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RIASSUNTO 

Si stima che nel mondo più di 257 Ƴƛƭƛƻƴƛ Řƛ ǇŜǊǎƻƴŜ ŀōōƛŀƴƻ ŎƻƴǘǊŀǘǘƻ ǳƴΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ Řŀ I.±Φ 

!ǘǘǳŀƭƳŜƴǘŜ ƛƭ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ . ŝ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭƳŜƴǘŜ ōŀǎŀǘƻ ǎǳƭƭŀ ǘŜǊŀǇƛŀ Ŏƻƴ ŀƴŀƭƻƎƘƛ 

nucleos(t)idici (NUC), che nella maggior parte dei pazienti deve tuttavia essere somministrata per 

tutta la vita per il rischio di pericolose riattivazioni virali alla sospensione del trattamento. Esiste 

ǇŜǊǘŀƴǘƻ ǳƴΩǳǊƎŜƴǘŜ ƴŜŎŜǎǎƛǘŁ Řƛ ŀǇǇǊƻŎŎƛ ǘŜǊŀǇŜǳǘƛŎƛ ŎƘŜ ŀŎŎŜƭŜǊƛƴƻ ƛƭ ŎƻƴǘǊƻƭƭƻ ǾƛǊŀƭŜ ŎƻƳǇƭŜǘƻΣ ŀƭ 

fine di abbreviare la durata delle attuali terapie. In corso di infezione cronica i linfociti T HBV-

specifici risultano profondamente disfunzionali, e perdono progressivamente le loro funzioni in un 

ǇǊƻŎŜǎǎƻ ƴƻǘƻ ŎƻƳŜ άexhaustion ƭƛƴŦƻŎƛǘŀǊƛŀέΦ Pertanto, la ricostituzione di una risposta anti-virale 

efficiente rappresenta una strategia razionale per il trattamento dei pazienti con infezione cronica 

Řŀ I.± Ŝ ǇŜǊ ƭΩƛƴǘŜƎǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ ŀǘǘǳŀƭƛ ǘŜǊŀǇƛŜ ŀƴǘƛ-virali. Nel Laboratorio di Immunopatologia 

±ƛǊŀƭŜ ŘŜƭƭΩ!ȊƛŜƴŘŀ hǎǇŜŘŀƭƛŜǊƻ-Universitaria di Parma è stato precedentemente condotto uno 

studio di 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. 

Tale studio ha permesso di evidenziare una prevalente down-regolazione di geni coinvolti in diverse 

funzioni cellulari; particolarmente significative sono quelle relative a vari processi mitocondriali, al 

sistema ubiquitina-proteasoma, alla risposta al danno del DNA e al controllo epigenetico della 

trascrizione. La disfunzione mitocondriale, con eccesso di produzione di specie reattive 

ŘŜƭƭΩƻǎǎƛƎŜƴƻ όwh{ύΣ Ŝ ƭΩŀƭǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǇǊƻǘŜƻǎǘŀǎƛ ŎŜƭƭǳƭŀǊŜ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ǎǳŎŎŜǎǎƛǾŀƳŜƴǘŜ ǾŀƭƛŘŀǘŜ 

tramite test funzionali. È emerso inoltre che i linfociti HBV-specifici mostrano un accumulo di danno 

ŀƭ 5b! Ŝ ǳƴΩƛƴŜŦŦƛŎƛŜƴǘŜ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ŀƭ ŘŀƴƴƻΣ ǳƴŀ ŘƛƳƛƴǳƛǘŀ ŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ƛǎǘƻƴƛŎŀ Ŝ ǘŜƭƻƳŜǊƛ 

significativamente più corti rispetto a linfociti funzionali influenza (FLU)-specifici degli stessi pazienti 

con infezione cronica. Tra i mediatori che intervengono per riparare il danno del DNA, rientrano le 

poli-ADP- ribosilasi (PARP), enzimi nicotinamide adenina dinucleotide (NAD)-dipendenti come le 

sirtuine e le ciclo-ADP-ribosio sintasi, tra cui CD38. In particolare, CD38 è noto per essere il maggiore 
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consumatore di NAD, ed è risultato sovra-espresso nei linfociti T HBV-specifici dei pazienti cronici. 

tŀǊǘŜƴŘƻ ŘŀƭƭΩƛǇƻǘŜǎƛ ŎƘŜ ƭŀ ŘŜǇƭŜȊƛƻƴŜ Řƛ b!5 Ǉƻǎǎŀ ŎƻƴŎƻǊǊŜǊŜ ŀƭƭŀ ŘƛǎŦǳƴȊƛƻƴŜ ¢ ƭƛƴŦƻŎƛǘŀǊƛŀΣ si è 

ǘŜǎǘŀǘƻ ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ ŘŜƭƭŀ ǎƻƳƳƛƴƛǎǘǊŀȊƛƻƴŜ in vitro della molecola precursore del NAD Nicotinamide 

Mononucleotide (NMN) Řŀ ǎƻƭŀ Ŝ ƛƴ ŎƻƳōƛƴŀȊƛƻƴŜ Ŏƻƴ ǳƴ ƛƴƛōƛǘƻǊŜ ŘŜƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ b!5-asica del CD38 

όтуŎ ƻ /5оуƛύΦ [ΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ŘŜƭ ǎƛƴƎƻƭƻ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ Ŏƻƴ baN è risultata ulteriormente potenziata 

ŘŀƭƭΩŀǎǎƻŎƛŀȊƛƻƴŜ Ŏƻƴ ƛƭ /5оуƛΣ ƴŜƭ ǊƛǇǊƛǎǘƛƴŀǊŜ ƭa funzionalità T linfocitaria anti-virale. 

Lo scopo della presente tesi è stato quello di approfondire lo studio dei meccanismi alla base della 

disfunzione linfocitaria ƛƴ ŎƻǊǎƻ Řƛ ŜǇŀǘƛǘŜ . ŎǊƻƴƛŎŀΣ ƛƴŘŀƎŀƴŘƻ ƛƭ Ǌǳƻƭƻ ŘŜƭƭΩǳǇ-regolazione di CD38 

ƛƴ ǘŀƭŜ ŎƻƴǘŜǎǘƻ Ŝ ǾŜǊƛŦƛŎŀƴŘƻ ŎƘŜ ƭΩŀŎŎǳƳǳƭƻ Řƛ wh{Σ Ŝ ǉǳƛƴŘƛ ƭƻ ǎǘǊŜǎǎ ƻǎǎƛŘŀǘƛǾƻΣ ǎƛŀ ŀǎǎƻŎƛŀǘƻ ŀƭƭŀ 

riduzione della lunghezza dei telomeri. Si è poi ŎŀǊŀǘǘŜǊƛȊȊŀǘƻ ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ ŘŜƭ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ ŎƻƳōƛƴŀǘƻ 

con NMN e inibitore di CD38 non solo sul ripristino dei diversi aspetti alterati descritti, compreso il 

ǇǊƻŦƛƭƻ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŀƭŜΣ ƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘŜƛ ǘŜƭƻƳŜǊƛ Ŝ ƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ƛǎǘƻƴƛŎŀΣ Ƴŀ ŀƴŎƘŜ ǎǳ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ 

specifici per diversi epitopi virali, descritti in letteratura per avere diversi livelli di esaurimento 

funzionale, inclusi epitopi mutanti. 

I dati indicano che i linfociti T CD8 HBV-specifici che esprimono elevati livelli di CD38, mostrano più 

alta espressione di PD-1 e una capacità di rispondere al danno del DNA, così come di produrre la 

citochina antivirale interferone- ,ɹ molto più compromessa, rispetto ai linfociti che esprimono meno 

CD38. [ΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƛ Ŏƻƴ ŀƴǘƛƻǎǎƛŘŀƴǘƛ ƳƛǘƻŎƻƴŘǊƛŀƭƛΣ ƴŜǳǘǊŀƭƛȊȊŀƴŘƻ ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ Řŀƴƴƻǎƻ ŘŜƛ 

ROS, è in grado di ripristinare significativamente la lunghezza dei telomeri. La deplezione di NAD 

ŎƻƳǇǊƻƳŜǘǘŜ ŀƴŎƘŜ ƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛǎǘƻƴŜ Iо Ŝ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ƎŜƴƛŎŀ Řƛ {ƛǊǘоΣ ǎǘǳŘƛŀǘŀ ƳŜŘƛŀƴǘŜ 

ǎŜǉǳŜƴȊƛŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩwb! όwb!-Seq). Attraverso questa metodica, è stato inoltre possibile 

osservare anche che il trattamento con NMN+CD38i influisce sul profilo trascrizionale dei linfociti 

HBV-specifici exhausted e sulla lunghezza dei telomeri. Inoltre tale trattamento è efficace per 

ǊŜŎǳǇŜǊŀǊŜ ƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ƛǎǘƻƴƛŎŀ Ŝ ǊƛǇǊƛǎǘƛƴŀǊŜ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜ ŀ ƭƛǾŜƭƭƛ ŎƻƴŦǊƻƴǘŀōƛƭƛ Ŏƻƴ 

Entinostat, un farmaco epigenetico ad attività inibitoria sulle istone-deacetilasi (HDAC). In linfociti 

T CD8 HBV-specifici che riconosco epitopi virali diversi da CORE 18-27, quali epitopi CORE mutati ed 
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epitopi della polimerasi virale, i meccanismi di riparazione del danno del DNA risultano disfunzionali 

e il trattamento con NMN+CD38i ripristina la funzionalità linfocitaria a livelli confrontabili con quelli 

osservati per i linfociti T HBV-specifici per il CORE wild type.  

In conclusione, lo studio riportato nella presente tesi ha permesso di approfondire ulteriormente 

la conoscenza dei meccanismi aƭƭŀ ōŀǎŜ ŘŜƭƭΩexhaustion linfocitaria. Le diverse disfunzioni cellulari, 

ƛƴŎƭǳǎƻ ƭΩŀŎŎƻǊŎƛŀƳŜƴǘƻ ŘŜƛ ǘŜƭƻƳŜǊƛΣ Ǌƛǎǳƭǘŀƴƻ ƛƴǘŜǊŎƻƴƴŜǎǎŜ Ŝ ŎƻǊǊŜƭŀǘŜ ŀƭƭΩŜǎŀǳǊƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭ b!5, 

suggerendo una somiglianza tra exhaustion T linfocitaria e senescenza cellulare. La carenza di NAD 

può ridurre anche la disponibilità di Acetil-/ƻ! ǇŜǊ ƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ƛǎǘƻƴƛŎŀΣ ǇƻǊǘŀƴŘƻ ŀƭƭŀ 

condensazione della cromatina e quindi al silenziamento genico. La correzione delle funzioni 

ƛƴǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀǊƛ ŘŜǊŜƎƻƭŀǘŜ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭŀ ǎǳǇǇƭŜƳŜƴǘŀȊƛƻƴŜ Řƛ b!5 ƛƴ ŀǎǎƻŎƛŀȊƛƻƴŜ ŀƭƭΩƛƴƛōƛȊƛƻƴŜ Řƛ 

CD38 è in grado di ripristinare la funzionalità antivirale dei linfociti T CD8 antivirali 

ƛƴŘƛǇŜƴŘŜƴǘŜƳŜƴǘŜ ŘŀƭƭΩŜǇƛǘƻǇƻ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛǳǘƻ Ŝ ŀƴŎƘŜ ƛƴ Ŏŀǎƻ Řƛ Ƴǳǘŀƴǘƛ ǾƛǊŀƭƛΦ ¢ŀƭe trattamento 

rappresenta quindi una potenziale strategia terapeutica per ǳƴΩƛƳƳǳƴƻǘŜǊŀǇƛŀ ŦƛƴŀƭƛȊȊŀǘŀ alla cura 

ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ Řŀ I.±Φ 
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INTRODUZIONE 
 

1. /ŀǊŀǘǘŜǊƛǎǘƛŎƘŜ ōƛƻƭƻƎƛŎƘŜ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ .  

1.1 Morfologia delle particelle virali e struttura del virus 

Lƭ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ . (HBV) è un virus a DNA della famiglia degli Hepadnaviridae1. Sono stati 

caratterizzŀǘƛ мл ƎŜƴƻǘƛǇƛ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ . όŘŀ ! ŀ Wύ ǳƭǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ ǎǳŘŘƛǾƛǎƛ ƛƴ ǎǳōƎŜƴƻǘƛǇƛ 

(circa 40)2. I virioni infettivi sono costituiti da una membrana lipidica con inserita la componente 

antigenica HbsAg, che circonda un nucleocapside composto dalla proteina CORE (HBc), dalla 

polimerasi virale (Pol) e dal DNA. Il genoma di HBV è una molecola DNA parzialmente a doppia elica 

(rcDNA: relaxed circular DNA) lunga 3,2 Kb, che codifica quattro open reading frame (ORF) 

sovrapposte, C, P, S e X, da cui vengono prodotte le proteine virali funzionali (Figura 1). Il gene C 

ŎƻŘƛŦƛŎŀ ǇŜǊ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ /hw9 όIōŎ!Ǝύ proteina che dimerizza e forma il nucleocapside per auto-

ŀǎǎŜƳōƭŀƳŜƴǘƻΣ Ŝ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ Ŝ όIōŜ!Ǝύ, una proteina non strutturale che ha funzione immuno-

modulatrice ed è un marker di attiva replicazione virale. Il gene S codifica per tre glicoproteine 

ǇǊŜǎŜƴǘƛ ƴŜƭƭΩŜƴǾŜƭƻǇŜ ǇǊƻŘƻǘǘŜ ŀ ǇŀǊǘƛǊŜ Řŀ ǘǊŜ ŘƛǾŜǊǎƛ Ǉǳƴǘƛ Řƛ ǘǊŀŘǳȊƛƻƴŜ ŎƘŜ ŘƛǾƛŘƻƴƻ ƛƭ ƎŜƴŜ ƛƴ 

tre sezioni: pre-S1, pre-S2 e S. Data la presenza di diversi codoni di inizio, vengono prodotti tre 

diversi polipeptidi chiamati large, middle, small (pre-S1+pre-S2+S; pre-S2+S; S). Il gene P codifica 

per la polimerasi virale, la proteina più grande che funziona sia come trascrittasi inversa che come 

ribonucleasi3. Infine il gene X codifica per una proteina regolatoria Hbx. Questa proteina è 

importanǘŜ ǇŜǊ ƳƻŘǳƭŀǊŜ ƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜΣ ƭΩŀǇƻǇǘƻǎƛΣ ƛƭ ŎƛŎƭƻ ŎŜƭƭǳƭŀǊŜΣ ƭŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ŀƭ Řŀƴƴƻ ŀƭ 

5b!Σ ƭΩŀǳǘƻŦŀƎƛŀ Ŝ ƭŀ ƳƛǘƻŦŀƎƛŀ4. 
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Figura 1: A sinistra è mostrata la morfologia della particella virale. A destra è rappresentata la 

struttura del genoma di HBV: al centro sono riportati i due filamenti di DNA, esternamente sono 

rappresentate, le differenti regioni del genoma di HBV codificanti per le proteine strutturali e non 

strutturali del virus. 

Fonte: Tsukuda S. Hepatitis B virus biology and life cycle. Antiviral Research 182 (2020) 104925. 

 

1.2 Ciclo replicativo 

[ΩƛƴƎǊŜǎǎƻ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ƴŜƭƭŀ ŎŜƭƭǳƭŀ ƻǎǇƛǘŜ ŀǾǾƛŜƴŜ ƎǊŀȊƛŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ della parte N-terminale di L-

HBsAg del virus e il co-trasportatore taurocolato sodio dipendente (NTCP) delle cellule epatiche5. 

5ƻǇƻ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŘŜƎƭƛ ŜǇŀǘociti, il rivestimento esterno viene digerito dai lisosomi cellulari e il 

genoma di HBV viene trasportato nel nucleo dove viene rimodellato da enzimi cellulari in cccDNA 

(covalently closed circular DNA) una forma di DNA particolarmente stabile che è avvolto da istoni 

per formare un minicromosoma episomicoΦ Lƭ ŎŎŎ5b! ǾƛŜƴŜ ǘǊŀǎŎǊƛǘǘƻ ŘŀƭƭΩwb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ LL ŘŜƭƭŀ 

cellula ospite per formare mRNA sub-ƎŜƴƻƳƛŎƻΣ ǘǊŀŘƻǘǘƻ ƴŜƭ ŎƛǘƻǇƭŀǎƳŀ ƛƴ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ŘŜƭƭΩŜƴǾŜƭƻǇŜ 

e proteina X, e mRNA pre-genomico (pgRNA) che serve per la produzione delle proteine CORE e 

POL; inoltre funge da stampo per il nuovo DNA virale. Il pgRNA viene incorporato nel capside virale 

insieme alla polimerasi, che media la trascrizione inversa. Viene quindi sintetizzato il primo 

filamento completo di 5b! ŀ ǇƻƭŀǊƛǘŁ ƴŜƎŀǘƛǾŀ Ŝ ƭΩwb! ǎǘŀƳǇƻ ǾƛŜƴŜ ŘŜƎǊŀŘŀǘƻ ƎǊŀȊƛŜ ŀƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ 

RNAsi H della polimerasi. Infine viene sintetizzato il filamento a polarità positiva che risulterà invece 

incompleto6. I nucleocapsidi maturi possono ŜǎǎŜǊŜ ǊƛǾŜǎǘƛǘƛ ŘŀƭƭΩŜƴǾŜƭƻǇŜ ƛƴ Ŏǳƛ Ŏƻƴƻ ǇǊŜǎŜƴǘƛ ƭŜ 

glicoproteine di superficie, ed essere così secreti dalla cellula per esocitosi, oppure rientrare nel 
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nucleo formando nuovo cccDNA e dando avvio ad un nuovo ciclo replicativo (Figura 2). Proprio la 

persistenza del cccDNA nel nucleo è una delle cause della difficile eradicazione del virus. Il genoma 

virale inoltre può integrarsi nel DNA della cellula ƻǎǇƛǘŜΦ [ΩƛƴǘŜƎǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ 5b! ŘŜƭƭΩI.± ƴƻƴ è 

implicata nella produzione di nuovi virioni, tuttavia rappresenta una fonte stabile di HBx e 

dell'immunomodulatore HbsAg; per questo potrebbe favorire la replicazione virale, la tolleranza 

immunitaria e la persistenza virale7ς9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Illustrazione schematica del ciclo replicativo di HBV 

Fonte: Myrto Prifti G et al. Recent Advances in Hepatitis B Treatment, Pharmaceuticals 2021, 14, 

417. 
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2. EǇƛŘŜƳƛƻƭƻƎƛŀ Ŝ ǎǘƻǊƛŀ ƴŀǘǳǊŀƭŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ I.± 

2.1 9ǇƛŘŜƳƛƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ Řŀ ǾƛǊǳǎ . 

Il virus ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ . ŝ ƭŀ Ŏŀǳǎŀ ǇƛǴ ŎƻƳǳƴŜ Řƛ ƛƴŦŜȊƛƻƴƛ ŎǊƻƴƛŎƘŜ ŀ ŎŀǊƛŎƻ ŘŜƭ ŦŜƎŀǘƻΣ ŎƘŜ ŜǾƻƭǾƻƴƻ 

in cirrosi epatica ed epatocarcinoma; rappresenta quindi un problema di salute pubblica mondiale. 

Nel 2019 lΩhǊƎŀƴƛȊȊŀȊƛƻƴŜ aƻƴŘƛŀƭŜ ŘŜƭƭŀ {ŀƴƛǘŁ όha{ύ ha stimato che 296 milioni di persone 

convivevano con un'infezione cronica da epatite B. Inoltre si stimano annualmente circa 820.000 

decessi per cirrosi e carcinoma epatocellulare (cancro primario del fegato) e 1,5 milioni di nuovi casi 

di infezione10. In base alla modalità di trasmissione si distinguono tre gradi di endemicità: 

¶ ŀƭǘŀ όI.ǎ!Ǝ җ у҈ύΣ ƴŜƭƭŜ ǊŜƎƛƻƴƛ ŘŜƭ {ǳŘ !ƳŜǊƛŎŀΣ !ŦǊƛŎŀ {ǳō-Sahariana e Sud-Est Asiatico. 

