
1 

 

 

 
 

 

UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI PARMA 
 

 

DOTTORATO DI RICERCA IN 

SCIENZE MEDICHE E CHIRURGICHE TRASLAZIONALI 

CICLO XXXIV 

 

 

 

Esaurimento funzionale dei linfociti T CD8 nell’epatite cronica B: 

caratterizzazione di un network di funzioni intracellulari deregolate la cui 

correzione induce ripristino della funzione antivirale 

 

 

Coordinatore: 

Prof. Nicola Sverzellati 

 

Tutore:            

Prof. Carlo Ferrari       

Dottoranda: Dott.ssa Paola Fisicaro 

 

 

Anni Accademici 2018/2021 

 



2 

 

  



3 

 

SOMMARIO 

 

 

RIASSUNTO………………………………………………………………………………..……..5 

 

INTRODUZIONE………………………………………………………………………………....7 

CARATTERISTICHE BIOLOGICHE DEL VIRUS DELL’EPATITE B……………………..…..7 

STORIA NATURALE DELL’INFEZIONE CRONICA DA HBV………………………..……....9 

NUOVI BIOMARCATORI VIRALI IN CORSO DI INFEZIONE CRONICA DA HBV...……..10 

 HBV RNA…………………………………………………………………...…....………..10 

 Hepatitis B core-related antigen (HBcrAg)………………………………………...………11 

 HBV Nucleic Acid-Related Antigen (HBV-NRAg)………………………………………..11 

 HBsAg quantitativo……………………………………………………………………....…12 

 Anti-HBc quantitativo…………………………………………………………………....…12 

CENNI DI TERAPIA………………………………………………………………………………14 

NUOVE STRATEGIE TERAPEUTICHE…………………………………………………………17 

1. Farmaci ad azione antivirale………………………………………………………………..17 

Inibitori dell’entry…………………………………………………………………..17 

Induttori della degradazione di cccDNA …………………………………………...18 

Strategie mirate alla espressione dei geni virali ……………………………………18 

 Controllo trascrizionale……………………………………………………………..19 

 Controllo post-trascrizionale………………………………………………………..19 

 Assemblaggio del capside…………………………………………………………..20 

 Rilascio di HBsAg…………………………………………………………………..21 

2. Immunomodulazione………………………………………………………………………..22 

 Strategie mirate al sistema immunitario innato……………………………………..22 

 Strategie rivolte alla immunità adattativa…………………………………………...23 

 

LA RISPOSTA IMMUNITARIA ALL’INFEZIONE DA VIRUS DELL’EPATITE B…………...25 

Immunità innata……………………………………………………………………………..25 

 Immunità adattativa…………………………………………………………………………26 

 Risposta NK e T linfocitaria………………………………………………………………...27 

EXHAUSTION T LINFOCITARIA………………………………………………………………..29 

DATI PRELIMINARI………………………………………………………………………………32 

 



4 

 

SCOPO DELLO STUDIO………………………………………………………………………...34 

MATERIALI E METODI………………………………………………………………………...36 

1. Pazienti e controlli………………………………………………………………………………36 

2. Peptidi sintetici, complessi destramerici peptide-HLA di classe I e anticorpi………………….37 

3. Isolamento dei linfociti del sangue periferico………………………………………………......37 

4. Valutazione della risposta al danno del DNA…………………………………………………..38 

4.1 Marcatura fosfoH2AX, fosfoATM, 53BP1………………………………………………...38 

4.2 Poli-ADP-ribosilazione (PARilazione)……………………………………………………..38 

4.3 PARilazione in seguito ad aggiunta di NAD o di inibitore di CD38 (CD38i)……………...39 

5. Acetilazione dell’istone H3……………………………………………………………………..39 

6. Lunghezza dei telomeri…………………………………………………………………………39 

7. Espansione in vitro dei linfociti T………………………………………………………………40 

8. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale………………………………………..40 

9. Rilevazione degli aggregati proteici…………………………………………………………….41 

10. Valutazione della risposta al danno del DNA…………………………………………………..41 

11. Valutazione della produzione di citochine intracellulari (ICS)…………………………………41 

12. Analisi statistiche………………………………………………………………………………..42 

RISULTATI………………………………………………………………………………………..43 

1. Aumentato danno del DNA e validazione della disfunzione della risposta al danno nei 

linfociti T CD8 HBV-specifici di pazienti con infezione cronica da HBV……………………..43 

2. CD38 è over-espresso sui linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti con epatite B cronica….47 

3. I linfociti exhausted HBV-specifici hanno telomeri più corti rispetto ai  

linfociti FLU-specifici…………………………………………………………………………..50 

4. L’acetilazione istonica è alterata nei linfociti CD8 HBV-specifici exhausted………………….51 

5. La supplementazione di NAD può correggere le disfunzioni intracellulari nei linfociti  

HBV-specifici…………………………………………………………………………………...52 

6. La supplementazione con NMN può migliorare la funzionalità linfocitaria antivirale…………54 

7. L’inibizione di CD38 può complementare l’effetto di NMN nel ripristino funzionale 

T linfocitario…………………………………………………………………………………….56 

 

DISCUSSIONE…………………………………………………………………………………….59 

BIBLIOGRAFIA…………………………………………………………………………………..67 



5 

 

RIASSUNTO 

L’attuale terapia per l’epatite cronica B si basa principalmente sulla somministrazione di farmaci 

antivirali con analoghi nucleos(t)idici (NUC), i quali spesso devono essere dispensati per tutta la 

vita per evitare la possibile riattivazione del virus. Per questo motivo è necessario individuare un 

trattamento in grado di ridurre la durata delle attuali terapie. In quest’ottica, la ricostituzione della 

funzionalità T linfocitaria anti-virale è considerata una strategia potenziale in quanto, durante la fase 

cronica dell’infezione, i linfociti T CD8 perdono progressivamente le loro funzioni in un processo 

noto come “exhaustion linfocitaria”.  

Nel nostro laboratorio abbiamo precedentemente svolto uno studio di analisi trascrittomica, allo 

scopo di individuare direttamente nei linfociti T CD8 HBV-specifici isolati da pazienti con 

infezione cronica le alterazioni funzionali associate alla persistenza virale. I dati raccolti hanno 

evidenziato una prevalente down-regolazione di geni coinvolti in diverse funzioni cellulari, tra cui 

quelle più significative erano relative a vari processi mitocondriali, alla proteostasi, alla risposta al 

danno del DNA e al controllo epigenetico della trascrizione. Alcuni di questi aspetti sono stati 

ulteriormente indagati funzionalmente, dimostrando un’alterazione mitocondriale, con produzione 

di elevati livelli di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e una ridotta proteostasi, con accumulo di 

aggregati proteici intracellulari.  

Chiarire come i difetti riscontrati siano meccanicisticamente interconnessi è centrale per fare luce 

sulla patogenesi dell’exhaustion T linfocitaria e per disegnare nuovi interventi efficaci di 

immunomodulazione per l’epatite B cronica.  

A questo fine, nel presente lavoro abbiamo inteso verificare se l’elevato contenuto di ROS provochi 

un aumento del danno del DNA nei linfociti T CD8 HBV-specifici exhausted, e investigare se la 

disfunzione della risposta al danno del DNA, emersa dalla precedente analisi trascrizionale, può 

rappresentare un target per una strategia mirata di recupero della funzionalità T linfocitaria.  

Studi di letteratura, effettuati in modelli di senescenza cellulare, indicano l'associazione di 

accumulo di danno del DNA e attivazione persistente di meccanismi di risposta al danno. Tra 

questi, gli enzimi NAD-dipendenti della famiglia delle poli-ADP-ribosilasi (PARP) catalizzano la 

formazione di catene di poli-ADP-ribosio in corrispondenza della lesione del DNA, allo scopo di 

reclutare altri mediatori della risposta al danno, con la conseguente diminuzione dei livelli cellulari 

di NAD.  

Per studiare se questo modello possa rappresentare un meccanismo alla base della disfunzione dei 

linfociti T CD8 virus-specifici nell’epatite cronica B sono stati analizzati i possibili “consumatori” 

cellulari di NAD e l’effetto della supplementazione di NAD sul ripristino della funzionalità T 

linfocitaria.  
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I linfociti T CD8 HBV-specifici di pazienti affetti da epatite cronica B presentano un elevato 

accumulo di danno del DNA e disfunzione di meccanismi di risposta al danno, che comprendono 

livelli di poli-ADP-ribosilazione più bassi rispetto ai controlli. La somministrazione di NAD 

esogeno permette il miglioramento significativo della funzionalità degli enzimi PARP 

specificamente nelle cellule dei pazienti con epatite cronica, suggerendo che una carenza di NAD a 

livello intracellulare può essere una causa della disfunzione linfocitaria. Inoltre l’enzima CD38, 

noto per essere il maggior consumatore di NAD intracellulare, è risultato sovra-espresso nelle 

cellule HBV-specifiche dei pazienti cronici, come ulteriore effettore della deplezione di NAD. Di 

conseguenza, è stato testato in vitro un precursore nel NAD, la Nicotinamide Mononucleotide 

(NMN), per verificarne la capacità nel ripristinare i pathway cellulari disfunzionali individuati in 

precedenza. I risultati hanno confermato che l’uso di NMN è in grado di migliorare la funzionalità 

mitocondriale, la risposta al danno del DNA, la proteostasi cellulare, l’acetilazione istonica e 

potenziare la funzionalità T linfocitaria antivirale. Effetto questo ulteriormente potenziato 

dall’aggiunta di un inibitore dell’attività di CD38. 

In conclusione, i dati qui esposti delineano un modello di exhaustion dei linfociti T CD8 virus-

specifici, in cui diversi difetti intracellulari interconnessi, compresa una diminuzione della 

lunghezza dei telomeri, sono causalmente associati alla deplezione di NAD, suggerendo similarità 

tra il fenomeno dell’exhaustion e della senescenza cellulare. Una terapia incentrata sul ripristino del 

pool cellulare di NAD potrebbe quindi rappresentare una strategia idonea alla ricostituzione della 

risposta T linfocitaria nei pazienti affetti da epatite cronica B. 

  



7 

 

INTRODUZIONE 

 

CARATTERISTICHE BIOLOGICHE DEL VIRUS DELL’EPATITE B 

 

Il virus dell’epatite B è un patogeno a trasmissione ematica, la cui trasmissione materno-fetale 

rappresenta una importante sorgente di infezione. L’infezione da HBV può causare severo danno 

epatico, che può evolvere in cirrosi epatica ed epatocarcinoma. 

 

HBV è un piccolo virus a DNA della famiglia delle Hepadnaviridae. I virioni sono composti da un 

nucleocapside icosaedrico, formato da proteine del core (HBcAg) contenenti il DNA parzialmente a 

doppia elica (rcDNA: relaxed circular DNA). Il nucleocapside è circondato dall’envelope, 

composto da 3 tipi di HBsAg: L (large), M (middle), e S (small) HBsAg (Figura 1). L’HBsAg 

gioca un ruolo cruciale nell’attacco del virione alla superficie dell’epatocita, grazie all’interazione 

ad elevata affinità tra i 75 amminoacidi della parte N-terminale di L-HBsAg (domain preS1) e i 

residui 157-165 sul recettore presente sull’epatocita: il polipeptide co-trasporatatore taurocolato 

sodio-dipendente (NTCP)
1
. La miristilazione all’estremità N-terminale della forma L di HBsAg è 

importante per l’attacco al recettore NTCP
2
. L’ingresso di HBV nella cellula infetta è seguito dalla 

traslocazione del nucleocapside nel nucleo. Quindi il rcDNA è rimodellato da enzimi cellulari in 

cccDNA (cccDNA, covalently closed circular DNA), che è avvolto da istoni per formare un 

minicromosoma episomico e serve come templato per 4 trascritti poliadenilati, codificanti per 

l’RNA pregenomico (pgRNA) e 7 proteine: HBeAg (Antigene e, secreto), HBcAg (antigene core, 

che costituisce il capside virale), HBV Pol/RT (polimerasi, con attività di trascrittasi inversa), 

PreS1/PreS2/HBsAg (L-large, M-medium, S-small: forme dell’antigene s), e HBx (antigene x, 

regolatore della trascrizione, necessario per l’inizio dell’infezione). Nel citoplasma della cellula 

infetta, pgRNA è selettivamente incluso in un capside proteico, insieme alla polimerasi virale. 

Questo costrutto citoplasmatico funziona come un veicolo per la replicazione del genoma virale e 

anche per generare ulteriore cccDNA. Il genoma virale può anche integrarsi nel genoma della 

cellula infettata: questo processo non è richiesto per la replicazione virale, ma è un importante 

meccanismo di trasformazione degli epatociti, inoltre il DNA virale può portare alla produzione di 

HBsAg anche nella sua forma integrata
3
. Le forme di HBsAg sono necessarie per lo sviluppo del 

capside, eccetto M-HBsAg, che non è essenziale per la morfogenesi e la secrezione del virione. S e 

PreS1 interagiscono con HBcAg per la secrezione del virione. L’eccesso di produzione di HBsAg 

porta anche alla formazione di particelle sferiche e filamentose non infettive, insieme ai virioni 

infettivi. 
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Figura 1. Rappresentazione del virione di HBV e delle proteine HBsAg.  

Il genoma di HBV è contenuto nel capside, avvolto dalle 3 diverse forme di HBsAg: L, M, e S-

HBsAg. Tutte le forme di HBsAg condividono il dominio S, che contiene 4 putativi domini di 

transmembrana. M-HBsAg è composto da un ulteriore dominio PreS2 e L-HBsAg contiene sia 

PreS1 che PreS2. (Da: Tout I et al. Hepatitis B surface antigen seroclearance: immune mechanisms, 

clinical impact, importance for drug development. JHepatol. 2020, 73:409-422.)   
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STORIA NATURALE DELL’INFEZIONE CRONICA DA HBV 

 

La storia naturale dell’infezione cronica da HBV prevede schematicamente 5 fasi
4
. La 

classificazione dei pazienti in queste fasi si basa sulla determinazione longitudinale dell’HBeAg 

positività, dei livelli di replicazione virale, di alanina-aminotransferasi (ALT) e la presenza di 

infiammazione epatica (Figura 2). Secondo le linee guida EASL del 2017, la prima fase è 

l’infezione cronica HBeAg-positiva, caratterizzata da presenza di HBeAg nel siero, alti livelli di 

HBV-DNA, transaminasi nei limiti della norma e necroinfiammazione epatica minima o assente. La 

seconda fase è quella di epatite cronica HBeAg-positiva, in cui si riscontra ancora la presenza di 

HBeAg nel siero, elevati livelli non solo di HBV-DNA, ma anche di transaminasi, e infiammazione 

epatica da moderata a severa con accelerata progressione verso la fibrosi. In questa fase molti 

pazienti raggiungono la sieronegativizzazione per HBeAg e sieroconversione anti-HBe. La terza 

fase è l’infezione cronica HBeAg-negativa (precedentemente chiamata fase di portatore 

asintomatico, o inactive carrier), caratterizzata dall’assenza di HBeAg e la presenza di anticorpi 

anti-HBe. In questa fase si riscontrano livelli bassi di HBV-DNA (<2000 UI/ml) e transaminasi 

persistentemente normali. In una percentuale variabile tra l’1-3% dei pazienti, più facilmente in 

quelli con livelli di HBsAg<1000 UI/ml, può avvenire la negativizzazione di HBsAg. Tuttavia, può 

verificarsi anche la riattivazione della malattia, con progressione alla quarta fase di epatite cronica 

HBeAg-negativa, in cui si riscontrano livelli da moderati ad alti di HBV-DNA, che possono 

fluttuare, così come i valori di transaminasi al di sopra del limite della norma, e infiammazione 

epatica. Questa fase è associata con la comparsa di mutanti virali nella regione del precore e/o del 

core che modulano o prevengono l’espressione di HBeAg. La quinta fase è quella HBsAg-negativa: 

la clearance di HBsAg rappresenta l’obiettivo principale delle attuali terapie, in quanto in questa 

fase il rischio di sviluppo di malattia del fegato è minimo. La negativizzazione di HBsAg e di HBV-

DNA con transaminasi normali, che accade raramente, può essere accompagnata o meno dalla 

comparsa di anticorpi anti-HBs. Tuttavia il cccDNA virale è ancora rilevabile nel fegato, per questo 

motivo questa fase viene definita “infezione occulta”. Possono infatti verificarsi episodi di 

riacutizzazione in caso di immunosoppressione. Nelle fasi di infezione cronica o di HBsAg-

negatività i pazienti hanno un basso rischio di sviluppare fibrosi epatica o cirrosi, mentre nelle fasi 

di epatite cronica il rischio di danno epatico è aumentato.  

Tuttavia, per i pazienti che avevano sviluppato cirrosi prima della sieronegativizzazione di HBsAg, 

il rischio di evoluzione ad epatocarcinoma rimane. 
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    NUOVI BIOMARCATORI VIRALI IN CORSO DI INFEZIONE CRONICA DA HBV 

 

Mentre alcuni marcatori virali tradizionali, come HBsAg e anticorpi anti-HBc sono utilizzati nella 

diagnosi dell’infezione da HBV, altri sono utili per identificare la fase dell’infezione cronica, come 

HBeAg, HBV-DNA, anticorpi anti-HBe e anti-HBs e sono quindi utilizzati nel monitoraggio 

dell’infezione. Questi hanno tuttavia dei limiti nella predizione dell’esito di malattia o di risposta 

alla terapia. La quantificazione del cccDNA in campioni di biopsie epatiche rappresenta il gold 

standard per una piena comprensione dell’attività replicativa e trascrizionale virale, tuttavia il 

carattere invasivo delle procedure legate alla biopsia epatica impedisce il monitoraggio di questo 

parametro a titolo prognostico nella routine clinica. La quantificazione di nuovi marcatori sierici è 

attualmente allo studio per l’identificazione di surrogati affidabili del cccDNA, non solo per evitare 

biopsie epatiche, ma anche per raccogliere ulteriori informazioni sullo stato della malattia, per una 

guida più precisa nella gestione clinica e per ampliare la conoscenza attuale della storia naturale 

dell’infezione cronica da HBV. 

Questi nuovi marcatori includono: HBV-RNA sierico, HBcrAg (hepatitis B core-related antigen), 

quantificazione di anticorpi anti-core, quantificazione ultrasensibile di HBsAg, HBV-NRAg (HBV 

nucleic acid-related antigen) (Figura 2). 

 

HBV RNA 

L’HBV-RNA, di cui l’RNA pre-genomico virale (pgRNA) rappresenta il principale componente, è 

stato rilevato in biopsie epatiche e anche nel siero dei pazienti. Diversi studi hanno dimostrato che 

la determinazione di HBV-RNA nel siero può essere utilizzato come marcatore surrogato di 

trascrizione del cccDNA nel fegato. In pazienti naive alla terapia sono stati riscontrati livelli di 

HBV-RNA più alti nei pazienti HBeAg-positivi che in quelli HBeAg-negativi
5
 . In accordo con la 

stretta associazione di HBV-RNA con la fase HBeAg-positiva dell’infezione, questo marcatore ha il 

potenziale di predire la siero-conversione anti-HBe durante il trattamento. Infatti è stato riportato 

che pazienti HBeAg-positivi con riduzioni significative dei livelli sierici di HBV RNA durante la 

terapia con NUC, avevano maggiori probabilità di raggiungere la sieroconversione HBeAg
6
. 

