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RIASSUNTO

SistimachenelmondopitB2YAf A2y A RA LISNAR2YS | 0606Aly2 02y iNI
L GGdzk £t YSYGS Af GNIGGFYSyGd2 RSEEQSLIGAGS ONRYAO!
nucleos(t)idici (NUC), che nella maggior parte dei pazienti deve tuttavia essere sstratarper

tutta la vita per il rischio di pericolose riattivazioni virali alla sospensione del trattamento. Esiste
LISNIFyG2 dzy QdzNBSyGS ySOSaaaridt RA | LIWINRPOOA GSNI L
fine di abbreviare la durata delle atili terapie.In corso di infezione cronidalinfociti THBV
specificirisultano profondamente disfunzionali,gerdono progressivamente le loro funzioni in un

LINE OS & a2 exBalstorf OR2yYTS2 @artaritoNavitostithzione di una risposta antirale
efficienterappresentauna strategia razionale per il trattamento dei pazienti con infezione cronica

R I

I+

S LISNJI f QA y i S 3 NIirdliNgl Sabdrafofiof dSImrhuiicpatelogiah G S NJ
+ANI £fS RSt Q! UnBryitRia di BrindJS &atoprac&dhmente condotto uno

studio di trascrittomica, allo scopo di individuare direttamente nei linfociti T CD8sH&ffici

isolati da pazienti con infezione cronica le alterazioni funzionali associate alla persistenza virale.

Tale studidha permesso di evidenziare una prevaledtsvn-regolazione di geni coinvolti in diverse

funzioni cellulariparticolarmentesignificativesonoquelle relative a vari processi mitocondriali, al

sistema ubiquitingproteasoma alla risposta al danno del DN&al controllo epigenetico della
trascrizione La disfunzione mitocondriale, con eccesso di produzione di specie reattive
RStfQ2aaA3Sy2 owh{0x S tQFftGidSNITA2yS RStfl LINE
tramite test funzionali. E emersooltre che i linfociti HB\épecifici mostrano un accumulo di danno

If 5b! S dzyQAYSTTAOASYGS NRaLR&aGl +f REyy2s
significativamente piu corti rispetto a linfociti funzionali influenza (Fpgkifici degli stes pazienti

con infezione cronica. Tra i mediatori che intervengono per riparare il danno del DNA, rientrano le
poli-ADR ribosilasi (PARPenzimi nicotinamide adenina dinucleotig®AD)dipendenti come le

sirtuine e le cicleADPRribosio sintasi, tra cutD38. In particolare, CD38 & noto per esdemaggiore



consumatore dNAD.,ed e risultato sovraespresso nei linfociti T HBpecifici dei pazienti cronici

t P NISYyR2 RIffQALRGSAA OKS fI RSLIX ST A2y SieRA b! 5
GSadl a2 tQSTTSGG2nvikédell molegataprédungokeadél NADT Nicatiyianide
Mononucleotide (NMNR I &2t § Ay O2Y0AYyLl T A2y &sicO@VDagy AYAG
OTyO 2 [/ 50yA0d [ QSTFTAOI OM & risukaaf ultesiokme@e2poténziataNJ 4 G I Y
RFffQlaazoAalTl Az2yS Oefwhziohdlita T IBfocitakicantifafef NRA LINA A G A y I 1
Lo scopo della presente tesi é stato quello di approfondire lo studio dei meccanismi alla base della
disfunzione linfocitadA y O2NE2 RA SLI GAGS . OdgBayionOdi D33 y Rl 3 |
Ay GFfS O2ydSad2 S OSNAFAOFYR2 OKS f Ql OOdzydz 2 |
riduzione della lunghezza dei telomeri. Sié@di NI GG SNRAT T Fdi2 tQSTFFSid2 RS
con NMN e inibitore di CD38 non solo sul ripristino dei diversi aspetti alterati descritti, compreso il
LINEPFAE2 GNIAONRTA2YyEFESY fF fdzy3KSTTF RSA GSt2°
specifici per diversi epitopi virali, descritti in letteratura per avere diversi livelli di esaurimento
funzionale, inclusi epitopi mutanti.

| dati indicano che i linfociti T CD8 H&écifici che esprimono elevati livelli di CD38, mostrano piu

alta espressine di PBEL e una capacita di rispondere al danno del DNA, cosi come di produrre la
citochina antivirale interferone, molto piu compromessa, rispetto ai linfociti che esprimono meno

CD38] QdziAf AT T2 RA GNIGOGFYSyida Ad2iyr viRZI A2SBTATRS (yTili2h |
ROS, ¢ in grado di ripristinare significativamente la lunghezza dei telomeri. La deplezione di NAD
O2YLINRBYSGGS FyOKS tQlFOSiAtlITA2yS RSttQAalG2yYS |
481 dzSy 1 Al YSy i 2-Sedk SAttraversobduestad mdiodica, & stato inoltre possibile
osservare anche che il trattamento con NMN+CD38i influisce sul profilo trascrizimnditgociti
HBVspecificiexhaustede sulla lunghezza dei telomeinoltre tale trattamento e efficace per
NBOdzLISNI NB f QFOSGAt T A2yS Aaid2yAO0F S NARLNRAGA
Entinostat, un farmaco epigenetico ad attivita inibitoria sulle istdeacetilasi (HDAC). linfociti

T CD8 HB¥pecificiche riconosco epitopi viraliversi da CORE 28, quali epitopi CORE mutati ed
7



epitopi della polimerasi virale, i meccanismi di riparazione del danno del DNA risultano disfunzionali

e il trattamento con NMN+CD38i ripristina la funzionalita linfocitaria a livelli confrontabili col quel
osservati per i linfociti T HB3pecifici per il CORAEId type

In conclusionelo studio riportatonella presente tesi h@ermesso dapprofondire ulteriormente

la conoscenza deneccanismaf f I 0 kxhabstidrligfocitatia Le diverse disfunzi cellulari,
AyOfdza2 f QF OO2NDOAIYSy(i2 RSA GSt2YSNAZ NR&AdA G y:
suggerendo una somiglianza g&haustionT linfocitaria e senescenza cellulate.carenza di NAD

pud ridurre anche ladisponibilita di Acetil-/ 2! LISNI £ QI OSGAt I TA2YS A&l
condensazione della cromatina quindi al silenziamento genicoLa correzione delle funzioni

AYGNI OSt tdzf F NA RSNBI2t 4GS YSRAFYGS €1 adzllid SYS
CD38 ¢ in grado dripristinare la funzionalita antivirale dei linfociti T CD8 antivirali
AYRALISYRSYGSYSyiGS RIffQSLAG2LI2 NX Oetaamédto dzi 2 S
rappresenta quindi una potenziale strategia terapeuticagmsf QA Y Y dzy 2 ( S NJalbXuta FA y I §