¶ intermedia (HBsAg 2-8%) in Medio Oriente ed Est Europa. 

¶ ōŀǎǎŀ όI.ǎ!Ǝ Җ н҈ύ ƛƴ 9ǳǊƻǇŀ hŎŎƛŘŜƴǘŀƭŜΣ !ǳǎǘǊŀƭƛŀΣ bƻǊŘ !ƳŜǊƛŎŀ11. 

Nei paesi altamente endemici il grado di diffusione è in diminuzione, grazie ai programmi di 

vaccinazione e ai trattamenti antivirali. Tuttavia, i movimenti migratori stanno cambiando 

l'incidenza della malattia in diversi paesi europei con un basso grado di endemicità (es. Italia, 

Germania), e anche con i programmi di vaccinazione universali, è stato impossibile prevenire i casi 

acuti di infezione da HBV, in particolare nelle popolazioni ad alto rischio12. 

2.2 Modalità di trasmissione e storia naturale del virus 

Lƭ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ . ǾƛŜƴŜ ǘǊŀǎƳŜǎǎƻ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ǎŀƴƎǳŜ Ŝ ŦƭǳƛŘƛ ŎƻǊǇƻǊŜƛ Ŝ ƛƭ ŎƻƴǘŀƎƛƻ ǇǳƼ ŀǾǾŜƴƛǊŜ 

ǇŜǊ Ǿƛŀ ǾŜǊǘƛŎŀƭŜΣ Řŀ ƳŀŘǊŜ ŀ ŦƛƎƭƛƻΣ ƻ ǇŜǊ Ǿƛŀ ƻǊƛȊȊƻƴǘŀƭŜ Řŀ ǳƴ ƛƴŘƛǾƛŘǳƻ ŀƭƭΩŀƭǘǊƻ. Nelle regioni ad 

alta endemicitàΣ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŝ ŎƻƴǘǊŀǘǘŀ ǎƻǇǊŀǘǘǳǘǘƻ ƛƴ ŜǘŁ ǇŜǊƛƴŀǘŀƭŜ ǇŜǊ ǘǊŀǎƳƛǎǎƛƻƴŜ ǾŜǊǘƛŎŀƭŜ ƻ 

ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŀ ǇǊƛƳŀ ƛƴŦŀƴȊƛŀ ǇŜǊ ǘǊŀǎƳƛǎǎƛƻƴŜ ƻǊƛȊȊƻƴǘŀƭŜΣ Ŝ ƛƭ ǊƛǎŎƘƛƻ Řƛ ŎǊƻƴƛŎƛȊȊŀǊŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŝ Ƴƻƭǘƻ 

alto, probabilmente perché il sistema immunitario non è ancora maturo. In particolare i bambini 

più a rischio sono quelli nati da madri portatrici del virus e HbeAg positive13; il 70-90% di questi 

ōŀƳōƛƴƛ ŎƻƴǘǊŀŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Ŝ ƛƭ фл҈ ŘƛǾŜƴǘŀ ǳƴ ǇƻǊǘŀǘƻǊŜ ŎǊƻƴƛŎƻ14. La trasmissione orizzontale 
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invece è caratteristica delle regioni a bassa endemicità e avviene soprattutto tra individui adulti di 

categorie maggiormente a rischio come: tossicodipendenti, omosessuali, operatori sanitari, 

familiari di persone infette15. 

La storia naturale dell'infezione cronica da HBV è stata suddivisa in cinque fasi, non 

necessariamente sequenziali, che tengono conto dei livelli di HBeAg, di HBV DNA, di alanina 

aminotransferasi (ALT) e la presenza di infiammazione nel fegato (Figura 3). La prima fase è 

ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ I.± IōŜ!Ǝ ǇƻǎƛǘƛǾŀ όƻ Řƛ ƛƳƳǳƴƻǘƻƭƭŜǊŀƴȊŀύ è caratterizzata dalla presenza nel 

siero di HBeAg, e alti livelli di HBV DNA, transaminasi nei limiti della norma e necroinfiammazione 

epatica minima o assente, a causa di una minima o assente risposta immunitaria. Nei soggetti 

infettati in età perinatale questa fase può durare anche più di ǘǊŜƴǘΩŀƴƴƛΣ ƳŜƴǘǊŜ Ƙŀ ǳƴŀ ŘǳǊŀǘŀ ǇƛǴ 

ōǊŜǾŜ ǎŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŝ ŎƻƴǘǊŀǘǘŀ ƛƴ ŜǘŁ ŀŘǳƭǘŀ. La seconda fase è ƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ I.± I.Ŝ!Ǝ 

positiva. Iƭ ǎƛǎǘŜƳŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛƻ ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜ ǊƛŎƻƴƻǎŎŜ I.± Ŝ ƛƴƛȊƛŀ ǳƴŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ŎƘŜ 

danneggerà progressivamente gli epatociti. Si riscontra ancora la presenza di HBeAg nel siero, 

elevati livelli di HBV-DNA, ma anche di transaminasi, e infiammazione epatica. Il risultato di questa 

fase è variabile; la maggior parte dei pazienti va incontro alla sieronegativizzazione per HBeAg e 

sieroconversione anti-HBe, ed entra nella fase di infezione HBeAg negativa. Altri pazienti 

potrebbero non riuscire a controllare l'HBV e passare alla fase di epatite cronica HBeAg-negativa. 

La terza fase è ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ I.Ŝ!Ǝ ƴŜƎŀǘƛǾŀ όƻ fase inattiva) ed è caratterizzata dalla 

presenza di anticorpi anti-HBe, livelli di HBV DNA e alanina amino transferasi (ALT) normali e da un 

miglioramento della condizione infiammatoria del fegato. Alcuni pazienti, inoltre, vanno incontro 

alla clearance di HbsAg e allo sviluppo dei relativi anticorpi, con conseguente ingresso in una fase 

di guarigione caratterizzata da basso rischio di cirrosi ed epatocarcinoma. Per quanto riguarda i 

ǇŀȊƛŜƴǘƛ άǇƻǊǘŀǘƻǊƛ ƛƴŀǘǘƛǾƛέΣ ƛƭ мл҈-30% va incontro a successiva riattivazione, entrando in una fase 

di epatite cronica HbeAg negativa16. Durante questa fase nel siero sono rilevabili gli anti-HBe, i 

livelli di HBV DNA e ALT sono variabili e l'istologia epatica mostra necroinfiammazione e fibrosi. 

Questa condizione è dovuta a mutazioni nelle regioni core e pre-core del genoma di HBV che 



14 
 

ǇƻǊǘŀƴƻ ŀŘ ǳƴŀ ǊƛŘǳȊƛƻƴŜ ƴŜƭƭŀ ǎƛƴǘŜǎƛ ŘŜƭƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ IōŜ!ƎΦ Questa fase è associata a bassi tassi di 

remissione spontanea della malattia.  

Durante la quinta e ultima fase HBsAg negativa, il siero è caratterizzato dalla presenza degli 

anticorpi anti-HBc e dalla presenza o assenza di anti-HBs. Poiché il cccDNA è ancora rilevabile nel 

ŦŜƎŀǘƻ ǉǳŜǎǘŀ ŦŀǎŜ ŝ ƴƻǘŀ ŀƴŎƘŜ ŎƻƳŜ άƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ƻŎŎǳƭǘŀ Řŀ I.±έΦ  La perdita di HBsAg prima 

dell'inizio della cirrosi è associata ad un minor rischio di sviluppare cirrosi ed epatocarcinoma. 

Tuttavia, se la cirrosi si è sviluppata prima della perdita di HBsAg, i pazienti rimangono a rischio di 

carcinoma epatocellulare17.  

 

3. Nuovi biomarcatori virali in corso di infezione cronica da HBV  

L ōƛƻƳŀǊŎŀǘƻǊƛ ǎƛŜǊƛŎƛ ŀǘǘǳŀƭƳŜƴǘŜ ƛƴ ǳǎƻ ƴŜƭƭŀ ǇǊŀǘƛŎŀ ŎƭƛƴƛŎŀ ƛƴŎƭǳŘƻƴƻ ƭΩIōǎ!ƎΣ I.Ŝ!ƎΣ I.± 5b! Ŝ 

ALT e servono per discriminare le diverse fasi di malattia, Tuttavia questi biomarcatori non 

ǊƛŦƭŜǘǘƻƴƻ ŎƻƳǇƭŜǘŀƳŜƴǘŜ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ƛƴǘǊŀŜǇŀǘƛŎŀ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩI.±Φ [ŀ ǉǳŀƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ Řƛ ŎŎŎ5b! Ŝ 

dŜƭƭΩRNA virale rappresentano una strategia utile per caratterizzare meglio i diversi stadi di malattia, 

per prevenire il rischio di epatocarcinoma e seguire la risposta immunitaria e la risposta alla terapia. 

La misurazione intraepatica del cccDNA e deƭƭΩwb! ǾƛǊŀƭŜ ǊƛŎƘƛŜŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ Řƛ ōƛƻǇǎƛŀ 

epatica, una pratica invasiva e poco utilizzata nella routine clinica. Questo rende necessaria la 

quantificazione di nuovi marcatori sierici che riflettano il quantitativo di cccDNA intraepatico e la 

sua attività trascrizionale18. 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)19(Figura 3). 
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HBV-RNA 

Il cccDNA serve come templato di cinque trascritti virali: precore/core RNA, pgRNA, preS1 RNA, 

preS2/S RNA e X RNA. Di questi il pgRNA sierico deriva esclusiavemenre dal cccDNA, ed è stato 

rilevato in biopsie epatiche sia nel siero dei pazienti. Nei pazienti cronici naïve al trattamento, sia 

ƭΩI.± 5b! ǎƛŀ ƭΩI.± wb! ǎƻƴƻ ƳŀǊŎŀǘƻǊƛ ŘŜƭƭΩŀttività di cccDNA; in seguito al trattamento con 

analoghi nucleos(t)idici (NUC) i livelli di HBV DNA diminuiscono, mentre i livelli di pgRNA possono 

rimanere relativamente elevati. La determinazione di pgRNA nel siero può quindi essere utilizzata 

come marcatore surrogato di trascrizione del cccDNA nel fegato20. Nei pazienti cronici i livelli di HBV 

RNA variano in stretta associazione con i livelli HBeAg, e nella fase HBeAg positiva mostrano una 

ƳŀƎƎƛƻǊŜ ŎƻǊǊŜƭŀȊƛƻƴŜ Ŏƻƴ ƭΩI.± 5b! ŘŜƭ ǎƛŜǊƻ21. I livelli sierici di HBV RNA possono rappresentare 

un valido strumento per predire la sieroconversione anti-HBe durante il trattamento con NUC. 

Infatti è stato dimostrato che la riduzione significativa dei livelli sierici di HBV RNA durante la terapia 

con NUC, correla con maggiori probabilità di raggiungere la sieroconversione HBeAg, rispetto ai 

livelli di DNA dell'HBV, HBsAg, alanina aminotransferasi, genotipo HBV, età e sesso22. Diversi studi 

Ƙŀƴƴƻ ŘƛƳƻǎǘǊŀǘƻ ŎƘŜ ƭΩI.± wb! ŝ ǳƴ ƳŀǊŎatore utile per predire la riattivazione virale in seguito 

alla sospensione della terapia. I pazienti con livelli di HBV RNA negativi al termine del trattamento, 

avevano un rischio significativamente più basso di recidiva clinica rispetto a quelli con livelli di HBV 

RNA positivi. Inoltre i pazienti con recidiva clinica hanno mostrato un aumento di HBV RNA dopo la 

sospensione del farmaco. Al contrario, tra i pazienti senza recidiva clinica, il livello di HBV RNA è 

rimasto ad un livello molto basso23. 

HBcrAg 

[Ω Hepatitis B core-related antigen (HBcrAg) è costituito da tre proteine virali tradotte a partire dalla 

ǊŜƎƛƻƴŜ ŎƻǊŜκǇǊŜŎƻǊŜ ŘŜƭƭΩI.±Σ ŎƘŜ ŎƻƴŘƛǾƛŘƻƴƻ ǳƴŀ ǊŜƎƛƻƴŜ Řƛ 149 aminoacidi: HBeAg, HBcAg e 

p22cr24. [ΩI.ŎǊ!Ǝ sta emergendo come nuovo biomarcatore per monitorare i livelli di cccDNA e la 

ǎǳŀ ŀǘǘƛǾƛǘŁ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŀƭŜ ŜŘ ŝ ǳǘƛƭŜ ǇŜǊ ŘƛǎǘƛƴƎǳŜǊŜ ƭŜ ŘƛǾŜǊǎŜ Ŧŀǎƛ ŎƭƛƴƛŎƘŜ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ .Φ L 
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livelli di HBcrAg risultano più elevati nella fase HBeAg positiva rispetto la negativa25ς27 e in questa 

fase risulta più forte anche la correlazione con i livelli di cccDNA e la sua attività trascrizionale25. 

Livelli più alti di HBcrAg nell'epatite cronica HBeAg-negativa sono associati a una maggiore attività 

necroinfiammatoria e fibrosi28. A differenza della fase HBeAg-positiva, se i pazienti HBeAg-negativi 

hanno ancora livelli relativamente alti di HBcrAg dopo la sieroconversione HBeAg, le attività della 

malattia sono in realtà più avanzate Ŝ ƛƭ ǊƛǎŎƘƛƻ Řƛ ŎƛǊǊƻǎƛ ǇƛǴ ŜƭŜǾŀǘƻΦ LƴƻƭǘǊŜ ƭΩI.ŎǊ!Ǝ ŎƻǎǘƛǘǳƛǎŎŜ ǳƴ 

possibile marcatore predittivo di insorgenza di carcinoma epatocellulare (HCC). Il trattamento con 

NUC può ridurre ma non sempre eliminare il rischio di HCC29, Ŝ ƭŀ ǇƻǎƛǘƛǾƛǘŁ ŀƭƭΩI.ŎǊ!Ǝ ŘƻǇƻ ŘǳŜ 

anni di trattamento potrebbe predire il rischio di sviluppare HCC30.  

HbsAg 

[ŀ ǉǳŀƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩI.ǎ!Ǝ ƴŜƭƭŀ ǇǊŀǘƛŎŀ ŎƭƛƴƛŎŀ ŝ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŀ ǇŜǊ ŘƛŦŦŜǊŜƴȊƛŀǊŜ ƛ ŘƛǾŜǊǎƛ ǎǘŀŘƛ Řƛ 

malattia e per predire la risposta al trattamento sia nei pazienti HBeAg-positivi e negativi, trattati 

con peg-IFN o NUC31. [ŀ ǇŜǊŘƛǘŀ ŘŜƭƭΩI.ǎ!Ǝ ŝ ŎƻƴǎƛŘŜǊŀǘƻ ƭΩendpoint della terapia antivirale, poiché 

ŦƻǊǘŜƳŜƴǘŜ ŎƻǊǊŜƭŀǘŀ Ŏƻƴ ƭŀ ǎƻǇǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŘǳǊŀǘǳǊŀ ŘŜƭƭΩI.± 5b! Ŝ Ŏƻƴ ǳƴ ōŀǎǎƻ ǊƛǎŎƘƛƻ Řƛ 

complicanze, tra cui HCC32.   Le tre proteine di superficie (small, medium, large) che costituiscono 

ƭΩIōǎ!Ǝ ǾŀǊƛŀƴƻ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ǾŀǊƛŜ Ŧŀǎƛ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ . Ŝ ǎŜƎǳƻƴƻ ŘƛƴŀƳƛŎƘŜ ŘƛǾŜǊǎŜ ŘǳǊŀƴǘŜ ƛƭ 

trattamento33. Attualmente sono tre i test disponibili in commercio per la quantificazione 

ŘŜƭƭΩI.ǎ!Ǝ Ŝ Ƙŀƴƴƻ ǳƴŀ ǎŜƴǎƛōƛƭƛǘŁ ƛƴŦŜǊƛƻǊŜ ŀ лΣлр ¦LκƳƭ34. Inoltre sono in fase di sperimentazione 

diversi saggi qualitativi e quantitativi che aumentano la sensibilità del test da 10 a 250 volte19. 

vǳŜǎǘƛ ǘŜǎǘ ǇŜǊƳŜǘǘƻƴƻ ǳƴŀ ŘƛŀƎƴƻǎƛ ǇƛǴ ǘŜƳǇŜǎǘƛǾŀ ƴŜƭƭŜ Ŧŀǎƛ ƛƴƛȊƛŀƭƛ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŀŎǳǘŀΣ ǇŜǊƳŜǘǘƻƴƻ 

il monitoraggio delle riattivazioni virali e rilevano la presenza di antigene anche in seguito a 

sieroconversione spontanea o indotta da terapia35,36.  

Anti-HBc quantitativo 

[ΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ diretto contro la proteina CORE (anti-HBc) è un marcatore diagnostico che ha efficacia 

nel ƳƻƴƛǘƻǊŀƎƎƛƻ ŘŜƭƭŀ ǎǘƻǊƛŀ ƴŀǘǳǊŀƭŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Ŝ ŘŜƭƭŀ ǎŜǾŜǊƛǘŁ ŘŜƭƭŀ Ƴŀƭŀǘǘƛŀ ŜǇŀǘƛŎŀ. La 
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ǊƛǎǇƻǎǘŀ ǳƳƻǊŀƭŜ ŝ ŘƛǊŜǘǘŀ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭƳŜƴǘŜ ŎƻƴǘǊƻ ƭŀ ƭΩI.Ŏ!Ǝ37, e la misurazione dei livelli di anticorpi 

anti-I.Ŏ ǇŜǊƳŜǘǘŜ Řƛ ƳƻƴƛǘƻǊŀǊŜ ƭŀ ǎǘƻǊƛŀ ƴŀǘǳǊŀƭŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦezione da HBV e la gravità della malattia 

epatica19. In particolare la rilevazione di anti-I.Ŏ ƛƴ ŀǎǎŜƴȊŀ Řƛ I.ǎ!Ǝ ŝ ŀǎǎƻŎƛŀǘŀ ŀƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ 

occulta da HBV38. Inoltre, i livelli relativi di anti-HBc sono stati utilizzati in passato per differenziare 

l'infezione acuta da quella cronica31 e, più recentemente, per predire la sieroconversione spontanea 

dell'HBsAg in pazienti HBeAg negativi39. 5ƛǾŜǊǎƛ ǎǘǳŘƛ Ƙŀƴƴƻ ŘƛƳƻǎǘǊŀǘƻ ƭΩǳǘƛƭƛǘŁ ŘŜƭƭΩŀƴǘƛ-HBc nel 

predire la riattivazione virale in seguito alla sospensione della terapia antivirale. Quantità più 

elevate di anti-HBc al momento della sospensione della terapia è correlato ad un minor rischio di 

rattivazione40. 