Tuttavia, uno dei ruoli più promettenti per questo test è nel monitoraggio dell’attività trascrizionale 

durante il trattamento antivirale, quando HBV-DNA non è più rilevabile. Infatti, sebbene diversi 

studi abbiano mostrato anche riduzioni di HBV-RNA sierico in risposta alla terapia, questo 

parametro rimane comunque rilevabile più a lungo, decrescendo più lentamente di HBV-DNA 

durante il trattamento con NUC
7
 . 
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Un ulteriore impiego di questo marcatore è relativo alla potenzialità di predizione di una 

riattivazione virale in seguito alla sospensione della terapia. Infatti, potrebbe essere usato per 

identificare quei pazienti con bassa attività trascrizionale residua del cccDNA a livello epatico, che 

può risultare in una maggiore probabilità di riattivazione in seguito alla sospensione della terapia. 

Infatti, in uno studio in pazienti in terapia NUC per più di 3 anni, con HBV DNA soppresso, si è 

osservata riattivazione virale in tutti i soggetti che alla sospensione della terapia avevano HBV 

RNA rilevabile, e in solo 3 su 12 con HBV RNA non rilevabile
8
. 

 

Hepatitis B core-related antigen (HBcrAg) 

HBcrAg è formato da 3 diverse proteine: HBeAg, HBcAg e p22cr, che condividono una sequenza 

comune di 149 aminoacidi, di queste però HBeAg rappresenta la maggior parte della composizione 

di HBcrAg nel siero di pazienti HBeAg-positivi
9
. 

Diversi studi hanno descritto una migliore correlazione di HBcrAg con il cccDNA rispetto ad altri 

parametri, quali HBV-DNA, pgRNA e qHBsAg, e il declino di HBcrAg è stato associato con quello 

di cccDNA in pazienti in trattamento con NUC
10–12

. Inoltre, elevati livelli di HBcrAg sierico sono 

stati associati con indici più alti di necroinfiammazione epatica e fibrosi
13

, con HBeAg positività
10,14

 

e con attività trascrizionale di cccDNA nel fegato
10

, evidenziando la presenza di replicazione virale 

più attiva in pazienti positivi per HBcrAg. Inoltre, questo parametro correla con i livelli sierici di 

pgRNA sia in pazienti naive al trattamento che in quelli in terapia con NUC. In pazienti HBeAg-

positivi trattati con peg-IFN, una risposta sostenuta al trattamento, con calo di HBV-

DNA<2000UI/ml è stata associata con la riduzione combinata di HBcrAg e di HBV-RNA, 

mostrando che il monitoraggio di una combinazione di marcatori potrebbe essere utile 

nell’interpretazione degli esiti di terapia, con un valore predittivo potenziato da valutazioni 

quantitative
15

.  

 

HBV Nucleic Acid-Related Antigen (HBV-NRAg) 

Questo test rileva qualitativamente l’antigene PreS1 e HBcAg, con il primo che è stato dimostrato 

avere impiego potenziale come surrogato di attività di cccDNA e replicazione di HBV
16

. Alcuni 

studi hanno dimostrato che HBV-NRAg correla meglio con la presenza di HBV DNA nel siero 

rispetto a HBsAg e a HBeAg
15

. Questo test viene proposto dal costruttore in sostituzione della 

quantificazione relativa di HBV-DNA, con il vantaggio di essere più semplice ed economico. 
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HBsAg quantitativo 

Mentre la ricerca qualitativa dell’antigene HBsAg nel siero è utile per la diagnosi e lo screening di 

infezione da HBV, la determinazione quantitativa di HBsAg nel siero dei pazienti è comunemente 

utilizzata in quanto informativa e predittiva della risposta al trattamento e di progressione di 

malattia, mentre la negativizzazione di HBsAg è considerata indicativa di cura funzionale di 

infezione cronica da HBV. 

Recentemente sono stati sviluppati saggi ultrasensibili qualitativi e quantitativi, con soglia di 

rilevabilità ridotta da 10 a 250 volte rispetto a quelli tradizionali
17,18

. Questi test possono trovare 

impiego per una più precoce diagnosi negli stadi iniziali di epatite acuta, come anche nel 

monitoraggio di riattivazioni virali, e nella rilevazione di una presenza residuale dell’antigene in 

seguito a siero-negativizzazione spontanea o indotta da terapia
19,20

. 

 

Anti-HBc quantitativo 

Poiché la risposta umorale ad HBV è primariamente diretta verso l’antigene core HBcAg e questa 

risposta segue le fasi dell’infezione
21

, la misurazione degli anticorpi anti-HBc ha efficacia nel 

monitoraggio della storia naturale dell’infezione e della severità della malattia epatica. Infatti, è 

stata dimostrata una correlazione tra i livelli di anticorpi anti-HBc e valori di transaminasi (ALT)
22

, 

come pure livelli più bassi di anticorpi anti-HBc sono stati riportati in pazienti naive alla terapia, o 

anche in trattamento, in associazione con bassi indici di necroinfiammazione e di fibrosi epatica
23,24

. 

Anche se per il monitoraggio della malattia epatica questo parametro non è sufficiente, in 

associazione ad altri test, come HBV-DNA ed HBsAg, ne migliora il potere predittivo. In 

particolare, analogamente al saggio quantitativo per HBsAg, anche la quantificazione di anticorpi 

anti-HBc può essere utile nella predizione di riattivazione virale in seguito a sospensione di terapia, 

in quanto alti titoli di anti-HBc al momento della sospensione sono risultati associati a minore 

rischio di riattivazione
25

. 
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Figura 2. Fasi dell’infezione cronica da HBV e potenziali biomarcatori  

(Modificato da: Fanning GC et al. Therapeutic strategies for hepatitis B virus infection: towards a 

cure. Nat Rev Drug Discov. 2020;19(4):291; e Coffin CS et al. New and old biomarkers for 

diagnosis and management of chronic HBV infection. Gastroenterology 2019;156(2):355-368.) 
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CENNI DI TERAPIA 

 

La terapia dell’epatite cronica B, mediante la soppressione sostenuta della replicazione virale, si 

propone di migliorare la qualità della vita e prolungare la sopravvivenza prevenendo la progressione 

della malattia epatica e di conseguenza dello sviluppo di epatocarcinoma. Inoltre, la terapia 

antivirale si propone anche di prevenire la trasmissione verticale dell’infezione dalla madre al figlio 

e la prevenzione e il trattamento delle manifestazioni extra-epatiche HBV-associate. La regressione 

della fibrosi e della cirrosi possono essere considerate ulteriori goal del trattamento dei pazienti. 

L’eradicazione completa di HBV non è per ora un obiettivo perseguibile, poiché è nota la 

persistenza di cccDNA nel nucleo degli epatociti infettati in grado di sostenere riattivazioni del 

virus. Quindi, a fronte di un end-point ideale, rappresentato dalla clearance virale, difficilmente 

raggiungibile con gli attuali presidi terapeutici, gli end-points che realisticamente ci si prefigge di 

ottenere sono costituiti da: 

 risposta virologica, definita come soppressione a lungo termine dei livelli di HBV DNA 

sotto il limite di rilevazione delle metodiche in uso 

 risposta sierologica, indicata da negativizzazione di HBeAg, con o senza siero-

conversione ad anti-HBe. Questo evento in pazienti HBeAg-positivi rappresenta spesso 

un parziale controllo dell’infezione cronica. L’endpoint ottimale è rappresentato dalla 

negativizzazione di HBsAg, con o senza siero-conversione ad anti-HBs. In questo caso si 

parla di cura “funzionale”, e permette la sospensione sicura della terapia antivirale. 

Tuttavia è raramente raggiunta con i trattamenti attualmente a disposizione 

 risposta biochimica, rappresentata dalla normalizzazione dei livelli di alanina-amino-

trasferasi (ALT) 

 risposta istologica, intesa come diminuzione dell’attività necroinfiammatoria senza 

peggioramento della fibrosi, comparata con il reperto pre-trattamento. 

L’indicazione al trattamento di pazienti con epatite cronica da HBV si basa su:  

- riscontro di attività di malattia (ECA, Epatite cronica attiva), ovvero presenza di livelli di 

ALT oltre il limite superiore di normalità, HBV-DNA maggiore di 2.000 UI/ml e attività 

necroinfiammatoria moderata-severa e/o fibrosi alla biopsia epatica; 

- presenza di cirrosi compensata o decompensata indipendentemente dal livello di 

replicazione virale o di trasaminasi 

- HBV-DNA > 20000 UI/ml, ALT > 2x limiti superiori, indipendentemente dal grado di 

fibrosi 
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- infezione cronica HBeAg-positiva o HBeAg-negativa con familiarità per epatocarcinoma o 

cirrosi e manifestazioni extraepatiche 

Attualmente ci sono due opzioni terapeutiche per pazienti con epatite B cronica: interferone (IFN)α, 

la cui formulazione convenzionale è stata ormai soppiantata dall’Interferone α-2a peghilato (PEG-

IFNα), e dagli Analoghi Nucleosidici (Lamivudina, Telbivudina, Emtricitabina, Entecavir) e 

Nucleotidici (Adefovir, Tenofovir, Tenofovir-Alafenamide), cui globalmente ci si riferisce con 

l’acronimo NUC
4
. Le strategie terapeutiche correnti si fondano rispettivamente sulla 

somministrazione di Interferone in regime a durata definita (generalmente pari a 48 settimane) o 

sulla somministrazione a lungo termine di Analoghi Nucleos(t)idici. Nei pazienti cronici candidati 

alla terapia, sia HBsAg+/HBeAg- che HBsAg+/HBeAg+, l’approccio di primo livello si basa sulla 

somministrazione di Interferone alfa-2a peghilato (PEG-IFN), mediante iniezione sottocutanea a 

cadenza settimanale, per 12 mesi. Il razionale di tale terapia risiede nell’azione antivirale, 

immunomodulante ed antiproliferativa dell’IFNα; tale trattamento non è gravato dall’induzione di 

resistenza. Sono documentate possibilità sia di risposta virologica sostenuta dopo la sospensione, 

che di clearance di HBsAg. Per contro, l’ottenimento di risposte virologiche e biochimiche 

persistenti viene raggiunto in meno di un terzo dei casi: la normalizzazione protratta di ALT si 

verifica nel 26,2% dei casi (95% CI: 18,3-34%), mentre la soppressione sostenuta di HBV-DNA si 

ottiene nel 23,4% dei casi (95% CI: 17,9-28,8%). Inoltre la frequenza degli effetti collaterali - tra i 

quali astenia, sintomi simil-influenzali, fluttuazioni dell’umore, mielosoppressione, sviluppo o 

esacerbazione di manifestazioni autoimmuni - è elevata
26

. Gli Analoghi Nucleos(t)idici, introdotti in 

terapia più recentemente, sono indicati in prima istanza nelle forme di infezione cronica HBeAg 

negative, nonché come trattamento di secondo livello nei pazienti che non mostrino risposta 

virologica sostenuta dopo un tentativo terapeutico con Interferone. Inoltre, questa strategia 

farmacologica è raccomandata in pazienti con cirrosi, indipendentemente dallo status di HBeAg. Gli 

Analoghi Nucleos(t)idici vengono somministrati per periodi di tempo indefiniti poiché, nonostante 

siano efficaci nel garantire una remissione virologica nella maggior parte dei pazienti nel periodo di 

assunzione, generalmente, al momento della sospensione del farmaco si verifica riattivazione 

dell’infezione. Tra gli svantaggi dei NUC va considerato il rischio di induzione di resistenze 

imputabili alla comparsa di mutazioni in grado di diminuire la sensibilità del virus al farmaco. I 

NUC di terza generazione (Entecavir e Tenofovir) sono agenti dotati di elevata barriera genetica 

(numero di mutazioni necessarie a produrre una marcata riduzione della suscettibilità al farmaco) e 

allo stesso tempo di elevata potenza (relazione tra concentrazione plasmatica raggiunta e intensità 

dell’effetto farmacologico); per tali ragioni sono considerati i farmaci di prima scelta da utilizzare in 

monoterapia nei pazienti naive. Quest’approccio terapeutico, rispetto al trattamento con IFN, 
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presenta maggiore tollerabilità e maneggevolezza (via di somministrazione orale) per il paziente
27

. 

La scelta tra terapia con IFN o NUC in prima linea deve basarsi sulla valutazione di preferenze e 

compliance del paziente, sull’eventuale presenza di comorbilità mediche e psichiatriche e sull’entità 

del danno epatico. 
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NUOVE STRATEGIE TERAPEUTICHE 

 

Come già anticipato, le terapie attualmente disponibili sono in grado di migliorare la qualità della 

vita e la sopravvivenza delle persone infette con HBV, sopprimendo la replicazione virale e 

riducendo la necroinfiammazione epatica, ritardando così l’insorgenza di complicanze come cirrosi 

ed epatocarcinoma. Tuttavia, il trattamento con NUC necessita di essere mantenuto per evitare 

riattivazioni virali e riacutizzazioni epatitiche e in molti pazienti la completa soppressione della 

produzione virale non viene raggiunta dal trattamento con NUC. La comunità scientifica è quindi 

impegnata nell’identificazione nuovi farmaci antivirali e interventi immunologici finalizzati a 

curare l’infezione. Diversi meccanismi e strategie sono attualmente allo studio. 

 

1. Farmaci ad azione antivirale 

 

Il cccDNA è il target principale per la scoperta e lo sviluppo di nuovi farmaci antivirali. A questo 

scopo sono attualmente allo studio nuove strategie antivirali: quelle che riducono la produttività del 

cccDNA e ne riducono il pool prevenendo il riciclo intracellulare di cccDNA o nuovi cicli di 

infezione, e strategie dirette che mirano a eradicareil cccDNA dalle cellule infette o silenziare la sua 

attività trascrizionale. Di seguito si accennerà a queste nuove strategie. 

 

Inibitori dell’entry 

 

Strategie che mirano a inibire l’entry virale comprendono lo sviluppo di peptidi derivati da HBsAg, 

come il Myrcludex B (MyrB), che è un peptide miristilato, derivato da 47 aminoacidi del dominio 

pre-S1 di L-HBsAg
28

. Quando MyrB è stato usato in monoterapia in pazienti con coinfezione 

HBV/HDV, si è osservato un decremento di 2,84 log nei livelli di HDV-RNA dopo 48 settimane di 

trattamento, con un declino maggiore quando veniva usato in combinazione con IFNα per lo stesso 

periodo di tempo
29

 . La sinergia tra MyrB e IFNα era evidente anche relativamente al declino di 

HBsAg nel 40% dei pazienti, che sono stati classificati come “responders”, mentre nel 26,7% si è 

osservata la siero-negativizzazione di HBsAg. 

Piccole molecole, come Ezetimibe e derivati della ciclosporina sono state valutate in modelli 

sperimentali per la loro abilità di inibire l’entry virale e alcuni composti agiscono 

indipendentemente dal recettore NTCP
30–32.  
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L’entry può essere anche inibita da anticorpi monoclonali diretti contro epitopi di HBsAg. Questi 

anticorpi sono stati valutati per la loro capacità di accelerare la clearance virale e neutralizzare il 

virus circolante; inoltre possono avere un’attività antivirale aggiuntiva in quanto sono in grado di 

interferire con HBsAg presente nel siero e con la secrezione di virus infettivo
33–36.  

 

Induttori della degradazione di cccDNA 

  

L’inibizione della formazione del cccDNA è una strategia attraente, anche se necessita di una più 

ampia comprensione degli eventi biochimici coinvolti in questo processo
37

. Una volta formato, il 

cccDNA può potenzialmente essere aggredito da nucleasi zinc-finger o nucleasi “activator-like”, 

che sono state usate con successo in modelli di colture cellulari per modificare il cccDNA di 

HBV
38.  

Esperimenti pre-clinici hanno mostrato che strategie basate sulle endonucleasi CRISPR-Cas9 

possono portare a mutazioni e delezioni che inattivano funzionalmente il cccDNA
39; più del 90% 

del DNA di HBV può infatti essere frammentato da Cas9. Tuttavia, approssimativamente il 7% dei 

genomi cccDNA vengono riparati, con la formazione di mutanti che potrebbero non annullare la 

funzione del gene interessato. Inoltre, prima che questi approcci possano venire utilizzati nella 

clinica, alcuni potenziali problemi devono essere studiati attentamente, tra cui l’interessamento 

dell’epatocita, effetti aspecifici, intervento su HBV-DNA integrato con eventuali imprevedibili 

conseguenze di ricombinazione cromosomica. Nonostante questi motivi di precauzione, la 

mutagenesi mediata da endonucleasi è attualmente l’unico approccio sperimentale che può portare 

alla inattivazione permanente del cccDNA nel tessuto
40.  

Un ulteriore approccio potenziale riguarda una piccola molecola che ha indotto la diminuzione del 

pool di cccDNA in epatociti primari umani e nel modello murino, accompagnato dalla diminuzione 

di trascritti e di antigeni virali; la sua precisa modalità di azione è tuttora allo studio
41.  

 

Strategie mirate alla espressione dei geni virali 

 

Si ritiene che un’elevata carica virale abbia un ruolo importante nell’instaurarsi della 

cronicizzazione e nel suo mantenimento, di conseguenza c’è interesse nel ridurre direttamente 

l’espressione degli antigeni virali e delle proteine regolatorie, silenziosando la trascrizione del 

cccDNA o degradando l’RNA virale. 
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Controllo trascrizionale 

 

La modificazione del controllo epigenetico del cccDNA tramite i farmaci epigenetici sarebbe 

probabilmente associato ad eventi avversi sulla omeostasi cellulare, quindi devono essere valutate 

strategie mirate specificamente ai fattori virali
42. Il controllo trascrizionale dell’espressione di 

cccDNA può essere raggiunto intervenendo sulla proteina HBx, o core, entrambe implicate nella 

stabilità e/o nell’espressione del cccDNA
43–45.  

È recentemente emerso che HBx promuove la trascrizione di cccDNA, dirottando la proteina 

cellulare DDB1 alla degradazione del complesso SMC5/6, quindi approcci diretti all’interazione 

HBx-DDB1 sono degni di interesse. 

Il Pevonedistat, un inibitore dell’enzima attivatore di NEDD8, è stato in grado di ripristinare i live lli 

di SMC5/6 e di sopprimere la trascrizione virale e la produzione di proteine in colture di epatociti
46.  

La Nitazoxanide, un tiazolide approvato da FDA per le enteriti da protozoi, ha mostrato di inibire 

efficientemente l’interazione HBx-DDB1, ristabilire i livelli di SMC5 e sopprimere la trascrizione e 

la produzione di proteine virali in colture di linfociti
47.  

Il trattamento di cellule con IFNα riduce la trascrizione di HBV, probabilmente perché l’istone 

deacetilasi cellulare HDAC1 è richiamata ad intervenire sul cccDNA, riducendo l’acetilazione dei 

residui K27 e K122 dell’istone H3
46, anche se non è ancora noto se l’attività osservata per IFNα sia 

legata al ruolo di HBx nella trascrizione.  