RSttt QAYFST A2yS ONRYyAOlF RI 1.z



INTRODUZIONE
1./ I N> 0 0SNREGAOKS o0A2f23A0KS RSt @ANHza RSt fC
1.1 Morfologia delle particelle virali e struttura del virus
Lt @ANXza (RBWE un Situd ai ANASJella famiglia degiepadnaviridag Sono stati
caratterizZt G A wmn 3ISY2GALIA RSt G@GANHz RSEfQSLI GAGS . ¢
(circa 407?. | virioni infettivi sono costituiti da una membrana lipidica con inserita la componente
antigenica HbsAg, che circonda un nucleocapside composta pgedteina CORE (HBc), dalla
polimerasi virale (Pol) e dal DNA. Il genoma di HBV & una moleiélaarzialmente a doppia elica

(rcDNA:relaxed circular DNAlunga 3,2 Kb, che codificguattro open reading frameg(ORF)

sovrapposte, C, P, S e X, da cui vangarodotte le proteine virali funzionalFigura 1) Il geneC

N
X«
>

o] FAOI LISNJ f QlpoidinaTBeytnerizzh & ®rma il ndic2ocapSide per auto

| SYoftl YSyG2z S, dn@profeinananStyuiurald chéhia fuir&ibng immune

ax
ax

modulatrice ed & un marker di attiva replicazione virdlegeneS codifica per tre glicoproteine
LINBAaSYyadA ySttQSy@St2LIS LINRBR2GGS | LI NIANB RE
tre sezioni: preS1, preS2 e S. Data la presenza diedsi codoni di inizio, vengono prodotti tre

diversi polipeptidi chiamati large, middle, small ({B&+preS2+S; pr&2+S; S)l geneP codifica

per la polimerasi virale, la proteina piu granciee funziona sia come trascrittasi inversa che come
ribonucleast. Infine il gene X codifica per una proteina regolatoria Hbx. Questa proteina e
importani S LISNJ Y2 Rdzf  NB €1 NBLX AOFITA2YS GANItSsS QI

5b! 3 fQldzi2FI3IAl S fF YAG2FIF IAL



Hepatitis B Virus HBV rcDNA
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Figura 1:A sinistraé mostrata la morfolog della particella viraleA destra & rappresentatia
struttura del genoma di HB\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 TsukudaS.Hepatitis B virus biology and life cydtiviral Research 182 (2020) 104925

1.2 Ciclo replicativo

[ QAYINB&aaz2 RSt @GANHza ySttl OG8ellafpdae Merficaleddit S || OO A
HBsAglel virus e ico-trasportatore taurocolato sodio dipendente (NT@RJle cellule epatiche

52132 f QAY TS lodtiziyri@estiRéh®d esternd lidhelidigerito dai lisosomi cellulari e il

genoma di HBV viene trasportato nel nucleo dove viene rimodellato da enzimi cellulari in cccDNA
(covalently closed circular DNéda forma di DNA particolarmente stabidbe é avvold da istoni

per formare un minicromosoma episomigo Lf OOO5b! @GASYS (N} aONRGG2
cellula ospite per formare mMRNAs@Sy 2 YA O2 3 GNI R2G G2 y St OAG2LI I a
e proteina X, e mMRNA pgenomico (pgRNA) cheene per la produzione delle proteine CORE e

POL inoltre funge da stampo per il nuovo DNA viralepgRNA viene incorporato nel capside virale

insieme alla polimerasiche media la trascrizione inversa. Viene quindi sintetizzato il primo
flamento completodb b! | LRt NAGLt yS3IFdAGlr S fQwb! adl YL
RNAsi H della polimerasi. Infine viene sintetizzato il filamento a polarita positiva che risultera invece
incompletd. | nucleocapsli maturi possonds 8 & SNBE NABSa0GAGA RIff QSy@St 2

glicoproteine di superficieed essere cosi secreti dalla cellula per esocitosi, oppure rientrare nel

10



nucleo formando nuovo cccDNA e dando avvio ad un nuovo ciclo repli¢aiinoa?). Proprio la

persistenza del cccDNA nel nucleo é una delle cause della difficile eradicazione ditlggnsna

virale inoltre puo integrarsi nel DNdella cellula2 & LA 1S [ QAYy G SANI T Aé2y S RSt
implicata nella produzione di nuowiirioni, tuttavia rappresenta una fonte stabile di HBx e
dell'immunomodulatore HbsAg; per questo potrebbe favorire la replicazione virale, la tolleranza

immunitaria e la persistenza virdfe

=N
A -.-.;"

naked

nucleocapsid

194

re HEV viri
empty virion @
., Virus secretion e .

, >~

- il i
Ve RS o (D
f naked
nucleocapsid

Reverse
Transeription

/ N = ® HBsAg
ntraceliular cog N
BRI, _&Dn_u AMDlificyy @ > PgRNA .o,

— encapsidation o e ®

e g,
. y

Viral RNA Transcription  *

3.5 kb wAUALAUALALUAS DO RNA S

XS/ [e=]
=1

%

minichromosome .*
dslDNA

Wiral integration pathway

Figura 2 lllustrazione schematicael ciclo replicativ di HBV

Fonte Myrto Prifti G et al. Recent Advances in Hepatitis B Treatméttarmaceuticals 2021, 14,
417.
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2HIARSYA2E23AF S a02NAF yIFddz2NI £ S RSttt QAY

219 LIARSYA2t 23A1 RSEfQSLI GAGS Rl @A NXza

lviusRSE £ QSLI GAGS . & €1 OFdzal LAG 0O2YdzyS RA Ay T,
in cirrosi epatica ed epatocarcinoma; rappresenta quindi un problema di salute pubblica mondiale.

Nel 2019Qh NBI yAT T T A2y S a2y Rastirha®ch®26 milioni flilpsfsoriet 6 h a |
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 infezioné®. In base alla modalita di trasmissione si distinguono tre gradi di endemicita:

¢ FEGE o1l . &ar3 x y:203X yStt S-ShuhrAda? gulist Aidtico. { dzZR | Y
1 intermedia (HBsAg-8%) in Medio Oriente ed Est Europa.

f olaal ol .a!'3 X w:0 Ay 9dzNRBLI. hOOARSyGlFf ST !