HBV Nucleic Acid-Related Antigen (HBV-NRAg) 

¦ƴ ƳŜǘƻŘƻ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾƻ ōŀǎŀǘƻ ǎǳƭƭΩ9[L{! ŝ ǎǘŀǘƻ ǎǾƛƭǳǇǇŀǘƻ ǇŜǊ ǊƛƭŜǾŀǊŜ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ tǊŜ{м Ŝ ƭΩI.Ŏ!ƎΣ 

con lo scopo di monitorare il cccDNA41. Gli studi condotti su questo test hanno evidenziato una 

ŎƻǊǊŜƭŀȊƛƻƴŜ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀ ǘǊŀ ƭΩI.±-bw!Ǝ Ŝ ƭΩI.± 5b! ǎƛŜǊƛŎƻΣ ǊƛǎǇŜǘǘƻ ŀŘ ŀƭǘǊƛ ƳŀǊŎŀǘƻǊƛ ǉǳŀƭƛ 

ƭΩIōǎ!Ǝ Ŝ ƭΩIōŜ!Ǝ19Φ LƴƻƭǘǊŜ ƭŀ ǇƻǎƛǘƛǾƛǘŁ ŀƭƭΩI.±-NRAg è stata associata a tassi significativamente più 

elevati di anomalie epatiche, rispetto ai pazienti HBV-NRAg negativi19. Questo test viene proposto 

ŎƻƳŜ ǾŀƭƛŘƻ ǎƻǎǘƛǘǳǘƻ ǇŜǊ ƭŀ ǉǳŀƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩI.± 5b!Σ Ŏƻƴ ƛƭ ǾŀƴǘŀƎƎƛƻ Řƛ ŜǎǎŜǊŜ ǇƛǴ ǎŜƳǇƭƛŎŜ 

ed economico. 
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Figura 3: Cŀǎƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ Řŀ I.± Ŝ ǇƻǘŜƴȊƛŀƭƛ ōƛƻƳŀǊŎŀǘƻǊƛ  

(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. 

 

4. Cenni di terapia antivirale 

Le terapie antivirali si pongono come principale obiettivo quello di ridurre la mortalità, sopprimere 

la replicazione virale e ƭΩƛƴŦƛŀƳƳŀȊƛƻƴŜ ŜǇŀǘƛŎŀ ǇŜǊ ǇǊŜǾŜƴƛǊŜ ƭŀ ǇǊƻƎǊŜǎǎƛƻƴŜ ǾŜǊǎƻ ƭŀ ŎƛǊǊƻǎƛ ŜǇŀǘƛŎŀ 

Ŝ ƭΩŜǇŀǘƻŎŀǊŎƛƴƻƳŀΦ Inoltre, la terapia antivirale si propone anche di prevenire la trasmissione 

ǾŜǊǘƛŎŀƭŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀƭƭŀ ƳŀŘǊŜ ŀƭ ŦƛƎƭƛƻ Ŝ ƭŀ ǇǊŜǾŜƴȊƛƻƴŜ della fibrosi e della cirrosi. Le terapie 

attualmente disponibili sono efficaci grazie alla loro capacità di normalizzare i livelli di ALT, 

sopprimere la replicazione virale portare a sieroconversione anti-HBe e talvolta anche anti-HBs42. 

Attualmente non è ancora possibile eradicare completamente il virus dalla cellula epatica per la sua 
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ǘŜƴŘŜƴȊŀ ŀŘ ƛƴǘŜƎǊŀǊǎƛ ƴŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜ Ŝ ŀ ǊŜǎǘŀǊŜ ƭŀǘŜƴǘŜ ŎƻƳŜ ŎŎŎ5b! ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ 

nucleo degli epatociti infettati43. Quindi gli obiettivi realmente perseguibili sono costituiti da: 

- [ŀ ǎƻǇǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŀ ƭǳƴƎƻ ǘŜǊƳƛƴŜ ŘŜƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ I.± 5b!Φ [ΩƛƴƛōƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜ 

migliora, nella maggior parte dei pazienti, la risposta istologica intesa come riduzione 

ŘŜƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ƴŜŎǊƻƛƴŦƛŀƳƳŀǘƻǊƛŀΣ ŘŜƛ ǇǊƻŎŜǎǎƛ ŦƛōǊƻǘƛŎƛ Ŝ Řƛ ŎƻƴǎŜƎǳŜƴȊŀ ƛƭ ǊƛǎŎƘƛƻ Řƛ 

ŜǇŀǘƻŎŀǊŎƛƴƻƳŀΦ LƴƻƭǘǊŜ ƭŀ ǎƻǇǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩI.± 5b! ŝ ŀǎǎƻŎƛŀǘƻ ŀƭƭŀ ƴƻǊƳŀƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ 

livelli di ALT. 

- La perdita ŘŜƭƭΩI.Ŝ!ƎΣ Ŏƻƴ ƻ ǎŜƴȊŀ ǎƛŜǊƻŎƻƴǾŜǊǎƛƻƴŜ ŀƴǘƛ-HBe. Questo indica un controllo 

immunitario parziale anche se la stabilità di questa fase è verificabile sono al termine della 

ǘŜǊŀǇƛŀΦ  [ŀ ǇŜǊŘƛǘŀ ŘŜƭƭΩI.ǎ!Ǝ ŝ ŎƻƴǎƛŘŜǊŀǘŀ ƭΩend-point del trattamento. In questo caso si 

ǇŀǊƭŀ Řƛ ŎǳǊŀ άŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜέΣ Ŝ ǇŜǊƳŜǘǘŜ ƭŀ ǎƻǎǇŜƴǎƛƻƴŜ ǎƛŎǳǊŀ ŘŜƭƭŀ ǘŜǊŀǇƛŀ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜΦ ¢ǳǘǘŀǾƛŀ 

è raramente raggiunta con i trattamenti attualmente a disposizione17. Le linee guida per il 

trattamento farmacologico di HBV sono state stilate da AASLD (American Association for 

the Study of Liver Disease), EASL (European Association for the Study of Liver) e APASL 

(Asian Pacific Association for the Study of the Liver) e si basano su tre criteri: 

1. livelli sierici di ALT  

2. livelli sierici di HBV DNA  

3. condizioni del fegato. 

I pazienti che necessitano una terapia antivirale, sia che siano HbeAg positivi che negativi, hanno 

livelli sierici di DNA superiori a 2000 Ul/ml, ALT due volte superiori alla normalità e presentano 

attività necroinfiammatoria e/o fibrosi a livello epatico17. Per il trattamento di HBV cronica, 

attualmente si dispone di ŘǳŜ ŎŀǘŜƎƻǊƛŜ Řƛ ŦŀǊƳŀŎƛ ŀǇǇǊƻǾŀǘƛ Řŀƭƭŀ ά¦Φ{Φ CƻƻŘ ŀƴŘ 5ǊǳƎ 

!ŘƳƛƴƛǎǘǊŀǘƛƻƴέ όC5!ύΥ 

-    Interferoni: Interferone standard (IFN-ʰύ Ŝ LƴǘŜǊŦŜǊƻƴŜ ǇŜƎƘƛƭŀǘƻ όǇŜƎ-IFN-ʰύΦ  
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- Analoghi nucleot(s)idici o NUC: Lamivudina(LAM), Adefovir(ADV), Telbivudine (LdT), 

Entecavir(ETV), Tenofovir disoproxil fumarate (TDF), Tenofovir alafenamide (TAF).  

Interferoni 

Gli interferoni sono citochine antivirali e immunomodulanti, rilasciate dalle cellule del sistema 

immunitario in risposta alla presenza di patogeni. Esistono gli IƴǘŜǊŦŜǊƻƴƛ Řƛ ¢ƛǇƻ L όʰ Ŝ ǖύΣ Ŝ Řƛ ¢ƛǇƻ 

LL όʴύΦ ¢Ǌŀ ǉǳŜǎǘƛ ƭΩLCb-ʰ ŝ ǎǘŀǘƻ ƛƭ ǇǊƛƳƻ ŦŀǊƳŀŎƻ ŘƛǎǇƻƴƛōƛƭŜ ǇŜǊ ƛƭ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ 

B; questo ha caratteristiche immunomodulanti ed è in grado di inibire la replicazione virale. Nel 

нллр ƭΩLCb-ʰ ŝ ǎǘŀǘƻ ǎƻǎǘƛǘǳƛǘƻ Ŏƻƴ ƭΩƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴŜ ǇŜƎƛƭŀǘƻ όLCb-PEG), ovvero legato ad una molecola 

di polietilene glicole che ne migliora la farmacocinetica e ne diminuisce ƭΩŀƴǘƛƎŜƴƛŎƛǘŁ44. La terapia 

viene somministrata con iniezioni sottocutanee una volta a settimana per 48 settimane. Gli studi 

hanno dimostrato che i pazienti cronici HBeAg-positivi trattati con Peg-IFN per via sottocutanea 180 

µg a settimana per 48 settimane hanno raggiunto la normalizzazione delle ALT nel 41% dei casi, 

sieroconversione HBeAg con HBV DNA <400 copie/mL nel 32% dei casi e sieroconversione HBsAg 

nel 3% dei casi45,46. Sebbene sia raccomandato come uno dei trattamenti di prima linea da tutte le 

linee guida terapeutiche, il Peg-IFN viene utilizzato in meno del 5% dei pazienti. Infatti il suo uso è 

limitato dalla modalità di somministrazione, e per i numerosi effetti collaterali quali: fatica, sintomi 

simil-influenzali, ŦƭǳǘǘǳŀȊƛƻƴƛ ŘŜƭƭΩǳƳƻǊŜΣ ƳƛŜƭƻǎƻǇǇǊŜǎǎƛƻƴŜ, sviluppo di malattie autoimmuni. 

Inoltre, è anche controindicato nei pazienti con scompenso epatico, stati immunosoppressi, 

comorbidità maggiori e gravidanza47.  

Analoghi nucleos(t)idici 

Gli analoghi nucleosidici e nucleotidici (NUC) sono stati introdotti in terapia in tempi più recenti; 

competono con il substrato naturale della polimeǊŀǎƛ ǾƛǊŀƭŜΣ Ŝ ƛƴǘŜǊǊƻƳǇƻƴƻ ƭΩŀƭƭǳƴƎŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŀ 

ŎŀǘŜƴŀ ƴǳŎƭŜƻǘƛŘƛŎŀΣ ƛƴƛōŜƴŘƻ ŎƻǎƜ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ Řƛ ǘǊŀǎŎǊƛǘǘŀǎƛ ƛƴǾŜǊǎŀ44. La terapia a base di NUC si è 

dimostrata efficace per diminuire la replicazione virale e indurre la soppressione dei livelli sierici di 

HBV DNA. È indicata principalmente per il trattamento delle forme di infezione cronica HBeAg 
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negativa, nei pazienti con cirrosi e come trattamento di secondo livello, successivo al trattamento 

con interferone. [ƻ ǎǾŀƴǘŀƎƎƛƻ ǊƛǎǇŜǘǘƻ ƭΩƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴŜΣ ǇŜǊƼΣ ŝ ŎƘŜ ƛ b¦/ ŘŜǾƻ ŜǎǎŜǊŜ ǎƻƳƳƛƴƛǎǘǊŀǘƛ 

per tutta la vita, a causa della tendenza alla riattivazione virale in seguito alla sospensione del 

ŦŀǊƳŀŎƻΤ ƛƴƻƭǘǊŜ ƭŀ ƴŜƎŀǘƛǾƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩ I.ǎ!Ǝ ŝ ǊŀǊŀƳŜƴǘŜ ǊŀƎƎƛǳƴǘŀΣ Ŏƻƴ ǳƴΩƛƴŎƛŘŜƴȊŀ ŀƴƴǳŀƭŜ 

del 0,22%48. Lƭ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ Ŏƻƴ ƛ b¦/Σ ƛƴ ǇŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ ƭΩǳǎƻ ǇǊƻƭǳƴƎŀǘƻ Řƛ [ŀƳƛǾǳŘƛƴŀ όƛƭ ǇǊƛƳƻ ŀƴŀƭƻƎƻ 

nucleosidico approvato) deǘŜǊƳƛƴŀ ƛƴ ǳƴΩŜƭŜǾŀǘŀ ǇŜǊŎŜƴǘǳŀƭŜ Řƛ ǇŀȊƛŜƴǘƛ ƭƻ ǎǾƛƭǳǇǇƻ Řƛ ǊŜǎƛǎǘŜƴȊŜ 

farmacologiche e seleziona varianti virali resistenti al farmaco43Φ tŜǊ ǉǳŜǎǘƻ ǘǊŀ ƛ b¦/Σ ƭΩ9ƴǘŜŎŀǾƛǊ Ŝ 

i ¢ŜƴƻŦƻǾƛǊ ǎƻƴƻ ƛ ǇƛǴ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘƛ ŀ Ŏŀǳǎŀ ŘŜƭƭŀ ƭƻǊƻ ǇƻǘŜƴǘŜ ŀǘǘƛǾƛǘŁ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜ Ŝ ŘŜƭƭΩŜƭŜǾŀǘŀ ōŀǊǊƛŜǊŀ 

genetica (numero di mutazioni necessarie a produrre una marcata riduzione della suscettibilità al 

farmaco)43.   

 

5. Nuove terapie antvirali 

Le attuali terapie sopprimono la replicazione virale, riducono la necroinfiammazione epatica con 

conseguente riduzione del rischio di insufficienza epatica e carcinoma epatocellulare; quindi 

migliorano la qualità della vita e le possibilità di sopravvivenza nei pazienti con epatite B cronica. 

Tuttavia i loro effetti non sono duraturi e nella maggior parte dei pazienti la terapia con NUC deve 

essere somministrata per tutta la vita. Lo studio di nuove strategie terapeutiche ha come obiettivo 

la "cura funzionale", ovvero dopo la fine della terapia i livelli di HBsAg e HBV DNA non devono essere 

rilevabili nel siero49. 

5.1 Farmaci ad azione antivirale 

[Ŝ ǘŜǊŀǇƛŜ b¦/ ǎƻǇǇǊƛƳƻƴƻ ƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ I.± 5b! Ƴŀ ƴƻƴ Ƙŀƴƴƻ ǳƴΩŀȊƛƻƴŜ ŘƛǊŜǘǘŀ ǎǳƭ ŎŎŎ5b!Φ vǳŜǎǘƻ 

potrebbe portare a nuovi cicli di infezione, e di conseguenza a mantenere il pool di cccDNA 

intraepatico. Il cccDNA è quindi il bersaglio principale per lo sviluppo di nuovi farmaci antivirali. 

Diverse strategie sono in fase di studio: quelle che riducono la produttività del cccDNA e 
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impediscono il riciclo intracellulare o nuovi cicli di infezione, strategie mirate allo sradicamento del 

cccDNA dalle cellule infette o al silenziamento della sua attività trascrizionale.  

LƴƛōƛǘƻǊƛ ŘŜƭƭΩŜƴǘǊȅ 

[ΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ƛƭ ŘƻƳƛƴƛƻ ǇǊŜ-{м ŘŜƭƭΩ[-I.ǎ!Ǝ Ŝ ƛƭ ǊŜŎŜǘǘƻǊŜ b¢/t ŝ ƛƭ ǇǊƛƳƻ ǎǘŜǇ ǇŜǊ ƭΩƛƴƎǊŜǎǎƻ ŘŜƭ 

virus nella cellula ospite50Φ {ƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ǇǊƻǇƻǎǘŜ ŘƛǾŜǊǎŜ ǎǘǊŀǘŜƎƛŜ Řƛ ƛƴƛōƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŜƴǘǊȅ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎΣ 

ŎƘŜ ŎƻƳǇǊŜƴŘƻƴƻ ƭΩǳǎƻ Řƛ ǇŜǇǘƛŘƛ ŘŜǊƛǾŀǘƛ Řŀƭ ŘƻƳƛƴƛƻ ǇǊŜ-S1. Di questa categoria il più importante 

è il Myrcludex B (Myr B; anche noto come bulevirtide), un lipopeptide miristilato costituito da 47 

aminoacidi della regione pre-{мΦ LƴƛōƛǎŎŜ ŦƻǊǘŜƳŜƴǘŜ ƭΩƛƴƎǊŜǎǎƻ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ǎƛŀ ƛƴ ŎƻƭǘǳǊŜ ŎŜƭƭǳƭŀǊƛ όL/50 

Ґ ул Ǉaύ ǎƛŀ ƴŜƭ ƳƻŘŜƭƭƻ ƳǳǊƛƴƻ ǳƳŀƴƛȊȊŀǘƻ ǳt!κ{/L5Σ ǎŜƴȊŀ ƛƴƛōƛǊŜ ƭΩƛƴƎǊŜǎǎƻ ŘŜƎƭƛ ŀŎƛŘƛ ōƛƭƛŀǊƛ 

negli epatociti51ς55. Il Myr è stato testato come monoterapia in pazienti co-infetti HBV/HDV per 48 

settimane, ed è stata registrata una riduzione di 2,84 log dei livelli di HDV RNA, e un maggiore 

decremento (4,81 log) quando utilizzato in associazione con IFN- Τh ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ ǎƛƴŜǊƎƛŎƻ ŝ Ǌƛǎǳƭǘŀǘƻ 

ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾƻ ŀƴŎƘŜ ƴŜƭƭŜ ƳƛǎǳǊŀȊƛƻƴƛ ŘŜƭƭΩI.ǎ!ƎΤ ƛƭ пл҈ ŘŜƛ ǇŀȊƛŜƴǘƛ Ƙŀ ǊƛǎǇƻǎǘƻ ŀƭƭŀ ǘŜǊŀǇƛŀ Ŝ Řƛ 

ǉǳŜǎǘƛ ƛƭ нсΣт҈ Ƙŀ ƴŜƎŀǘƛǾƛȊȊŀǘƻ ƭΩI.ǎ!Ǝ56Φ  !ƴŎƘŜ ƭŀ ǎƛŎǳǊŜȊȊŀ Ŝ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ƴŜƎƭƛ ǎǘǳŘƛ ŎƭƛƴƛŎƛ Řƛ ŦŀǎŜ 

IIb sono risultati eccellenti57, e una formulazione liposomiale è in fase di sviluppo per la 

somministrazione orale58Φ wŜŎŜƴǘŜƳŜƴǘŜ ŘƛǾŜǊǎƛ ŎƻƳǇƻǎǘƛ ƎƛŁ ŀǇǇǊƻǾŀǘƛ ŘŀƭƭΩC5! ǎƻƴƻ ǎǘati 

ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛ ŎƻƳŜ ŜŦŦƛŎŀŎƛ ƛƴƛōƛǘƻǊƛ ŘŜƭƭΩŜƴǘǊȅΣ ǘǊŀ ǉǳŜǎǘƛ ƭŀ ciclosporina AΣ ƭΩezetimibeΣ ƭΩŀƴƎƛƻǘŜƴǎƛƴŀ 

II e la rapamicina59. LƴƻƭǘǊŜ ŀƴŎƘŜ Ǝƭƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ƳƻƴƻŎƭƻƴŀƭƛ ǎƻƴƻ ŜŦŦƛŎƛŜƴǘƛ ƛƴƛōƛǘƻǊƛ ŘŜƭƭΩentry. Gli 

studi hanno dimostrato che gli anticorpi monoclonali non solo inibiscono l'ingresso del virus, ma 

bloccano anche la secrezione di nuovi virioni infettivi dagli epatociti60.  