C646, una piccola molecola con azione inibente selettiva per le acetiltrasferasi istoniche CBP e 

p300, ha mostrato di inibire la trascrizione di HBV da cccDNA in colture di epatociti primari
44,48.  

Sebbene queste osservazioni suggeriscano vie di silenziamento dell’attività trascrizionale di HBV, 

al momento manca la desiderata selettività per il cccDNA.  

Analogamente la molecola GS-5801 recentemente descritta, inibisce la trascrizione del cccDNA 

bloccando l’attività della lisina demetilasi 5. Questo porta ad un globale aumento della 

trimetilazione del residuo K4 dell’istone H3 sulla cromatina cellulare che è poi lentamente 

diminuita dopo la sospensione dell’uso del farmaco; il silenziamento trascrizionale del cccDNA 

durava per più di 10 giorni dopo una singola applicazione del farmaco
49.  

 

Controllo post-trascrizionale 

 

Strategie contro HBV basate sugli acidi nucleici hanno utilizzato l’RNA interference, 

oligonucleotidi antisenso (ASO) ed enzimi a RNA (ribozimi)
50.  
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Il potenziale degli small interfering RNA (siRNA) per la cura di HBV è stata dimostrata dal 

composto ARC-520. La risposta differenziale ad ARC-520 in pazienti con epatite B cronica 

(soprattutto in pazienti HBeAg positivi, naive per terapia NUC) non era prevista da modelli in cui 

cccDNA è l’unica fonte di trascritti HBV
3, mentre i dati sottolineano l’importanza dell’HBV-DNA 

integrato, come sorgente addizionale di HBsAg
3. Sebbene sia noto che anche l’HBV-DNA integrato 

contribuisce alla produzione di HBsAg, non è completamente chiaro quanto sia importante per 

regimi potenzialmente curativi bloccare la trascrizione e la traduzione di sequenze integrate. 

Gli ASO sono dipendenti dalla complementarietà della sequenza al loro target. Sono stati riportati 

diversi studi sugli effetti antivirali in vitro degli ASO contro HBV in linee cellulari che esprimono 

HBV e in topi transgenici HBV
51

. Gli ASO si differenziano dai siRNA in quanto, una volta che essi 

sono legati alla loro sequenza target, la degradazione dell’RNA è mediata dalla RNasi H, risultando 

nella frammentazione dell’mRNA virale. Analogamente ai siRNA, dovrebbero essere sviluppati 

molteplici ASO in considerazione delle variazioni delle sequenze che si verificano tra pazienti. 

ASO e siRNA sono grandemente differenziati dal numero delle sequenze target, la specifica 

chimica degli acidi nucleici e le strategie di delivery. Tutte queste variabili possono influenzare 

costi, stabilità, attività, effetti off-target e accumulo degli oligonucleotidi nel fegato
37. 

Gli effetti dei siRNA nei trial clinici sono promettenti, per esempio JNJ3989 (ARO-HBV) è un 

siRNA di seconda generazione che ha indotto una diminuzione da 1,3 a 3,8 log nei livelli di 

HBsAg, dopo 3 somministrazioni
52.  

In termini di potenziale curativo, non è attualmente chiaro fino a che soglia sia necessario abbassare 

i livelli di HBsAg e per quanto tempo questo decremento richieda di essere mantenuto, o quale 

background immunitario permetta una possibile ripresa della risposta immunitaria HBV-specifica
37.  

Anche piccole molecole possono essere usate per inibire gli RNA virali (RNA destabilizers). 

RG7834 è una nuova piccola molecola somministrabile per via orale
53

. A differenza delle terapie 

con NUC, RG7834 ha ridotto significativamente i livelli di proteine virali (compreso HBsAg) e la 

viremia. Una combinazione di RG7834, Entecavir e peg-IFNα, ha indotto la riduzione significativa 

sia di HBV DNA che dei livelli di HBsAg in topi con fegato umanizzato. Studi molecolari hanno 

suggerito che RG7834 modifica gli RNA virali per promuovere la loro degradazione, con una 

preferenza per l’RNA subgenomico
54.  

 

Assemblaggio del capside 

 

L’uso potenziale di inibitori dell’assemblaggio del capside in combinazione con i NUC si basa 

sull’ipotesi che l’ulteriore riduzione del virus rispetto ai livelli raggiungibili con la terapia NUC 
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possa incrementare la ricostituzione della risposta immunitaria HBV-specifica. I composti che 

interferiscono con l’assemblaggio del capside ricadono in due categorie sulla base delle 

caratteristiche morfologiche che il capside assume in presenza del composto:  

i. i modulatori allosterici della proteina core (CpAM), rappresentati dalle etero-di-idro-

pirimidine, come GLS4 e RO7049389, che portano alla formazione di polimeri core con 

capsidi aberranti, e  

ii. dell’assemblaggio dei capsidi, come le fenilpropenamidi o sulfamoilbenzamidi, che 

portano alla formazione di capsidi morfologicamente normali, non contenenti acido 

nucleico virale
37,55–59.  

Entrambe le classi di molecole riducono il rilascio di particelle virali infettanti, riducendo quindi 

l’ammontare di HBV DNA ed RNA che esiste nella cellula. Entrambi i tipi di inibitori hanno  

mostrato di bloccare il trasporto dei nucleocapsidi nel nucleo e quindi la formazione di cccDNA 

durante l’infezione. 

In studi clinici di breve termine (inferiori a 12 mesi), i livelli di HBV-DNA ed RNA si sono ridotti 

nel siero sia di pazienti HBeAg-positivi che HBeAg-negativi
37,55,58,59. Trattamenti più lunghi hanno 

portato ad una ulteriore riduzione dei livelli di HBV DNA, ma senza calo di HBsAg. Tuttavia, 

HBsAg era diminuito in modelli animali di infezione
37,59,60.  

 

Rilascio di HBsAg 

I polimeri antivirali appartengono ad una classe di inibitori dell’entry o dell’attacco virale ad ampio 

spettro, la cui attività aumenta con la lunghezza dei polimeri e con il loro carattere idrofobico. I 

componenti più nuovi di questa classe di composti sono i polimeri di acidi nucleici, la cui attività è 

derivata dalle proprietà dei polimeri anfipatici oligonucleotidi fosforotioato. I meccanismi virali e 

l’ampio spettro di attività antivirale dei polimeri non sono del tutto chiare, ma rispecchiano la 

funzionalità degli altri membri di questa classe. Esercitano anche una attività post-entry: 

l’inibizione del rilascio di HBsAg dagli epatciti infetti
61.  

In un trial clinico recentemente pubblicato, il trattamento combinato di REP 2139 (un polimero 

antivirale) e IFN ha ristabilito il controllo della coinfezione da HBV e HDV e ha normalizzato i 

livelli delle sieroaminotrasferasi, come le ALT, in una elevata proporzione di pazienti dopo 1 anno 

di terapia. L’effetto antivirale era associato con elevazione delle ALT e successiva sieroconversione 

in un numero sostanziale di pazienti
62. Dati più recenti in pazienti con epatite B cronica, che 
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ricevevano una combinazione di tenofovir, peg-IFNa e un polimero, hanno mostrato la perdita di 

HBsAg nel 50% dei pazienti dopo 48 settimane di follow up
63

.  

Il potenziale di questa classe di composti sta attualmente emergendo attraverso l’acquisizione di 

dati clinici. Capire più a fondo i loro meccanismi d’azione e monitorare attentamente gli episodi di 

riattivazione indotti provvederà nuove opportunità per biomarcatori, stratificazione dei pazienti e 

combinazione con altri agenti per ottimizzare la negativizzazione di HBsAg. 

2. Immunomodulazione 

L’attivazione dei meccanismi immunologici che permettono la risoluzione spontanea dell’infezione 

da HBV può portare al trattamento dell’infezione cronica.  

Strategie mirate al sistema immunitario innato 

Le terapie che agiscono sull’immunità innata sfruttano principalmente l’efficacia antivirale diretta 

delle citochine (TNFα, IFNα, IFNγ e IL-1β), ma sono finalizzate anche all’attivazione 

dell’immunità adattativa
37

.  

La terapia con IFNα è basata su questo razionale. È efficace in una minoramza di pazienti (circa il 

5-10%), in cui induce una vera e propria “functional cure”. Il meccanismo d’azione non si basa solo 

sull’effetto antivirale diretto dell’IFNα, ma anche sulla sua abilità ad attivare la risposta NK
64,65. 

Inoltre, i pazienti che diventano HBsAg siero-negativi in seguito a trattamento con IFNα 

ripristinano stabilmente la risposta T linfocitaria HBV-specifica
66.  

Una terapia a base di citochine antivirali potrebbe inoltre eliminare anche il cccDNA, che 

rappresenta la strategia più diretta ed efficiente per curare l’epatite B cronica. L’osservazione 

derivante da studi in vitro che IFNα o la linfotossina-β può indurre la deaminazione APOBEC-

dipendente del DNA virale ha portato ad una considerevole discussione riguardo alla possibilità che 

questo possa diminuire i livelli di cccDNA negli epatociti infetti, senza ucciderli
67. Lo stesso gruppo 

ha mostrato che, come IFNα e linfotossina β, anche TNFα ed IFNγ potevano indurre la perdita di 

cccDNA attraverso la deaminazione
68.  

L’attivazione dell’immunità innata nei pazienti con infezione cronica da HBV può anche essere 

raggiunta attraverso agonisti dei Toll.like receptors (TLR) o di RIG-I. Questi composti attivano 

l’immunità innata direttamente negli epatociti (RIG-I) o nelle cellule immunitarie (TLR7 e 8)
69–71  

in seguito a somministrazione orale.  
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Studi in scimpanzè e in marmotte hanno evidenziato una risposta antivirale sostenuta da parte 

dell’agonista di TLR7, GS-9620
71. Un altro studio condotto in pazienti ha dimostrato che questo 

composto può stimolare le risposte da parte dei linfociti NK e T in pazienti con infezione cronica in 

terapia con NUC
72. Questo non è stato tuttavia sufficiente per indurre il controllo completo 

dell’infezione, probabilmente a causa delle dosi particolarmente basse utilizzate nell’uomo con 

l’intento di evitare possibili effetti tossici. Recentemente un nuovo agente agonista del TLR7, 

APR002, è stato usato da solo o in combinazione con Entecavir nel modello di infezione della 

marmotta. Questo composto ha mostrato un tropismo preferenziale per il fegato, minimizzando così 

l’esposizione sistemica e promuovendo un controllo virale sostenuto negli animali
73. 

Un grosso interesse si è concentrato su GS-9688 (Segantolimod), un agonista di TLR8, la cui 

stimolazione porta alla produzione di citochine immunomodulatorie (es. IL-12, IL-18) e pro-

infiammatorie (es. IL-1β, TNFα), risultando in una intensa produzione di IFNγ da parte delle cellule 

residenti nel fegato. Attraverso questi effetti, l’agonista di TLR8 ha dimostrato attività antivirale sia 

in vitro, in epatociti umani primari, che in vivo, in marmotte cronicamente infette con WHV (il 

virus dell’epatite delle marmotte)
74,75.  

SB9200 è un piccolo dinucleotide che attiva RIG-I, stimolando di conseguenza il signaling 

dell’IFN. Il pretrattamento con SB9200, seguito da Entecavir ha mostrato efficacia antivirale ed 

aumentata espressione degli interferoni di tipo I nel sangue e nel fegato di marmotte con infezione 

cronica da WHV
76

. Tuttavia, nonostante risultati promettenti dimostrati negli esperimenti con gli 

animali, nell’uomo la stimolazione di RIG-I non rappresenta attualmente una prospettiva terapeutica 

praticabile in quanto un trial di fase II è stato interrotto a causa di seri eventi avversi inaspettati. 

 

Strategie rivolte alla immunità adattativa 

 

Poiché in corso di epatite cronica B l’immunità virus-specifica è disfunzionale, può in parte essere 

rinvigorita dall’utilizzo degli inibitori dei “checkpoints” (come per esempio anticorpi anti-PD1 o 

anti-CTLA4) o di vaccini terapeutici. Gli anticorpi che bloccano l’interazione di PD1 con i suoi 

ligandi possono parzialmente ripristinare le risposte T e B linfocitarie HBV-specifiche
77–80. 

 

La terapia anti-PD1 ha un effetto antivirale limitato e richiede l’appropriata selezione dei pazienti 

sulla base delle loro caratteristiche virologiche e cliniche, inoltre la dose più appropriata di anticorpi 

anti-PD1 deve ancora essere identificata
37. 
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Diversi trial hanno testato vaccini terapeutici per l’epatite B cronica
81

, ma attualmente l’unico 

studio  che ha mostrato una buona efficacia si riferisce ad un piccolo trial con una vaccinazione 

terapeutica in combinazione con la somministrazione di anticorpo anti-PD1 nelle marmotte
82. 

La scarsa efficacia di approcci immunoterapeutici per la stimolazione dell’immunità anti-HBV in 

pazienti con infezione cronica è probabilmente dovuta alle caratteristiche della risposta 

immunitaria: i linfociti T HBV-specifici sono rari e hanno un fenotipo esaurito, con alterazioni 

metaboliche
83

, quindi rispondono debolmente alle stimolazioni rappresentate dai vaccini terapeutici. 

Per aggirare questo ostacolo, è stato proposto il trasferimento (“adoptive transfer”) di linfociti 

ingegnerizzati HBV-specifici
84–86. Di conseguenza sono stati sviluppati e studiati diversi metodi per 

modificare i linfociti T: o con un recettore antigenico chimerico contenente un dominio anticorpale 

HBsAg-specifico, oppure con un T cell receptor canonico
87,88. Questi linfociti T ingegnerizzati 

riconoscono dei bersagli infettati da HBV in vitro, e dati originati in modelli animali o da situazioni 

cliniche selezionate sono incoraggianti
84,88,89.  

Ci sono tuttavia diversi tipi di ostacoli nell’implementare l’uso di questa strategia per uso clinico, 

non ultimo la difficoltosa produzione di grosse quantità di tali cellule, che richiede personale 

altamente specializzato
90. 

Per queste ragioni sono state anche proposte strategie che utilizzano anticorpi con specificità simili 

al TCR, o TCR solubili che possono re-indirizzare linfociti T endogeni verso epatociti infetti
91,92. 

Anticorpi e TCR solubili sono disegnati in modo da causare l’accumulo dei linfociti T in organi 

particolari. Questa strategia è stata sperimentata nel campo delle infezioni da HIV
93.  
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LA RISPOSTA IMMUNITARIA ALL’INFEZIONE DA VIRUS DELL’EPATITE B 

 

Una rete complessa di interazione tra fattori virali e immunitari, sia innati che acquisiti, va ad 

influenzare la progressione clinica dell’infezione da virus dell’epatite B. Se, da una parte, è 

universalmente riconosciuto il ruolo di una intensa risposta cellulo-mediata nell’eradicazione 

dell’infezione, dall’altra la conoscenza dei processi immunitari innati, che si verificano in risposta 

all’ingresso di HBV nell’ospite, è ancora in parte limitata
94,95

. 

 

Immunità innata  

 

I processi immunitari innati sono caratterizzati dall’induzione di uno stato antivirale e dalla 

produzione di IFN di tipo I (α e β), fenomeni questi che si scatenano a seguito del riconoscimento 

dei patogeni da parte dei toll-like receptors (TLRs); a loro volta, gli IFN-I (α e β) stimolano le 

cellule presentanti l’antigene (cellule dendritiche e cellule di Kupffer) a secernere IL-8, IL-12, IL-

18 e altre citochine, che successivamente attivano le cellule Natural Killer (NK).  

Purtroppo le conoscenze sul ruolo dell’immunità innata nell’epatite B sono limitate dalla ridotta 

disponibilità di modelli di infezione in vitro ed in vivo, e dalle difficoltà tecniche che si hanno nel 

reclutare pazienti negli stadi precoci della patologia. 

Nell’infezione da HBV acquisita in età adulta, solitamente autolimitante, una caratteristica tipica è 

che HBV rimane quiescente per alcune settimane prima di iniziare una fase di replicazione attiva 

esponenziale, che può portare ad elevati livelli di viremia e alla potenziale infezione di tutti gli 

epatociti. Il picco di replicazione virale è seguito da un rapido declino della viremia, che 

generalmente inizia prima della massima elevazione delle transaminasi. Questo controllo precoce è 

probabilmente sostenuto da meccanismi non citolitici
96

, come gli interferoni di tipo I. Tuttavia, dati 

derivanti da modelli animali indicano la mancata espressione di geni inducibili, associati 

all’infezione e all’espansione del virus, riflettendo una scarsa attivazione del sistema innato
97,98

. 

In linea con queste osservazioni, la produzione di citochine durante l’infezione acuta da HBV è 

risultata ridotta e in ritardo rispetto a quanto avviene durante l’infezione acuta da HIV
99

. Inoltre, una 

bassa produzione di IFN di tipo I, IL-15 ed IFN-λ, insieme ad elevati livelli di IL10 sono stati 

riportati negli stati precoci dell’infezione acuta da HBV in uno studio longitudinale, in cui i pazienti 

erano studiati nella fase pre-clinica dell’infezione
100

. In contrasto con questi dati indicanti una 

ridotta attivazione dell’immunità innata, altri studi mostrano invece che quest’ultima è in grado di 
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rilevare l’infezione da HBV. E’ infatti noto che sensori degli acidi nucleici come RIG-1 e cGAS, 

siano in grado di riconoscere HBV
101

. 

Inoltre, l’espressione dei geni dell’immunità innata a livello intraepatico è stata osservata 

immediatamente dopo l’infezione in marmotte infettate con WHV
102

. Tuttavia questa attivazione è 

transitoria e stimolata dall’inoculo di elevate concentrazioni virali. Il ruolo della risposta innata nel 

controllo iniziale dell’infezione da HBV è quindi ancora soggetto di dibattito, anche se il punto di 

vista predominante è che HBV abbia sviluppato specifiche strategie per evadere il riconoscimento 

del sistema innato, tra cui, l’uso di un templato trascrizionale (cccDNA) che è sequestrato 

all’interno del nucleo delle cellule infette durante il ciclo replicativo virale
103,104

. Inoltre, un altro 

studio ha mostrato la capacità del virus di inibire l’induzione di IFN-β, interferendo con le vie di 

signalling attivate da TLR-3 e da RIG-1
105

 . 

 

In aggiunta alla capacità di evadere il riconoscimento da parte dell’immunità innata, HBV è in 

grado di mettere in atto meccanismi di inibizione, per esempio interferendo con la produzione di 

IFN di tipo I per mezzo delle sue proteine non strutturali
106–114

 . Anche le proteine virali secrete 

come HBsAg e HBeAg sono state riportate in grado di sopprimere l’espressione dei Toll Like 

Receptors (TLR) e di indurre la produzione di citochine regolatorie, come IL-10. Ad esempio, le 

particelle subvirali secrete in circolo sembrano inibire, nelle cellule dendritiche plasmocitoidi, la 

produzione di IFN-α mediata da TLR-9
115

. Anche le cellule di Kuppfer, oltre alle altre numerose 

funzioni, svolgono un compito nel creare un microambiente epatico immuno-soppressivo, grazie 

alla produzione di IL-10 indotta dal legame tra TLR-2 e proteina core di HBV
116

. 