Nei paesi altamente endemici il grado di diffusione €& in diminuzione, grazie ai programmi di
vaccinazione e ai trattamenti antiviralifuttavia, i movimenti migratoristanno cambiando
l'incidenza della malattia in diversi paesi europei con un basso gradodéirecita (es. Italia,
Germania), e anche con i programmi di vaccinazione universali, & stato impossibile prevenire i casi

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

2.2Modalita di trasmissione e storia naturale del virus

Lt @GANXz2a RSEEQSLI GAGS . GASYS GNIravySaaz FaddN O
LISN) @Al @SNIAOFESE RI YFRNB I FA3NaleregiorgadlJSNI DA
alta endemgita> f QAYFST A2y S & O2yidNI GaGF &a2LINYF Gddzid2 Ay
RdzZNF y S tF LINRYF AYyFEYT AL LISN GNFavyArAaairzyS 2NAI
alto, probabilmente perché il sistema imunitario non & ancora maturo. In particolare i bambini

piu a rischio sono quelli nati da madri portatrici del virus e HbeAg p&sjti 7090% di questi

oF YOAYA O2yGNI S t QAYy TSI A2y S “Ja thasmissiondzorizRoht&S y G I ¢

12



invece é caratteristica delle regioni a bassa endéfe avviene soprattutto tra individui adulti di

categorie maggiormente a rischio come: tossicodipendenti, omosessuali, operatotargani

familiari di persone infett®.

La storia naturale dell'infezione cronica da HBV é stata suddiviscinque fasi, non
necessariamente sequenziali, che tengono codéd livelli diHBeAg,di HBV DNAdi alanina
aminotransferasi(ALT) e la presenza tifiammazione nefegato (Figura 3) La prima fase e

f QAYFST A2yS ONBYAOIF | .+ | 0 2lcattdriatarddlla @dsenza®el RA A Y
siero di HBeAg, etalivelli di HBVY DNAransaminasi nei limiti della norma e necroinfiammazione

epatica minima o assente causa di una minima o0 assente risposta immunit&. soggetti

infettati in eta perinatale questa fase pud durare anche pid B y i QF Yy A S YSY G NB KU
ONBO®S aS t QAYyFST A2y.9a scord2 Ase®RE U G AYS SONP y ARAKH G
positva. f @A a0GSYlF AYYdzyAdGlINA2 RSEfQ2aLIAGS NARO2y24a0
danneggera progressivamentgi epatociti. 9 riscontra ancora la presenza di HBeAg nel siero,

elevati livelli di HB\DNA, ma anche di transaminasi, e inflammazione epdtidaultato di questa

fase é variabilela maggior parte dei pazienia incontro dh sieronegativizzazionger HBeAg e
sieroconversione ardiiBe ed entra nella fase di infezione HBeAg negatiktiri pazienti

potrebbero non riuscire a controllare I'HBV e passare alladasgatite cronicacHBeAgnegativa

La terza fase € QAY FST A2y S ONR y Add¢ inatiiva)®d & cadt@rizzaia Xlala o 2
presenza di anticorg@nti-HBe livelli di HBV DNA&anina amino transferashA{LT) normalie da un
miglioramento della condizione inflammatoria del fegato. Alcuni pazienti, inoltre, vanno incontro

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

di guarigione caratterizzata da basso rischio di cirrosi ed epatocarcirféanaquanto riguarda i

LI T ASyYy G A & L2 NI Baevalihconkro/a siicéessiddrigatiiond, éntranda’in una fase

di epatite cronica HbeAg negativa Durante questa fase nel siesmnorilevabii gli antiHBeg i

livelli di HBV DNA e ALT sono variabilistologia epaticanostra necroinfliammazione e fibrosi.

Questa condizione & dovuta a mutazioni nelle regorie e pre-core del genoma di HBV che

13



LRNIFY2 R dzyl NRARRdAZ A2y S QyeSta fase assocish & assiitasRR@ £ £ QI y
remissione spontanea della malattia

Durante la quinta e ultim faseHBsAg negativail siero & caratterizzato dalla presenza degli

anticorpi antiHBc e dalla presenza o assenza di-ABs. Poiché il cccDNA é ancora rilevabile nel

FSAF G2 jdSadl Fras 8§ y2al |y QKgerdit® g8i ¥HBsAgiimay T ST A 2 )
dell'inizio della cirrosi € associatal ain minor rischio di sviluppareirrosi ed epatocarcinoma

Tuttavia, se la cirrosi si € sviluppata pridela perdita di HBsAg, i pazienti rimangono a rischio di

carcinoma epatocellulaté

3. Nuovi biomarcatorivirali in corso di infezione cronica da HBV

L 0A2YIF NOFG2NRA AASNRAOA FGddzr £t YSYGS Ay dza2 ySfttl
ALT e servono per discriminare le diverse fasi di majaftiatavia questi biomarcatori non
NAFESGG2y2 O2YLX SGFYSYydS @IQl £idi APIA (| dzIA Wi NF BOQN TG A 4
dS tRNAVirale 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 misuraione intraepatica del cccDNA efdé Qwb! @GANI £ S NAOKASRS f QdziA
epatica, una pratica invasiva e poco utilizzata nella routine clinica. Questo rende necessaria la
guantificazione di nuovi marcatori sierici che riflettano il queivo di cccDNA intraepatico e la

sua attivita trascrizionalé Questi nuovi marcatori includono: HBRNA sierico, HBcrAggpatitis

B corerelated antigen, quantificazione di anticorpi antiore, quantificazione ulasensibile di

HBsAg, HBMRAg iBVnucleic acietelated antige®(Figura 3)

14



HBVRNA

Il cccDNA serve come templato di cinque trascritti virali: precore/core RNA, pgiRé81 RNA,
preS2/S RNA e X RNA. Di questi il pgRNA sierico deriva esclusiavemenre dal cccBittdo ed e
rilevato in biopsie epatichsianel siero dei pazientNei pazienti cronici rige al trattamento, sia

fQl .+ 5b! aAiAl QI . + ttvith ti cc@DNK;An saghitdJal Itréttanaito cRIS £ £ QI
analoghi nucleos(t)idici (NUC) i livelli di HBV DNA diminuiscono, mentre i livelli di pgRNA possono
rimanere relativamente elevatialdeterminazione dbgRNA nel siero puquindi essereutilizzata

come maratore surrogato di trascrizione del cccDNA nel fe§atdei pazienti cronici i livelli di HBV

RNA variano in strettasaociazione con i livelli HBeAg, e nella fase HBeAg positiva mostrano una
YIF33IA2NBE O2NNBf I 1T A2 ¥ $Slivedidigtici ti ABV. RNA fossono fafprlesertakeS NP
un valido strumento per predire la sieroconversione &iie durante il trattamento con NUC.