Induttori della degradazione di cccDNA 

[ΩŜƭƛƳƛƴŀȊƛƻƴŜ ƻ ƭΩƛƴŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ŎŎŎ5b! ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ƭŀ άŎǳǊŀ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜέ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ .Σ 

tuttavia è necessaria una comprensione più completa degli eventi biochimici coinvolti in questo 

processo61. Uno strumento potenzialmente utile per l'inattivazione completa del cccDNA è il 

sistema di endonucleasi CRISPR-Cas9. Il sistema CRISPR-Cas9 utilizza un RNA guida sintetico (gRNA) 
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che si adatta perfettamente alla sequenza bersaglio del cccDNA e una proteina Cas9 che provoca il 

taglio della regione selezionata. Pertanto, per inattivare il cccDNA, sono necessari diversi gRNA, 

mirati a diversi siti del genoma dell'HBV. Esperimenti preclinici dimostrano che più del 90% del DNA 

di HBV può infatti essere frammentato da Cas9. Tuttavia, circa il 7% dei genomi cccDNA vengono 

riparati, con la formazione di mutanti che potrebbero non annullare la funzione del gene 

interessato61ς63. Prima di utilizzare nella pratica clinica questo approccio di editing genomico, 

devono essere valutate le potenziali problematiche. Queste includono la degradazione incompleta 

del cccDNA, la necessità di trovare un sistema di distribuzione di CRISPR-Cas9 specifico le cellule 

epatiche ed extraepatiche infette, la risposta immunitaria indotta contro l'enzima batterico che 

potrebbe provocare una grave tossicitàΣ Ŝ Ǝƭƛ ŜŦŦŜǘǘƛ ǎǳƭƭΩI.±-DNA integrato64. Un altro sistema di 

ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜ ǇǊŜǾŜŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƭƭŜ ƴǳŎƭŜŀǎƛ zinc-finger (ZFNs) e le nucleasi activator-like (TALENs). 

Sono nucleasi di nuova concezione, utilizzate con successo in modelli di colture cellulari per 

modificare il cccDNA di HBV65. In alternativa, si stanno studiando piccole molecole che agiscono 

direttamente sul cccDNA. A questo proposito, un destabilizzatore del cccDNA dell'HBV (denominato 

ccc_R08) ha determinato una riduzione dei livelli di cccDNA negli epatociti infettati dall'HBV e nel 

fegato dei topi trattati.  La natura della molecola e la sua modalità d'azione non sono ancora state 

rese note66.  

Strategie mirate alla espressione dei geni virali 

{ƛ ǊƛǘƛŜƴŜ ŎƘŜ ǳƴϥŜƭŜǾŀǘŀ ŎŀǊƛŎŀ ŀƴǘƛƎŜƴƛŎŀ ǎǾƻƭƎŀ ǳƴ Ǌǳƻƭƻ ŎŜƴǘǊŀƭŜ ƴŜƭƭΩƛƴǎǘŀǳǊŀǊŜ Ŝ ƳŀƴǘŜƴŜǊŜ ƭŀ 

cronicità, per cui la ricerca si sta muovendo per sviluppare terapie che riducano direttamente 

l'espressione degli antigeni virali e delle proteine regolatrici, silenziando la trascrizione del cccDNA 

o degradando l'RNA virale.  

Controllo trascrizionale 

Un bersaglio che potrebbe contribuire al controllo trascrizionale del cccDNA è la proteina X 

dell'HBV. L'HBx induce la degradazione proteasomica del complesso Smc5/6, che normalmente 



24 
 

sopprime la trascrizione del cccDNA. Di conseguenza, l'inibizione della proteina HBx impedirà 

l'espressione di tutti i trascritti delle molecole di cccDNA e sopprime la formazione di nuove 

molecole di cccDNA67Φ [ΩI.Ȅ ŘƛǊƻǘǘŀ ƭŀ ǇǊƻǘŜƛƴŀ 55.м ό5b! ŘŀƳŀƎŜ-binding protein 1) che contiene 

ƭΩǳōƛǉǳƛǘƛƴŀ ƭƛƎŀǎƛ 9оΣ ǎǳƭ ŎƻƳǇƭŜǎǎƻ {a/ рκс Ŝ ƴŜ ǇǊƻƳǳƻǾŜ ƭŀ ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜ68,69, quindi approcci 

ŘƛǊŜǘǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ I.Ȅ-DDB1 sono degni di interesse.                                                                                                                     

Il Pevonedistat inibisce NEDD8, una proteina che fa parte della famiglia delle ubiquitine. In tal modo 

ripristina i livelli di SMC5/6 e sopprime la trascrizione virale e la produzione di proteine in epatociti 

in coltura. La Nitazoxanide, un farmaco antivirale e antiparassitario già approvato dalla FDA, è in 

grado di inibire in modo efficace l'interazione HBx-DDB1, di ripristinare i livelli di SMC5 e sopprime 

la trascrizione virale negli epatociti in coltura70. Altri meccanismi di regolazione genica del cccDNA, 

ǇǊŜǾŜŘƻƴƻ ƭŀ ǊŜƎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ Ŝ ŘŜƭƭŀ ƳŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ. Lƭ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ Ŏƻƴ LCbʰ ǊƛŘǳŎŜ ƭŀ 

trascrizione dell'HBV, in quanto recluta l'istone deacetilasi 1 (HDAC1) sul cccDNA, riducendo 

l'acetilazione dei residui K27 e K122 dell'istone H371, ŀƴŎƘŜ ǎŜ ƴƻƴ ŝ ŀƴŎƻǊŀ ƴƻǘƻ ǎŜ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ 

ƻǎǎŜǊǾŀǘŀ ǇŜǊ LCbʰ ǎƛŀ ƭŜƎŀǘŀ ŀƭ Ǌǳƻƭƻ Řƛ I.Ȅ ƴŜƭƭŀ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜΦ [ΩI.Ȅ ƛƴǘŜǊŀƎƛǎŎŜ ŘƛǊŜǘǘŀƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ 

ƭΩƛǎǘƻƴŜ ŀŎŜǘƛƭǘǊŀƴǎŦŜǊŀǎƛ /.tκǇолл ǇŜǊ ǇƻǘŜƴȊƛŀǊŜ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ Řƛ /w9.Σ ǳƴ ŦŀǘǘƻǊŜ Řƛ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜ 

cellulare; il C646, una piccola molecola selettiva inibitore delle istone acetiltransferasi CBP e p300, 

ha dimostrato di inibire la trascrizione dell'HBV dal cccDNA in colture primarie di epatociti 

umani72,73. Analogamente la molecola GS-5801 recentemente descritta, inibisce la trascrizione del 

ŎŎŎ5b! ōƭƻŎŎŀƴŘƻ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŘŜƭƭŀ ƭƛǎƛƴŀ ŘŜƳŜǘƛƭŀǎƛ рΦ Questo porta ad un globale aumento della 

ǘǊƛƳŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ǊŜǎƛŘǳƻ Yп ŘŜƭƭΩƛǎǘƻƴŜ Iо ǎǳƭƭŀ ŎǊƻƳŀǘƛƴŀ ŎŜƭƭǳƭŀǊŜ, e una successiva diminuzione 

in seguito alla sospensione del farmaco; il silenziamento trascrizionale del cccDNA durava per più 

di 10 giorni dopo una singola applicazione del farmaco74. Sebbene queste osservazioni suggeriscano 

ƭΩŜǎƛǎǘŜƴȊŀ Řƛ ŘƛǾŜǊǎƛ modi per di silenziare la trascrizione dell'HBV a livello terapeutico, sono 

necessari ulteriori studi per proporre farmaci strettamente selettivi per il cccDNA. 
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Controllo post-trascrizionale 

¦ƴ ƳŜǘƻŘƻ ƛƴƴƻǾŀǘƛǾƻ ǇŜǊ ƭŀ ǘŜǊŀǇƛŀ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ .Σ ŎƻƴǎƛǎǘŜ ƴŜƭƭΩƛƴƛōƛǊŜ ƭΩƳwb! ǾƛǊŀƭŜΦ Dƭƛ 

ƛƴƛōƛǘƻǊƛ ŘŜǾƻƴƻ ƭŜƎŀǊǎƛ ŀƭƭΩƳwb! ŘŜƭƭΩI.± Ŏƻƴ ŜƭŜǾŀǘŀ ǎǇŜŎƛŦƛŎƛǘŁΣ ǇŜǊ ǎƻǇǇǊƛƳŜǊƴŜ ƭŀ ǘǊŀŘǳȊƛone o 

per degradarlo. Le strategie utilizzate di basano ǎǳƭƭΩRNA interference (RNAi), sugli oligonucleotidi 

antisenso (ASO), e sugli enzimi a RNA (ribozimi)61Φ ¦ƴΩƻǇƛƴƛƻƴŜ ŎƻƴŘƛǾƛǎŀ ŝ ŎƘŜ ǳǘƛƭƛȊȊŀǊŜ ƭΩƳwb! 

come target, limiterebbe la produzione di HBsAg sia da parte del cccDNA sia da parte del DNA 

ƛƴǘŜƎǊŀǘƻΦ [ΩRNA interference è mediato da corte sequenze di 20-30 nucleotidi che legano e 

ǎƛƭŜƴȊƛŀƴƻ ƭΩƳRNA75Φ ¦ƴƻ ŘŜƛ ǇǊƛƳƛ ŦŀǊƳŀŎƛ ǘŜǎǘŀǘƛ ƛƴ ǎǘǳŘƛ ŎƭƛƴƛŎƛ ǎǳƭƭΩǳƻƳƻΣ ŝ ǎǘŀǘƻ !w/-520. Il 

composto, somministrato tramite iniezione, è formato da due siRNA coniugati con colesterolo, 

inǎƛŜƳŜ ŀƭƭΩ N-acetilgalattosamina όb!DύΤ ǉǳŜǎǘƛ ǾŜƴƎƻƴƻ ǊƛƭŀǎŎƛŀǘƛ ƴŜƭƭΩŜǇŀǘƻŎƛǘŀ ǘǊŀƳƛǘŜ ƛƭ 

ǊŜŎŜǘǘƻǊŜ ŘŜƭƭΩŀǎƛŀƭƻƎƭƛŎƻǇǊƻǘŜƛƴŀΦ !w/-520 sembra essere molto efficiente nel ridurre i livelli di HBV 

DNA, e HBsAg in esperimenti condotti su scimpanzé76. Le potenziali limitazioni d'uso sono la 

ǎƻƳƳƛƴƛǎǘǊŀȊƛƻƴŜ ŜƴŘƻǾŜƴƻǎŀΣ ƭϥŜǇŀǘƻǘƻǎǎƛŎƛǘŁ Ŝ ƭΩŀǎǇŜŎƛŦƛŎƛǘŁΣ ƻƭǘǊŜ ŀƭ ǊƛǎŎƘƛƻ Řƛ ŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ 

immunitaria da parte dei PRR77. Il passo successivo nell'evoluzione dei siRNA è avvenuto con JNJ-

3989, progettato per bersagliare diversi siti del genoma dell'HBV. Viene somministrato per via 

sottocutanea e colpisce sia il cccDNA sia il DNA integrato dell'HBV, non ha mostrato gravi interazioni 

farmaco-farmaco, ed è in fase II di sperimentazione clinica76,78. Gli oligonucleotidi antisenso sono 

brevi frammenti a singolo filamento di acidi nucleici, sia di DNA o RNA, che si legano alla sequenza 

complementare degli mRNA virali per appaiamento di basi. Quando si legano all'RNA, formano 

ibridi di DNA:RNA (DNA antisenso) e duplex di RNA:RNA (RNA antisenso), rispettivamente. La 

successiva degradazione dell'RNA trascritto e il silenziamento dell'espressione proteica avvengono 

ƎǊŀȊƛŜ ŀƭƭΩwbŀǎƛ I ŘŜƭƭϥƻǎǇƛǘŜ77,79,80. [Ωwb! ǾƛǊŀƭŜ ǇǳƼ ŜǎǎŜǊŜ ƛƴƛōƛǘƻ Řŀ ǇƛŎŎƻƭŜ ƳƻƭŜŎƻƭŜ ŎƘŜ 

funzionano come destabilizzatori. RG7834 è una molecola somministrata per via orale, che 

ǇǊƻƳǳƻǾŜ ƭŀ ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜ wb! ǾƛǊŀƭŜΣ Ŏƻƴ ǳƴŀ ǇǊŜŦŜǊŜƴȊŀ ǇŜǊ ƭΩwb! ǎǳōƎŜƴƻƳƛŎƻΦ L Ǌƛǎǳƭǘŀǘƛ Ƙŀƴƴƻ 

mostrato che, a differenza delle terapie a base di NUC, RG7834 ha ridotto in modo significativo i 

livelli di proteine virali (compresa l'HBsAg) e la viremia. Una combinazione di RG7834, Entecavir e 
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PEG-LCbʰ Ƙŀ ǊƛŘƻǘǘƻ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ǎƛŀ ƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ I.±-DNA sia i quelli di HBsAg nei topi con 

fegato umanizzato81. 

Assemblaggio del capside 

La particella CORE dell'HBV è attivamente coinvolta nel ciclo di replicazione dell'HBV. È necessaria 

per il trasferimento del genoma virale da e verso il nucleo dell'epatocita infetto e per la trascrizione 

inversa. Pertanto, è un bersaglio promettente per i farmaci antivirali82. Sono stati sviluppati due 

diversi tipi di composti, in base alla morfologia che assume il capside in presenza di essi. La prima 

categoria è quella dei modulatori allosterici delle proteine del nucleo (CpAM) di classe I, 

rappresentata dalle eteroaril diidropirimidine (HAP) come GLS4, RO7049389 e Bay41-4109. Le 

CpAM di classe I inducono la formazione di nucleocapside deformato. L'altra categoria è quella delle 

CpAM di classe II, come le fenilpropenamidi (PP) o le sulfamoilbenzamidi (SBA), i cui principali 

rappresentanti sono: AT-130, NVR-3778, JNJ6379, JNJ0440, JNJ-632, JNJ56136379, AB-423. Questi 

composti accelerano l'autoassemblaggio del capside virale morfologicamente normali, ma prive del 

genoma virale59. Entrambi i tipi di inibitori bloccano il trasporto del nucleocapside nel nucleo e 

quindi la formazione di cccDNA. Negli studi clinici di breve durata (meno di 12 mesi), i livelli di HBV 

DNA e RNA si sono ridotti nel siero dei pazienti HBeAg-positivi e HBeAg negativi. Trattamenti più 

lunghi hanno portato ad una ulteriore riduzione dei livelli di HBV DNA, ma senza calo di HBsAg83ς86. 

I livelli di HBsAg, tuttavia, sono diminuiti in modelli di infezione in vivo; ad esempio nei topi, 

RO7049389 ha ridotto i livelli sierici di HBV DNA, inoltre ha ridotto i livelli di HBsAg e HBeAg86ς88. 

Rilascio di HBsAg 

I polimeri di acido nucleico appartengono a una classe di inibitori dell'attacco o dell'ingresso virale 

ad ampio spettro, la cui attività aumenta con la lunghezza del polimero e con l'aumento del 

carattere idrofobico89. In uno studio clinico pubblicato di recente, il trattamento combinato con REP 

нмоф όǳƴ ǇƻƭƛƳŜǊƻ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜύ Ŝ LCbʰ Ƙŀ ǇŜǊƳŜǎǎƻ ǳƴ ŎƻƴǘǊƻƭƭƻ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜ ŘŜƭƭŀ Ŏƻ-infezione da 

HBV/HDV e ha normalizzato i livelli delle aminotransferasi sieriche, come le ALT, in un'elevata 
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percentuale di pazienti un anno dopo la terapia90. Dati più recenti in pazienti cronici, trattati con 

ǳƴŀ ŎƻƳōƛƴŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǘŜƴƻŦƻǾƛǊ ŘƛǎƻǇǊƻȄƛƭ ŦǳƳŀǊŀǘƻΣ LCbʰ ǇŜƎƛƭŀǘƻ Ŝ ǳƴ ǇƻƭƛƳŜǊƻ ŀ ōŀǎŜ di acido 

nucleico hanno mostrato una perdita sostenuta di HBsAg nel 50% dei pazienti dopo 48 settimane 

di follow-up91. Capire più a fondo i loro meccanismi ŘΩŀȊƛƻƴŜ Ŝ ƳƻƴƛǘƻǊŀǊŜ ŀǘǘŜƴǘŀƳŜƴǘŜ Ǝƭƛ ŜǇƛǎƻŘƛ 

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

e combinazione con altri agenti per ottimizzare la negativizzazione di HBsAg. 

In sintesi, le nuove strategie antivirali che hanno come target il pool di cccDNA e la produzione di 

HBsAg sono attualmente in fase di studio preclinico. L'obiettivo è quello di sopprimere la 

trascrizione del cccDNA o colpire direttamente il cccDNA per eliminarlo o silenziarlo. Per quanto 

riguarda l'HBsAg, la sua produzione dipende dal cccDNA e dall'HBV DNA integrato, per questo si 

stanno studiando composti che siano in grado di bersagliare sia il cccDNA sia il DNA integrato. 

Tuttavia, potrebbero essere necessari anche approcci di immuno-stimolazione per sinergizzare 

l'effetto antivirale.  

 

5.2 Immunomodulazione 

Strategie mirate al sistema immunitario innato 

Le risposte immunitarie innate costituiscono la prima linea di difesa contro gli agenti patogeni. Le 

terapie mirate all'immunità innata sfruttano principalmente l'efficacia antivirale diretta delle 

citochine (TNFhΣ LCbʰΣ LCbʴ Ŝ L[-мʲύΣ Ƴŀ ƳƛǊŀƴƻ ŀƴŎƘŜ ŀ ƛƴŘǳǊǊŜ ƭϥƛƳƳǳƴƛǘŁ ŀŘŀǘǘŀǘƛǾŀ61. La terapia 

con IFN-  hè efficace in una minoranza di pazienti cronici (circa il 5-10%), nei quali induce una vera 

e propria guarigione funzionale. Il meccanismo d'azione si basa sia sull'effetto antivirale diretto sia 

sulla capacità dell'IFN-ʰ Ři potenziare la risposta delle cellule NK92ς95. In un modello animale 

(marmotta) è stato dimostrato che lϥŜŦŦŜǘǘƻ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀƴǘŜ Řƛ LCbʰ ŜǊŀ ŘƛǊŜǘǘŀƳŜƴǘŜ ƭŜƎŀǘƻ ŀƭƭŀ 

stimolazione delle cellule NK e delle cellule T96. Inoltre la terapia con citochine antivirali oltre a 

ridurre la replicazione dell'HBV, potrebbe anche eliminare il cccDNA. In vitro ǎƛ ŝ ƻǎǎŜǊǾŀǘƻ ŎƘŜ ƭΩLCb-
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ʰ ŀǳƳŜƴǘŀ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ !th.9/оΣ ǳƴ ŜƴȊƛƳŀ ŎƘŜ ǇǊƻǾƻŎŀ ƭŀ ŘŜŀƳƛƴŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ 5b! ǾƛǊŀƭŜ Ŝ ǇǳƼ 

ǇǊƻǾƻŎŀǊƴŜ ƭŀ ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜΤ ǉǳŜǎǘΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ ha portato a una notevole discussione sulla 

possibilità di ridurre i livelli di cccDNA negli epatociti infetti senza ucciderli97. Lo stesso gruppo ha 

dimostrato che, come IFN-ʰ Ŝ ƭƛƴŦƻǘƻǎǎƛƴŀ-ʲΣ ¢bC-ʰ Ŝ LCb-ʴ ǇƻǘǊŜōōŜǊƻ ŜǎǎŜǊŜ ƛƳǇƭƛŎŀǘƛ ƴŜƭƭŀ ǇŜǊŘƛǘŀ 

di cccDNA attraverso la deaminazione98. L'attivazione dell'immunità innata nei pazienti cronici può 

essere ottenuta anche con agonisti dei recettori Toll-like (TLR) o RIG-I; questi fanno parte della 

superfamiglia dei "recettori che riconoscono profili molecolari" (Pattern Recognition Receptors 

PRR) che innescano la produzione di fattori pro-infiammatori, come le citochine, da parte delle 

cellule immunitarie. Un agonista di RIG-I (Inarigivir) ha indotto una riduzione dose-dipendente dei 

livelli di HBV DNA e HBsAg nelle marmotte. Negli studi sull'uomo, riduce in modo dose-dipendente 

i livelli di HBV DNA (diminuzione di 0,58-1,54 log) e i livelli di RNA, in particolare nei pazienti HBeAg-

negativi. Inoltre, il 26% dei pazienti risponde alla cura mostrando una riduzione di 0,5 log dei livelli 

di HBsAg99. Studi in scimpanzè e in marmotte hanno evidenziato una risposta antivirale sostenuta 

Řŀ ǇŀǊǘŜ ŘŜƭƭΩŀƎƻƴƛǎǘŀ Řƛ ¢[wтΣ D{-9620100,101. In uno studio clinico di fase I/II, GS-9620 non ha avuto 

effetti collaterali, ma ha avuto anche una scarsa efficacia antivirale, probabilmente a causa della 

bassa dose utilizzata nei pazienti (4 mg per paziente rispetto a 1 mg per kg negli scimpanzé)102. Il 

GS-9620 aumenta l'espressione di ISG15 (Interferon-stimulated gene 15) oltre che incrementare 

l'attivazione delle cellule NK e la risposta delle cellule T HBV-specifiche103. Tuttavia, non si verifica 

una riduzione significativa dei livelli sierici di HBsAg. Per altri agonisti del TLR7: RO7020531, RG7795 

(ANA773), e RG7854 (Roche©) sono attualmente in corso studi clinici di fase I59. Sono in fase di 

sviluppo anche nuovi composti con attività TLR8; gli agonisti del TLR8 attivano in modo robusto la 

produzione intraepatica di citochine, in particolare IL-12 e IL-18, che sono secrete dai monociti e/o 

dalle cellule dendritiche intraepatiche104. vǳŜǎǘŜ ŘǳŜ ŎƛǘƻŎƘƛƴŜ ƛƴƴŜǎŎŀƴƻ Ǉƻƛ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ LCbʴ 

dalle cellule NK intraepatiche e dalle cellule T NK105. Inoltre, poiché l'IL-12 può recuperare 

parzialmente le cellule T HBV-specifiche esaurite, gli agonisti del TLR8 potrebbero agire non solo 

ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭŀ ǎƻǇǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŘƛǊŜǘǘŀ ŘŜƭƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭϥI.±Σ ƳŜŘƛŀǘŀ ŘŀƭƭϥLCbʴΣ Ƴŀ ŀƴŎƘŜ 

https://it.wikipedia.org/wiki/Pattern_Recognition_Receptors
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potenziando l'attività delle cellule T intraepatiche HBV-specifiche106. Una nota di cautela riguardo a 

queste strateƎƛŜ Řƛ ŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ƛƴƴŀǘŀ ŝ ŎƘŜ ƭϥLCbʰ Ŝ ƭϥL[-12 possono anche attivare direttamente le 

cellule NK, che hanno effetti sia positivi che negativi nell'infezione da HBV. Le cellule NK colpiscono 

direttamente gli epatociti infettati dall'HBV, ma possono anche lisare le cellule T HBV-specifiche per 

l'HBV107. La possibilità che gli attivatori dell'immunità innata possano sopprimere l'immunità HBV-

specifica, pertanto, deve essere presa in considerazione. 