 

Immunità adattativa  

 

Mentre, come si è visto, la branca innata dell’immunità è utile ad ottenere un rapido controllo della 

replicazione virale, non ci sono dubbi sull’importanza dei linfociti B e T specifici nella risoluzione 

dell’infezione da epatite B. Nello specifico, l’immunità umorale aiuta a combattere l’infezione da 

HBV attraverso la produzione di anticorpi diretti contro le differenti proteine di HBV
117

. Gli 

anticorpi HBV-specifici sono importanti sia come meccanismo di protezione, sia come marcatori 

per distinguere le diverse fasi naturali dell’infezione. Durante un’infezione acuta da HBV, gli 

anticorpi anti-HBs e anti-HBc hanno una diversa cinetica di comparsa, ma solo gli anticorpi anti-

HBs sono associati alla risoluzione della malattia e considerati protettivi verso eventuali reinfezioni.  
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Nonostante la produzione di anticorpi specifici contro HBV sia un elemento importante per la 

risoluzione dell'infezione, l'elemento chiave per il raggiungimento della clearance virale è la 

risposta immunitaria acquisita di tipo cellulo-mediata.  

 

Risposta NK e T linfocitaria 

 

A differenza delle risposte innate, quelle adattative risultano efficacemente indotte immediatamente 

dopo l’inizio della replicazione virale
118,119

. Sebbene i linfociti T virus-specifici risultino rilevabili 

diverse settimane dopo l’infezione, queste risposte sono solo apparentemente in ritardo rispetto al 

momento dell’infezione, a causa dell’iniziale quiescenza del virus, che probabilmente non fornisce 

un sufficiente livello di stimolazione per l’espansione T linfocitaria. Un ruolo chiave nel 

reclutamento dei linfociti T CD8 nel fegato infetto è giocato dall’attivazione delle piastrine, che può 

facilitare la migrazione dei linfociti CD8 dal torrente sanguigno con accumulo nel parenchima 

epatico
120–122

. Le citochine rilasciate dai linfociti virus-specifici infiltranti il fegato sono ritenute la 

causa principale della risoluzione dell’infezione
96,123

. Infatti, in corso di epatiti acute auto-limitanti, 

il titolo di HBV-DNA sierico diminuisce di più del 90% entro 2-3 settimane dal picco della 

replicazione virale e prima del rilevamento del danno epatico, indicato dall’innalzamento dei valori 

di transaminasi (ALT). In questo modo una grossa quantità di virus viene eliminata senza 

distruzione del parenchima epatico. Naturalmente il reclutamento di linfociti virus-specifici 

citotossici nel fegato porta anche alla morte degli epatociti infetti, infatti i linfociti T CD8 HBV-

specifici agiscono anche lisando direttamente gli epatociti attraverso la secrezione di granuli litici 

(Perforine e Granzyme A/B,), o tramite apoptosi mediante l’attivazione della via Fas/Fas ligando, 

con la conseguente infiltrazione di cellule non antigene specifiche (neutrofili, macrofagi), facilitata 

dalla secrezione di chemochine (come CXCL-10) e dalla attivazione piastrinica, che amplifica il 

danno epatocellulare e la malattia epatica, inizialmente indotte da meccanismi virus-specifici
120–123

. 

La popolazione linfocitaria CD4 non svolge, a differenza delle CD8, un ruolo centrale come 

effettrice ma risulta fondamentale per l’attivazione e, soprattutto, per il mantenimento dei linfociti T 

CD8 e dei linfociti B virus-specifici. I linfociti T CD4 sono inoltre considerati i maggiori produttori 

di IL-2 e IL-21, citochine che influenzano il differenziamento dei linfociti T CD8
124

. 

 

Le risposte T linfocitarie virus-specifiche nella fase acuta dell’infezione sono tipicamente 

multispecifiche, di tipo Th1, poli-funzionali e più intense rispetto a quelle rilevate nella fase cronica 

dell’infezione
125,126

. 
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I linfociti Natural Killer (NK), che sono in grado di produrre citochine antivirali, come IFN-γ e 

TNF-α contribuiscono al controllo non citolitico dell’infezione. Anche in assenza di una precoce 

induzione di citochine pro-infiammatorie, le cellule NK rimangono in grado di rispondere 

all’infezione acuta da HBV nel fegato, grazie ai bassi livelli di espressione delle molecole MHC di 

classe I da parte degli epatociti
127

 e anche all’elevata frequenza di cellule NK nel fegato, in cui 

normalmente costituiscono il 30-40% della popolazione linfocitaria intraepatica. Tuttavia, in 

contrasto all’attivazione tempestiva dei linfociti T, nelle infezioni acute l’attivazione dei linfociti 

NK risulta ritardata, come osservato in studi longitudinali eseguiti a partire dal primo rilevamento di 

HBsAg e HBV-DNA, rivelando un’attivazione limitata dei linfociti NK durante l’incremento della 

carica virale, con il picco di frequenza delle cellule NK in corrispondenza della risoluzione della 

viremia. Questa inibizione temporanea dell’attivazione NK è stata associata all’induzione di IL-

10
100

, sollevando ancora una volta la possibilità che HBV possa attivamente evadere la risposta 

immunitaria. In contrasto con questi risultati di induzione tardiva della risposta NK, i risultati 

osservati nel modello sperimentale delle marmotte infettate con alte dosi di WHV mostrano 

l’attivazione di geni correlati all’attivazione NK immediatamente dopo l’infezione
102

. Inoltre, in 

pazienti con infezione acuta subclinica con bassi livelli di viremia e senza elevazione delle 

transaminasi, l’attivazione dei linfociti NK e delle loro funzioni effettrici è risultata facilmente 

rilevabile prima della espansione dei linfociti T virus-specifici
119

. 

Per evitare un’eccessiva patologia indotta dalla risposta immunitaria, vengono messi in opera 

meccanismi regolatori di inibizione dei linfociti T, grazie all’effetto di fattori solubili, come 

l’enzima arginasi rilasciato dalle cellule necrotiche del fegato
128

. 

Questa inibizione funzionale è solo transitoria, perché la risoluzione dell’infezione è associata al 

declino delle cellule T attivate, con aumento dell’espressione di CC127 e declino di PD-1, e il 

ripristino della funzionalità T linfocitaria con la maturazione della memoria immunologica 

protettiva
77,129

. Nell’infezione da HBV la memoria immunologica non è tipicamente antigene-

indipendente
130

, ma è piuttosto mantenuta dalla continua esposizione dei linfociti T a piccole 

quantità di antigeni virali, in quanto si ritiene che il virus non venga mai completamente eliminato 

dal fegato infetto. Questo meccanismo può attivare risposte anticorpali e T linfocitarie di buona 

qualità, che sono proteggenti, ma non sterilizzanti. 

Al contrario di quanto avviene nell’infezione acuta autolimitantesi, il processo di cronicizzazione di 

HBV, di gran lunga più frequente nell’infezione acquisita nel periodo perinatale, è contraddistinto 

dalla presenza di risposte T linfocitarie tardive, disfunzionali e inefficienti, che non sono in grado di 

controllare la replicazione virale: tale processo multifattoriale e progressivo è noto con il nome di 

exhaustion dei linfociti T
131

. 
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EXHAUSTION T LINFOCITARIA 

 

In corso di epatite cronica da HBV, i linfociti T virus-specifici sono profondamente disfunzionali, 

con la severità del loro stato di iporesponsività dipendente dai livelli e durata di viremia e 

antigenemia. Tale stato disfunzionale viene chiamato esaurimento (o exhaustion) T linfocitario, ed è 

caratterizzato dalla perdita progressiva delle funzioni effettrici a causa della persistente esposizione 

dei linfociti T a elevate concentrazioni di antigeni virali
132

. Questo fenomeno, osservato per la 

prima volta in modelli murini di infezione cronica, è stato successivamente descritto anche in corso 

di infezioni virali croniche umane e nel tumore
132

. Sono stati identificati diversi livelli di 

disfunzione T linfocitaria, con la produzione di IL-2, l’attività citolitica, proliferativa e la 

polifunzionalità perse per prime, seguite dalla produzione di IFN-γ e TNF-α, fino alla delezione 

fisica dei linfociti T agli stadi terminali
133

. Oltre alla stimolazione antigenica cronica, ulteriori 

fattori estrinseci contribuiscono alla disfunzione T linfocitaria, come l’aumento dell’attività dei 

linfociti regolatori, la produzione di citochine inibitorie e la perdita della risposta T CD4 helper
134–

136
. Il confronto di profili di espressione genica dei linfociti T CD8 virus-specifici derivanti da topi 

con infezione acuta o cronica da LCMV hanno condotto alla scoperta dell’elevata espressione del 

recettore inibitorio PD-1 nella infezione cronica, e al suo ruolo nel promuovere il fenotipo 

disfunzionale
137,138

. In seguito, anche la co-espressione di altri recettori inibitori up-regolati è stata 

associata all’esaurimento funzionale dei linfociti T
134,139

. Tipicamente, più alto è il numero dei 

recettori inibitori co-espressi dei linfociti T, più severo è lo stato di esaurimento
138

. Ulteriori 

caratteristiche dei linfociti esauriti sono rappresentate da alterazione del programma trascrizionale, 

metabolismo alterato, perdita di marcatori di memoria e up-regolazione di alcuni fattori 

trascrizionali, tra cui Eomes e Blimp-1, con esaurimento più severo associato ad elevata espressione 

di Eomes
140,141

. A tal riguardo è stato recentemente dimostrato che non solo il livello di espressione 

di Eomes, ma anche la sua localizzazione intracellulare influenza il grado di esaurimento 

funzionale. Infatti, quando è presente all’interno del nucleo, Eomes regola l’espressione di PD1, in 

competizione con un altro fattore di trascrizione, Tbet. Quindi un più alto rapporto Eomes/Tbet può 

aumentare l’espressione di PD-1, dal momento che Eomes ha dimostrato di essere un repressore di 

PD-1 più debole di Tbet
142

. 

In corso di infezione cronica da HBV sia i linfociti T CD8 che CD4 sovra-esprimono recettori 

inibitori, che regolano la funzione linfocitaria in seguito al legame con i corrispettivi ligandi
77,143–

146
. A livello intraepatico, i linfociti CD8 HBV-specifici mostrano la massima up-regolazione di 

PD-1, seguita da altri corecettori inibitori, come 2B4, LAG3, CD160
143

. Anche un’elevata 

espressione di diversi ligandi, come PD-L1 e galectin-9 è stata osservata su cellule presentanti 
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l’antigene (APC) e su cellule di Kupffer residenti nel fegato
147,148

. Da un punto di vista 

meccaniscistico, in seguito al legame PD-1/PD-L1, si verifica la de-fosforilazione di CD28 e di altri 

mediatori associati al signaling del T cell receptor (TCR), portando all’attenuazione del signaling 

corrispondente e alla up-regolazione dei geni inibitori
149–152

, con PD1 e CTLA4 noti per intervenire 

anche nel metabolismo cellulare, inibendo la glicolisi
153

. Inoltre, i linfociti HBV-specifici 

exhausted, che sono stati descritti come più inclini all’apoptosi a causa dell’up-regolazione del 

recettore TRAIL-2 e del mediatore pro-apoptotico BIM
154–156

, hanno mitocondri disfunzionali, con 

un’elevata produzione di specie reattive dell’Ossigeno (ROS) e scarsa capacità di usare la 

fosforilazione ossidativa per produrre energia, che le rende strettamente dipendenti dalla 

glicolisi
157,158

. 

 

Il blocco dei “checkpoint” inibitori è una strategia ampiamente studiata per il ripristino 

immunologico non solo nel contesto delle infezioni croniche, ma anche della risposta ai tumori. 

Nell’infezione cronica da HBV molti studi in vitro hano mostrato che il blocco di PD1/PD-L1, da 

solo o in combinazione con la manipolazione di altri pathways, può indurre livelli variabili di 

recupero funzionale non solo dei linfociti T, ma anche dei linfociti B, dal momento che un’elevata 

espressione di PD1 è stata descritta anche per i linfociti B HBV-specifici disfunzionali isolati da 

pazienti cronici
77,79,80,143,145,147,159–162

. Il blocco di PD1 è stato studiato anche in vivo in modelli 

animali, in cui si è potuto osservare un controllo persistente della viremia in una ridotta percentuale 

di casi
163,164

. Un unico trial è stato condotto in pazienti con infezione cronica da HBV, in 

trattamento con NUC, a cui è stata somministrata un’unica dose di anticorpo anti-PD1 (Nivolumab). 

In alcuni pazienti si è osservata la riduzione del titolo di HBsAg, che ha raggiunto la 

negativizzazione in un solo paziente
165

. 

Tuttavia, il dato recente che ha messo in luce specifici profili epigenetici associati all’exhaustion dei 

linfociti T CD8 che il blocco di PD1 non corregge completamente, suggerisce che questa strategia 

non è sufficiente per raggiungere una completa correzione della disfunzione T linfocitaria nelle 

infezioni virali e fornisce il razionale per studiare la combinazione del blocco dei checkpoint 

inibitori con farmaci epigenetici, come si sta già testando nell’immunoterapia dei tumori.  

A iniziare dalle prime osservazioni nel modello dell’infezione cronica da LCMV, che linfociti ad 

elevata espressione di PD1 (PD1hi), terminalmente esauriti, coesistono con linfociti meno 

differenziati ad espressione di PD1 intermedia (PD1int), è risultato evidente che i linfociti T esauriti 

non possono essere considerati una popolazione disfunzionale omogenea
166

. Infatti, 

sottopopolazioni con differenti livelli di funzionalità e quindi differente sensibilità ad interventi 
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immuno-modulatori sono stati descritti in modelli di infezioni virali croniche. Inoltre, dati recenti 

derivati da esperimenti di RNA-seq in singola cellula, hanno rilevato una eterogeneità associata al 

tessuto infettato, dimostrando che il profilo trascrittomico dei linfociti T CD8 esauriti può essere 

influenzato dal microambiente in cui avviene la differenziazione linfocitaria
167

. L’espressione del 

fattore di trascrizione TCF1 su linfociti CD8 esauriti ha permesso di identificare cellule con 

caratteristiche che sono state definite “memory-like” e una maggiore sensibilità al blocco dei 

recettori inibitori rispetto a cellule con bassa o nulla espressione di TCF1
168,169

. Anche in corso di 

epatite cronica B la popolazione di linfociti T HBV-specifici esauriti è stata descritta come 

eterogenea
170,171

, e vari livelli di disfunzione sono stati osservati anche in corrispondenza della 

diversa specificità antigenica per epitopi della proteina Core o della polimerasi di HBV
172

.  

Sebbene in base a studi recenti si ritiene che l’esaurimento funzionale profondo non sia 

completamente reversibile, anche a seguito della completa eliminazione dell’antigene
173–177

, il 

ripristino funzionale sembra essere raggiungibile da parte dei linfociti T meno terminalmente 

esauriti. 
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DATI PRELIMINARI 

 

Numerosi studi svolti negli ultimi anni hanno permesso l’identificazione e la caratterizzazione di 

diversi pathways implicati nell’insorgenza e sviluppo dello stato di esaurimento funzionale nei 

linfociti T in corso di epatite B cronica; questi pathways possono essere utilizzati come target nella 

ricerca di cure atte a ripristinare lo stato funzionale dei linfociti T CD8. Il blocco dei corecettori 

inibitori nel contesto dell’epatite B cronica ha indotto un miglioramento parziale, in una frazione di 

pazienti
77,143,159,165

. 

Poiché la rilevanza della sovraespressione dei corecettori inibitori è stata traslata al modello 

dell’infezione da HBV, derivando da esperimenti svolti in modelli animali di infezione cronica, si è 

pensato di studiare l’espressione genica direttamente nei linfociti virus-specifici isolati da pazienti 

con epatite B cronica, allo scopo di identificare target molecolari per lo sviluppo di nuove strategie 

mirate di immunomodulazione. L’analisi ha evidenziato che molti pathways risultano down-regolati 

nei linfociti T exhausted di pazienti con epatite cronica a confronto con pazienti che hanno risolto 

l’infezione acuta da HBV, e di linfociti CD8+ influenza (FLU)-specifici appartenenti a soggetti 

sani
158

. Tra i pathways maggiormente down-regolati risultano quelli associati alla funzionalità 

mitocondriale, alla riparazione dei danni al DNA, alla proteostasi e alla regolazione della 

trascrizione genica. Tale profilo trascrittomico, caratteristico delle cellule T in fase di infezione 

cronica, è inoltre amplificato dall’up-regolazione di regolatori trascrizionali negativi (KRAB 

domain e Zn-finger).  

Successivamente all’analisi trascrittomica esperimenti di validazione hanno confermato le 

disfunzioni a livello di mitocondrio e di proteostasi. 

Il mitocondrio è un organello con un ruolo fondamentale per sostenere la risposta immunitaria. 

Infatti una equilibrata produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) a livello mitocondriale è 

necessaria per un corretto funzionamento di NFAT, NF-kB e per la via di segnalazione del TCR. 

Inoltre, mediante la modulazione del rapporto AMP/ATP, i mitocondri modulano lo shift 

metabolico da catabolico, caratteristico dei linfociti T naïve, ad anabolico, necessario per la 

biosintesi delle macromolecole richieste per un’adeguata proliferazione cellulare
178

. Esperimenti in 

citofluorimetria hanno mostrato che una frazione significativamente maggiore di linfociti HBV-

specifici di pazienti cronici presenta depolarizzazione della membrana mitocondriale, rispetto a 

soggetti guariti spontaneamente e a controlli sani, con più elevata produzione di ROS, condizione 

che può sfociare in stress ossidativo. Il ruolo dell’eccesso di ROS sulla disfunzione T linfocitaria è 

stato confermato dall’osservazione di un buon livello di ripristino funzionale osservato in vitro, in 
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presenza di composti ad azione antiossidante mirati al mitocondrio, come mitoquinone (MitoQ) e 

piperidina-nitrossido (MitoTempo). 

Per quanto riguarda il ruolo del proteasoma, l’inibizione del meccanismo proteosomale induce la 

morte apoptotica ed inoltre è stato evidenziato che la sua attività è coinvolta nella regolazione del 

differenziamento linfocitario: in particolare una bassa espressione del proteasoma induce il 

differenziamento in cellule T effettrici, mentre un’elevata attività proteosomale è associata al 

differenziamento in cellule T della memoria
179

. 

Nei linfociti T di pazienti cronici è stata evidenziata un accumulo di aggregati proteici intracellulari 

rispetto ai controlli, come pure un’alterata autofagia, confermando la disfunzione a carico della 

proteostasi
158,180

.  
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SCOPO DELLO STUDIO 

 

I pazienti con infezione cronica da HBV presentano una risposta linfocitaria fortemente 

disfunzionale. La capacità antivirale e l’attività citolitica dei linfociti virus-specifici risultano 

fortemente limitate, per questo si parla di linfociti esauriti o “exhausted”. Tale disfunzione 

linfocitaria contribuisce alla persistenza del virus nell’ospite
94

.  