Infatti & statodimostratochelariduziore significativadei livelli sierici di HBV RNA durante la terapia

con NUCcorrela conmaggiori probabilita di raggiungere la sieroconversione HBaggetto ai

livelli di DNA del'HBV, HBsAg, alanina aminotransfegasbtipoHBV, eta e sess®. Diversi studi
KFEyy2 RAY2a0N) (2 Odtose ufileper.prediravd riattivaziomkzyiral¥ in SEGuito

alla sospensione della terapigpazienti codivelli diHBVRNAnegativi al termine del trattamento,
avevanaun rischio significativamente piu basso di recidiva clinica rispetfoedli conlivelli diHBV

RNA positivilnoltrei pazienti con recidiva clinica hanno mostrato un aumetitdlBV RNA dopo la
sospensione del farmaco. Al contrario, trpazienti senza recidiva clinica, il livello di HBV BNA

rimasto ad un livello molto bas$o

HBcrAg

[ Eepatitis B corgelated antigen (HBcrA@)costituito da tre proteine virali tradotte a partire dalla
NEIAZ2YS O2NBkLINBEO2NB RSt f QI149aminodridiBBeAz YBRAGBA R2 v 2
p22cf[ QI . €e\smagendo come nuovo biomarcatore per monitorare i livelli di cccDNA e la

ddz2l FGGAGAGE GNY AONRT A2yLFtS SR & dziaft S LISNI RA &
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livelli di HBcrAg risultano piti elevati nella fase HBeAg positivatidpenegativd>?’ e in questa

fase risulta piu forte anche la correlazione con i livelli di cccDNA e la sua attivita trascrizionale

Livelli piu alti dHBcrAg nell'epatite cronica HBeAggativasonoassociata ura maggiore attivita
necroinfiammatoria e fibro#. A differenza della fase HBefigsitiva, se i pazienti HBeAggativi

hanno ancora Vielli relativamente alti di HBcrAg dopo la sieroconversione HBeAg, le attivita della
malattia sono in realta pitavanzafe Af NAAOKA2 RA OANNRBAA LIAG St S¢
possibile marcator@redittivo di insorgenza di carcinoma epattlaiare (HCC). Il trattamento con

NUC puo ridurre ma non sempre eliminare il rischio di®y&C t I LR AAGAGAGLE |t £ QI

anni di trattamento potrebbe predire il rischio di sviluppare E{CC

HbsAg

[F ljdzZt yGATFAOFT A2yS RStftQl.ara ySttl LINYGAOF Of
malattia e per predire la risposta al trattamento siai pazienti HBeAgositivi e negativitrattati
conpeglFNoNUCGL[ I LISNRA G RSt f endpoiattelh tefapidlatificald, RACch G 2 £ C
F2NISYSYyidS O2NNBfFGF O2y {1 &d2LIINBaIaA2yS RdzNI
complicanze, tra cui H&C Le tre proteine di superficiesfnall, medium, largeche costituiscono
fQloa!3d GFENARIY2 RdANIyiS €S GFNAS FlFaia RSEfQSLI
trattamento®®. Attualmente sono tre itest disponibili in commercio per la quantificazione
RSEtfQl.ala S KIyy2 dzyl % Boftde sondir fasé di spdrigign@diche2 NBE |
diversi saggi qualitativi e quantitativi che aumentano la sensibilita del test da 10 a 258.volte
vdzSadA GSad LISNX¥YSdd2y2 dzyl RAIF3Iy2ar LAG GSYLISad
il monitoraggio delle riattivazioni virali e rilevano la presenza di antigene anche in seguito a

sieroconversione spontanea o indotta da terapifq

Anti-HBc quantitativo

[ QI y (dir@t ¢bhtid laproteina CORKanti-HBc) & un marcatore diagnostico die efficacia

nel Y2y AG2NI 3342 RSEtF &d2NARI yIdGdNIES RSBt QAYTS
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NRA&LIRadGl dzyY2Nl €S § RANSG Y klamibliayiddd dedlivellvdSayiticagpi O2 y G N
anti-l . O LISNX¥YSGGS RA Y2yAil2exibndlda HBV e lagindtildella mgldttia dzNI £
epaticd®. In particolare la rilevazione diadti. O Ay FaaSyilt RA | .a&a!t 3 § |
occulta da HBY. Inoltre, i livelli relativi di antHBc sonastati utilizzati in passato per differenziare

l'infezione acuta da quella cronit&, pit recentemente, per predire la sieroconversione spontanea
dellHBsAg in pazienti HBeAg negdtivs A S NE A A G dzRA KI yy2 -HBaENeR a i NI i :
predire la riativazione virale in seguito alla sospensione della terapia antivirale. Quantita piu

elevate di antiHBc al momento della sospensione della terapia € correlato ad un minor rischio di

rattivazione®.

HBV Nucleic AcidRelated Antigen (HB\YWRAQ)

'y YSG2R2 FEGSNYFGA@2 ol alrGz2 adzZ €t Qo[ L{! & adl G;
con lo scopo di monitorare il cccDNAGIi studi condotti su questo test hanno evidenziato una
O2NNBf T A2y S aiAIWAFADIGQD) + (iBb! { RASHAO23 N & LIS
fQloa! 3 If 02 00ENE { ENRAFRStataiassdclata b tadsiignldativamente pil

elevati di anomalie epatiche, rispetto ai pazienti H®R¥Ag negati¥i. Questo test viene proposto

02YS GFtAR2 a2aiAddziz LISNI fF ljdzxk yiATAOIT A2yS R

ed economico.
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HBeAg* chronic HBeAg* chronic HBeAg~ chronic HBeAg~ chronic
infection hepatitis infection hepatitis Functional cure

HBV DNA levels

Viral and liver

inflammatory
profile
2,0001U ml*

ALT levels
Serum HBsAg R s taas + ++ -
cchNA Las s s 4444 +4 +44 +
Fibrosis Minimalfibrosis Van‘a!?le degreeql \"an‘at?le degree ql Modefalelo severe Variable fibrosis (sequelae

fibrosis (progressing) fibrosis (progressing) fibrosis (resolving) of previous phases)

Liver inflammatory  apcent High Absent/moderate Moderate Absent
infiltrate

Tcells T cells T cells Tcells Tcells

* HBs ~/+ * HBs -/~ * HBs~/~ * HBs -/~ * HBs -/~

* HBc ~/+ * HBc ~/+ * HBc -/+ * HBc -/+ * HBc -/+
Profile of adaptive » HBp ~/+ *HBp -/+ *HBp -/+ * HBp -/+ * HBp -/+
immunity

B cells B cells B cells B cells B cells

* HBs =/- * HBs~/- * HBs~/ * HBs -/ * HBs +

* HBc + *HBc++ *HBc++ = HBc + * HBc +

Potential HBY RNA. aHBoA
CAH
Future = &1 | HBV RNA | | HBV RNA, qHBcrAg
. or qHBcrAg
Biomarkers
Figua3Clt 8A RSttt QAYFSTI A2yS ONRBYAOI RF 1.2z § LRGSYI

(Modificato da: Fanning G& al. Therapeutic strategies for hepatitis B virus infection: towards a
cure.Nat Rev Drug Discov. 2020;19(4):291; e Coffiet@SNew and old biomarkers for diagsis
and management of chronic HBV infecti@astroenterology 2019;156(2):3558.