Strategie rivolte alla immunità adattativa 

L'immunità virus-specifica in corso di epatite cronica B risulta disfunzionale, e può essere 

ǊƛǇǊƛǎǘƛƴŀǘŀ ƎǊŀȊƛŜ ŀƭƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ ƛƴƛōƛǘƻǊƛ Ři alcuni checkpoint (come le terapie anti-PD1 o anti-CTLA-

4) o da vaccini terapeutici. In particolare gli anticorpi che bloccano l'interazione PD1-PDL1 possono 

parzialmente ripristinare le risposte difettose delle cellule T e B specifiche per l'HBV108ς110. La terapia 

anti-PD1 ha un'attività antivirale limitata ed è richiesta una selezione dei pazienti in base alle loro 

caratteristiche virologiche e cliniche; inoltre la migliore dose di anti-PD1 sono ancora da 

determinare111. Sono stati condotti diversi studi di terapie vaccinali in pazienti cronici. Attualmente, 

l'unico studio di vaccinazione terapeutica che ha mostrato una buona efficacia è stato un piccolo 

studio di vaccinazione in combinazione con un'infusione di anticorpi anti-PD1 nelle marmotte112. La 

scarsa efficacia degli approcci immunoterapeutici progettati per potenziare l'immunità anti-HBV nei 

pazienti cronici è probabilmente dovuta alle caratteristiche della risposta anti-HBV: le cellule T HBV-

specifiche sono rare, e mostrano un fenotipo esaurito108 con alterazioni metaboliche113,114. Queste 

caratteristiche sono particolarmente presenti nei pazienti adulti con epatite cronica attiva, elevati 

livelli di HBsAg e replicazione virale. Inoltre, per recuperare le cellule B HBV-specifiche, non solo è 

necessaria l'interazione PD1-PDL1, ma devono essere presenti altre citochine110. Per aggirare 

questo ostacolo, sono stati sviluppati diversi metodi per ingegnerizzare cellule T HBV-specifiche. Le 

cellule T sono state ingegnerizzate con un recettore chimerico dell'antigene che contiene un 

dominio anticorpale anti-HBsAg specifico o con i recettori canonici per le cellule T recettori delle 
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cellule T (TCR)115ς117. Queste cellule T ingegnerizzate riconoscono in vitro i bersagli infettati dall'HBV 

e i dati ricavati da modelli animali sono incoraggianti117ς119. Sono state sviluppate anche cellule T 

specifiche per l'HBV con una funzione citolitica limitata ma con efficaci proprietà antivirali120. 

Tuttavia, esiste una difficoltà pratica nell'implementazione di tali cellule per l'uso clinico, poiché la 

produzione di grandi quantità di cellule T ingegnerizzate è strettamente regolamentata, 

macchinosa e richiede personale altamente qualificato121. Per questi motivi, sono state proposte 

strategie che utilizzano anticorpi con specificità simili a quelle dei TCR o dei TCR solubili, che 

possono reindirizzare le cellule T endogene verso gli epatociti infetti122,123. Gli anticorpi e i TCR 

solubili sono progettati per indurre le cellule T endogene ad accumularsi specificamente in 

determinati organi e possono essere iniettati direttamente nei pazienti. Questa strategia è stata 

utilizzata con successo per trattare le infezioni da HIV (TCR solubile)124 e HBV125.  

 

6. IƳƳǳƴƻǇŀǘƻƎŜƴŜǎƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ . 

[ΩŜǎƛǘƻ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řa HBV dipende da una complessa interazione tra fattori virali e immunitari, 

sia innati che acquisiti. La replicazione dell'HBV non causa danni alle cellule epatiche in un breve 

periodo di tempo, ma la risposta immunitaria antivirale dell'ospite contro l'HBV può causare 

infiammazione epatica e danni agli epatociti, e questo ha un impatto importante sulla progressione 

clinica e sull'esito dell'epatite B (Figura 4). 

Immunità innata 

Lƭ ǎƛǎǘŜƳŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛƻ ƛƴƴŀǘƻ ŝ ƭŀ ǇǊƛƳŀ ƭƛƴŜŀ Řƛ ŘƛŦŜǎŀ ŎƻƴǘǊƻ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ I.±Φ Le attuali 

conoscenze sui meccanismi immunitari anti-HBV, e in particolare sui meccanismi della risposta 

innata, sono ancora scarse a causa di limitazioni tecniche. Risulta complicato, infatti, reclutare 

ǇŀȊƛŜƴǘƛ ƴŜƭƭŀ ŦŀǎŜ ǇǊŜǎƛƴǘƻƳŀǘƛŎŀ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŀŎǳǘŀΣ ƛƴoltre gli studi in vitro risultano difficili per 

ƭŀ ǎŎŀǊǎƛǘŁ Řƛ ƭƛƴŜŜ ŎŜƭƭǳƭŀǊƛ ŀŘŀǘǘŜ ŀƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Ŝ ŀƭƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ Řƛ I.±Φ !ƴŎƘŜ ƛ ƳƻŘŜƭƭƛ ŀƴƛƳŀƭƛ 

adatti a questo scopo sono scarsi, e il loro utilizzo è limitato a causa di problemi etici, economici 
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(per esempio nel mantenimento degli scimpanzé), e tecnici, per mancanza di reagenti adatti 

ŀƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ Řƛ ŜǾŜƴǘƛ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎƛ126. Alcuni studi in vivo su scimpanzé e marmotta hanno indicato 

una debole attivazione della risposta immunitaria intracellulare durante le fasi precoci 

ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ I.±Σ ŎƘŜ ǎŜƳōǊŀ ŜǎǎŜǊŜ ŘŜōƻƭƳŜƴǘŜ ǇŜǊŎŜǇƛǘŀ ŘŀƭƭΩƛƳƳǳƴƛǘŁ ƛƴƴŀǘŀΦ !ƭǘǊƛ ǎǘǳŘƛ ƛƴ 

marmotte hanno dimostrato, aƭ ŎƻƴǘǊŀǊƛƻΣ ƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ƛƴǘǊŀŜǇŀǘƛŎŀ Řƛ ƎŜƴƛ 

ŎƻƛƴǾƻƭǘƛ ƴŜƭƭŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ƛƴƴŀǘŀ ǎǳōƛǘƻ ŘƻǇƻ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜΤ ǘŀƭŜ ǊƛǎǇƻǎǘŀ Ǌƛǎǳƭǘŀ ŜǎǎŜǊŜ 

tuttavia transitoria e stimolata in seguito a inoculi con elevate concentrazioni di virus. [Ωandamento 

ǘƛǇƛŎƻ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŀŎǳǘŀ Řŀ I.± ƛƴƛȊƛŀ Ŏƻƴ ǳƴ ƭǳƴƎƻ ǇŜǊƛƻŘƻ Řƛ ƭŀǘŜƴȊŀ ǎŜƎǳƛǘƻ Řŀ ǳƴ ǇƛŎŎƻ Řƛ 

replicazione virale; si è osservato, però, che i livelli di viremia si abbassano prima che compaiano 

danni tissutali e prima che aumentino i livelli delle transaminasi. Questo controllo precoce 

ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ƻǊƛƎƛƴŀ ŘŀƎƭƛ ŜǇŀǘƻŎƛǘƛ ƛƴŦŜǘǘŀǘƛΣ ŎƘŜ ǎƻƴƻ ƛƴ ƎǊŀŘƻ Řƛ ǇǊƻŘǳǊǊŜ Ŝ ǊƛƭŀǎŎƛŀǊŜ LƴǘŜǊŦŜǊƻƴƛ 

di tipo I (IFN-ʰ Ŝ LCb-ß) in seguito a stimolazione dei recettori TLR127. Studi in vivo hanno dimostrato 

che l'infezione virale innesca l'induzione di interferoni di tipo I (ad esempio, IFN-ʰ Ŝ LCb-ʲύ Ŝ Řƛ ŀƭǘǊŜ 

citochine proinfiammatorie attraverso due distinte vie di segnalazione128. Un pathway è attivato 

attraverso i Toll-like receptor (TLR 3,7,8,9) localizzati nelle membrane endosomiali degli epatociti 

infettati e delle cellule dendritiche plasmacitoidi (pDCs). I TLR riconoscono gli acidi nucleici di HBV 

e aǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ŎƘƛƴŀǎƛΣ ǇŜǊƳŜǘǘƻƴƻ ŀƭƭΩbC- Bˁ (Nuclear Factor kappa B) di entrare nel nucleo 

e attivare la trascrizione di una vasta gamma di geni coinvolti nelle risposte immunitarie e 

infiammatorie129. [Ωwb! ǾƛǊŀƭŜ ŝ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛǳǘƻ ŀƴŎƘŜ Řŀ wLD-I (retinoic acid-inducible gene I) nel 

citoplasma. Il legame di RIG-I ŀƭƭΩRNA, attiva le vie di segnalazione a valle in modo dipendente dalla 

proteina adattatrice mitocondriale di segnalazione antivirale (MAVS); questo porta all'induzione 

dell'espressione genica di IFN di tipo I e III e di citochine infiammatorie130. Questi Interferoni hanno 

attività antivirale diretta e sono in grado di destabilizzare i capsidi virali, inibire la sintesi di nuovi 

capsidi e possono ŘŜƎǊŀŘŀǊŜ ƭΩI.± wb! ǇǊŜŦƻǊƳŀǘƻΦ LƴƻƭǘǊŜ LCb-ʰ Ŝ LCb-ß reclutano e attivano 

cellule APC come le cellule di Kupffer (macrofagi residenti nel fegato) e le cellule dendritiche. 

Queste cellule mediante il rilascio di IL-12 e IL-18 attivano i macrofagi e le cellule NK che agiscono 
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ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ŘǳŜ ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƛΥ Ŏƻƴ ǳƴΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŎƛǘƻǘƻǎǎƛŎŀ ŘƛǊŜǘǘŀ ǎǳƭƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ƛƴŦŜǘǘŀǘŜ Ŝ ǇǊƻŘǳŎŜƴŘƻ 

citochine pro-infiammatorie come IFN-ʴ Ŝ ¢bC-ʰΦ  

¢ǳǘǘŀǾƛŀ ŘǳǊŀƴǘŜ ǉǳŜǎǘŀ ǇǊƛƳŀ ŦŀǎŜ ŘŜƭƭΩƛnfezione si osserva una risposta innata debole rispetto ad 

altre infezioni virali. Pertanto, il ruolo delle risposte innate nel controllo iniziale della replicazione 

dell'HBV è ancora oggetto di dibattito, ma l'opinione prevalente è che il virus dell'HBV abbia 

sviluppato strategie specifiche per eludere il riconoscimento da parte dell'immunità innata, tra cui 

ƭΩǳǎƻ ŘŜƭ ŎŎŎ5b! ŎƻƳŜ ǘŜƳǇƭŀǘƻ ǇŜǊ ƭŀ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜ ǊŜƭŜƎŀǘƻ ƴŜƭ ƴǳŎƭŜƻ Ŝ ƛƴǾƛǎƛōƛƭŜ ŀƭ ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƻ 

Řƛ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩƛƳƳǳƴƛǘŁ ƛƴƴŀǘŀ131. LƴƻƭǘǊŜ ƭΩI.± ŝ ƛƴ ƎǊŀŘƻ Řƛ ƛƴƛōƛǊŜ attivamente la risposta 

immunitaria innata, tramite le sue proteine non strutturali. Per esempio la polimerasi virale e la 

ǇǊƻǘŜƛƴŀ ·Σ Ǉƻǎǎƻƴƻ ƛƴƛōƛǊŜ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ LCb Řƛ ǘƛǇƻ LΣ ōƭƻŎŎŀƴŘƻ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ Řƛ LwC όŦŀǘǘƻǊŜ Řƛ 

ǊŜƎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴŜύΣ ƻ interferire con la segnalazione mediata da RIG-I126. In aggiunta è 

stato ŘƛƳƻǎǘǊŀǘƻ ŎƘŜ ƭŜ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ǾƛǊŀƭƛ I.ǎ!Ǝ Ŝ I.Ŝ!Ǝ Ǉƻǎǎƻƴƻ ƳƻŘǳƭŀǊŜ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŘŜƛ ¢[w Ŝ 

inibire la risposta mediata da essi131. 

 

Immunità adattativa 

Mentre il ruolo svolto dalƭΩƛƳƳǳƴƛǘŁ innata nel controllo iniziale deƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ I.± è ancora 

dibattuto, l'immunità adattativa Ƙŀ ǳƴ Ǌǳƻƭƻ ŎŜƴǘǊŀƭŜ ƴŜƭƭŀ ǊƛǎƻƭǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ ŜǇŀǘƛǘŜ .Σ 

ed è sostenuta da una complessa rete di cellule effettrici. I linfociti T CD4 sono indispensabili per la 

maturazione dei linfociti T CD8 citotossici e per la produzione di anticorpi da parte dei linfociti B.  

Le cellule T CD8 eliminano gli epatociti infettati attraverso meccanismi citolitici e non citolitici132, 

mentre gli anticorpi prodotti dalle cellule B neutralizzano le particelle virali e prevengono le 

reinfezioni133. In corso di epatiti acute auto-limitanti la risposta mediata dalle cellule CD4 (T helper) 

Ŝ /5у όŎƛǘƻǘƻǎǎƛŎƘŜύ ŝ ǊƛƭŜǾŀōƛƭŜ ŀƭƭΩŀǳƳŜƴǘƻ ŜǎǇƻƴŜƴȊƛŀƭŜ ŘŜƭƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜΣ п-7 settimane 

ŘƻǇƻ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜΦ I livelli di HBV-DNA diminuiscono del 90% entro 2-3 settimane dopo il picco di 

replicazione virale prima che il danno epatico sia rilevabile; infatti la risposta immunitaria è 
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sostenuta da meccanismi non citopatici controllati da IFN-ʴ Ŝ ¢bC-ʲ134,135. Il reclutamento 

ƛƴǘǊŀŜǇŀǘƛŎƻ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ ŎƛǘƻǘƻǎǎƛŎƛ ŝ ŦŀŎƛƭƛǘŀǘƻ Řŀƭƭŀ ǎŜŎǊŜȊƛƻƴŜ Řƛ ŎƘŜƳƻŎƘƛƴŜ Ŝ ŘŀƭƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ 

delle piastrine136, Ŝ ǇƻǊǘŀ ŀƭƭΩǳŎŎƛǎƛƻƴŜ ŘŜƎƭƛ ŜǇŀǘƻŎƛǘƛ ƛƴŦŜǘǘƛΦ Lƴ ǎŜƎǳƛǘƻ ǾŜƴƎƻƴƻ ǊŜŎƭǳǘŀǘŜ ƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ 

antigene-aspecifiche (cellule NK e NKT, linfociti T e B, monociti, macrofagi, cellule dendritiche) che 

amplificano il danno cellulare. Nella fase successiva al picco replicativo il 95% delle cellule T CD8 

effettrici muore per apoptosi, e le restanti si differenziano in cellule della memoria. Mentre l'esito 

generale delle infezioni acquisite in età adulta è la risoluzione spontanea, la maggior parte delle 

infezioni acquisite alla nascita o perinatali diventano croniche. La persistenza cronica del virus è 

associata a una risposta estremamente debole delle cellule T HBV-specifiche, e ad una mancata 

differenziazione in cellule T della memoria133. I linfociti Natural Killer (NK) contribuiscono a 

ŎƻƴǘǊƻƭƭŀǊŜ ƭŜ Ŧŀǎƛ ƛƴƛȊƛŀƭƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜΣ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ LCb-  ɹe TNF-ʰΦ Tuttavia, studi 

longitiudinali su pazienti al momento della prima rilevazione dell'HBsAg e dellΩI.±-DNA hanno 

rivelato un imminente aumento di cellule NK circolanti137,138, ma la loro attivazione e funzione 

effettrice viene soppressa con l'aumento della carica virale e raggiunge un picco solo dopo la 

risoluzione della viremia139 Ŝ ƭΩinibizione dell'attivazione delle cellule NK, è stata associata agli 

elevati livelli intraepatici di IL-10. In contrasto con questi dati, i risultati ottenuti nelle marmotte 

infettate con il virus dŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŘŜƭƭŀ ƳŀǊƳƻǘǘŀ όWHV) mostrano un'attivazione di un gene legato 

all'attivazione delle cellule NK subito dopo l'infezione140. Inoltre, in pazienti con infezioni acute 

subcliniche e con bassi livelli di viremia l'attivazione delle cellule NK e le funzioni effettrici sono 

state facilmente rilevabili subito dopo l'infezione, prima dell'espansione delle cellule T virus-

specifiche137. Le cellule NK svolgono un ruolo anche nell'infezione cronica da HBV131. La loro 

funzionalità sembra soppressa dalla presenza di diverse citochine immunomodulanti, come IL-10 o 

TGF-ʲ141, mentre altri dati hanno una maggiore capacità citotossica e un coinvolgimento nel danno 

epatico.                                                                                                                    

[ŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ŝ ŎƻƴǘǊƻƭƭŀǘŀ Řŀ ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƛ ǊŜƎƻƭŀǘƻǊƛΣ ǉǳŀƭƛ ƭΩŀǊƎƛƴŀǎƛ ǊƛƭŀǎŎƛŀǘŀ ŘŀƭƭŜ 

cellule epatiche necrotiche. Infatti al momento del picco di ALT, le cellule T HBV-specifiche sono 
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attivate ma funzionalmente inibite142. Questa inibizione funzionale è solo transitoria, poiché la 

risoluzione dell'infezione è associata a una diminuzione delle cellule T attivate, ad un aumento 

dell'espressione delle molecole CD127, un declino di PD-1,108,143 e un ripristino della funzione delle 

cellule T con la maturazione di risposte della memoria. Le risposte delle cellule T della memoria 

ǎƻƴƻ ƳŀƴǘŜƴǳǘŜ Řŀƭƭŀ ǇŜǊǎƛǎǘŜƴȊŀ ƻŎŎǳƭǘŀ ŘŜƭƭΩI.±Σ ŎƘŜ ƴƻƴ ǾƛŜƴŜ Ƴŀƛ ǘƻǘŀƭƳŜƴǘŜ ŜƭƛƳƛƴŀǘƻ 

ŘŀƭƭΩƻǎǇƛǘŜ ƛƴŦŜǘǘƻΣ ŀƴŎƘŜ ƛƴ ǎŜƎǳƛǘƻ ŀŘ ǳƴŀ ǊƛǎƻƭǳȊƛƻƴŜ ǇƻǎƛǘƛǾŀ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŀŎǳǘŀ144,145. 
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Figura 4: /ƛƴŜǘƛŎŀ ŘŜƭƭŀ ǎŜǉǳŜƴȊŀ Řƛ ŜǾŜƴǘƛ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛŎƛ ŎƘŜ ŀǾǾŜƴƎƻƴƻ ŘǳǊŀƴǘŜ ǳƴΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ 

acuta autolimitata da HBV, contratta in età adulta. 