Il nostro precedente studio di trascrittomica su linfociti HBV-specifici isolati da pazienti con epatite 

B cronica, svolto allo scopo di identificare target ottimali per il recupero della funzionalità 

linfocitaria, ha dimostrato la presenza di diversi pathways intracellulari alterati, tra cui i più 

significativamente down regolati sono relativi a funzione mitocondriale, proteostasi, risposta al 

danno e trascrizione del DNA
158

. A partire da questo profilo trascrizionale abbiamo potuto validare 

la disfunzione mitocondriale e della proteostasi a livello molecolare e funzionale, evidenziando nei 

linfociti esauriti la presenza di mitocondri disfunzionali con elevata produzione di ROS e scarsa 

efficienza della proteostasi cellulare, con accumulo di aggregati proteici intracellulari
158,180

. 

Tali processi biologici deregolati ricordano in parte i difetti funzionali associati alla senescenza 

cellulare, in cui la disfunzione mitocondriale con elevata produzione di ROS svolge un ruolo 

centrale
181

. Studi recenti sulla senescenza legata all’invecchiamento indicano un’associzione tra 

l’accumulo di danno del DNA, iperattivazione di PARP1 (poli-ADP-riboso-polimerasi-1) e 

diminuiti livelli di NAD intracellulare
182

. e dimostrano che la supplementazione di NAD può 

migliorare la funzione mitocondriale e la riparazione del DNA, incrementando la durata della vita in 

modelli animali di invecchiamento
183

. 

Anche nei linfociti CD8 HBV-specifici esauriti l’accumulo di danno del DNA, facilmente causato 

dagli elevati livelli di ROS indotti dalla disfunzione mitocondriale, potrebbe risultare nella 

persistente attivazione di processi di riparazione del DNA NAD-dipendenti, come la poli-ADP-

ribosilazione o parilazione, catalizzata delle poli(ADP-riboso) polimerasi (PARP) che dipendono 

dal NAD per la loro attività
184

. 

L’ipotesi di lavoro sottintesa nel presente studio prevede che la ripetuta stimolazione dei linfociti 

CD8 HBV-specifici, dovuta alle alte concentrazioni di antigene e all’infiammazione epatica, possa 

causare l’accumulo di proteine ossidate, con sovraccarico della proteostasi, e danno del DNA con 

attivazione persistente dei meccanismi di riparazione del danno, tra cui la parilazione, che insieme 

alla sovra-espressione di CD38, altro importante consumatore di NAD, indurrebbe deplezione delle 

scorte cellulari di NAD. Questo può avere un impatto negativo su diverse molecole effettrici, tra cui 

i componenti della famiglia delle sirtuine, deacetilasi NAD dipendenti, e sulla disponibilità di 

acetil-coenzima A per l’acetilazione degli istoni, potenzialmente generando un circolo vizioso che 
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può portare all’amplificazione della disfunzione mitocondriale, con ulteriore produzione di ROS, 

mantenimento del danno al DNA, progressivo deterioramento dei meccanismi di riparazione del 

DNA, condensazione della cromatina e silenziamento genico. 

Lo scopo di questo lavoro è stato quello di approfondire le nostre attuali conoscenze sull’exhaustion 

T linfocitaria in corso di epatite B cronica, studiando come le principali alterazioni trascrizionali 

precedentemente identificate, relative alla funzione mitocondriale, della proteostasi, della risposta al 

danno del DNA e alla regolazione epigenetica dell’espressione genica, siano funzionalmente 

interconnesse ed associate al fenomeno dell’exhaustion T linfocitaria. Perseguendo questo scopo, il 

fine ultimo del presente studio è stato quello di identificare specifici difetti cellulari su cui poter 

intervenire per perseguire il ripristino dell’attività T linfocitaria. Sebbene già individualmente 

descritti in altri modelli cellulari, questi processi disfunzionali non sono stati ancora documentati 

nel contesto di un network di pathway interconnessi, associato ad una malattia clinicamente e 

socialmente rilevante come l’epatite cronica B. 
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MATERIALI E METODI 

 

1. Pazienti e controlli 

La popolazione dei pazienti studiati è stata arruolata presso l’Unità Operativa di Malattie Infettive 

ed Epatologia dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma, l’Unità Operativa di Malattie 

Infettive dell’Azienda USL-IRCCS di Reggio Emilia, e presso la Divisione di Gastroenterologia ed 

Epatologia della Fondazione IRCCS Ca’ Granda, Ospedale Maggiore Policlinico di Milano. 

I pazienti reclutati appartengono alle seguenti categorie: 

- 53 pazienti con epatite cronica attiva da HBV, nessuno dei quali sottoposti a terapia. La 

diagnosi si è basata su livelli di alanina aminotransferasi (ALT) sopra il limite della norma e 

positività per HBsAg, anticorpi anti-HBc, anti-HBe e per HBV-DNA per più di sei mesi. 

L’età dei pazienti era compresa nell’intervallo 23-68 anni. Di questi pazienti, 14 sono 

risultati positivi per HLA-A2. Lo screening per HLA-A2 è stato realizzato tramite marcatura 

delle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) con l’anticorpo fluorescente anti-

HLA A2.01 (BD Biosciences, San Jose, CA) e relativa analisi citofluorimetrica. (Tabella 1) 

- 12 soggetti HLA-A2+ guariti spontaneamente dall’infezione acuta da HBV (8 maschi, 4 

femmine, di età compresa tra i 30 e 60 anni), risultati quindi siero-negativi per HBsAg e 

positivi per anticorpi anti-HBs. I campioni di PBMC di questi pazienti sono stati raccolti 6-

10 mesi dopo il picco delle transaminasi. 

- 15 soggetti sani HLA-A2 positivi, (10 femmine, 5 maschi, di età compresa tra 25-60 anni), 

utilizzati come gruppo di controllo. 

Tutti i pazienti sono risultati negativi per anticorpi anti-HCV (virus dell’epatite C), virus delta, 

HIV-1 e HIV-2 (virus dell’immunodeficienza umana di tipo 1 e di tipo 2) e per altri marcatori di 

epatite virale o autoimmune.  

I dati presentati in questo studio derivano da due progetti non-profit, approvati dal Comitato Etico 

di Parma (protocollo n.35331), dal Comitato Etico dell’Area Vasta Emilia Nord AVEN (n. 

730/2020/UNIPR, n. 376/2021/TESS/AOUMO, n. 429/2021/TESS/AUSLRE) e dal Comitato Etico 

di Milano Area 2 (approvazione n. 518 e n.993_2020) e tutti i soggetti hanno sottoscritto il 

consenso informato. 
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2.  Peptidi sintetici, complessi destramerici peptide-HLA di classe I e anticorpi 

Per stimolare in vitro la popolazione linfocitaria HBV-specifica è stata utilizzata una miscela di 42 

peptidi sintetici, ognuno avente lunghezza di 15 amminoacidi e sequenze sovrapposte di 10 residui, 

corrispondenti all’intera sequenza della proteina CORE di HBV, genotipo D (Chiron Mimotopes, 

Victoria, Australia). Per studiare la risposta dei linfociti T CD8 HLA-A2-positivi virus-specifici è 

stato usato un peptide sintetico corrispondente all’epitopo HLA-A2 ristretto della proteina CORE 

(aa. 18-27: FLPSDFFPSV) di HBV di genotipo D e il peptide sintetico corrispondente all’epitopo 

HLA-A2 ristretto della proteina della matrice (GILGFVFTL) del virus dell’influenza A (FLU), 

entrambi acquistati da Proimmune (Oxford, UK). I complessi destramerici peptide-HLA di classe I 

coniugati con i fluorocromi PE o APC, contenenti i peptidi precedentemente descritti sono stati 

acquistati da Immudex (Copenhagen, Denmark). La stimolazione in vitro dell’intera popolazione T 

linfocitaria è stata eseguita utilizzando gli anticorpi monoclonali purificati anti-CD3 LEAF e anti-

CD28 LEAF, prodotti da Biolegend (San Diego, Ca, USA). I seguenti anticorpi sono stati utilizzati 

per l’analisi citofluorimetrica dei linfociti T nei diversi protocolli: Anti- CD3-PE-CF594, CD3 

APC-R700, CD3 BB515, CD3 BV510, CD8-APC-H7, CD8 AlexaFluor®700, CD8PE-Cy7, CD8 

BV786, CD107a-PE-Cy7, phosphoH2AX PECF594, CD38 BB700, HLA-DR BV605 (Becton-

Dickinson (BD) Biosciences-Pharmingen), Anti-CD8-PerCP e CD4-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany), CD3-PE-Cy7, PE anti-phospho ATM, PD1 PE-Cy7 (Biolegend), Goat Anti-

mouse IgG3 Alexa 488, anti-53BP1 Dy-Light®488 (ThermoFisher Scientific, MA, USA), anti-

acetyl-Histone-H3 PE (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA). Gli anticorpi utilizzati per la 

marcatura intracellulare delle citochine sono: Anti-IFN-γ APC-R700, IL-2-APC, forniti da Becton-

Dickinson (BD), e TNF-α-FITC (Miltenyi Biotec). Infine, le sonde di vitalità adoperate sono 

LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (ThermoFisher Scientific) e 7-AAD (BD 

Biosciences). 

 

3. Isolamento dei linfociti del sangue periferico 

Le cellule linfomononucleate del sangue periferico (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) 

sono state isolate da sangue fresco eparinato, mediante centrifugazione su gradiente di densità 

utilizzando Ficoll-Hypaque. La conta e la vitalità delle cellule recuperate è stata determinata 

mediante colorazione vitale con Türk e la camera di Neubauer. In seguito le PBMC sono state 

congelate in medium di congelamento (Siero Fetale Bovino -FBS 90% e Dimetilsolfossido -DMSO 

10%) e crioconservate in azoto liquido fino al momento del loro utilizzo. 
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4. Valutazione della risposta al danno del DNA 

 4.1 Marcatura fosfoH2AX, fosfoATM, 53BP1 

 

La fosforilazione dell'istone H2AX alla serina 139 è stata rilevata sia direttamente ex vivo, sia dopo 

1 ora di trattamento con l'agente genotossico Etoposide (50 μM, Sigma, MO, USA), sia in seguito  

a stimolazione overnight con anticorpo monoclonale (MAb) anti-CD3 (10 μg/ml in PBS sterile) 

pre-adsorbito ai pozzetti di una piastra, e anticorpo anti-CD28 (2 μg/ml, in PBS sterile). Il “coating” 

dei pozzetti veniva effettuato overnight, a 4°C. Cellule lasciate in pozzetti non adsorbiti con 

anticorpo anti-CD3, e quindi non stimolate, servivano da controllo. 

La marcatura con fosfoATM (ser1981) e 53BP1 è stata eseguita solo in seguito a stimolazione dei 

PBMC overnight con anti-CD3/CD28. 

In tutti i casi, in seguito allo scongelamento le PBMC di pazienti cronici e di soggetti sani sono state 

lavate, risospese in PBS e marcate con la sonda di vitalità LIVE/DEAD, 10 min a temperatura 

ambiente. Poi, dopo un lavaggio, i campioni sono stati incubati per 10 minuti a 37°C con i 

destrameri di calsse I, fissati con Fix Buffer I (10 minuti a 37°C) del kit “BD Phosflow™” (BD 

Biosciences), e successivamente permeabilizzati effettuando due lavaggi con Perm/Wash Buffer I 

dello stesso kit. Successivamente le cellule sono state incubate 30 minuti a temperatura ambiente 

con gli anticorpi di superficie (anti-CD3 e anti-CD8) fluorescenti e con anti- phospho-H2AX o 

phosphoATM, o 53BP1. Dopo opportuni lavaggi con PBS 1X i campioni sono stati acquisiti ed 

analizzati mediante citofluorimetro a otto colori (FACS-Canto, Becton-Dickinson, CA, USA). Per 

le analisi sono stati usati i software FACS-DIVA e FlowJo. 

 

4.2 Poli-ADP-ribosilazione (PARilazione) 

I campioni sono stati marcati sia direttamente ex vivo, sia in seguito a stimolo overnight con anti-

CD3 (10 μg/ml) e anti-CD28 (2 μg/ml), come descritto sopra, e cellule non stimolate, servivano da 

controllo. Le cellule sono state marcate con la sonda di vitalità LIVE/DEAD, poi incubate a 37° C 

per 15 minuti con i destrameri e gli anticorpi di superficie anti-CD3 e anti-CD8; in seguito sono 

state fissate e permeabilizzate con il kit eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer 

(ThermoFisher). I campioni sono stati poi incubati per 30 minuti a 4°C con l’anticorpo monoclonale 

non coniugato a tracciante fluorescente anti-Poly-(ADP-ribose) (anti-PAR), per marcare le catene di 

poli-ADP-Ribosio (PAR). Dopo lavaggio con la soluzione permeabilizzante è stato aggiunto ai 

campioni l’anticorpo secondario fluorescente “anti-mouse IgG3” per 20 minuti a 4°C. Dopo 
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opportuni lavaggi con la soluzione Perm, i campioni sono stati acquisiti ed analizzati mediante 

citofluorimetro a otto colori FACS-Canto. 

 

4.3 PARilazione in seguito ad aggiunta di NAD o di inibitore di CD38 (CD38i) 

 

Le PBMC dei pazienti cronici e dei controlli sani sono state incubate per 2 ore a 37°C, in pozzetti a 

cui è stato fatto precedentemente adsorbire anti-CD3 Mab (10 μg/ml) e ai quali è stato aggiunto 

anti-CD28 solubile (2 ng/ml) e in pozzetti di controllo privi di anti-CD3 e anti-CD28, come sopra 

descritto. Le cellule sono state incubate per 15 minuti a 37C con destrameri e anticorpi di 

superficie in presenza e in assenza di β-Nicotinamide adenina dinucleotide (NAD, 500 μM, Sigma) 

o inibitore di CD38 (78c, 10mM, Sigma, CD38i). Quindi, dopo un lavaggio con PBS 1X freddo, è 

stato seguito il protocollo per la parilazione sopra descritto. 

 

5. Acetilazione dell’istone H3 

 

L’acetilazione dell’istone H3 è stata valutata in PBMC in seguito a stimolazione overnight con anti-

CD3/CD28, come già descritto sopra. Le cellule sono state marcate con la sonda di vitalità 

LIVE/DEAD e incubate per 10 minuti a 37°C con i destrameri. Il kit “BD Phosflow™” è stato usato 

per la fissatura e la permeabilizzazione, come già descritto. Siero normale di topo (Sigma) è stato 

utilizzato per prevenire legame aspecifico degli anticorpi, prima della marcatura con anti-CD3, anti-

CD8 e anti-acetil-H3 per 30 minuti a temperatura ambiente. Quindi i campioni sono stati risospesi 

in PBS prima dell’acquisizione a citofluorimetro. 

 

6. Lunghezza dei telomeri 

 

Il kit Prime Flow RNA Assay (Thermo-Fisher) è stato utilizzato per analizzare la lunghezza dei 

telomeri nei linfociti T CD8 virus-specifici, in confronto alle cellule della linea 1301, nota per avere 

telomeri particolarmente lunghi, che è stata aggiunta ai campioni come controllo. Dopo marcatura 

di superficie a 4°C per 30 minuti, le cellule sono state fissate e risospese in PrimeFlow RNA 

Permeablization Buffer con un inibitore delle RNasi. Le cellule sono state permeabilizzate 

seguendo le istruzioni del costruttore, prima dell’incubazione di 2 ore con la sonda target per i 

telomeri e la sonda RPL13A come normalizzatore (Thermo-Fisher) a 40°C al buio. I campioni sono 

stati lavati in Wash Buffer contenente l’inibitore delle RNAsi prima di lasciarli overnight a 4°C. Il 

giorno seguente, i campioni sono stati pre-riscaldati a temperatura ambiente e poi incubati per 
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un’ora e mezzo con la mix pre-Amp, al buio, a 40°C. Dopo i lavaggi, le cellule sono state incubate 

con la amp mix nelle stesse condizioni descritte sopra. Infine, i campioni sono stati incubati con la 

“Label Probe” per 1 ora a 40°C, lavati in wash buffer, risospesi in PBS e acquisiti a citofluorimetro 

LSRFortessa™ (BD)
185

. Per ciascun campione, la lunghezza dei telomeri nei linfociti T CD8 virus-

specifici è stata espressa come percentuale della lunghezza dei telomeri nelle cellule della linea 

1301 (lunghezza relativa dei telomeri, RTL). Questa è stata calcolata come il rapporto tra la 

fluorescenza media dei telomeri nei linfociti T CD8 virus-specifici e la fluorescenza media dei 

telomeri nelle cellule di controllo 1301, moltiplicato per 100
186

. 

 

7. Espansione in vitro dei linfociti T 

Le PBMC dei pazienti cronici crioconservate in azoto liquido, sono state scongelate, lavate con 

HBSS pre-riscaldato e risospese in terreno completo pre-riscaldato (RPMI 1640 integrato con 40 

μg/ml di Gentamicina, 2,5 μg/ml di Fungizone, 0,05 mM di 2-Mercaptoetanolo, 1X NEA e 8% 

siero umano). Le PBMC sono state distribuite in piastre a 96 pozzetti con fondo tondo e sono state 

incubate a 37°C in presenza di CO2 (5%) per 9 giorni, in presenza di stimolo con miscela di peptidi 

sintetici HBV-CORE specifici o con peptidi HLA-A2-ristretti (1μM) in presenza o assenza del 

trattamento, β-Nicotinamide Mononucleotide (NMN, 10, 100 o 500 μM, Sigma, Missouri, USA). 

L’inibitore di CD38 è stato testato alla concentrazione di 1 o 5 nM. Al terzo giorno di coltura, è 

stata aggiunta, in tutti i pozzetti, IL-2 alla concentrazione di 50 U/ml.  

Per alcuni esperimenti di controllo è stata stimolata l’intera popolazione T linfocitaria CD3+. Le 

PBMCs sono state distribuite in pozzetti in cui precedentemente è stato fatto adsorbire, tramite 

coating, l’anticorpo anti-CD3 alla concentrazione di 10 μg/ml in PBS, prima della deposizione delle 

PBMC. In questo caso le cellule sono state incubate a 37°C per 6 giorni in presenza o assenza 

ditrattamenti, alle concentrazioni sopra riportate. 

 

8. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale 

Per quantificare la percentuale di cellule aventi il potenziale di membrana mitocondriale 

depolarizzato (MMP) è stata utilizzata la sonda JC-1 (Molecular Probes, Life Technologies). In 

seguito ad espansione in vitro, le cellule sono state marcate con gli anticorpi di superficie (anti-CD3 

e anti-CD8) per 15 minuti a temperatura ambiente, successivamente sono state risospese in terreno 

RPMI con 10% di FCS (Corning, New York, USA) preriscaldato a 37°C e incubate con la sonda 

JC-1 (2,5 g/ml) per 10 minuti a temperatura ambiente al riparo dalla luce. Infine i campioni sono 
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stati marcati con la sonda di vitalità 7-AAD e i dati sono stati acquisiti mediante citofluorimetro 

FACSCanto.  