4. Cenni di terapia antivirale

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

la replicazione viralee QA Y FA L YY I T A2y S SLI GAOF LISNI LINSFSYyANS
S f QS LJ { Aroltre\Ja tesa@aydntivirale si propone anche di prevenire la trasmissione
GSNIAOFES RSttt QAYTFSI A2y S dellafidroki ed¥lla Eried. Le térapigd A I A 2
attualmente disponibili sono efficaci grazie alla loro capacita di normalizzare i livelli di ALT,
sopprimere la replicazione virale portare a sieroconversionetdBg e talvolta anche artiB$2

Attualmente non é ancora possibile eradicare completamente il virus dalla cellula epatica per la sua

18



(SYRSYTF IR AyGSaNINBA ySt 3ISy2Yl RSt Q2aLhi

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

w

- [ b &a2LIINBaaiz2yS |+ tdzy3d2 GSN¥YAYS RSA fABSttA

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

RSEfQIaGGAGAGE YSONRBAYTAFYYLFG2NAEFS RSA LNRO

SLI G20 NODAY2Yl & Ly2fGNB I &2LIINBaarz2yS

livelli di ALT.

R

(p))

t

- lLaperditaRSt f QI . S!1 335 02y 2 a-BBelQuesth ndcHBn@anyfaficS NB A 2 y

immunitario parziale anche se la stabilita di questa fase € verificabile sono al termine della

GSNF LA & [ I LIS NRA GdndpBirg def trittameato.|B quéso €agoysia A R S NJ

LI NI+ RA OdzNI} aFdzyT A2yl tSé3s § LISNYSGGS €

& raramente raggiunta con i trattamenti attualmente a disposiztériee linee guida per il

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

az

the Study ofLiver 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.

| pazienti chenecessitano 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 normalita e presentano

attivita necroinfiammatoria e/o fibrosi a livello epatido Per il trattamento di HBV cronica,

attualmente si dispone dRdzS OF 6S3I2NAS RA  FIN¥YIFOA | LIINRGI

I RYAYAAGNF GA2YE 6C510Y

- Interferoni: Interferone standard IFN O S Ly G SNF SNEN'S) @AISIKAE | (2
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- Analoghi nucleot(s)idici o NUC: Lamivudina(LAM), Adefovir(AD®pivadine (LdT)

Ertecavir(ETV), Tenofowlisoproxil fumaratgTDF), &@nhofovir alafenamide (TAF)

Interferoni

Gli interferoni sono citochine antivirali e immunomodulanti, rilasciate dalle cellule del sistema
immunitario in risposta alla presenza di patogeni. Esistong’gli S NF SNEYy A RA ¢ALR L
LL o6+ 0® ¢MN&  &jideSiazi AA ff QUNOY 2 T NYEFO2 RAALIRYAOAT S
B; questo ha caratteristiche immunomodulanti ed € in grado di inibire la replicazione virale. Nel
Hnnp "t Bice2 azadAralddzi Gz O2-FEG) ie le§adESui@mbBcolaS I A f |
di polietilene glicole che ne migliora la farmacocinetica e ne dimindis@d: y (i 43 &tgfdpi® A (i L

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

hanno dimostrato che igzienti coniciHBeAgpositivi trattati con PeglFN per via sottocutanea 180

LUg a settimana pe#8 settimane hanno raggiunto lzormalizzazione delle ALT nel 44é6 casi
sieroconversione HBeAg con HBV BMAO0 copie/mL nel 32%ei casie sieroconversione HBsAg

nel 3%dei cast®*® Sebbene sia raccomandato come uno dei trattamenti di prima linea da tutte le

linee guida terapeutichdl PeglFN viene utilizzato in meno del 5% dei pazienti. Inflestio uso é

limitato dallamodalita di somministraione e per i numerosi effetti collaterali quafatica,sintomi
simikinfluenzalj Ff dzi G dzr T A2y A RSt t Q devigppdSdL malatkieS dudidraundLING & & A
Inoltre, & anche controindicato nei pazienti con scompenso epatico, stati immunosoppressi,

comorbidita maggiori e gravidan¥a

Analoghi nucleos(t)idici

Gli analoghi nucleosidici e nucleotidici (NUC) sono stati introdotti in terapia in tempi piu recenti;
competono con il substrato naturale della polié@ 3 A @GANI £ ST S AYGSNNRYLRY
OF 4GSyl ydzOf S2GARAOF X AYAOoSyR:Ate@daialbiasé @ NUCisAed A L
dimostrata efficace per dimirire la replicazione virale e indurre la soppressione dei livelli sierici di

HBV DNAE indicata principalmente per il trattamento delle forme di infezione cronica HBeAg

20



negativa, nei pazienti con cirrosi e come trattamento di secondo Ih&llecessivo larattamento
coninterferone] 2 a@F yaGlF 33A2 NRALISGG2 f QAYUSNFSNRYSsS LX
per tutta la vita, a causa della tendenza alla riattivazione virale in seguito alla sospensione del
FENYFO2T Ay2fGNB If.laly$38 (NIGRAT YSYRE yI&l RBX doQi | =
del0, 22 Lt GNJI GOFYSyid2 O2y A b'!' /3 Ay LI NIAO2ft I NB f
nucleosidico approvato) @S NXY A Yy | Ay dzy QSt S@GF Gl LISNOSyiddztS R
farmacologiche e seleziona varianti virali resistenti al farfidfeo t SNJ lj dzSa 2 GNI A b!
i¢SY2F20AN) a2y2 A LIAG dziAtATTIFGA  OFdzaAl RSt
genetica umero di mutazioni necessarie a produrre una marcata riduzione della suscettibilita al

farmaco}?.

5. Nuove terapie antvirali

Le attuali terapie sopprimono la replicazione virale, riducono la necroinflammaejostica con
conseguente riduzione del rischio di insufficienza epatica e carcinoma epatocellulare; quindi
migliorano la qualita della vita e le possibilita di sopravvivenza nei pazienti con epatite B cronica.
Tuttavia i loro effetti non sono duraturi e h& 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 devano esser

rilevabili nel sier.

5.1Farmaci ad azione antivirale

[ S GSNILIAS b!/ &2LIINAY2Yy2 A fAQStfA RA | .+ 5b!
potrebbe portare a nuovi cicli di infezione, e di conseguenza a mantenere il pool di cccDNA
intraepatico. Il cccDNA é quindi il bersaglio principale per lappo di nuovi farmaci antivirali.