Nonostante la debole induzione da parte di HBV della risposta immunitaria innata, la risposta T 

linfocitaria HBV-ǎǇŜŎƛŦƛŎŀ ǎƛ ŀǘǘƛǾŀ ƛƴ ƳƻŘƻ ŜŦŦƛŎƛŜƴǘŜ Ŝ ǘŜƳǇŜǎǘƛǾƻ ǎǳōƛǘƻ ŘƻǇƻ ƭΩŜǎƻǊŘƛƻ ŘŜƭƭŀ 

replicazione virale, la quale ha generalmente inizio dopo alcune settimane dal momento in cui 

ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŝ ǎǘŀǘŀ ŎƻƴǘǊŀǘǘŀΦ 

Fonte: Ferrari C. HBV and the immune response. Liver International. 2014; 35: 121ς128. 

 

7. Exhaustion 

bŜƛ ǇŀȊƛŜƴǘƛ ŎƘŜ ŎǊƻƴƛŎƛȊȊŀƴƻ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ I.± ǎƛ ƻǎǎŜǊǾŀ ǳƴΩŜƭŜǾŀǘŀ ǊŜǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜ Ƴŀ ōŀǎǎƛ 

livelli di linfociti T HBV-specifici, sia nel sangue ǇŜǊƛŦŜǊƛŎƻ ŎƘŜ ƴŜƭƭΩŀƳōƛŜƴǘŜ ƛƴǘǊŀŜǇŀǘƛŎƻ146. I linfociti 

T HBV-specifici perdono progressivamente le loro funzioni antivirali in un processo noto come 

άexhaustionέ Ŝ ƛƭ ƭƻǊƻ ƎǊŀŘƻ Řƛ ŘƛǎŦǳƴȊƛƻƴŜ dipende in parte dai livelli di viremia e antigenemia147. I 

ǇǊƛƳƛ Řŀǘƛ ǎǳƭ ŦŜƴƻƳŜƴƻ ŘŜƭƭΩexhaustion si sono ottenuti studiando le risposte T CD8 virus-specifiche 

ŘǳǊŀƴǘŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ Řŀ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭŀ /ƻǊƛƻƳŜƴƛƴƎƛǘŜ Linfocitaria (LCMV) nel modello murino, 

ma questa risposta disfunzionale si può osservare in corso di diverse infezioni corniche causate da 

diversi tipi di virus quali, HBV, HCV, HIV e neoplasie148, e interessa sia le risposte dei linfociti CD4 sia 

dei CD8.  I linfocitƛ ¢ /5у άexhaustedέ ǇǊŜǎŜƴǘŀƴƻ ŎŀǊŀǘǘŜǊƛǎǘƛŎƘŜ ŘƛǎǘƛƴǘƛǾŜΥ a) presentano un profilo 
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metabolico che favorisce la glicolisi rispetto la fosforilazione ossidativa b) presentano una risposta 

ŀƭǘŜǊŀǘŀ ŀƭƭŜ ŎƛǘƻŎƘƛƴŜ όŀŘ ŜǎŜƳǇƛƻ ƴƻƴ ŜǎǇǊƛƳƻƴƻ ƛƭ ǊŜŎŜǘǘƻǊŜ ǇŜǊ ƭΩIL-2) c) mostrano caratteristiche 

di senescenza d) sovraesprimono recettori inibitori e) presentano un profilo trascrizionale ed 

epigenetico distintivo rispetto alle normali cellule effettrici. 5ǳǊŀƴǘŜ ƭŀ ǇǊƛƳŀ ŦŀǎŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜΣ 

quando la carica virale è ancora modesta, la prima funzione persa è la capacità di produrre IL-2, 

seguita da difetti nella produzione di TNF-ʰ149,150. 5ƛŦŜǘǘƛ ƴŜƭƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩLCb-ʴ ǎƛ ƻǎǎŜǊǾŀƴƻ ƛƴ 

stadi più gravi di esaurimento e sono correlati allo stadio terminale delle cellule T150. Lo stadio finale 

ŘŜƭƭΩŜǎŀǳǊƛƳŜƴǘƻ ŝ ƴƻǘƻ ŎƻƳŜ άŘŜƭŜǘƛƻƴέ ŎƘŜ ŎƻƴǎƛǎǘŜ ƴŜƭƭΩŀǇƻǇǘƻǎƛ ŘŜƭƭŀ ŎŜƭƭǳƭŀ ǎǘŜǎǎŀ (Figura 5).  

Un tratto distintivo delle cellule T exhausted ŝ ƭΩǳǇ-regolazione dei recettori inibitori quali TIM-3, 

CTLA4, 2B4 e PD-1 al termine della risposta immunitaria, e tra questi il più studiato è il PD-1. Il 

legame del recettore da parte dei suoi ligandi, PD-L1 e PD-L2, porta alla sua fosforilazione e al 

reclutamento della fosfatasi SHP-2 in grado di regolare negativamente i pathways a valle; in questo 

modo PD-м ǊƛŘǳŎŜ ƭŀ ǎŜƎƴŀƭŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀƳƛǘŜ ¢/w Ŝ ƛƴƛōƛǎŎŜ ƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢Φ LƴƻƭǘǊŜΣ ǊŜŎŜƴǘƛ 

studi hanno dimostrato che SHP-2 è implicata nella defosforilazione di CD28, una proteina 

ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ ǇŜǊ ƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ƭƛƴŦƻŎƛǘaria151. Il blocco dei checkpoint inibitori è stato ampiamente 

ǎǘǳŘƛŀǘƻ ŎƻƳŜ ǎǘǊŀǘŜƎƛŀ Řƛ ǊƛǇǊƛǎǘƛƴƻ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛƻ ƴŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ Řŀ I.± Ŝ Ƴƻƭǘƛ ǎǘǳŘƛ in vitro 

hanno dimostrato che il blocco di PD-1/PD-L1, da solo o in combinazione con altri composti, può 

indurre livelli variabili di miglioramento delle risposte delle cellule T e B108ς110,152ς156.Una riduzione 

dell'espressione della molecola pro-apoptotica Bim a un aumento della produzione di citochine da 

parte delle cellule T CD8, sono stati osservati con il blocco di CTLA-4 e la manipolazione delle vie 

2B4 e Tim-3155ς157. Tutti i diversi approcci di modulazione del checkpoint, tuttavia, non sono esenti 

da tossicità o da eventi avversi immuno-correlati, come riportato nei pazienti oncologici158,159. 

[Ωexhaustion ƭƛƴŦƻŎƛǘŀǊƛƻ ŝ ŎŀǊŀǘǘŜǊƛȊȊŀǘƻ ƛƴƻƭǘǊŜ Řŀ ǳƴΩŀƭǘŜǊŀǘƻ ƳŜǘŀōƻƭƛǎƳƻΣ ǇŜǊŘƛǘŀ ŘŜƛ ƳŀǊŎŀǘƻǊƛ 

Řƛ ƳŜƳƻǊƛŀΣ Ŝ ƭΩǳǇ-regolazione di fattori trascrizionali come EOMES e BLIMP-1160. Non solo 

ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ 9ƻƳŜǎ Ƴŀ ŀƴŎƘŜ ƭŀ ƭƻŎŀƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŎŜƭƭǳƭŀǊŜ ƛƴŦƭǳŜƴȊŀ ƛƭ ƎǊŀŘƻ Řƛ exhaustion; quando 

ǇǊŜǎŜƴǘŜ ƴŜƭ ƴǳŎƭŜƻ ǊŜƎƻƭŀ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ t5-1, poiché compete con Tbet per il legame con le 
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sequenze Tbox. Pertanto, un rapporto Eomes:Tbet elevato incrementa l'espressione di PD-1, poiché 

Eomes è un repressore di PD-1 più debole rispetto a  Tbet161. Anche i meccanismi epigenetici sono 

cruciali per la differenziazione linfocitaria e nei linfociti T exhausted il profilo trascrizionale ed 

ŜǇƛƎŜƴŜǘƛŎƻ Ǌƛǎǳƭǘŀ ŀƭǘŜǊŀǘƻΦ wƛǎǇŜǘǘƻ ŀƭƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ ŜŦŦŜǘǘǊƛŎƛ Ŝ Řƛ ƳŜƳƻǊƛŀ ƳƻǎǘǊŀƴƻ ƭΩǳǇ-regolazione 

di regolatori negativi della trascrizione e una configurazione chiusa della cromatina114. 

5ǳǊŀƴǘŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŀŎǳǘŀ ƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ /5у Ǉŀǎǎŀƴƻ Řŀƭƭŀ ŦƻǎŦƻǊƛƭŀȊƛƻƴŜ ƻǎǎƛŘŀǘƛǾŀ ŀƭƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ 

via glicolitica necessaria per mantenere la fase effettrice linfocitaria; questa riprogrammazione 

metabolica, nota come effetto Warburg, è necessaria per sostenere la proliferazione iniziale ed è 

dovuta alle vie di segnalazione della fosfoinositide 3-chinasi (PI3K) ed mTOR, innescate dalla co-

stimolazione del TCR e del CD28162. Dopo il completamento della fase effettrice, le cellule T della 

memoria in via di sviluppo devono passare nuovamente al metabolismo ossidativo guidato dalla 

degradazione mitocondriale degli acidi grassi. Durante l'infezione virale cronica, i profili 

trascrizionali e funzionali delle cellule T esauste in via di sviluppo mostrano alterazioni metaboliche, 

tra cui la soppressione delle funzioni glicolitiche, la riduzione della respirazione cellulare e la 

diminuzione dell'assorbimento di glucosio, con un declino finale marcato nella generazione di 

ATP163. L ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƛ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊƛ ŎƘŜ Ŏŀǳǎŀƴƻ ƭΩexhaustion linfocitaria non sono ancora del tutto 

compresi, ma sono stati ugualmente identificati diversi fattori che contribuiscono alla sua 

insorgenza e gravità. In generale sembrano essere importanti tre condizioni:  

1. ƭΩŜǎǇƻǎƛȊƛƻƴŜ ǇǊƻƭǳƴƎŀǘŀ ŀƭƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ ŎƘŜ Ŏŀǳǎŀ ƭΩƛǇŜǊ-attivazione dei linfociti T seguita 

ŘŀƭƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ ƴǳƳŜǊƻǎƛ ǊŜŎŜǘǘƻǊƛ ƛƴƛōƛǘƻǊƛ. 

2. i recettori inibitori stimolano negativamente i linfociti T, impedendo alla cellula di svolgere 

efficacemente la propria funzione.  

3. i mediatori pro-infiammatori rilasciati dalle cellule infettate e dalle cellule APC promuovono 

il rilascio di citochine ad azione soppressiva come TGF-ß e IL-10. 
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Altri parametri che influenzano il decorso e il mantenimento dello stato di exhaustion linfocitaria 

ǎƻƴƻ ƭŀ ŘƛǎǇƻƴƛōƛƭƛǘŁ Ŝ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ /5пҌΣ ƭϥƛƴǘŜƴǎƛǘŁ Řƛ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ŘŜƭƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ bYΣ ƛƭ 

carattere e la qualità delle popolazioni di cellule presentanti l'antigene164. Studi recenti hanno 

ŘƛƳƻǎǘǊŀǘƻ ŎƘŜ ƭΩexhaustion è un fenomeno reversibile, e per questo i meccanismi 

precedentemente citati costituiscono un target per future immunoterapie, finalizzate ad 

ƛƳǇƭŜƳŜƴǘŀǊŜ ƭŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜΣ ǇŜǊ ŦŀǾƻǊƛǊŜ ƛƭ ŎƻƴǘǊƻƭƭƻ ǾƛǊŀƭŜ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ƛƴŦŜȊƛƻƴƛ 

croniche151.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: tǊƻƎǊŜǎǎƛǾƻ ŜǎŀǳǊƛƳŜƴǘƻ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ /5уҌ ŘǳǊŀƴǘŜ ǳƴΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜ 

cronica. 

Fonte: Kahan SM, Wherry EJ, Zajac AJ, T cell exhaustion during persistent viral infections.  

Virology. 2015; 479-480: 180-193. 
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DATI PRELIMINARI 

 

La conoscenza sempre più avanzata dei meccanismi cellulari e molecolari che regolano il processo 

ŘŜƭƭΩexhaustion linfocitaria, ha permesso di identificare molteplici pathways che possono essere 

utilizzati come targets per prevenire, o recuperare, la perdita di responsività dei linfociti T durante 

ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŎǊƻƴƛŎŀ Řŀ I.±164. tǊŜǎǎƻ ƛƭ [ŀōƻǊŀǘƻǊƛƻ Řƛ LƳƳǳƴƻǇŀǘƻƭƻƎƛŀ ±ƛǊŀƭŜ ŘŜƭƭΩ!ȊƛŜƴŘŀ 

Ospedaliero-Universitaria di Parma, sono stati precedentemente analizzati i profili trascrizionali dei 

linfociti T HBV-specifici exhausted di pazienti con epatite cronica, al confronto con i profili di 

espressione genica di linfociti che mantengono la loro funzionalità, isolati da pazienti in fase di 

acuzie, pazienti che hanno risoltƻ ǎǇƻƴǘŀƴŜŀƳŜƴǘŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŜΣ ƛƴƻƭǘǊŜΣ Ŏƻƴ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ /5у 

influenza-specifici derivati da donatori sani114. Tale studio ha evidenziato la tendenza alla down-

regolazione di molti pathways cellulari nei linfociti T HBV-specifici derivati da pazienti cronici. Tra 

questi,  maggiormente down-regolati sono quelli coinvolti nei processi mitocondriali, nella 

regolazione del proteasoma, nel sistema di risposta al danno del DNA, e nella regolazione della 

trascrizione genica114Φ 5ŀǘŀ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ ǎƛŀ ŘŜƭ ƳƛǘƻŎƻƴŘǊƛƻ ŎƘŜ ŘŜƭ ǇǊƻǘŜŀǎƻƳŀ ǇŜǊ ƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭƛǘŁ 

linfocitaria, sono state fatte ulteriori prove finalizzate a validare i dati di trascrittomica. Mediante 

esǇŜǊƛƳŜƴǘƛ ƛƴ ŎƛǘƻŦƭǳƻǊƛƳŜǘǊƛŀ ǎƛ ŝ ƻǎǎŜǊǾŀǘƻ ŎƘŜΣ ƛƴ ǎŜƎǳƛǘƻ ŀ ǎǘƛƳƻƭŀȊƛƻƴŜΣ ǳƴΩŀƭǘŀ ǇŜǊŎŜƴǘǳŀƭŜ Řƛ 

linfociti HBV-specifici da pazienti cronici, confrontati con soggetti guariti spontaneamente 

ŘŀƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Ŝ ŎƻƴǘǊƻƭƭƛ ǎŀƴƛΣ Ǿŀ ƛƴŎƻƴǘǊƻ ŀ ŘŜǇƻƭŀǊƛȊȊŀȊƛƻƴŜ, cioè ad un crollo del potenziale di 

membrana mitocondriale (Figura 6a). Inoltre, è stato registrato un eccessivo contenuto di ROS 

ƴŜƭƭΩŀƳōƛŜƴǘŜ ƳƛǘƻŎƻƴŘǊƛŀƭŜ (Figura 6b)114, condizione che può causare stress ossidativo e morte 

cellulare. Nei pazienti cronici è stato poi evidenziato un maggiore accumulo di aggregati proteici 

rispetto ai soggetti guariti e ai controlli sani, suggerendo una disfunzione nel sistema ubiquitina-

proteasoma (Figura 6c)114,165.  
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Figura 6: ±ŀƭƛŘŀȊƛƻƴŜ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜ ŘŜƭƭΩŀƭǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ƳƛǘƻŎƻƴŘǊƛŀƭŜ Ŝ ǇǊƻǘŜŀǎƻƳŀƭŜ ƴŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ /5у 

exhausted. (a) Percentuale di linfociti depolarizzati in seguito a stimolo con anti-CD3, valutati 

mediante marcatura con la sonda JC-1.  Per i controlli sani (HC) sono stati analizzati i linfociti CD8+ 

FLU-specifici e i linfociti CD8+ HBV-specifici per pazienti acuti (Ac), guariti (Res) e cronici (Chr). (b) 

Livelli di anione superossido mitocondriale misurati mediante sonda MITOSOX, nei linfociti virus-

specifici di controlli sani (HC), pazienti guariti spontaneamente (RES) e pazienti con epatite B cronica 

(CHR). (c) Quantificazione degli aggregati proteici presenti nei linfociti T CD8+ FLU-specifici di 

controlli sani (HC) e nei linfociti T CD8+ HBV-specifici di pazienti guariti (Res) e cronici (Chr) 

attraverso la marcatura con la sonda Proteostat. Per ogni valore è rappresentato il rapporto tra la 

mediana di intensità di fluorescenza della sonda ProteoStat nel campione stimolato con anti-CD3 

rispetto al non stimolato. 

 

[ΩŜƭŜǾŀǘŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ǎǇŜŎƛŜ ǊŜŀǘǘƛǾŜ ŘŜƭƭΩƻǎǎƛƎŜƴƻ όwh{ύ ƳƛǘƻŎƻƴŘǊƛŀƭƛ può danneggiare il DNA, e 

attivare i meccanismi di riparazione del DNA. Tuttavia, nelle cellule T CD8 HBV-specifiche ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ 

ha evidenziato una profonda down-regolazione dei trascritti codificanti per proteine coinvolte nella 

riparazione del DNA. Per questo mediante studi di citofluorimetria, è stata analizzata la risposta al 

danno del DNA nei linfociti HBV-specifici isolati dai pazienti con epatite B cronica. Sono stati 

ŀƴŀƭƛȊȊŀǘƛ ƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ ŦƻǎŦƻǊƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǎŜǊƛƴŀ моф ǎǳƭƭΩƛǎǘƻƴŜ Iн!· όŦƻǎŦƻIн!·ύ ƛƴ ǉǳŀƴǘƻ ƳŀǊƪŜǊ 

del danno del DNA166. In vivo i livelli di fosfo-H2AX sono risultati significativamente più elevati nei 

linfociti HBV-specifici di pazienti con infezione cronica rispetto alle cellule T influenza (FLU)-
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specifiche degli stessi pazienti (Figura 7a) e rispetto a quelle T FLU-specifiche dei controlli sani 

(Figura 7b). Questo indica che in corso di infezione cronica i linfociti CD8 HBV-specifici accumulano 

danno al DNA.  