 

9. Rilevazione degli aggregati proteici 

La quantificazione degli aggregati proteici cellulari è stata effettuata utilizzando il kit “ProteoStat® 

Aggresome Detection” (Enzo Life Sciences, New York, NY). In seguito ad espansione in vitro le 

cellule sono state marcate con gli anticorpi di superficie (anti-CD3 e anti-CD8) per 15 minuti a 

temperatura ambiente, sono state fissate (Citofix, BD) e permeabilizzate (Triton X 0,5%, Sigma e 

EDTA 2mM) e successivamente incubate con “ProteoStat® Aggresome Detection” per 30 minuti a 

temperatura ambiente. I campioni sono stati analizzati e i dati acquisiti mediante citofluorimetro a 

otto colori FACS-Canto. 

 

10.  Valutazione della risposta al danno del DNA 

Il ripristino della funzionalità di risposta al danno del DNA è stato valutato in linfociti T CD8 di 

pazienti cronici in seguito ad espansione in vitro. Al nono giorno, metà delle cellule sono state ri-

stimolate con i peptidi CORE per 2 ore a 37°C e poi sono state marcate seguendo il protocollo 

precedentemente descritto per la marcatura della forma fosforilata dell’istone H2AX. 

 

Acetilazione dell’istone H3 in colture linfocitarie espanse in presenza di NMN 

I livelli di acetilazione dell’istone H3 sono stati determinati nei campioni in seguito ad espansione 

in vitro in presenza e in assenza di NMN. Le cellule sono state marcate con la sonda di vitalità 

LIVE/DEAD, e il kit “BD Phosflow” è stato usato per fissare e permeabilizzare i campioni come 

già descritto. 

 

11. Valutazione della produzione di citochine intracellulari (ICS) 

La quantificazione delle citochine prodotte è stata effettuata su PBMCs derivanti da pazienti cronici 

espanse in vitro in presenza e in assenza dei trattamenti già descritti. Al nono giorno i linfociti T 

sono stati ri-stimolati con la miscela di peptidi HBV-specifici corrispondenti alla proteina CORE di 

HBV e incubate con l’anticorpo anti-CD107a per un’ora a 37°C. Successivamente le cellule sono 

state incubate per ulteriori 3 ore a 37°C in presenza di Brefeldina-A (10 μg/ml). Al termine del 

trattamento, le cellule sono state lavate con PBS 1X, marcate con gli anticorpi di superficie 

(Destramero MHC di Classe I, anti-CD3, anti-CD8 e anti-CD4), fissate e permeabilizzate tramite 
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medium A e medium B (Nordic MUbio, Susteren Olanda); infine sono state marcate con gli 

anticorpi monoclonali anti-IFN-γ, anti-TNF-α e anti-IL-2 per 15 minuti a temperatura ambiente, 

lavate accuratamente con PBS 1X e sottoposte ad analisi citofluorimetrica. 

 

12.  Analisi statistiche 

Le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando il software GraphPad Prism. Negli esperimenti 

di validazione funzionale di analisi dell’espressione di H2AX fosforilato e di PAR è stato utilizzato 

il test U di Mann-Whitney per confrontare la mediana dell’intensità di fluorescenza (MFI) tra i 

pazienti cronici e i soggetti sani e per confrontare il fold change (FC) dei valori di MFI di anti-PAR 

a seguito dei trattamenti con NAD. Il test di Wilcoxon per dati appaiati è stato applicato in tutti i 

confronti tra linfociti HBV- e FLU-specifici degli stessi pazienti cronici. Il test di Wilcoxon per dati 

appaiati è stato poi utilizzato per confrontare le percentuali di linfociti T CD8 caratterizzati da 

depolarizzazione della membrana mitocondriale tra campione trattato e non trattato con NMN. Lo 

stesso test statistico è stato utilizzato per confrontare i valori di intensità mediana di fluorescenza 

(MFI) in esperimenti di rilevazione di aggregati proteici, per fosforilazione di H2AX. Anche i livelli 

di citochine prodotte dai linfociti T sono stati confrontati utilizzando il test di Wilcoxon per dati 

appaiati, confrontando per ciascun paziente le linee cellulari trattate con NMN rispetto alle linee di 

controllo non trattate. Il fold change (FC), o incremento della produzione di citochine da parte delle 

cellule trattate (FC≠1) è stato valutato con il test di Wilcoxon per ranghi. 

  



43 

 

 

 

RISULTATI 

 
1. Aumentato danno del DNA e validazione della disfunzione della risposta al danno nei 

linfociti T CD8 HBV-specifici di pazienti con infezione cronica da HBV 

 

Abbiamo precedentemente descritto la disfunzione mitocondriale con elevata produzione di specie 

reattive dell’Ossigeno (ROS) e diminuita proteostasi nei linfociti T CD8 HBV-specifici isolati da 

pazienti con infezione cronica da HBV
158

. Il danno del DNA risultante da questa condizione di 

stress ossidativo dovrebbe stimolare una continua attivazione della risposta al danno del DNA
187

. 

Tuttavia, in apparente contrasto con questa predizione, l’analisi trascrittomica ha mostrato una 

profonda down-regolazione dei trascritti codificanti per proteine coinvolte nella riparazione del 

danno del DNA
158

. Per analizzare questa apparente discrepanza, abbiamo studiato la risposta al 

danno del DNA nei linfociti CD8 HBV-specifici di pazienti con epatite cronica B. 

 

In caso di danno della doppia elica di DNA, diversi mediatori di riparazione del danno vengono 

richiamati al sito della lesione in seguito alla fosforilazione dell’istone H2AX alla serina 139 da 

parte di chinasi appartenenti alla famiglia fosfoinositolo 3-fosfato (PI3K)
188

, di cui fa parte anche 

ATM (ataxia-telangiectasia-mutated kinase), che è risultata down-regolata nell’analisi 

trascrittomica precedentemente eseguita
158

.  

 

Abbiamo quindi analizzato la fosforilazione di H2AX (phosphoH2AX) come marcatore di danno 

del DNA
189

. Un livello significativamente più alto di H2AX fosforilato, valutato come intensità 

mediana di fluorescenza (MFI) dell’anticorpo anti-fosfoH2AX, è stato rilevato nei linfociti T CD8 

HBV-specifici, rispetto a quelli influenza (FLU)- specifici degli stessi pazienti con infezione 

cronica (Fig. 3A) e ai linfociti FLU-specifici isolati da soggetti sani (Fig. 3B). Questi risultati 

indicano che i linfociti T CD8 HBV-specifici hanno un alto accumulo di danno al DNA rispetto ai 

controlli.  
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Figura3: Confronto dei livelli di fosforilazione dell’istone H2AX nei linfociti T CD8 HBV- e influenza (FLU)- 

specifici dei pazienti con epatite B cronica (cronici) (test di Wilcoxon per dati appaiati) (A) e tra linfociti T CD8 HBV- 

e influenza (FLU)- specifici di soggetti sani di controllo (test U di Mann-Whitney) (B).  

 

 

Abbiamo poi testato la risposta al trattamento con l’inibitore della topoisomerasi II, Etoposide, che 

è un agente genotossico noto per stimolare la comparsa di foci di fosfoH2AX causando rotture della 

doppia elica del DNA
190

. In seguito ad un’ora di trattamento con Etoposide, le cellule T CD8 FLU-

specifiche dei pazienti cronici e dei soggetti sani hanno mostrato un valore di MFI di anti-fosfo-

H2AX significativamente maggiori rispetto alle cellule T CD8+ HBV-specifiche dei pazienti 

cronici (Figura 4A). Come conseguenza, il rapporto tra l’MFI di fosfo-H2AX nei campioni 

trattati/non trattati è risultato significativamente minore nei linfociti HBV-specifici dei pazienti 

cronici rispetto ai controlli, mettendo così in evidenza che i meccanismi di riparazione del danno al 

DNA sono meno efficacemente attivati nelle cellule exhausted (Figura 4B). 
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Figura 4. (A) I grafici mostrano il valore di MFI della forma fosforilata dell’istone H2AX in seguito a 1 ora di 

trattamento dei campioni con l’agente genotossico Etoposide: i linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti cronici sono 

confrontati con i linfociti FLU-specifici degli stessi pazienti (sinistra, test di Wilcoxon per dati appaiati) e con i linfociti 

FLU-specifici dei soggetti sani di controllo (destra, test di Mann-Whitney). (B) Per ciascun campione è rappresentato 

l’incremento della fosforilazione di H2AX come rapporto tra il valore di MFI nelle cellule trattate con Etoposide 

rispetto alle stesse cellule non trattate, per entrambi i confronti mostrati nel pannello A (sinistra, test di Wilcoxon per 

dati appaiati, destra, test U di Mann-Whitney). Nella parte bassa di ciascun pannello sono mostrati campioni 

rappresentativi di valori di MFI in campioni trattati con Etoposide (grigio) e non trattati (bianco) per i linfociti virus-

specifici di pazienti cronici e di soggetti sani di controllo rispettivamente. 

 

 

Poiché è noto che anche la proliferazione T linfocitaria è associata alla formazione di lesioni della 

doppia elica di DNA, abbiamo analizzato la variazione di espressione di fosfoH2AX in seguito a 

stimolazione overnight con anti-CD3/CD28. Come mostrato in Figura 5A, anche in questa 

condizione sperimentale le cellule dei controlli erano in grado di up-regolare significativamente 

fosfoH2AX, a differenza dei linfociti HBV-specifici dei pazienti cronici. Lo stesso tipico 

andamento è stato osservato quando è stata testata la fosforilazione della serina 1981 della chinasi 

ATM (fosfoATM)
191

, (Fig. 5B), che è un mediatore chiave della fosforilazione di H2AX in risposta 

al danno del DNA
192

, così come l’espressione di 53BP1 (Fig. 5C), fattore richiamato da 

fosfoH2AX, che si co-localizza con quest’ultimo a livello dei foci nucleari di riparazione
193

. 

Quindi, nonostante un maggior accumulo di danno del DNA, indicato dalla maggiore fosforilazione 

basale di H2AX, in seguito all’induzione esogena di danno del DNA, i linfociti CD8 HBV-specifici 

dei pazienti con infezione cronica attivano meno efficientemente i meccanismi di riparazione del 

DNA, come la fosforilazione di H2AX, di ATM e la up-regolazione di 53BP1. 
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Figura 5. I PBMC isolati dai pazienti con infezione cronica da HBV e da controlli sani sono stati stimolati overnight 

con anti-CD3/CD28. I grafici a sinistra mostrano la mediana dell’intensità di fluorescenza (MFI) di fosfoH2AX (A), 

fosfoATM (B), 53BP1 (C) in linfociti CD8 HBV-specifici di pazienti cronici e FLU-specifici di controlli sani in 

campioni appaiati non stimolati e stimolati (test di Wilcoxon per dati appaiati). I grafici a destra rappresentano 

l’incremento di MFI di fosfoH2AX (A), fosfoATM (B), 53BP1 (C) in seguito a stimolazione con anti-CD3/CD28, 

calcolato come il rapporto della MFI nei campioni stimolati/non stimolati (test di Mann-Whitney). 

 

 

Successivamente abbiamo anche valutato la formazione di polimeri di ADP-riboso (“parilazione”), 

come indicatore dell’attività delle poli-(ADP-riboso)polimerasi (PARP), come PARP-1, PARP-2 e 
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PARP-3, che riverstono un ruolo attivo nella risposta al danno del DNA
184

. Questi enzimi infatti, 

sono attivati da diversi tipi di lesioni del DNA per richiamare rapidamente mediatori della risposta 

al danno
194

. Poiché è noto che i livelli di parilazione possono variare significativamente su base 

individuale
195

, abbiamo confrontato i linfociti CD8 HBV-specifici e FLU-specifici degli stessi 

pazienti cronici, osservando una più bassa parilazione nelle cellule HBV-specifiche (Fig. 6A). 

Inoltre, in seguito a stimolazione anti-CD3/CD28, i livelli di parilazione tendevano ad aumentare 

nei linfociti dei controlli, mentre nei campioni derivati dai pazienti cronici si osservava una 

tendenza alla diminuzione (Fig. 6B). Questo comportamento opposto è ulteriormente illustrato dalla 

differenza significativa nel rapporto dell’MFI dell’anticorpo anti-PAR tra campioni stimolati/non 

stimolati di pazienti cronici e di soggetti sani (Fig. 6B). Questi dati indicano che i linfociti T CD8 

HBV-specifici isolati dai pazienti con epatite B cronica mostrano un più alto danno del DNA, ma 

una più debole attivazione della risposta al danno, come mostrato dal confronto di linfociti specifici 

per epitopi non correlati ad HBV (come gli epitopi del virus dell’influenza) degli stessi pazienti o 

dei controlli sani.  

 

 

 

Figura 6: (A) Il grafico a sinistra mostra i livelli di poli(ADP)ribosilazione (parilazione) nei linfociti CD8 HBV- e 

FLU- specifici di pazienti cronici (test di Wilcoxon per dati appaiati). Sulla destra è mostrato un esempio 

rappresentativo di diversi livelli di parilazione in linfociti CD8 HBV- e FLU-specifici dello stesso paziente con 

infezione cronica da HBV. (B) Il grafico a sinistra mostra la mediana dell’intensità di fluorescenza (MFI) di PAR in 

linfociti CD8 HBV-specifici di pazienti cronici e FLU-specifici di controlli sani in campioni appaiati non stimolati e 

stimolati overnight con anti-CD3/CD28 (test di Wilcoxon per dati appaiati). Il grafico a destra rappresenta l’incremento 

di MFI di PAR in seguito a stimolazione con anti-CD3/CD28, calcolato come il rapporto della MFI nei campioni 

stimolati/non stimolati (test U di Mann-Whitney). 

 

 

2. CD38 è over-espresso sui linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti con epatite B 

cronica. 

 

In aggiunta agli enzimi PARP disfunzionali, una ridotta capacità di parilazione potrebbe essere 

dovuta alla diminuita disponibilità di molecole di NAD, che rappresentano i donatori di molecole di 
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ADP-ribosio necessarie per la formazione di catene di poli-ADP-ribosio
184

. E’ concepibile che la 

generazione cronica di ROS possa mantenere il danno del DNA, che a sua volta stimola gli effettori 

della risposta al danno, compresi gli enzimi PARP, portando a consumo di NAD. E’ infatti noto che 

l’attivazione persistente di PARP può arrivare a depletare le scorte di NAD cellulare
196

. Questo 

potrebbe causare l’instaurarsi di un circolo vizioso, in cui il danno del DNA indotto 

persistentemente dai ROS può essere aggravato dalla disfunzione della risposta al danno dovuta alla 

carenza di NAD. 

Per indagare se altri meccanismi possano contribuire alla deplezione di NAD nei pazienti con 

infezione cronica da HBV, abbiamo valutato l’espressione della glicoidrolasi CD38, che catalizza 

l’idrolisi delle molecole di NAD con formazione di ADP-ribosio e ADP-ribosio-ciclico (cADPR), 

rappresentando uno dei maggiori regolatori di NAD intracellulare
197

. Analizzando l’espressione di 

CD38 nei linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti cronici, abbiamo potuto confermare a livello 

proteico l’up-regolazione precedentemente osservata nello studio di espressione genica tramite  

microarrays
158

 (Fig. 7A). All’analisi citofluorimetrica CD38 è risultato infatti up-regolato sui 

linfociti CD8 HBV-specifici dei pazienti cronici non solo in termini di percentuale di linfociti 

CD38+, ma anche quando analizzato come intensità mediana di fluorescenza, al confronto di 

linfociti CD8 FLU-specifici degli stessi pazienti cronici, di linfociti HBV-specifici di pazienti 

guariti da una precedente epatite acuta B e anche di linfociti FLU-specifici di soggetti sani (Fig. 

7B). Dal momento che l’espressione di CD38 è comunemente associata all’attivazione T 

linfocitaria, abbiamo marcato i campioni anche per HLA-DR e PD1 (Fig. 7C).  

 

 

Figura 7: (A) Espressione genica di CD38 estrapolata dai precedenti esperimenti di microarrays, in linfociti T CD8 

virus-specifici (HBV e FLU rispettivamente) di pazienti con epatite B cronica, di soggetti che hanno risolto 

spontaneamente una epatite B acuta (guariti) e di soggetti sani di controllo. (B) Il grafico a sinistra rappresenta le 

percentuali di cellule positive per CD38 tra i linfociti T CD8 HBV- e FLU-specifici di pazienti cronici (test di Wilcoxon 

per dati appaiati). Il grafico a destra mostra i valori di MFI di CD38 nei linfociti T CD8 HBV-specifici di pazienti 

cronici, pazienti guariti spontaneamente da un’epatite B acuta e soggetti sani di controllo (test di Mann Whitney). (C) 

Percentuali di linfociti T CD8 HBV-specifici di pazienti cronici positivi per CD38, PD1, HLA-DR e di linfociti che 

coesprimono CD38 e PD1(CD38+PD1+), e CD38 e HLA-DR (CD38+HLA-DR+). 
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Come mostrato in Fig. 8A, sui linfociti T CD8 HBV-specifici CD38 mostrava una minima co-

espressione con HLA-DR (media della percentuale di linfociti positivi sia per CD38 che per HLA-

DR pari a 7,37%). Come atteso, un’alta proporzione di linfociti HBV-specifici esprimeva il 

recettore inibitorio PD1 (Fig. 7C, 8A), la cui espressione correlava significativamente con quella di 

CD38 (Fig. 8B). L’espressione di PD1 era quindi significativamente più alta sui linfociti virus-

specifici con alti livelli di CD38 (“CD38hi”, Fig. 8B), suggerendo un’associazione tra l’espressione 

di CD38 e l’exhaustion T linfocitaria e confermando quanto già riportato in letteratura in altri 

modelli di exhaustion
198,199

.  

 

 

 

Figura 8. (A) Percentuali di linfociti che esprimono rispettivamente HLA-DR, CD38 ed HLA-DR, PD1, CD38 e PD1 

in campioni appaiati di linfociti T CD8 HBV- e FLU- specifici di pazienti cronici (Test di Wilcoxon per dati appaiati). 

(B) Il grafico a sinistra mostra la correlazione tra MFI di PD1 e CD38 in linfociti T CD8 HBV-specifici di pazienti 

cronici (coefficiente di correlazione di Pearson). Al centro viene mostrata l’espressione di PD1 in cellule ad alta 

(CD38hi) o a bassa espressione di CD38 (CD38lo) tra i linfociti T CD8 HBV- (in alto) o FLU- specifici (in basso) di 

pazienti cronici (test di Wilcoxon per dati appaiati). A destra un esempio rappresentativo di selezione di linfociti T CD8 

HBV- o FLU-specifici di uno stesso paziente cronico con alta o bassa espressione di CD38 e relativa espressione di 

PD1. 
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3. I linfociti exhausted HBV-specifici hanno telomeri più corti rispetto ai linfociti FLU-

specifici 

 

Diversi dati di letteratura evidenziano un’associazione tra l’espressione di CD38, la disfunzione 

mitocondriale, il declino di NAD e la senescenza cellulare
200

. Inoltre, inefficienze del sistema di 

riparazione del DNA possono risultare nell’accumulo di danno al DNA sia telomerico che non 

telomerico
201

  e i ROS intervengono nella regolazione della lunghezza dei telomeri
202

. Ci siamo 

quindi chiesti se gli elevati livelli di ROS precedentemente descritti nei linfociti T CD8 HBV-

specifici di pazienti cronici, che possono rappresentare una causa di danno al DNA, insieme ai 

meccanismi di riparazione disfunzionali, potrebbero determinare un’alterazione della lunghezza dei 

telomeri, conducendo così queste cellule verso la senescenza. Per analizzare questa possibile 

associazione, abbiamo studiato la lunghezza dei telomeri nei linfociti HBV-specifici mediante 

FLOW-FISH
185

, a confronto con linfociti FLU-specifici degli stessi pazienti cronici, in modo da 

evitare l’interferenza di una serie di variabili individuali note per poter influire sulla lunghezza dei 

telomeri (come per esempio età, dieta, stile di vita …). In questi esperimenti, i telomeri dei linfociti 

HBV-specifici sono risultati più corti rispetto a quelli FLU-specifici (Fig. 9). Questo suggerisce che 

l’infezione cronica da HBV può portare all’accorciamento dei telomeri e accelerata senescenza dei 

linfociti T CD8 HBV-specifici
203

. 

