione degli acidi nucleici. La tecnica di nested PCR permette dunque di valutare nel tempo
I' andamento di tali infezioni persistenti. Sempre allo scopo di poter identificare eventuali stati di
bassa replicazione virale ¢ localizzare in vivo la sede di replicazione di B19, abbiamo messo a
punto una tecnica di ibridazione in situ per ricercare direttamente it DNA di B19 nelle cellule
infette. 1! saggio da noi messo a punto si & rivelato altamente specifico e sensibile e dunque un
ottimo test per studiare 1l possibile ruolo patogenetico deli'infezione da B19.
- 11 monitoraggio virologico quantitativo ¢ stato effettuato mediante saggio di amplificazione

genica quantitativo basato sulla coamplificazione del bersaglio originale ¢ di un competitore

interno. 11 competitore & stato costruito sostituendo 21 paia di basi della sequenza originale

mediante tecnica di PCR ricombinante. Questa prevede T'utilizzo di due primer interni dtvergents e




complementari, recanti la sequenza mutata all'estremo 3', e di due primer esterni contenenti siti di
riconoscimento per endonucleasi di restrizione. Gl amplificati cosi ottenuti sono stati clonati in
vettore plasmidico. Queste sequenze (originale e mutata) sono coamplificate mediante PCR con
incorporazione diretta di marcante, digossigenina, durante la stessa reazione di amplificazione.
L'amphificato € quindi ibridato mediante sonde specifiche biotinilate e I'ibrido biotinilato viene
catturato su pozzetti rivestiti di streptavidina. L'ibrido catturato & rivelato mediante reazione
iﬁmunoenzimatica, utilizzando anticorpi anti-digossigenina coniugati con perossidasi. [l metodo di

quantificazione virale ¢ risultato estremamente sensibile e specifico (1-10 genomi virali).
. i’er to studio sierologico I' antigene ricombimante NSt del B19 ¢ stato prodotto in un sistema di-
espressione in cellule procariotiche.
Il vettore utilizzato e 1l pTRXFus, per 'espressione di proteine di fusione in E.coli. 1l gene che si
intende esprimere ¢ stato posto a valle del gene coficante la tioredoxina.
Sono stati costruiti cloni derivati da pTRXFus inserendo la sequenza genica di B19 codificante per
la proteina NSt. Tale sequenza genica & gia stata da noi clonata in vettori derivati da pUC18.
I'cloni trastormati sono stati selezionati per la resistenza alla ampicillina e la presenza dellinserto
verificata mediante purificazione plasmidica ed analisi elettroforetica. L'espressione della proteina
ricombinante ¢ stata indotta in E.coli.

. proteina, la cui produzione & stata verificata mediante SDS PAGE, ¢ stata purificata tramite
cromatografia d'affinita e utilizzata per {'allestimento di Western-blot.
1 metodi diagnostici da noi messi a punto hanno permesso di valutare un opportuno protocolle

diagnostico per lo studio delle infezioni da B19 e di studiare un possibile ruolo patogenetico

dell'infezione da B19 in diversi gruppi di pazienti.
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