 

 

 

 

 

Figura 7: /ƻƴŦǊƻƴǘƻ ŘŜƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ ŦƻǎŦƻǊƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛǎǘƻƴŜ Iн!· ƴŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ /5у I.±- 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). 

 

Per valutare la capacità di risposta al danno del DNA nei linfociti virus-specifici, sono stati misurati 

i livelli di fosfoH2AX in seguito a trattamento con Etoposide, un agente genotossico che causa 

rotture nella doppia elica del DNA167. La mediana di intensità di fluorescenza (MFI) di fosfoH2AX 

risulta up-regolata nelle cellule T CD8 FLU-specifiche dei pazienti sia cronici che sani (Figura 8a, 8b), 

rispetto alle cellule CD8 HBV-specifiche dei pazienti HBV-cronici. Di conseguenza, il rapporto MFI di 

fosfoH2AX tra campioni trattati e non trattati con Etoposide è significativamente più basso nelle 

cellule CD8 HBV-specifiche dei pazienti con epatite cronica, evidenziando che i meccanismi di 

riparazione del danno al DNA sono meno efficienti nelle cellule exhausted (Figura 8c).  
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Figura 8: (a)Mediana di intensità di fluorescenza (MFI) di fosfo-H2AX in seguito a trattamento con 

Etoposide, linfociti T CD8 HBV- e influenza (FLU)- specifici dei pazienti con epatite B cronica (cronici) 

(test di Wilcoxon per dati appaiati) (b) e tra linfociti T CD8 HBV- e influenza (FLU)- specifici di soggetti 

sani di controllo (test U di Mann-Whitney). (c) Incremento della fosforilazione di H2AX, riportato 

come rapporto tra il valore di MFI nelle cellule trattate con Etoposide rispetto alle stesse cellule 

non trattate (test U di Mann-Whitney). 

 

Altri mediatori precoci della risposta al danno del DNA sono le poli-ADP-ribosio polimerasi, enzimi 

NAD-dipendenti che catalizzano la formazione di catene di poli-ADP-ribosio per reclutare altri 

enzimi di riparazione in corrispondenza del sito di lesione del DNA168. I livelli di parilazione nelle 

cellule HBV-specifiche sono risultati significativamente più bassi rispetto alle cellule FLU-specifiche 

degli stessi pazienti. Inoltre, in seguito a stimolazione anti-CD3/anti-CD28, si sono osservati livelli di 

parilazione più bassi nei pazienti cronici rispetto ai controlli (Figura 9a,9b). 
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Figura 9: (a) Il grafico mostra i livelli di poli(ADP)ribosilazione (parilazione) nei linfociti CD8 HBV- e 

FLU- specifici di pazienti cronici (test di Wilcoxon per dati appaiati). (b) Il grafico rappresenta 

ƭΩƛƴŎǊŜƳŜƴǘƻ Řƛ aCL Řƛ t!w ƛƴ ǎŜƎǳƛǘƻ ŀ ǎǘƛƳƻƭŀȊƛƻƴŜ Ŏƻƴ ŀƴǘƛ-CD3/CD28, calcolato come il rapporto 

della MFI nei campioni stimolati/non stimolati (test U di Mann-Whitney). 

 

LΩaumento del danno del DNA, può determinare ƭΩƛǇŜǊŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ Řƛ t!wtΣ Ŏon consumo e 

deplezione di NAD (nicotinamide adenina dinucleotide). Il NAD oltre ad essere coinvolto nel 

metabolismo energetico della cellula, è un importante cofattore in altri processi cellulari e gli enzimi 

responsabili del suo utilizzo si possono suddividere in tre classi: sirtuine (SIRT), Poli ADP-ribosio 

polimerasi (PARP) e le Ciclo-ADP-ribosio sintasi (cADPR, in particolare CD38). Per studiare se la 

mancanza di NAD possa rappresentare un meccanismo alla base della disfunzione dei linfociti T CD8 

virus-ǎǇŜŎƛŦƛŎƛ ƴŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ ŎǊƻƴƛŎŀ .Σ ŝ ǎǘŀǘŀ Ǿŀƭǳǘŀǘŀ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ /5оуΣ ǳƴŀ ƎƭƛŎƻǇǊƻǘŜƛƴŀ 

multifunzionale responsabile del maggior consǳƳƻ Řƛ b!5 ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭŀ ŎŜƭƭǳƭŀ169. Il CD38 è 

risultato up-regolato sia a livello di espressione genica (Figura 10a) che a livello proteico nelle cellule 

HBV-specifiche dei pazienti cronici, rispetto ai gruppi di controllo e anche alle cellule CD8 FLU-

specifiche degli stessi pazienti (Figura 10b). Poiché l'espressione di CD38 ŝ ŀǎǎƻŎƛŀǘŀ ŀƭƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ 

T linfocitaria, è stata valutata la co-espressione con il marcatore di attivazione HLA-DR. Come si può 

osservare nel grafico (Figura 10c) la media della percentuale di linfociti positivi sia per CD38 che per 

HLA-DR è minima (7,87 %), ǎǳƎƎŜǊŜƴŘƻ ǳƴΩŀǎǎƻŎƛŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ /5оу Ŝ ƭΩexhaustion T 

linfocitaria e confermando quanto già riportato in letteratura in altri modelli di exhaustion170,171 
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Figura 10: (a) Espressione genica di CD38 ottenuta da 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 

ǳƴΩŜǇŀǘƛǘŜ . ŀŎǳǘŀ Ŝ ǎƻƎƎŜǘǘƛ ǎŀƴƛ Řƛ ŎƻƴǘǊƻƭƭƻ όǘŜǎǘ Řƛ aŀƴƴ ²ƘƛǘƴŜȅύΦ (c) Percentuale di linfociti 

che esprimono rispettivamente HLA-DR e CD38 in campioni appaiati di linfociti T CD8 HBV- e FLU- 

specifici di pazienti cronici (Test di Wilcoxon per dati appaiati). 

 

Dopo aver ipotizzato che la deplezione di NAD sia alla base della disfunzione, è stato testato in vitro 

un precursore del NAD, la Nicotinamide Mononucleotide (NMN), per verificarne la capacità nel 

ripristinare i pathway cellulari disfunzionali individuati in precedenza. I risultati hanno confermato 

ŎƘŜ ƭΩǳǎƻ Řƛ bab ŝ ƛƴ ƎǊŀŘƻ Řƛ ƳƛƎƭƛƻǊŀǊŜ ƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭƛǘŁ ƳƛǘƻŎƻƴŘǊƛŀƭŜΣ ƭŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ŀƭ Řŀƴƴƻ ŘŜƭ 5b!Σ 

la proteostasi cellulare, e di potenziare la funzionalità T linfocitaria antivirale. Effetto questo 

ǳƭǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ ǇƻǘŜƴȊƛŀǘƻ ŘŀƭƭΩŀƎƎƛǳƴǘŀ Řƛ ǳƴ ƛƴƛōƛǘƻǊŜ ŘŜƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ NADasica del CD38 (78c o CD38i) 

(Figura 11). 
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Figura 11: Dot plots di un paziente rappresentativo, che mostrano la percentuale linfociti T CD8 che 

producono IFNɹ -TNFh  in assenza di trattamento (a sinistra) con il solo trattamento NMN (al centro) 

e con NMN+CD38i (a destra). 

Inoltre in seguito una breve incubazione con NAD esogeno o con CD38i, ha permesso il 

miglioramento significativo della funzionalità degli enzimi PARP (Figura 12), confermando che una 

carenza di NAD a livello intracellulare può essere una delle cause della disfunzione linfocitaria. 

 

 

 

 

 

Figura 12Υ wŀǇǇƻǊǘƻ ǘǊŀ ƭΩaCL ŘŜƭƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ŀƴǘƛ-PAR, tra i campioni stimolati e non stimolati con 

anti-CD3/CD28, nei linfociti virus-specifici di pazienti cronici (CRONICI) e dei soggetti sani (SANI) in 

assenza di trattamento, e nei linfociti T HBV-specifici isolati dai pazienti cronici, in presenza di 

trattamento con NAD (CRONICI +NAD) e in presenza di CD38i (CRONICI +CD38i) (test di Mann- 

Whitney). 

Infine, è stata analizzata la lunghezza dei telomeri nei linfociti HBV-specifici, che è risultata 

significativamente inferiore rispetto alle cellule FLU-specifiche degli stessi pazienti cronici (Figura 

13), ŎƻƴŦŜǊƳŀƴŘƻ Řŀǘƛ Řƛ ƭŜǘǘŜǊŀǘǳǊŀ ŎƘŜ ŘŜǎŎǊƛǾƻƴƻ ǳƴΩŀǎǎƻŎƛŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ Řƛ /5оуΣ ƭŀ 
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disfunzione mitocondriale, il declino di NAD e la senescenza cellulare. Inoltre, ƭΩŀŎŎǳƳǳƭƻ Řƛ wh{ Ŝ 

un sistema di riparazione del DNA inefficace, provocano un accumulo di danno al DNA sia 

telomerico che non telomerico172ς174. 

 

 

 

 

 

Figura 13: 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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SCOPO DELLO STUDIO 
 

In corso di infezione cronica da HBV la risposta linfocitaria risulta fortemente compromessa, mostra 

ƭƛƳƛǘŀǘŀ ŎŀǇŀŎƛǘŁ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜ Ŝ ŎƻƴǘǊƛōǳƛǎŎŜ ŀƭƭŀ ǇŜǊǎƛǎǘŜƴȊŀ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ƴŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜ131. Le analisi 

trascrizionali, svolte sui linfociti isolati da pazienti con infezione cronica da HBV, hanno evidenziato 

che tra i processi cellulari maggiormente compromessi rientrano quelli relativi a mitocondrio, 

proteasoma e risposta al danno del DNA114. La correzione della loro funzionalità potrebbe 

rappresentare una strategia di ripristino efficace, per i molteplici ruoli da essi svolti nel metabolismo 

ŎŜƭƭǳƭŀǊŜ Ŝ ƴŜƭƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜΣ ŘƛŦŦŜǊŜƴȊƛŀƳŜƴǘƻ Ŝ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢. A partire dai dati di 

trascrittomica, è stato possibile validare la disfunzione mitocondriale, della proteostasi e della 

ǊƛǇŀǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ Řŀƴƴƻ ŀƭ 5b!Φ [ΩŜƭŜǾŀǘƻ ŎƻƴǘŜƴǳǘƻ Řƛ wh{ ǇǳƼ ŘŀƴƴŜƎƎƛŀǊŜ ƭŜ ǇǊƻǘŜƛƴŜ Ŝ Ǝƭƛ ƻǊƎŀƴŜƭƭƛ 

cellulari e con conseguente accumulo di aggresomi intracellulari e compromissione della 

proteostasi cellulare165. Inoltre è stato osservato che lo stress ossidativo mantiene il danno al DNA 

Ŝ Řƛ ŎƻƴǎŜƎǳŜƴȊŀ ƭΩŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ǇŜǊǎƛǎǘŜƴǘŜ ŘŜƛ ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƛ Řƛ ǊƛǇŀǊŀȊƛƻƴŜΣ come la parilazione 

catalizzata dagli enzimi PARP che dipendono dal NAD per la loro attività, e possono indurne la 

ŘŜǇƭŜȊƛƻƴŜΦ !ƴŎƘŜ ƛƭ /5оу ŎŀǘŀƭƛȊȊŀ ƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛ ŘŜƭ NAD per svolgere la sua attività di ADP-ribosil-

ciclasi, ed è risultato up-regolato nei linfociti T CD8 dei pazienti cronici, sia a livello genico che 

proteico. Il trattamento in vitro dei linfociti T CD8 isolati dai pazienti cronici, con Nicotinamide 

Mononucleotide (NMN) da sola o in associazione con 78c, un inibitore del CD38, ha permesso di 

ƻǎǎŜǊǾŀǊŜ ƛƭ ǊƛǇǊƛǎǘƛƴƻ ŘŜƭƭŀ ǇŀǊƛƭŀȊƛƻƴŜ Ŝ ŘŜƭƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭƛǘŁ ƭƛƴŦƻŎƛǘŀǊƛŀΣ ŀǾǾŀƭƻǊŀƴŘƻ ƭΩƛǇƻǘŜǎƛ ŎƘŜ ƭŜ 

disfunzioni cellulari osservate siano correlate alla deplezione di NAD. Considerando che diversi 

modelli di senescenza cellulare sono caratterizzati dalla sovraespressione di CD38, da accumulo di 

ROS e deplezione di NAD175,176, si è ipotizzato che la stimolazione antigenica persistente potesse 

portare alla senescenza cellulare nelle cellule CD8 HBV-specifiche. Questa possibile correlazione è 

stata confermata mediante analisi della lunghezza dei telomeri, da cui è emerso che nei linfociti 

HBV-specifici ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ è significativamente inferiore rispetto alle cellule FLU-specifiche degli 
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stessi pazienti cronici. Queste osservazioni preliminari, hanno permesso di identificare un network 

di pathways intracellulari disfunzionali e interconnessi che portano alla deplezione di NAD, e che a 

sua volta mantiene la disfunzione degli stessi pathways.  

5ŀ ƭŜǘǘŜǊŀǘǳǊŀ ŝ ƴƻǘƻ ŎƘŜ ƭŀ ŎŀǊŜƴȊŀ Řƛ b!5 ƛƴǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀǊŜ ǇǳƼ ŎƻƳǇǊƻƳŜǘǘŜǊŜ ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŘŜƭƭŜ 

sirtuine (SIRT), enzimi con azione deacetilasica NAD-dipendente. Inoltre, può indurre la conversione 

del piruvato in lattato causando una diminuita formazione di Acetil-CoA disponibile per il ciclo di 

YǊŜōǎΣ Ŝ ǇŜǊ ƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ƛǎǘƻƴƛŎŀΦ vǳŜǎǘƻ ǇǳƼ ŎƻƴǘǊƛōǳƛǊŜ ŀƭƭŀ ŎƻƴŘŜƴǎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ŎǊƻƳŀǘƛƴŀ Ŝ Řƛ 

conseguenza al silenziamento genico177,178.  

Lo scopo di questo lavoro è stato quello di approfondire ulteriormente la conoscenza dei pathways 

disfunzionali alla ōŀǎŜ ŘŜƭƭΩexhaustion linfocitaria e la loro interconnessione. Partendo dai dati 

precedentemente descritti che dimostrano che la deplezione di NAD è uno dei meccanismi alla base 

della disfunzione dei linfociti T CD8 HBV-specifici dei pazienti cronici, ƭΩƻōiettivo di questa tesi è 

stato quello di studiare: 

- Lƭ Ǌǳƻƭƻ ŘŜƭƭƻ ǎǘǊŜǎǎ ƻǎǎƛŘŀǘƛǾƻ ƴŜƭƭΩŀŎŎƻǊŎƛŀƳŜƴǘƻ ŘŜƛ ǘŜƭƻƳŜǊƛΣ Ŝ ƛƭ ǊƛǇǊƛǎǘƛƴƻ ŘŜƭƭŀ ƭƻǊƻ 

lunghezza in seguito al trattamento in vitro con NMN+CD38i. 

- [ŀ ŎƻǊǊŜƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŘŜƭ /5оу Ŏƻƴ ƭΩexhaustion linfocitario.  

- Il ripristino dei pathways disregolati, a livello trascrizionale in seguito a trattamento in vitro 

con NMN+CD38i.  

- Dƭƛ ŜŦŦŜǘǘƛ ŘŜƭƭŀ ŘŜǇƭŜȊƛƻƴŜ Řƛ b!5 ǎǳƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ ŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛǎǘƻƴŜ IоΦ  

- Lƭ ŎƻƴŦǊƻƴǘƻ ŘŜƭƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ŘŜƭ ǘǊŀǘǘŀmento con NMN+CD38i e del trattamento con 

Entinostat, farmaco epigenetico inibitore delle deacetilasi istoniche, nel ripristinare 

ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜΦ 

- La risposta al danno del DNA nei linfociti T CD8 HBV-specifici che riconoscono epitopi virali 

mutati.  
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Il ripristino della risposta antivirale tramite trattamento con NMN+CD38i nei linfociti T specifici 

per diversi epitopi virali, descritti in letteratura per avere diversi livelli di esaurimento 

funzionale, inclusi epitopi mutanti. 
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METODI 

1. Pazienti e controlli  

[ŀ ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ǇŀȊƛŜƴǘƛ ǎǘǳŘƛŀǘƛ ŝ ǎǘŀǘŀ ŀǊǊǳƻƭŀǘŀ ǇǊŜǎǎƻ ƭΩ¦ƴƛǘŁ hǇŜǊŀǘƛǾŀ Řƛ aŀƭŀǘǘƛŜ LƴŦŜǘǘƛǾŜ 

ŜŘ 9ǇŀǘƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭƭΩ!ȊƛŜƴŘŀ hǎǇŜŘŀƭƛŜǊƻ-¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŀǊƛŀ Řƛ tŀǊƳŀΣ ƭΩ¦ƴƛǘŁ hǇŜǊŀǘƛǾŀ Řƛ aŀƭŀǘǘƛŜ 

LƴŦŜǘǘƛǾŜ ŘŜƭƭΩ!ȊƛŜƴŘŀ ¦{[-IRCCS di Reggio Emilia, e presso la Divisione di Gastroenterologia ed 

9ǇŀǘƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭƭŀ CƻƴŘŀȊƛƻƴŜ Lw//{ /ŀΩ DǊŀƴŘŀΣ hǎǇŜŘŀƭŜ aŀƎƎƛƻǊŜ tƻƭƛŎƭƛƴƛŎƻ Řƛ aƛƭŀƴƻ:  

- 57 pazienti con epatite cronica attiva da HBV, nessuno dei quali era mai stato sottoposto a 

terapia. La diagnosi si è basata su livelli elevati di alanina aminotransferasi (ALT) mantenuti per 

più di sei mesi e positività per HBsAg, anti-HBc, anti-HBe e HBV DNA. Di questi, 23 pazienti erano 

HLA-A2 positivi. Lo screening per HLA-A2 è stato realizzato mediante marcatura delle cellule 

ƳƻƴƻƴǳŎƭŜŀǘŜ ŘŜƭ ǎŀƴƎǳŜ ǇŜǊƛŦŜǊƛŎƻ όt.a/ύ Ŏƻƴ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘŜ ŀƴǘƛ-HLA A2.01 (BD 

Biosciences, San Jose, CA) e successiva analisi citofluorimetrica.  

- 9 soggetti HLA-!нҌ ƎǳŀǊƛǘƛ ǎǇƻƴǘŀƴŜŀƳŜƴǘŜ ŘŀƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŀŎǳǘŀ Řŀ I.± Ǌƛǎǳƭǘati negativi per 

HBsAg e positivi per anti-HBs.  

- 6 soggetti sani HLA-A2+ disponibili come gruppo di controllo.  