 

                                          

 

Figura 9. Confronto della lunghezza relativa dei telomeri in linfociti T CD8 HBV- e FLU-specifici di pazienti cronici, 

analizzati mediante tecnica FLOW-FISH. La lunghezza relativa dei telomeri (RTL) è espressa come percentuale rispetto 

alla lunghezza dei telomeri nelle cellule della linea 1301 di riferimento (test di Wilcoxon per dati appaiati). 
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4. L’acetilazione istonica è alterata nei linfociti CD8 HBV-specifici exhausted 

 

Una ridotta disponibilità di NAD può determinare una minore formazione di acetil-Coenzima A 

(acetil-CoA), che tra le altre funzioni, è anche donatore di gruppi acetile per l’acetilazione istonica, 

causando quindi indirettamente una minore acetilazione istonica, con condensazione della 

cromatina e silenziamento genico
204

. Questo sarebbe in accordo con i dati tratti dai nostri precedenti 

esperimenti di trascrittomica, che mostravano una ampia down-regolazione dell’espressione genica 

nei linfociti CD8 HBV-specifici dei pazienti cronici. In aggiunta, alcuni regolatori negativi della 

trascrizione del DNA, come HDAC1, risultavano up-regolati
158

. Sulla base di questi dati abbiamo 

analizzato l’acetilazione dell’istone H3 nei linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti con epatite B 

cronica in seguito a stimolazione overnight con anti-CD3/CD28, a confronto con i linfociti FLU-

specifici dei soggetti sani. Come mostrato in Figura 10, in seguito alla stimolazione si è potuto 

osservare l’up-regolazione dell’acetilazione istonica nei linfociti dei soggetti sani, ma non in quelli 

dei pazienti cronici, rivelando così una scarsa capacità di acetilare gli istoni nei linfociti HBV-

specifici exhausted.  

 

                     

 

Figura 10. I PBMC di pazienti cronici e di soggetti sani di controllo sono stati stimolati overnight con anti-CD3/CD28. 

Il grafico a sinistra mostra la mediana di intensità di fluorescenza dell’anticorpo anti-acetil-H3 in linfociti T CD8 HBV-

specifici di pazienti cronici e FLU- specifici di soggetti sani in campioni appaiati stimolati e non stimolati (test di 

Wilcoxon per dati appaiati). Il grafico a destra rappresenta i valori di incremento di MFI di anti-acetylH3 in seguito a 

stimolo anti-CD3/CD28, calcolato come rapproto tra il valore nel campione stimolato / non stimolato (test di Mann-

Whitney). 
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5. La supplementazione di NAD può correggere le disfunzioni intracellulari nei linfociti 

HBV-specifici  

 

Se la deplezione di NAD è effettivamente coinvolta nella disfunzione dei linfociti T CD8 HBV-

specifici dei pazienti cronici, la supplementazione con NAD potrebbe correggere non solo le 

funzioni alterate intracellulari, ma potenzialmente anche la funzionalità antivirale linfocitaria. Per 

affrontare questo interrogativo, abbiamo utilizzato NAD, o il precursore del NAD nicotinamide 

mononucleotide (NMN).  

Per primo abbiamo ripetuto la marcatura per rilevare la parilazione nei linfociti stimolati con anti-

CD3/CD28, in presenza o in assenza di NAD esogeno
195

. L’incubazione con NAD determinava 

l’incremento significativo della MFI dell’anticorpo anti-PAR nei campioni stimolati derivanti dai 

pazienti cronici, ma non in quelli FLU-specifici dei soggetti sani (Fig. 11), supportando il concetto 

che la ridotta disponibilità di NAD può interferire con il processo di parilazione nei linfociti CD8 

HBV-specifici exhausted.   

 

                         

Figura 11. I grafici mostrano l’MFI dell’anticorpo anti-PAR, come misura dei livelli di parilazione, in linfociti T CD8 

virus-specifici non stimolati e stimolati per 2 ore con anti-CD3/CD28 in assenza e in presenza di NAD esogeno. Sono 

riportati i risultati per i campioni di pazienti cronici, in alto a sinistra, e di soggetti sani, in alto a destra (statistica 

secondo test di Wilcoxon per dati appaiati). I grafici in basso rappresentano i valori di incremento di MFI di anti-PAR 

calcolati come rapporto tra MFI nei campioni stimolati e non stimolati rispettivamente in assenza e in presenza di NAD 

(test Wilcoxon per dati appaiati). 
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Abbiamo successivamente saggiato l’effetto del precursore del NAD, NMN (nicotinamide 

mononucleotide), nei linfociti T CD8 espansi in vitro in presenza o in assenza di NMN, alla luce di 

evidenze di letteratura indicanti che la sua somministrazione può efficientemente aumentare la 

biosintesi di NAD in differenti condizioni sperimentali in vitro ed in vivo
205

. La risposta al danno 

del DNA nelle colture linfocitarie trattate con NMN rispetto a quelle non trattate di controllo è stata 

quindi misurata tramite il livello di fosforilazione dell’istone H2AX, mentre la funzione 

mitocondriale e la proteostasi sono state saggiate rispettivamente misurando il potenziale di 

membrana mitocondriale e il contenuto di aggresomi intracellulari, è stata poi valutata anche 

l’acetilazione dell’istone H3. I linfociti T CD8 exhausted coltivati in presenza di NMN hanno 

mostrato di incrementare l’espressione di fosfoH2AX in seguito a stimolazione con peptidi 15-meri 

corrispondenti alla proteina Core di HBV. Questo effetto può essere meglio apprezzato quando i 

risultati vengono espressi come rapporto della MFI di fosfoH2AX tra i campioni stimolati e i non 

stimolati (Fig. 12A). 

Il trattamento con NMN poi riduceva la frazione di linfociti CD8 depolarizzati, come rilevato in 

citofluorimetria per mezzo della sonda JC1, sensibile al potenziale di membrana mitocondriale (Fig. 

12B). Nelle stesse condizioni sperimentali si osservava un accumulo significativamente più basso di 

aggresomi, ad indicare un aumento della degradazione proteica (Fig. 12C) e l’incremento 

dell’acetilazione dell’istone H3 (Fig. 12D). 
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Figura 12. L’effetto di NMN su risposta al danno del DNA, funzionalità mitocondriale, proteostasi ed acetilazione 

istonica è stata analizzata in linfociti T CD8 di pazienti cronici espansi in colture a breve termine in seguito a 

stimolazione con peptidi HBV, in assenza (non trattato) e in presenza di NMN (+NMN). (A) La risposta al danno del 

DNA è stata studiata come fosforilazione di H2AX in seguito a ri-stimolo con una miscela di peptidi corrispondenti alla 

proteina core di HBV. Il grafico a sinistra riporta i valori di MFI di fosfoH2AX in seguito a stimolazione peptidica nelle 

colture appaiate non trattate e trattate con NMN. Il grafico a destra mostra il rapporto tra MFI di fosfoH2AX nei 

campioni ri-stimolati/non stimolati per le colture non trattate e trattate con NMN rispettivamente. La funzionalità 

mitocondriale è stata analizzata come percentuale di linfociti con membrana mitocondriale depolarizzata, rilevati 

mediante sonda JC-1 (B). La proteostasi è stata valutata come accumulo intracellulare di aggregati proteici, impiegando 

la sonda Proteostat (C). Per l’acetilazione dell’istone H3 il pannello (D) mostra i valori di MFI dell’anticorpo anti-

acetilH3 rilevati in colture non trattate e trattate con NMN. Statistiche secondo test di Wilcoxon per dati appaiati. In 

basso, in ciascun pannello sono riportati esempi rappresentativi. 

 

 

 

6. La supplementazione con NMN può migliorare la funzionalità linfocitaria antivirale 

 

Abbiamo poi analizzato l’effetto in vitro di NMN sulla funzionalità antivirale. A questo fine, in 

seguito all’espansione dei PBMC dei pazienti cronici mediante stimolazione con i peptidi HBV in 

presenza o assenza di NMN (26 pazienti), i linfociti T CD8 sono stati testati per la produzione di 

citochine e per la up-regolazione di CD107a, come marcatore di citotossicità. Nelle colture trattate 

con NMN si è potuto osservare un incremento significativo di produzione di citochine da parte dei 

linfociti CD8 stimolati con peptidi HBV, con un incremento medio pari a 3,4-, 4-, 2,7- per IFN, 

TNF e IL2 rispettivamente (Fig. 13A). Anche i linfociti CD8 positivi sia per IFNɣ che per TNFα, 

come indice di polifunzionalità, erano aumentati significativamente in presenza di NMN, con un 

incremento medio di 3,8 volte (Fig. 13A), come pure l’attività citotossica dei linfociti T CD8, 

misurata dalla up-regolazione di CD107a (Fig. 13A). Attraverso marcatura con complessi 

destramerici di MHC di classe I di linfociti di restrizione HLA-A2, abbiamo potuto osservare che in 

presenza di NMN non solo la produzione citochinica era aumentata, ma anche la capacità 
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proliferativa (Fig. 13B). Un incremento significativo di citochine prodotte è stato rilevato anche 

analizzando l’intera popolazione T linfocitaria CD3-positiva (Fig. 13C). 

 

        

        

    

 

Figura 13. (A) L’effetto di NMN sull’attività T linfocitaria antivirale è stata analizzata nei linfociti T CD8 di pazienti 

cronici espansi in colture a breve termine in seguito a stimolazione con peptidi HBV, in assenza (Med + Pep) e in 

presenza di NMN (Med + Pep + NMN) mediante intracellular cytokine staining (ICS). Il grafico a barre a sinistra 

mostra la media e l’errore standard della percentuale di linfociti T CD8 che producono IFNγ, TNFα, IFNγ/TNFα, IL2 e 

che up-regolano il marcatore di degranulazione CD107a, in seguito a ri-stimolazione per 4 ore con i peptidi HBV (test 

di Wilcoxon per dati appaiati). Il grafico al centro mostra, per ciascun campione, l’incremento nei livelli di citochine e 

di CD107a nei linfociti T CD8, calcolato come il rapporto tra il valore misurato in presenza di NMN / coltura non 

trattata di controllo. Le barre orizzontali rappresentano il valore mediano di incremento. Per ciascun parametro, il valore 

mediano di incremento è stato confrontato con il valore teorico di 1 (corrispondente ad assenza di incremento) per 

mezzo del test di Wilcoxon per ranghi. A destra è mostrato un esempio rappresentativo di incremento di produzione di 

citochine in presenza di NMN. Nel pannello (B) i dot plots mostrano un campione HLA-A2+, in cui è stato possibile 

evidenziare l’incremento della frequenza dei linfociti T CD8 HBV-specifici tramite l’utilizzo di complessi destramerici 

peptide-MHC di classe I, come pure l’aumentata produzione di citochine nella coltura trattata con NMN. (C) L’effetto 

di NMN sull’attività T linfocitaria antivirale è stata analizzata anche nell’intera popolazione T linfocitaria CD3+ nelle 
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stesse colture a breve termine in assenza (Med + Pep) e in presenza di NMN (Med + Pep + NMN) (test di Wilcoxon per 

dati appaiati). 

 

 

7. L’inibizione di CD38 può complementare l’effetto di NMN nel ripristino funzionale T 

linfocitario 

 

Una strategia additiva e complementare per incrementare i livelli di NAD può essere rappresentata 

dalla modulazione dell’attività enzimatica di CD38
206

. Per indagare questa possibilità, abbiamo 

testato l’effetto di una piccola molecola con attività inibitoria su CD38 (CD38i)
206

. Per primo ne 

abbiamo misurato l’effetto sulla parilazione nei linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti cronici, 

in seguito alla stimolazione anti-CD3/CD28. Analogamente a quanto già osservato con l’aggiunta di 

NAD esogeno (Fig. 11), anche in questo caso i livelli di parilazione tendevano ad aumentare in 

seguito ad un’incubazione breve con l’inibitore di CD38 (Fig. 14). 

     

Figura 14. Parilazione in linfociti HBV-specifici di pazienti cronici non stimolati (Non stim) o stimolati (Stim.) per 2 

ore con anti-CD3/CD28, in assenza e in presenza del composto inibitore dell’attività di CD38 (CD38i) (test di 

Wilcoxon per dati appaiati). 

 

Abbiamo quindi saggiato l’effetto di CD38i in quelle colture linfocitarie che avevano risposto 

debolmente, con un incremento di IFN minore o uguale a 2 al trattamento con NMN. La 

produzione di citochine aumentava in 8 dei 13 campioni testati, pari al 61,5% (Fig. 15A). Per 5 di 

questi pazienti un miglioramento si era potuto osservare per tutte le funzioni analizzate, mentre solo 

un paziente non ha risposto sinergisticamente alla combinazione di CD38i+NMN. Nei campioni 

HLA-A2+, anche la proliferazione dei linfociti T CD8 HBV-specifici risultava incrementata (Fig. 

15B). Infine, abbiamo saggiato la specificità d’azione del trattamento combinato, confrontando la 

reattività linfocitaria in colture cellulari appaiate, stimolate con peptidi HBV o con stimolo 

aspecifico anti-CD3, osservando un incremento significativamente maggiore di produzione di 

citochine in risposta allo stimolo specifico con peptidi HBV (Fig. 15C). 
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Figura 15. Le linee T linfocitarie sono state generate per mezzo della stimolazione dei PBMC di pazienti cronici con 

peptidi HBV in vitro per 9 giorni in presenza di NMN con e senza l’aggiunta del composto inibitore di CD38 (CD38i). 

(A) I grafici mostrano l’incremento di produzione di citochine in campioni appaiati trattati con il solo NMN o con 

NMN+CD38i. Per questi esperimenti sono stati selezionati i campioni che avevano mostrato una risposta più debole al 

trattamento con NMN, con un incremento di produzione di IFNɣ ≤ 2. Il pannello B mostra i dot plot relativi a 4 pazienti 

rappresentativi, in cui l’uso dei destrameri MHC di classe I ha permesso di apprezzare anche l’incremento della 

frequenza dei linfociti T CD8 HBV-specifici nelle colture trattate. (C) I grafici mostrano l’incremento di produzione di 

citochine in linfociti T CD8 di colture trattate con NMN+CD38i, in seguito a stimolazione appaiata con peptidi 
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corrispondenti alla proteina core di HBV (stimolo HBV specifico) o con anticorpo anti-CD3 pre-adsorbito nei pozzetti 

della piastra (stimolo aspecifico). Statistiche in base al test di Wilcoxon per dati appaiati. 
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DISCUSSIONE 

 

L’exhaustion T linfocitaria è una caratteristica distintiva associata alla persistenza cronica di HBV. I 

meccanismi primari che portano allo sviluppo di tale disfunzione dei linfociti CD8 HBV-specifici 

sono ancora oggetto di dibattito, soprattutto perché la natura auto-limitante dell’infezione da HBV 

acquisita in età adulta preclude la possibilità di studi longitudinali fenotipici e funzionali sui 

linfociti exhausted dagli stadi pre-clinici di incubazione alle successive fasi di sviluppo di malattia 

acuta e cronica. Studi effettuati quando l’infezione cronica è già consolidata indicano che 

l’exhaustion T linfocitaria è caratterizzata da una serie di alterazioni cellulari, che comprendono 

un’ampia riprogrammazione trascrizionale associata a deregolazioni metaboliche e delle vie di 

segnalazione, che contribuiscono alla perdita progressiva e gerarchica delle funzioni effettrici delle 

cellule T CD8
83

. Nella cronicizzazione dell’infezione l’esposizione persistente dei linfociti T ad alte 

cariche antigeniche e virali, che sono tipicamente presenti nei pazienti cronici, assumono 

certamente un ruolo chiave nel mantenimento dell’exhaustion, sostenendo uno stress replicativo con 

accumulo di danno del DNA, soprattutto se il sistema di risposta al danno è inefficiente. La 

stimolazione cronica dei linfociti T e l’infiammazione epatica possono inoltre risultare nella 

sovraespressione di CD38, che è tipicamente considerato un marcatore di attivazione linfocitaria. 

CD38 è un enzima multifunzionale, presente non solo sulla membrana plasmatica, ma anche a 

livello degli organelli intracellulari, che si esprime in risposta a stimoli diversi, tra cui quello 

citochinico
197

. 

I nostri dati mostrano che la up-regolazione di CD38 sui linfociti isolati da pazienti con infezione 

cronica non è strettamente associata all’attivazione linfocitaria, in quanto la sua espressione non 

correla con un marcatore di attivazione come HLA-DR, ma piuttosto con i livelli di PD1. Una 

correlazione diretta tra l’espressione di PD1 e CD38 è stata già osservata anche in linfociti 

infiltranti il tumore
207

. Inoltre, un’aumentata espressione di CD38 è stata associata all’exhaustion 

linfocitaria in altri modelli di infezione cronica e nel cancro, e con alterazioni metaboliche ed 

epigenetiche in linfociti T esauriti tumore-specifici, identificando così CD38 come ulteriore 

marcatore di exhaustion linfocitaria
198,199,208–210

. E’ interessante osservare che in linfociti T knock-

out per CD38 è stata riportata un’aumentata espressione di geni antiossidanti, mentre al contrario, 

cellule trasfettate con CD38 hanno mostrato un metabolismo alterato, ridotta proliferazione e 

aumentata sensibilità al danno ossidativo, a causa di una minore espressione di trascritti e proteine 

con funzione antiossidante e di risposta al danno del DNA
211

. Un metabolismo alterato è stato 

descritto anche in modelli murini di invecchiamento, in cui l’alta espressione di CD38 era associata 

a basso potenziale di membrana mitocondriale ed aumentata dipendenza dalla, caratteristiche 
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metaboliche che sono state descritte anche per i linfociti CD8 HBV-specifici in corso di infezione 

cronica da HBV
157,158

. CD38 esercita una forte attività di idrolisi del NAD sia a livello intra che 

extra-cellulare, in base alla quale è considerato il più importante consumatore di NAD, seguito dagli 

enzimi poli-ADP-riboso-polimerasi (PARP) e dalle sirtuine (SIRT) che esprimono attività 

deacetilasica NAD-dipendente. Questo è stato dimostrato in esperimenti con topi knock-out (KO) 

per CD38, PARP1, o SIRT1, dove negli animali CD38-KO e in minor misura in quelli PARP1-KO, 

ma non SIRT1-KO, si è osservato un incremento dei livelli di NAD
212,213

. L’elevata espressione di 

CD38 è stata recentemente associata all’elevato consumo e successivo declino di NAD, con 

un’alterata funzione mitocondriale nel modello murino di invecchiamento e anche, potenzialmente, 

con la progressione della malattia nell’infezione da HIV
212,214

. La up-regolazione di CD38 potrebbe 

quindi rappresentare una causa determinante la diminuzione dei livelli di NAD anche nei linfociti T 

CD8 exhausted in corso di epatite B cronica. Inoltre, l’elevata espressione di CD38 può essere 

rilevante nel contesto del fegato infetto, a causa della sua attività ectonucleotidasica che porta alla 

produzione della adenosina, che ha proprietà immunosoppressive
215,216

. Infine, l’idrolisi del NAD 

da parte di CD38 è stata riportata in associazione all’acquisita resistenza al blocco di PD1/PD-L1 

nei tumori
209

.  