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

S Af

cccDNA dalle cellule irtfe o al silenziamento della sua attivita trascrizionale.
be¢/t

‘N

LYAOAG2NR RStf QSydNE
[ QAY GSNI T A2y S{ N NRS 3!OFR 25y Myf A 2NBLONERI (G 2 NB
LINELRR &GS RAGSNES adNI i
F

{2y2 adaras
R A-S1LIO8 duifista BategoRaSI Nilk idporfiaite R I

virus nella cellula ospitéd
OKS O2YLINBYyR2y2 f Qdza?2
e ilMyrcludex BMyr B; anche noto come bulevirtide), un lipopeptiahéristilato costituito da 47
aminoacidi della regionepe M® LY A06Aa40S F2NISYSYyidS f QAyINBaa?2
' yn Llao®0 &aiAl ySf Y2RStf2 YdaNAYy2 dzYlFyAT Tl G2 dzt!
negli epatocifi’=®. Il Myr & stato testato come monoterapia in pazientiicfetti HBV/HDV per 48
settimane, ed é stata registrata una riduzione di 2,84 log dei livelli di HDV RNA, e un maggiore
decremento (4,81 logyuando utilizzato in associazione con4FN f QSTFFS i G2 &AAYSNHA
AAAYATAOIGAG2 | yOKS ySttS YAadNITA2yA RSt QI . a
jdzS&aGA Af HcIT: Rd yISHOKS AR TaXNQdNBIT 1A QST T
llb sono risultati eccellerft, e una formulazioe liposomiale & in fase di sviluppo per la
somministrazione ora® wSOSYyGSYSy(iS RAGSNAA O2YLImdA 3IAt
O02YS ST¥T7TA Ockidosporhy/ A axtti@ilfeNAt R-Syf I ARSIy SiyNG
'y GAO2NLIA eMrg GI2 Of 2 y I §

ARSYGATAON GA
I yOKS 3t A

Il e larapamicin&®. L y 2 f G NB
studi hanno dimostrato che gli anticorpi monoclonali non solo inibiscono l'ingresso del virus, ma

NJ |

bloccano anche la secrezione di nuovi virioni infettivi dagli epatbciti
0005 Db!

Induttori della degradazione di cccDNA
f QAYFGUGABHT A2yS RSt

[ QSEAYAYLIT A2y S 2
tuttavia € necessaria una comprensione piu completa degli eventi biochimici coinvolti in questo

processé’. Uno strumento potenalmente utile per l'inattivazione completa del cccDNA é il

sistema di endonucleasi CRISP4®9 Il sistemaCRISPRasQtilizzaun RNA guida sintetico (QRNA)
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che si adatta perfettamente alla sequenza bersaglio del ccabiNva proteina Cas9 clpgovoail

taglio della regione selezionatRertanto, per inattivare il cccDNA, sono necessari diversi gRNA,
mirati a diversi siti del genoma dell'HBRSperimenti preclinici dimostrano chigiglel 90% del DNA

di HBV puo infatti essere frammentato da Cas9. Tutfaiieail 7% dei genomi cccDNA vengono
riparati, con la formazione di mutanti che potrebbero non annullare la funzione del gene
interessab®®3, Prima di utilizzarenella pratica clinicajuesto approccio di editingienomicq
devono essere valutate le potenziali problematicQeiest includono la degradazione incompleta

del cccDNA, la necessitatdivare un sistema ddistribuzionedi CRISPRa$® specificole cellule
epatiche ed extraepatiche infette, la risposta immunitaria indotta contro I'enzima batterico che
potrebbe provocare una grave tossidita S It A SONRAStegraté’. @ndaftré Wstematdi

Sono nucleasi di nuova concezignetilizzate con successo in modelli di colture cellulari per
modificare il cccDNA di HBVIn alternativa si stanno studiando piccole molecole che agiscono
direttamente sul cccDNA. A questo proposito, un destabilizzatore del cccDNA delllHBV (denominato
ccc_RO08) ha determinato una riduzione dei livelli di cccDNA negli epatociti infettati dal’HBV e nel
fegatodei topi trattati. La natura della molecola e la sua modalita d'azione non sono ancora state

rese notés.

Strategie mirate #a espressione dei geni virali

{A NAGASYS OKS dzyuSt S@r il OFNAROI IyGdA3aISYyAOl &g
cronicita, per cui la ricerca si sta muovendo per sviluppare terapie che riducano direttamente
I'espressione degli antigewirali e delle proteine regolatrici, silenziando la trascrizione del cccDNA

o degradando I'RNA virale.

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

dell'HBV. L'HBx induce la degraidae proteasomica del complesso Smc5/6, che normalmente
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sopprime la trascrizione del cccDNA. Di conseguenza, l'inibizione della proteina HBx impedira
I'espressione di tutti i trascritti delle molecole di cccDNA e sopprime la formazione di nuove
molecoledcccDNA® [ QI . E RANR GG € | -hidNBgp®teiyl) ch&cdntieme 6 5 b !

f QdzoAljdA GAY Il fA3FAA 903 adz O2 Y L Jandinppfoeci pkc
RANBGGA | -ODBYsOM® Nedgrii di iatefeSsel . E

Il Pevonedistat inibisce NEDDS8, una proteina che fa parte della famiglia delle ubiquitine. In tal modo
ripristina i livelli di SMC5/6 e pprime la trascrizione virale e la produzione di proteine in epatociti

in coltura. La Nitazoxanide, un farmaco antivirale e antiparassitario gia approvato dalla FDA, € in
grado di inibire in modo efficace l'interazione HBRB1, di ripristinare i livelli &MC5 e sopprime

la trascrizione virale negli epatociti in coltdtaAltri meccanismi di regakione genica del cccDNA,
LINB@SR2y2 fI NB3I2fFTA2yS RISt fONOSGRYEVA2yO2¢ R
trascrizione dell'HBV, in quanto recluta l'istone deacetilasi 1 (HDAC1) sul cccDNA, riducendo
l'acetilazione dei residui K27 e Kld@gllistone H3, | y OKS a8 y2y § FyO2Nl v
234SNDIGF LISNILCbh aAl tSarfiRllE Nyz#68 RAAODOSER;
f QOAAGR@NSENIOBSATSNI AA /. tkllonn LISNI LRGSYT AFNB fC
cellulare; il C646, una piccola molecola selettiva inibitore delle istone acetiltransferasi CBP e p300,

ha dimostrato di inibire la trascrizione dellHBV dal cccDNA freoprimarie di epatociti

umani>’3, Analogamente la molecola &801 recentemente descritta, inibisce la trascrizione del

