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Come riportato nel resoconto delle attivita di ricerca svolte durante il primo anno, sono state isolate e
caratterizzate alcune linee di linfociti B isolate da pazienti con Crioglobulinemia Mista HCV-correlata. Per la
successiva fase sperimentale, sono state selezionate 3 linee che mostravano i piu alti livelli di secrezione di
IgM ad attivita di fattore reumatoide (POT, VAL e MAS). Durante il secondo anno del progetto ci siamo
concentrati sulla definizione di un efficace protocollo di infezione delle linee B linfocitarie precedentemente
caratterizzate. L'approccio iniziale ha visto I'utilizzo di concentrazioni crescenti di particelle virali prodotte
in vitro (JFH-1) fino ad una concentrazione di 10 JFH-1/cell. Abbiamo potuto dimostrare I'effettiva infezione
delle linee linfocitarie tramite real-time RT-PCR specifica per HCV RNA (sia a polarita positiva -genoma- che
negativa - intermedio di replicazione-), anche se ottenuta alle piu alte concentrazioni di virus e con una
efficienza ridotta; & stato infatti stimato che in queste condizioni, che possiamo definire basali, solo 1
cell/10° era infettata. Al fine di migliorare I'efficienza, abbiamo effettuato I'infezione utilizzando un medium
di coltura arricchito con un cocktail di sostanze mitogeniche, gia usato per favorire la determinazione
dell’infezione delle cellule linfatiche nei pazienti cronicamente infetti (Zignego et al. ] Hepatol. 1992). In tal
modo, alla stessa MOI (multiplicity of infection), abbiamo potuto incrementare la percentuale di cellule
positive di oltre un logaritmo.

Oltre al JFH-1, sono stati utilizzati, per I'infezione delle linee linfatiche, anche sieri altamente viremici
prelevati da pazienti HCV-positivi. | risultati di tali esperimenti hanno mostrato che il virus selvaggio ha
un’efficienza anche superiore a quello “sintetico” in quanto si riuscivano ad ottenere tassi di infezione
paragonabili anche a concentrazioni di virus inferiori a quelle usate per il JFH-1 (MOI da 2 a 5). Abbiamo
comunque preferito l'utilizzo del JFH-1 in quanto nel siero possono essere presenti numerosi fattori che
rischiano di influenzare le analisi successive; nel modello del replicone, invece, le particelle virali sono
secrete nel medium di coltura e quindi consentono la caratterizzazione degli effetti dell’infezione al netto di
elementi confondenti.

E’ stato interessante notare che, delle 3 linee utilizzate, la linea denominata POT mostrava una pil spiccata
propensione ad essere infettata rispetto alle altre linee (3.7 x 102 vs 1.5 x 10™). Tale risultato ci ha spinti ad
investigare i possibili meccanismi di tale fenomeno, quantificando la presenza dei putativi recettori
dell’HCV sulla superficie di tali cellule. L'analisi citofluorimetrica di CD81, Scavanger Receptor B1 (SRB-1),

Occludina (OCLN), le molecole attualmente piu accreditate da dati sperimentali come “porte di ingresso”
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del virus, ha mostrato una forte ed ubiquitaria espressione di CD81 ed una debole concentrazione di SRB-1
in modo analogo per tutte le linee; la linea POT, invece, presentava livelli di espressione piu alti di OCLN
rispetto a VAL e MAS. Questo dato, oltre che dare una possibile giustificazione sperimentale ai risultati
dell’infezione in vitro, confermava dati recenti della letteratura che sottolineano il ruolo essenziale di OCLN
e CD81 per l'ingresso del virus (Ploss et al. Nature 2011).

Un ulteriore approccio che abbiamo scelto per favorire I'infezione virale, oltre che per definire i possibili
meccanismi alla base della persistenza dell’HCV nelle cellule linfatiche (vedi punto 4 del progetto), & stato il
bloccare la via di trasmissione del segnale di RIG-1/MAVS. Tale pathway, in concerto con i Toll-Like
Receptors, € uno dei sensori della presenza di patogeni (specialmente di RNA a doppia elica) ed uno dei
principali meccanismi dell'immunita innata per rispondere prontamente all’invasione della cellula da parte
di virus ed altri microorganismi. Il risultato finale dell’attivazione di tale cascata e rappresentato dalla
produzione di interferone di tipo | (IFN-B). Abbiamo quindi utilizzato dei small interfering RNA (siRNA)
diretti contro MAVS (Mitochondrial Anti Viral System) e inibenti I'espressione di IRF-3 (Interferon
Regulatory Gene-3), elementi chiave della risposta antivirale intracellulare. Stiamo attualmente verificando
il livello di inibizione dell’espressione di MAVS e IRF-3 tramite western blot; i primi risultati hanno mostrato
una abolizione completa del segnale nei western effettuati nella linea POT, risultato che dovrebbe essere
confermato anche nelle altre linee. A breve riprenderemo gli esperimenti di infezione per valutare, in forma
transitoria con siRNA, gli effetti di tale inibizione e se, come speriamo, si manifestasse un significativo
incremento dell’infezione, passeremmo al knock-out stabile di tali molecole grazie a short-hairpin RNA.
Parallelamente, abbiamo ricevuto dal Dr. Alexander Ploss della Rockefeller University di New York un
plasmide codificante per OCLN grazie al quale abbiamo avviato la creazione di cloni stabili ad elevata
espressione del recettore virale delle 3 linee cellulari. La presenza all’estremita carbossi-terminale della YFP
(yellow fluorescent protein) consentira una facile selezione dei cloni con alte concentrazioni di OCLN che

saranno utilizzati per I'infezione artificiale e confrontati con le linee originarie.

Sintesi dei principali risultati ottenuti

- Dimostrazione della possibilita di infettare artificialmente linee cellulari B-linfocitarie originate
dall'immortalizzazione di linfociti prelevati da pazienti con disordini linfoproliferativi HCV-correlati.

- Messa a punto di un protocollo per I'ottimizzazione dell’infezione fino a raggiungere livelli sufficienti alle
analisi ulteriori.

- Creazione, tramite tecnologie di biologia molecolare e cellulare, di cloni cellulari piu facilmente
supportanti I'infezione/replicazione del virus modificando il livello di espressione dei recettori HCV sulla

superficie cellulare.
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- Definizione dell'importanza di alcuni sistemi antivirali intracellulari (in particolar modo il sistema RIG-
1/MAVS) nella difesa delle cellule linfatiche dall’infezione virale, per capire i meccanismi usati dal virus per
persistere nelle cellule linfatiche dell’ospite anche in assenza di viremia o infezione epatica (infezione HCV

occulta).
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