In questo studio la deplezione di NAD è anche suggerita dai ridotti livelli di poli-(ADP-

riboso)polimerizzazione (parilazione) che abbiamo osservato nei linfociti HBV-specifici dei 

pazienti cronici. La parilazione è infatti un processo a carico degli enzimi PARP in risposta al 

rilevamento di lesioni del DNA, che ha un ruolo nel richiamo di diversi fattori di riparazione del 

DNA ed è strettamente dipendente dalla disponibilità di molecole di NAD come donatori di unità di 

ADP-riboso
184,194

. Sebbene la quantificazione diretta dei livelli di NAD intracellulare non sia 

tecnicamente possibile a causa delle frequenze estremamente basse di linfociti HBV-specifici nel 

sangue periferico di pazienti con infezione cronica da HBV, l’incremento di parilazione che 

abbiamo potuto rilevare in risposta all’esposizione dei linfociti CD8 exhausted all’aggiunta di NAD 

esogeno è un dato fortemente suggestivo di carenza di NAD. 

In aggiunta ad una parilazione deficitaria, una scarsa efficienza dei meccanismi di risposta al danno 

del DNA è indicata anche dalla ridotta attivazione di altri mediatori chiave in seguito a induzione in 

vitro di danno del DNA. Questi includono alterazioni nei meccanismi di rilevazione del danno, 

come la difettosa fosforilazione alla serina 139 dell’istone H2AX (fosfo-H2AX, chiamato anche 

γH2AX) e alla serina 1981 della chinasi ATM, responsabile della fosforilazione di H2AX
191,192,217

. 

Livelli particolarmente elevati di fosfoH2AX in assenza di stimoli esogeni sono inoltre indicativi di 

accumulo di danno del DNA nei linfociti HBV-specifici exhausted, in quanto il rilevamento del 

livello di fosfoH2AX è tipicamente considerato un marcatore di danno del DNA
189

.  
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E’ stato riportato che una smorzata attivazione di ATM rappresenta una causa di accumulo di danno 

del DNA anche in linfociti isolati da pazienti con infezione cronica da HCV e HIV
218,219

. 

L’interessante osservazione che la parilazione è richiesta anche per l’ottimale attivazione della 

chinasi ATM
220

, suggerisce che anche la ridotta fosforilazione di ATM che abbiamo potuto rilevare 

in questo studio, così come la relativa disfunzione dei suoi target a valle, come H2AX, potrebbero 

essere causalmente legati alla diminuita disponibilità di NAD.  

La disfunzione mitocondriale, con elevazione dei livelli di ROS e aumento del danno del DNA sono 

stati riportati anche nell’ambito di patologie genetiche caratterizzate da un’alterata risposta al danno 

del DNA, dove l’accumulo del danno causato da difetti nei meccanismi di riparazione è associato a 

deplezione di NAD causata da iperattivazione di PARP1
221

. Quando infatti il DNA non può essere 

completamente riparato, lo stimolo persistente all’attivazione di PARP può portare al profondo 

consumo e deplezione del pool intracellulare di NAD
196

. Questa deplezione può poi compromettere 

l’attività delle sirtuine, le quali intervengono in molteplici funzioni, come la regolazione della 

biogenesi e funzione mitocondriale, e anche in meccanismi di riparazione del DNA
222

. 

Analogamente, anche in corso di infezione cronica da HBV, l’incrementato danno del DNA, 

probabilmente dovuto allo stress replicativo da esposizione dei linfociti ad alte cariche antigeniche 

fin dalle fasi precoci dell’exhaustion, possono aver determinato l’iperattivazione di PARP, con 

consumo e deplezione di NAD, che a sua volta può aver compromesso l’attività di parilazione negli 

stadi più avanzati dell’exhaustion. Una simile sequenza di eventi potrebbe avvenire nell’infezione 

cronica da HCV, come suggeriscono i dati di un nostro precedente studio, in cui si osserva l’elevata 

espressione dei trascritti di PARP nelle fasi precoci dell’exhaustion dei linfociti CD8 HCV-

specifici, a differenza che nella fase più tardiva di cronicizzaizone stabilizzata
223

. Nell’infezione da 

HBV potrebbe quindi verificarsi una simile sequenza di eventi, anche se la rarità della 

cronicizzazione delle infezioni contratte in età adulta rende quasi impossibile studiare le fasi precoci 

dell’exhaustion. 

Il consumo di NAD da parte di CD38 e di PARP può avere anche un effetto sull’omeostasi 

mitocondriale, limitando il NAD disponibile per l’attività delle sirtuine. Una delle sirtuine meglio 

caratterizzate, SIRT1, può deacetilare diversi fattori di trascrizione relativi alla funzione 

mitocondriale, tra cui PGC1α, che regola la biogenesi mitocondriale
224

. Una minore disponibilità di 

molecole di NAD nel nucleo può quindi interferire con l’asse NAD-SIRT1-PGC1α, che rappresenta 

un’importante modalità di comunicazione tra nucleo e mitocondrio, compromettendo di 

conseguenza l’omeostasi mitocondriale
221

. In supporto di questo meccanismo, il trascritto della 

sirtuina mitocondriale 3 (SIRT3) è risultato down-regolato nel nostro precedente studio sui linfociti 

HBV-specifici exhausted
158

. Questa sirtuina è un noto effettore della risposta cellulare allo stress e 
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può contribuire al mantenimento della normale funzione mitocondriale inducendo la 

neutralizzazione dell’eccesso di ROS e regolando diversi mediatori metabolici
222

. La trascrizione di 

SIRT3 è infatti nota per essere indotta da SIRT1 attraverso PGC1α, sia direttamente che 

indirettamente attraverso Nrf2 e ERRα, quindi la sua down-regolazione può rappresentare 

un’ulteriore conseguenza della deplezione di NAD
225–227

. Inoltre, le sirtuine sono state descritte 

anche come regolatori tipici dei processi di riparazione del danno del DNA e della stabilità 

genomica
228

. Di conseguenza, una ridotta disponibilità di NAD per le sirtuine può determinare il 

declino della loro attività, amplificando il danno del DNA e l’alterazione dei processi 

mitocondriali
182,229

.  

La disfunzione mitocondriale, con elevati livelli di ROS, accumulo di danno del DNA con 

meccanismi di risposta al danno alterati e diminuzione dei livelli di NAD sono stati anche descritti 

nella senescenza cellulare associata all’invecchiamento
181,221,230,231

, e l’aumentata espressione di 

CD38 e dell’attività di PARP sono considerati rilevanti nel causare il declino di NAD e la 

diminuzione dell’attività delle sirtuine osservati in associazione all’invecchiamento
212,232

. Anche 

una riduzione dell’espressione di nicotinamide fosforibosiltrasferasi (NAMPT), enzima chiave per 

la biosintesi del NAD, è stata descritta come causa della diminuzione di NAD durante 

l’invecchiamento
233

, e non può essere esclusa come ulteriore concausa della ridotta disponibilità di 

NAD nei linfociti CD8 HBV-specifici, sebbene la sua espressione non sia risultata 

significativamente down-regolata nell’analisi trascrittomica
158

. 

La senescenza cellulare è tipicamente associata con l’erosione dei telomeri
234

. Questo fenomeno è 

stato osservato in corso di infezione da HIV, dove è stato associato alla carenza dell’attività di 

ATM
219

. Anche i linfociti CD8 HBV-specifici, in cui abbiamo osservato sia una ridotta attivazione 

di ATM che la down-regolazione del suo trascritto
158

, hanno una ridotta lunghezza dei telomeri, 

come evidenziato dal confronto con i linfociti influenza (FLU)-specifici degli stessi pazienti cronici. 

Questo dato è in linea anche con la down-regolazione di TERF2IP (telomeric-repeat-binding-factor 

2-interacting protein) già riportata in precedenza
158

, noto per regolare le dinamiche dei telomeri
235

, 

ed è anche in accordo con evidenze di letteratura relative all’accelerata riduzione dei telomeri a 

causa dello stress ossidativo conseguente all’aumento di ROS
236

  e con la profonda sensibilità dei 

telomeri ai ROS originati dalla disfunzione mitocondriale
237

. Questa sensibilità dei telomeri al 

danno da ROS è stata descritta in relazione alla suscettibilità del sito GGG alle lesioni di 8-

oxoguanina e all’effetto sull’attività della telomerasi
238,239

, che è inducibile nei linfociti T attivati
240

, 

ma progressivamente persa in presenza di stimolazione antigenica persistente
241

. Per questa ragione 

in altre infezioni croniche la stimolazione antigenica persistente è già stata associata all’erosione 

telomerica e alla senescenza dei linfociti T
242

. CD28 tipicamente down-regolato in cellule 
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senescenti, risultato sotto-espresso anche nei linfociti CD8 HBV-specifici dei pazienti con infezione 

cronica da HBV
158

, è stato descritto svolgere un ruolo importante nell’induzione dell’attività della 

telomerasi
243

. Inoltre, anche in presenza della telomerasi, è risaputo che il danno esogeno al DNA 

telomerico è schermato dalle proteine del complesso shelterin rispetto all’apparato cellulare di 

riparazione del DNA
244,245

. Per questo motivo, l’attivazione continua dei meccanismi di risposta al 

danno del DNA è uno dei meccanismi con cui l’instabilità telomerica può promuovere la 

senescenza
246

. Quindi i ROS possono partecipare nell’indurre la senescenza sia direttamente, 

causando danno ai telomeri, sia interferendo con i meccanismi deputati al mantenimento della 

lunghezza dei telomeri
181

.   

Complessivamente i risultati del presente lavoro permettono di delineare un network di pathways 

intracellulari deregolati funzionalmente interconnessi, relativi a mitocondri, proteostasi, risposta al 

danno del DNA e controllo epigenetico della trascrizione, che può contribuire, direttamente o 

indirettamente, alla deplezione di NAD, che a sua volta agisce mantenendo la disfunzione degli 

stessi pathways. Questo crea un circolo vizioso in cui la sovraproduzione di ROS contribuisce 

all’accumulo di danno del DNA e alla persistente attivazione dei meccanismi di riparazione del 

danno (Fig. 16). La iperattivazione di PARP e l’overespressione di CD38 porterebbero alla 

progressiva deplezione di NAD, compromettendo il sistema di riparazione del DNA, con ulteriore 

amplificazione della disfunzione mitocondriale e silenziamento genico. Rispetto a quest’ultimo, 

abbiamo precedentemente descritto nel modello di infezione cronica da HCV, una simile down-

regolazione trasrittomica, che comprendeva anche l’espressione di ATM, associata alla up-

regolazione di istone metil-transferasi
223

. E’ interessante osservare che l’up-regolazione della 

metiltransferasi EZH2, conseguente alla deplezione di NAD e ridotta attività di SIRT1, indotte a 

loro volta dalla elevata espressione di CD38, è stata riportata in linfociti T CD8 disfunzionali di 

pazienti affetti da Lupus eritematoso sistemico (LES)
247

. La carenza di NAD può quindi influenzare 

il controllo epigenetico della trascrizione del DNA sia limitando l’attività delle sirtuine
247–249

, sia 

inducendo alterazioni metaboliche
204

. Un basso rapporto NAD+/NADH può infatti indurre la 

preferenziale conversione del piruvato in lattato, causando così una diminuita formazione di acetil-

CoA disponibile per l’acetilazione istonica, come indicato anche dalla scarsa capacità di 

acetilazione dell’istone H3 che nel presente studio abbiamo osservato nei linfociti HBV-specifici di 

pazienti cronici. Tutta questa informazione è cruciale per la comprensione dei meccanismi 

intracellulari coinvolti nell’exhaustion T linfocitaria per l’identificazione dei processi intracellulari 

alterati e delle relative molecole effettrici su cui agire con strategie immunomodulanti per 

migliorare il controllo antivirale dei linfociti T. Alcuni di questi meccanismi rappresentano una 

chiara associazione tra exhaustion linfocitaria e senescenza cellulare, dove la deplezione di NAD è 
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ritenuta svolgere un ruolo chiave nella deregolazione di diversi processi vitali, tra cui il 

metabolismo mitocondriale, meccanismi di riparazione del DNA e di rimodellamento della 

cromatina. In uno studio recentemente pubblicato su linfociti T infiltranti il tumore con disfunzione 

mitocondriale, la supplementazione di NAD ha permesso di osservare la correzione della 

disfunzione in associazione ad una migliore responsività al blocco di PD1
250

. In modelli animali di 

invecchiamento prematuro, il metabolismo del NAD si è rivelato un buon bersaglio terapeutico per 

migliorare la qualità e la durata della vita, attenuando le alterazioni mitocondriali, il danno del DNA 

e lo stress ossidativo
183,251

, con un effetto preferenziale negli animali più vecchi rispetto a quelli 

giovani
205

. Inoltre, la supplementazione di NAD si è dimostrata un intervento efficace nello 

stimolare la biogenesi mitocondriale e l’attività della catena respiratoria anche in pazienti affetti da 

miopatia mitocondriale
252

.  

Sulla base di questi dati di letteratura e della evidenza indiretta dell’aumentato consumo e 

successiva deplezione di NAD nei linfociti HBV-specifici di pazienti con infezione cronica da 

HBV, abbiamo saggiato l’effetto in vitro della supplementazione di NAD sulle differenti funzioni 

cellulari alterate, tramite l’aggiunta del suo precursore nicotinamide mononucleotide (NMN)
205

 in 

colture di linfociti isolati da pazienti cronici. Il trattamento è stato in grado di ristabilire il potenziale 

di membrana mitocondriale, facilitare la digestione di aggresomi e migliorare l’attivazione dei 

meccanismi di riposta al danno del DNA e l’acetilazione istonica. Come probabile risultato della 

ampia e coordianta correzione di diversi pathway intracellulari interconnsessi, anche l’attività 

antivirale dei linfociti è risultata significativamente ripristinata nelle stesse colture espanse in 

presenza di NMN. 

Con l’obiettivo di migliorare ulteriormente l’effetto di NMN, ne abbiamo testato la combinazione 

con un composto inibitore dell’attività di CD38
253

, in base all’evidenza che CD38 può degradare 

non solo le molecole di NAD intra- ed extra-cellulare, ma anche il suo precursore NMN
254

. In questi 

esperimenti abbiamo utilizzato una piccola molecola con effetto inibitorio sull’attività NADasica di 

CD38, disegnata per terapie mirate alla ricostituzione del pool cellulare di NAD, con un buon 

profilo farmacocinetico in seguito a somministrazione orale
206

. Questa molecola somministrata in 

vivo in modelli animali aveva mostrato di poter contrastare il declino di NAD associato 

all’invecchiamento, inducendo la correzione di diverse disfunzioni metaboliche e attenuazione del 

danno associato al DNA telomerico
253

. Nei nostri esperimenti in seguito ad un’incubazione breve ex 

vivo il composto inibitore di CD38 poteva aumentare i livelli di parilazione nei linfociti HBV-

specifici e induceva una migliore produzione di citochine in quelle colture linfocitarie che avevano 

risposto più debolmente a supplemetazione con il solo NMN. Questo effetto era più evidente nella 

risposta dei linfociti T allo stimolo con peptidi HBV, rispetto allo stimolo non specifico con 
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anticorpo anti-CD3, suggerendo un effetto preferenziale sui linfociti deificienti di NAD. 

In conclusione, i nostri dati mostrano un aumentato danno del DNA, con limitata attivazione dei 

meccanismi di risposta al danno nei linfociti esauriti HBV-specifici isolati dal sangue di pazienti 

con infezione cronica da HBV, al confronto non solo con linfociti influenza-specifici di soggetti 

sani di controllo, ma anche con quelli degli stessi soggetti cronici, suggerendo che enzimi 

consumatori di NAD, soprattutto CD38, probabilmente indotto da citochine infiammatorie
197

, 

possono ricoprire un ruolo chiave nella deplezione di NAD. Il ripristino di molte funzioni cellulari 

interconnesse in seguito a supplementazione di NAD indica che la deplezione di NAD può 

rappresentare un importante determinante dell’exhaustion T linfocitaria, evidenziando punti di 

contatto tra exhaustion e senescenza. In base ai risultati esposti, la supplementazione di NAD 

rappresenta una strategia da considerare per l’immunomodulazione nella cura dell’epatite cronica B. 
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Figura 16. Network intracellulare di funzioni deregolate interconnesse associate alla exhaustion dei linfociti T 

CD8 HBV-specifici in corso di epatite B cronica. Gli elevati livelli di ROS associati alla disfunzione mitocondriale 

possono incrementare l’ossidazione proteica e il danno del DNA, con accumulo di aggresomi intracellulari e 

sovraccarico della proteostasi. I mitocondri potrebbero contribuire a ristabilire l’omeostasi proteica attivando geni 

mitocondriali protettvi attraverso la “mitochondrial unfolded protein response (UPRmt)”. Il danno del DNA stimola 

l’attivazione persistente dei meccanismi di risposta al danno, tra cui la poli-ADP-ribosilazione (o parilazione) ad opera 

degli enzimi della famiglia PARP, che consumando NAD per espletare la loro funzione, possono indurrne la 

diminuzione. Alla deplezione di NAD contribuisce principalmente la up-regolazione di CD38, il maggior 

“consumatore” cellulare di NAD. L’esaurimento delle scorte cellulari di NAD possono compromettere l’attività delle 

sirtuine e indurre la riduzione del rapporto NAD/NADH, con conseguente diminuita disponibilità di acetil-CoA per 

l’acetilazione istonica, portando alla condensazione della cromatina e silenziamento genico. La ridotta attività delle 

sirtuine può contribuire alla disfunzione mitocondriale, attraverso l’aumento dei ROS mitocondriali e l’alterazione della 

mitofagia, può alterare la lunghezza dei telomeri e anche diversi pathway di riparazione del danno del DNA, generando 

un circolo vizioso, che può mantenere ed amplificare il danno del DNA e il consumo di NAD. La disfunzione 

mitocondriale, gli elevati livelli di ROS, la deplezione di NAD, la up-regolazione di CD38 rappresentano caratteristiche 

condivise tra l’exhaustion T linfocitaria e la senescenza cellulare. In figura sono indicati in rosso gli aspetti di questo 

schema già validati. L’elevata produzione di ROS, la proteostasi sovraccaricata, la deplezione di NAD, l’up-regolazione 

di CD38 e la deregolazione epigenetica rappresentano potenziali target per strategie di immunomodulazione nell’epatite 

B cronica. 
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