Tutti i pazienti arruolati sono risultati negativi per la ricerca di anticorpi anti-I/± όǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩŜǇŀǘƛǘŜ 

C), virus delta, HIV-1 e HIV-2 (viǊǳǎ ŘŜƭƭΩƛƳƳǳƴƻŘŜŦƛŎƛŜƴȊŀ ǳƳŀƴŀ Řƛ ǘƛǇƻ м Ŝ Řƛ ǘƛǇƻ нύ Ŝ ǇŜǊ ŀƭǘǊƛ 

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 EtƛŎƻ ŘŜƭƭΩ!ǊŜŀ 

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, 

ŎƻǊǊƛǎǇƻƴŘŜƴǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀ ǎŜǉǳŜƴȊŀ ŘŜƭƭŀ ǇǊƻǘŜƛƴŀ /hw9 e della polimerasi HBV, genotipo D (Chiron 

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

ǎǇŜŎƛŦƛŎƛ ŝ ǎǘŀǘƻ ǳǎŀǘƻ ǳƴ ǇŜǇǘƛŘŜ ǎƛƴǘŜǘƛŎƻ ŎƻǊǊƛǎǇƻƴŘŜƴǘŜ ŀƭƭΩŜǇƛǘƻǇƻ I[!-A2 ristretto della 

proteina CORE wild-type (aa. 18-27: FLPSDFFPSV), della polimerasi (aa. 455-463: GLSRYVARL) di HBV 

Řƛ ƎŜƴƻǘƛǇƻ 5 Ŝ ƛƭ ǇŜǇǘƛŘŜ ǎƛƴǘŜǘƛŎƻ ŎƻǊǊƛǎǇƻƴŘŜƴǘŜ ŀƭƭΩŜǇƛǘƻǇƻ I[!-A2 ristretto della proteina della 

ƳŀǘǊƛŎŜ όDL[DC±C¢[ύ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ŘŜƭƭΩƛƴŦƭǳŜƴȊŀ ! όC[¦ύΣ ŜƴǘǊŀƳōƛ ŀŎǉǳƛǎǘŀǘƛ Řŀ tǊƻƛƳƳǳƴŜ όhȄŦƻǊŘΣ 

UK). I peptidi sintetici corrispondenti gli epitopi HLA-A2-ristretti della proteina CORE 18-

27(Genotipo D) mutati (aa 18-27: FLPQDFFPSV, FLPTDFFPSA, FLPNDFFPSI, FLPNDFFPSA, 

FLPADFYPSV, FLPSDFYPSV, FLPSDFFPPV, FLPSDFFPAV, FLPSDFFPSI, FLPSDFFPSA) sono stati 

acquistati da Mimotopes (Regno Unito). I complessi destramerici peptide-HLA di classe I coniugati 

con i fluorocromi PE o APC (Figura 14), contenenti i peptidi del CORE 18-27 wild-type, e mutati (aa. 

18-27: FLPTDFFPSA, FLPSDFFPAV, FLPSDFFPSI, FLPQDFFPSV), dŜƭƭŀ ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ Ŝ ŘŜƭƭΩƛƴŦƭǳŜƴȊŀ 

precedentemente descritti sono stati acquistati da Immudex (Copenhagen, Denmark). La 

stimolazione in vitro ŘŜƭƭΩƛƴǘŜǊŀ ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴŜ ¢ ƭƛƴŦƻŎƛǘŀǊƛŀ ŝ ǎǘŀǘŀ ŜǎŜƎǳƛǘŀ ǳǘƛƭƛȊȊŀƴŘƻ Ǝƭƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ 

monoclonali purificati anti-CD3 LEAF e anti-CD28 LEAF, prodotti da Biolegend (San Diego, Ca, USA). 

L ǎŜƎǳŜƴǘƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘƛ ǇŜǊ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŎƛǘƻŦƭǳƻǊƛƳŜǘǊƛŎŀ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ ƴŜƛ ŘƛǾŜǊǎƛ 

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, PD1 PE-Cy7 (Biolegend), Goat Anti-

mouse IgG3 Alexa 488, (ThermoFisher Scientific, MA, USA), anti-acetyl-Histone-H3 PE (Merck-

Millipore, Burlington, MA, USA). Gli anticorpi utilizzati per la marcatura intracellulare delle citochine 
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sono: Anti-IFN-ʴ !t/-R700, IL-2-APC, forniti da Becton-Dickinson (BD), e TNF- -hFITC (Miltenyi 

Biotec). Infine, le sonde di vitalità adoperate sono LIVE/DEADϰ Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit 

(ThermoFisher Scientific) e 7-AAD (BD Biosciences). 

 

 

 

 

 

Figura 14: (a) I complessi destramerici utilizzati per lo studio presentano la struttura riportata nel 

pannello A. Sono costituiti da una catena di destrano alla quale sono coniugate più molecole di HLA 

di classe I legate a corti (9-10 aa) peptidi sintetici HLA-A2 ristretti. Sono inoltre presenti molecole di 

fluorocromo coniugate alla catena di destrano. Grazie alla sua particolare struttura, associando 

ƭΩŜǇƛǘƻǇƻ ǾƛǊŀƭŜ Ŏƻƴ ƳƻƭŜŎƻƭŜ Řƛ I[!Σ ƛƭ ŘŜǎǘǊŀƳŜǊƻ ƳƛƳŀ ƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ !t/ Ŝ ŎƻƴǎŜƴǘŜ 

ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ƭƛƴŦƻŎƛǘƛ ¢ /5у ǎǇŜŎƛŦƛŎƛ ǇŜǊ ƭΩŜǇƛǘƻǇƻ ŀƴǘƛƎŜƴƛŎƻ ŘΩƛƴǘŜǊŜǎǎŜ ǘǊŀƳƛǘŜ ŀƴŀƭƛǎƛ 

citofluorimetrica. (b) Visualizzazione tramite citometria a flusso dei linfociti T CD8+ specifici per 

ƭΩŜǇƛǘƻǇƻ му-27 della proteina CORE di HBV identificati utilizzando la tecnologia del destramero.  

 

3. Isolamento dei linfociti del sangue periferico  

Le cellule linfomononucleate del sangue periferico (Peripheral Blood Mononuclear, PBMCs) sono 

state ottenute a partire da sangue fresco eparinato mediante centrifugazione su gradiente di 

densità Ficoll-Hypaque. Brevemente, 20 ml di sangue eparinato sono stati stratificati su 12 ml di 

CƛŎƻƭƭ Ŝ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀǘƛ ŀ ннлл ǊǇƳ ǇŜǊ нл ƳƛƴǳǘƛΦ [ΩŀƴŜƭƭƻ Řƛ t.a/ǎΣ ŦƻǊƳŀǘƻǎƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊŦŀŎŎƛŀ ǘǊŀ CƛŎƻƭƭ 

e plasma, è stato quindi raccolto e sottoposto a due lavaggi con soluzione HBSS (Hank's Balanced 

Salt Solution). La vitalità delle cellule recuperate è stata determinata mediante colorazione vitale 

con Türk e conta utilizzando la camera di Neubauer. In seguito le PBMCs sono state congelate in 

Dextr. HBV CORE 18-27 

C
D

8 
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medium di congelamento (Siero Fetale Bovino -FBS 90% e Dimetilsolfossido -DMSO 10%) e 

crioconservate in azoto liquido fino al momento del loro utilizzo per gli esperimenti. 

 

4. Sequenziamento del DNA sierico per la ricerca di epitopi mutati 

Gli estratti di DNA sierico sono stati amplificati mediante PCR, utilizzando primer oligonucleotidici 

specifici per le sequenze di HBV DNA che fiancheggiano l'intera regione genomica preC/C (HBV1F, 

5'-AAGACTGGGAGGAGTTGGG - 3' e HBV2R, 5'-ACCTTATGAGTCCAAGGAATACTAACA-3') e con il 

sistema Expand High Fidelity PCR (Roche Diagnostics) secondo le istruzioni del produttore. Le 

sequenze nucleotidiche dei prodotti di PCR sono state determinate utilizzando il kit BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Thermo Fisher Scientific) secondo le istruzioni del 

produttore. I prodotti di sequenziamento sono stati rilevati da un sequenziatore automatico di DNA 

(ABI PRISM 3500 Dx Genetic Analyzer; Thermo Fisher Scientific). 

 

5. Marcatura CD38 e PD1  

Le cellule CD8 virus-specifiche sono state incubate per 15 minuti a temperatura ambiente con i 

complessi detramerici specifici per la proteina CORE 18-27. In seguito a marcatura con anticorpi di 

superficie: anti-CD3, anti-CD8, anti-CD38 e anti-PD1, i campioni sono stati lavati con PBS 1X, e sono 

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

utilizzando il software FACS-DIVA. 
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6. !ŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛǎǘƻƴŜ Iо 

Per valutare lΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛǎǘƻƴŜ Iо sono state analizzate cellule mononucleate del sangue 

ǇŜǊƛŦŜǊƛŎƻ όt.a/ύ Řƛ ǇŀȊƛŜƴǘƛ ŎǊƻƴƛŎƛΣ Ŝ ǎƻƎƎŜǘǘƛ ƎǳŀǊƛǘƛ ǎǇƻƴǘŀƴŜŀƳŜƴǘŜ Řŀ ǳƴΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ŀŎǳǘŀ Řŀ 

HBV. Le cellule sono state incubate overnight alla temperatura di 37°C, distribuendole equamente 

tra pozzetti a cui è stato fatto ǇǊŜŎŜŘŜƴǘŜƳŜƴǘŜ ŀŘǎƻǊōƛǊŜΣ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ŎƻŀǘƛƴƎΣ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ŀƴǘƛ-CD3 

(10 µg/ml anti-/5о Ƴ!ōύ Ŝ ŀƛ ǉǳŀƭƛ ŝ ǎǘŀǘƻ ŀƎƎƛǳƴǘƻ ƛƴ ǎƻǎǇŜƴǎƛƻƴŜ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ŀƴǘƛ-CD28 (2 µg/ml 

anti-CD28 mAb) e pozzetti privi di anti-CD3 e di anti-CD28. Dopo la marcatura con la sonda di vitalità 

LIVE/DEAD, le cellule sono state incubate per 10 minuti a temperatura ambiente con i destrameri, 

Ǉƻƛ ǘǊŀƳƛǘŜ ƛƭ ƪƛǘ ά.5 tƘƻǎŦƭƻǿϰέ ό.5 .ƛƻǎŎƛŜƴŎŜǎύ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ŦƛǎǎŀǘŜ Ŏƻƴ CƛȄ .ǳŦŦŜǊ L όмл Ƴƛƴǳǘƛ ŀ 

37°C) e permeabilizzate con due lavaggi in Perm/Wash Buffer I. Il 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 PBS1X ǇǊƛƳŀ ŘŜƭƭΩŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴŜ ŀ ŎƛǘƻŦƭǳƻǊƛƳŜǘǊƻΦ 

 

7. Valutazione della risposta al danno del DNA 

7.1 Marcatura di fosfoH2AX 

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

м ƻǊŀ Řƛ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ Ŏƻƴ ƭϥŀƎŜƴǘŜ ƎŜƴƻǘƻǎǎƛŎƻ 9ǘƻǇƻǎƛŘŜ όрл ˃aΣ {ƛƎƳŀΣ ahΣ ¦{!ύ. In seguito allo 

scongelamento Ŝ ŘƻǇƻ ǳƴΩƻǊŀ Řƛ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ le PBMC di pazienti cronici e di soggetti sani sono 

state lavate, risospese in PBS1X 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 classe I ǊŜƭŀǘƛǾƛ ŀƭƭΩŜǇƛǘƻǇƻ /hw9 му-27 wild type o agli epitopi CORE 18-27 mutati. Lƭ ƪƛǘ ά.5 

Phosflowϰέ ŝ ǎǘŀǘƻ ǳǎŀǘƻ ǇŜǊ Ŧƛǎǎŀre e permeabilizzare le cellule, come precedentemente descritto. 

In seguito le cellule sono state incubate 30 minuti a temperatura ambiente con anticorpi di 

superficie (anti-CD3 e anti-/5уύ Ŝ Ŏƻƴ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ άaƻǳǎŜ !ƴǘƛ-H2AXPE-/Cрфпέ ό.5ύΦ 5ƻǇƻ 
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opportuni lavaggi con PBS 1X i campioni sono stati acquisiti ed analizzati mediante citofluorimetro 

a flusso a otto colori (FACSCanto, Becton-Dickinson, CA, USA) utilizzando il software FACS-DIVA.  

 

7.2 Poli-ADP-ribosilazione (PARilazione) 

I campioni sono stati marcati direttamente ex vivo. Le cellule sono state marcate con la sonda di 

vitalità LIVE/DEAD, poi incubate a 37° C per 15 minuti con i destrameri ǊŜƭŀǘƛǾƛ ŀƭƭΩŜǇƛǘƻǇƻ /hw9 му-

27 wild type o agli epitopi CORE 18-27 mutati e gli anticorpi di superficie anti-CD3 e anti-CD8; in 

seguito le PBMC sono state fissate e permeabilizzate con il kit eBioscienceϰ Foxp3 / Transcription 

Factor Staining Buffer (ThermoFisher). Per marcare le catene di poli-ADP-Ribosio (PAR) i campioni 

ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ Ǉƻƛ ƛƴŎǳōŀǘƛ ǇŜǊ ол Ƴƛƴǳǘƛ ŀ пϲ/ Ŏƻƴ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ƳƻƴƻŎƭƻƴŀƭŜ anti-Poly-(ADP-ribose) (anti-

PAR), non coniugato ad alcun tracciante fluorescente. Dopo lavaggio con la soluzione 

permeabilizzante (Perm) del kit ŝ ǎǘŀǘƻ ŀƎƎƛǳƴǘƻ ŀƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ǎŜŎƻƴŘŀǊƛƻ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘŜ 

άŀƴǘƛ-ƳƻǳǎŜ LƎDоέ ǇŜǊ нл Ƴƛƴǳǘƛ ŀ пϲ/Φ 5ƻǇƻ opportuni lavaggi con la soluzione Perm, i campioni 

sono stati acquisiti ed analizzati mediante citofluorimetro a otto colori FACS-Canto. 

8. Espansione in vitro dei linfociti T  

Le cellule mononucleate isolate dal sangue periferico (PBMC) e crioconservate in azoto liquido, 

sono state scongelate, sottoposte a lavaggio in HBSS e risospese in terreno 60 completo (RPMI 1640 

ǎǳǇǇƭŜƳŜƴǘŀǘƻ Ŏƻƴ пл ˃ƎκƳƭ Řƛ DŜƴǘŀƳƛŎƛƴŀΣ нΣр ˃ƎκƳƭ Řƛ CǳƴƎƛȊƻƴŜΣ лΣлр Ƴa Řƛ 

2Mercaptoetanolo, 1X NEA e 8% siero umano). In seguito, le PBMC sono state distribuite 

equamente in piastre a 96 pozzetti con fondo tondo e stimolate con le miscele di peptidi virali 

precedentemente descritte. Le cellule sono state incubate alla temperatura di 37°C per 10 giorni in 

presenza o assenza di trattamento. Al terzo giorno di coltura cellulare è stata aggiunǘŀ ƭΩL[-2 alla 

concentrazione di 50 U/ml, la quale promuove la proliferazione dei linfociti T. Per alcuni 

ŜǎǇŜǊƛƳŜƴǘƛΣ ŝ ǎǘŀǘŀ ǎǘƛƳƻƭŀǘŀ ƭΩƛƴǘŜǊŀ ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴŜ ƭƛƴŦƻŎƛǘŀǊƛŀ /5о ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭŀ ŘŜǇƻǎƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ 
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PBMCs nei pozzetti di piastre in cui era stato faǘǘƻ ǇǊŜŎŜŘŜƴǘŜƳŜƴǘŜ ŀŘǎƻǊōƛǊŜ όŎƻŀǘƛƴƎύ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ 

anti-/5о ŀƭƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ мл ˃ƎκƳƭ ƛƴ t.{1X. In questo caso le cellule sono state incubate a 

37°C per 6 giorni in presenza o assenza di trattamento. I trattamenti usati sono: Nicotinamide 

MononucleoǘƛŘŜ όbabΣ млΣ млл ƻ рлл ˃aΣ {ƛƎƳŀΣ aƛǎǎƻǳǊƛΣ ¦{!ύ, lΩƛƴƛōƛǘƻǊŜ Řƛ /5оу o 78c (1 o 5 

nM, Sigma), Mitoquinone (MitoQ, 0.1 µM CliniSciences), Piperidina-Nitrossido (MITO-TEMPO, 10 

˃a, Sigma), Entinostat (ENT, 0.05 o 0.1 µM Selleck Chemicals, Huston, USA). 

 

9. Lunghezza dei telomeri in seguito ad espansione in vitro 

Lo studio della lunghezza dei telomeri è stato realizzato sui linfociti T dopo 10 giorni di espansione 

in vitro in presenza e assenza di trattamento (MitoQ, MitoTempo, NMN+CD38i tramite il Kit Prime 

Flow RNA Assay (Thermo-Fisher), che si basa sulla tecnica Flow-FISH179. Le linee cellulari dei pazienti 

sono state messe a confronto con le linee di cellule T umane leucemiche 1301, note per avere 

telomeri insolitamente lunghi. Queste sono state aggiunta a ciascun campione e quindi trattate con 

il medesimo protocolloΦ [ΩŜǎǇŜǊƛƳento è suddiviso in due giornate. Il primo giorno le cellule sono 

state marcate con la sonda di vitalità LIVE/DEAD a temperatura ambiente per 10 minuti. 

Successivamente le cellule sono state marcate a 4 °C per 30 minuti con destrameri e con gli anticorpi 

superficie (anti-CD3, anti-CD8, anti-PD1, anti-CD38) insieme a 50 uL di Brilliant Buffer (BD), un buffer 

utile per tenere separati i fluorocromi in Brilliant Violet. In seguito le cellule sono state fissate a 4 

°C per 30 minuti, e poi risospese nel PrimeFlow RNA Permeablization Buffer con un inibitore delle 

RNasi. Dopo il lavaggio con PBS 1X sono state nuovamente fissate per 1 ora a temperatura 

ambiente. Le cellule sono state incubate per due ore al buio con la sonda del telomero (Homo 

sapiens telomere, Thermo Fisher) e la sonda RPL13A come controllo interno (Thermo-Fisher) in un 

termoblocco precedentemente riscaldato a 40 °C. I campioni sono stati poi lavati con Wash Buffer 

e RNasi inibitor e lasciati overnight a 4 °C. Il giorno seguente, i campioni sono stati pre-riscaldati a 

ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀ ŀƳōƛŜƴǘŜ Ŝ Ǉƻƛ ƛƴŎǳōŀǘƛ ǇŜǊ ǳƴΩƻǊŀ Ŝ ƳŜȊȊƻ Ŏƻƴ ƳƛȄ ǇǊŜ-Amp, al buio, a 40°C. Dopo i 
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lavaggi, le cellule sono state incubate con la Amp-mix nelle stesse condizioni descritte sopra. Infine, 

i campiƻƴƛ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ ƛƴŎǳōŀǘƛ Ŏƻƴ ƭŀ ά[ŀōŜƭ tǊƻōŜέ ǇŜǊ м ƻǊŀ ŀ плϲ/Σ ƭŀǾŀǘƛ ƛƴ ǿŀǎƘ ōǳŦŦŜǊΣ ǊƛǎƻǎǇŜǎƛ 

in PBS1x e acquisiti a citofluorimetro LSRFortessaϰ (BD) (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Passaggi schematizzati della metodica FLOW-FISH 

 

10. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale in seguito ad espansione in 

vitro 

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 in presenza e assenza di Entinostat, 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 mg/ml) per 10 minuti a temperatura ambiente 

al riparo dalla luce. Infine i campioni sono stati marcati con la sonda di vitalità 7-AAD e i dati sono 

stati acquisiti mediante citofluorimetro FACSCanto.  






























































































