(@
(@

O5b! o0f200IyR2 f QF {dQudstolparta &b §ldde aurieatd gella RSY S G
GNRAYSGAtIIT A2yS RSt NBaARdIz2 Y eunR$itcésSivadimiduyidhe | o & c
in seguito dh sospensione del farmaco; il silenziamento trascrizionale del cccDNA durava per piu

di 10 giorni dopo una singola appligaze del farmacé. Sebbene geste osservazioni suggeriscano

f QSaAadSyinddi p& i siRiziér& MArascrizione dellHBV a livello terapeutioap

necessari ulteriori studi per proporre farmaci stretiante selettiviper il cccDNA
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Controllo posttrascrizionale

Ly YSG2R2 Ayy201 GAG2 LISNI £ GSNILALF RSEfQSLI GA
AYAOAGU2NR RS@2y2 tS3IFNRARA FffQYwb! RSt fodo + 02y
per degradarlo. Le strategie utilizzate di bas@andBNRA terferencéRNAI) sugli oligonucleotidi

antisenso (ASO), e sugli enzimi a RNA (ribd%i) | Yy Q2 LIAY A2y S O2yRAQGA&LlF §
cometarget, limiterebbe la produzione di HBsAg sia da parte del cccDNA sia da parte del DNA

Ay (i S 3 RNAinfedererjc€® mediato da corte sequenze di-30 nucleotidi che legano e

aAf SYTRNAYW?2 ! ¥@Y RSA LINAYA FIFNXYIOA GSadlksa0all Ay &0
composto, somministrato tramite iniezione, & formato da due siRNA coniugati con colesterolo,

ind A S Y SN-atefildal®ttosaminad b! DO T ljdzSadA @Sy3d2y2 NRfl aA0Al
NEOSGidi2NBE RSt t QI-320deha®isdrendltditBicierBeingl tiddrre § livelli di HBV

DNA, e HBsAg in esperimenti condotti su scimp&ni€& potenziali limitazioni d'uso sono la
A2YYAYAAOGNIT A2yS SyR2@Syzals fUSLIG202aaA0A0¢L
immunitaria da parte dei PRRII passo successivo nell'evoluzione dei siRNA & avvenuto con JNJ

3989, progettato per bersagliare diversi siti del genoma delllHBV. Viene somministrato per via
sottocutanea e colpisce sia il cccDdid\il DNA integrato dell'HBV, non ha mostrato gravi interazioni
farmacofarmaco, ed & in fase Il di sperimentazione cliffi€aGli 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 allRNA, formano

ibridi di DNA:RNA (DNA antisenso) e duplex di RNA:RNA (RNA antisenso), rispettivamente. La
successiva degradazione dell’lRNA trascritto e il silenziamento dell'espregsoteica avvengono
ANFTAS FffQwHPSRAQWb!RSHX NU2(ASIA (10825 SaaSNB AyAoAdl
funzionano come destabilizzatori. RG7834 & una molecola somministrata per via orale, che
LINEYd2 @S fF RSANIRITA2YyS wb! @GANIfSE 02y dzyl LN
mostrato che,a differenza delle terapie a base di NUC, RG7834 ha ridotto in modo significativo i

livelli di proteine virali (compresa I'HBsAQ) e la viremia. Una combinazione di RG7834, Entecavir e
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fegato umanizzat®.

Assemblaggio del capside

La particella CORE dell’lHBV ¢ attivamente coinvolta nel ciclo di replicazione dellHBV. E necessaria
per il trasferimeno del genoma virale da e verso il nucleo dell'epatocita infetto e per la trascrizione
inversa. Pertanto, & un bersaglio promettente per i farmaci anti#ir&iono stati sviluppati due
diversi tipi di composti, in base alla morfologia che assume il capside in presenza di essi. La prima
categoria € quella dei modulatori allosterici delle proteine del nucleo (CpAM) di classe |,
rappresentata dalle eteroaril diidropirimidine (HAP) come GLS4, RO7049389 e-B&ill e

CpAM di classe | inducono la formazione di nucleocapside deformato. L'altra categoria € quella delle
CpAM di classe Il, come le fenilpropenamidi (PP) o le sulfamagimédiz(SBA), i cui principali
rappresentanti sono: AT30, NVR3778, JNJ6379, JNJ0440,-088, JNJ56136379, AMR3. Questi
composti accelerano l'autoassemblaggio del capside virale morfologicamente normali, ma prive del
genoma viralé®. 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 pazietdeAgpositivi e HBeAg negativirattamenti piu

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

| livelli di HBsAg, tuttavia, sono diminuiti in modelli di infeziomesivg ad esempio nei topi,

RO7049389 ha ridotto i livelli sierici di HBV DNA, inoltre ha ridotto i livelli di HBsAg €%8eAg

Rilascio di HBsAg

| polimeridi acido nucleicappartengono a una classe di inibitori dell'attacco o dellesgo virale

ad ampio spettro, la cui attivita aumenta con la lunghezza del polimero e con l'aumento del
carattere idrofobic&®. In uno studio clinico pubblicato di recente, il trattamento combinato con REP
HMOd oO0dzy LREAYSNR FYGAGANI S0 S L CilinfezioKelda LIS NI S 3

HBV/HDV e ha normalizzato i livelli delle aminotransferasi sieriche, come lenAluTelevata
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percentuale di pazienti un anno dopo la teradffidati piu recenti in pazienti cronici, trattati con

dzy I O2YoAylTA2yS RA G(GSy2F20AN) RAA&2LINBimgido FdzYl N
nucleico hanno mostrato una perdita sostenuta di HBsAg nel 50% dei pazienti dopo 48 settimane

di follow-up®. Capire piti a fondo i loro meccanigfRl T A2y S S Y2y A(2NI NB | G0 ¢
di riattivazione indotti provvedera nuove opportunita 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 & quello di sopprimere la
trascrizione del cccDNA o colpire direttamente il cccDNAepirinarlo osilenziarlo. Per quanto

riguarda I'HBsAg, la sua produziodipendedal cccDNA e dalllHBV DNA integrato, per questo Si

stanno studiando composti che siano in grado di bersagliare sia il cccDNA sia il DNA integrato.
Tuttavia, potrebbero essere nessari anche approcci di immuwstimolazione per sinergizzare

I'effetto antivirale.

5.2Immunomodulazione

Strategie mirate al sistema immunitario innato

Le risposte immunitarie innate costituisconopiama linea di difesa contro gli agenti patogerea.

terapie mirate all'immunita innata sfruttano principalmente l'efficacia antivirale diretta delle
citochine (TNFX L Cbh EMILOCDH 'Y IS MANI y2 | yOKS I RayerageNNE f U )
con IFN ¢ efficace in una minoranza di pazientmici (circa il 510%), nei quali induce una vera

e propria guarigione funzional#.meccanismo d'azione si basiasull'effetto antivirale direttosia

sulla capacita dell'lFN i Potenziare la risposta delle cellule ®®. In un modello animale
(marmotta) & stato dimostratoch@ISTFFSG 012 AYYdzy2Y2RdzZ  ydS RA LChbh
stimolazionedelle cellule NK edelle cellule P°. Inoltre la terapia con citochine antiviratiltre a

ridurre la replicazione dellHBWotrebbe anchesliminare il cccDNAnvittoda A § 23 aSNBI G2 O
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possibilita di ridurre i livelli di cccDNA negli epatociti infetti senza ucédéxdi stesso gruppo ha

dimostrato che,comeIFN S f A Y22 {2b®a LB NS0 oSN S&aaSNB A YL
di cccDNA attraverso la deaminaziéhé 'attivazione dell'immunita innata nei pazientoaici puo

essere ottenuta anche con agstiidei recettori Tollike (TLR) o RilG questi fanno partedella

superfamiglia dei "recettori che riconoscono profili molecolaRattern Recogition Receptors

PRRXxheinnescano la produzione di fattori piofiammatori, come le citochine, da parte delle

cellule immunitarieUn agonista di RK5(Inarigivir) ha indotto una riduzione dedgigpendente dei

livellidi HBV DNA e HBsAg nelle marmotte. Negli studi sull'udcthaein modo dosedipendente

i livelli di HBV DNA (diminuzione di 0,684 log) e i livelli di RNA, in particolare nei pazienti HBeAg

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

di HBsA®. Studi in scimpanzé e in marmotte hanno evidenziato una risposta antivirale sostenuta

RFE LI NI S RSt t Qa6 Arauiiolstudidiclini¢o]difesesl/Il, B$20 non ha avuto

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

bassa dose utilizzata nei pazienti (4 mg per paziente rispetto a 1 mg per kg negli scitipdinzé)

GS9620 aumenta l'espressione di ISGliadrferonstimulated gene 1poltre che incrementare

l'attivazione delle cellule NK e la risposialle cellule T HBSpecifiché®, Tuttavia, nonsi 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*f&enb in fase di

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

produzione intraepatica di citochine, in particolarel® e IE18, che sono secrete dai mono@td

dalle cellule dendritiche intraepaticfé.v dzS4GS RdzS OAUG2O0KAYS AyySaolyz2

dalle cellule NK intraepatiche e dalle cellule T*°RIKnoltre, poiché I't12 pud recuperare

parzialmente le cellule T HBecifiche esaurite, gli agonisti del TLR8 potrebbero agire non solo

FGGNI OSNBR2 fF az2LIINBaaArAzyS RANBGGF RSt NBLX
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potenziando l'attivita delle cellule T intraepetie HBVspecifiché®. Una nota di cautela riguardo a
questestratd A S RA | GGA DI T A2 y-82pbsgoyid aindhe aftiva@ digttafhehte @b h S
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 ankis@re le cellule T HRapecifiche per

I'HBVY’, La possibilita che gli attivatori dell'immunita innata possano sopprimere I'immunita HBV

specifica, pertanto, deve essere presa in considerazione

Strategie rivolte alla immunita adattativa

L'immunita virusspecifica in corso di epatiteronica B risulta disfunzionale, e pud essere
NALINRAGAY I GF  3NI Tiadnichdckp@ndzomefleitdrabi@ antRDA 0 AT IGAA G 2 N
4) o da vaccini terapeutici. In particolare gli anticorpi che bloccano l'interazion€ BD1 possono
parzialmente ripristinare le risposte difettose delle cellule T e B specifiche pef1¥B\_a terapia
anti-PD1 ha un'attivita antivirale limitata ed é richiesta una selezione dei pazienti in base alle loro
caratteristiche virologiche e clinichdnoltre la migliore dose di an?D1 sono aora da
determinaré'’, Sono stati condotti diversi studi di terapie vacciimajpazienti cronici. Attualmente,
l'unico studio di vaccinazione terapeutica che ha mostrato una buona efficacia & stato un piccolo
studio di vaccinazione in combinazione con un'infusione di anticorpPiti nelle marmotte? La
scarsa efficacia degli approcci immunoterapeutici progettati per potenziare l'immunitid&ytinei
pazienti cronici € probabilmente dovuta alle caratteristiche della rispasiaH#BVie cellule THBV
specifiche sono rare, e mostrano un fenotipo esadfftoon alterazioni metholiche**4 Queste
caratteristiche sono particolarmente presenti nei pazienti adulti con epatite cronica attiva, elevati
livelli di HBsAg e replicazione virale. Inoltre, per recuperare le cellule Bp¢BNiche, non solo &
necessaria l'interazione PBPOL1, ma devono essere presenti altre citochiRePer aggirare
questo ostacolo, sono stati sviluppati diversi metodi per ingegnerizzare cellule-3pd&fiche. Le
cellule T sono state ingegnerizzate con un recettore chimerico dell'antigene che contiene un

dominio anticorpale antHBsAg specifico o con i recettori canonici per le cellule T recettori delle
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cellule T (TCRj’, Queste cellule T ingegnerizzate riconoscomaitroi bersagli infettati dall'HBV

e i dati ricavati da modelli animaono incoraggiantt“'®. Sono state sviluppate anche cellule T
specifiche per I'HBV con una funzione citolitica limitata ma con efficaci proprieta arifi¥irali
Tuttavia, esistaina difficolta pratica nell'implementazione di tali cellule per I'uso clinico, poiché la
produzione di grandi quantita di cellule T ingegnerizzate €& strettamente regolamentata,
macchinosa e richiede personale altamente qualifit&tdPer questi motivi, sono state proposte
strategie che utilizzano anticorpi con specificita simili a quelle dei TCR o dei TCR solubili, che
possom reindirizzare le cellule T endogene verso gli epatociti inféthe 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 € stata

utilizzata con sccesso per trattare le infezioni da HIV (TCR soltiieeHBV?.

6.IYYdzy 2 LJ 123SySaAx RSEtftQAYFSI A2yS RI @A NHza
[ QSaA (2 R&HBVQibefdeFds Uink oghBessA interazione tra fattori virali e immunitari,

sia innati che acquisitlL.a replicazione dell'HBV non causa danni alle cellule epatiche in un breve
periodo di tempo, ma la risposta immunitaria antivirale dell'ospite contro I'HBV pud @usar
inflammazione epatica e danni agli epatqaitiquestcha un impatto importante sulla progressione

clinica e sull'esito dell'epatite @igura 4)

Immunita innata

%

Lf &AAaGSYF AYYdzyAGFNR2 Ayylra2 8§ fF Uil f AyS

conoscenze sui meccanismi immunitari adBV, e in particolare sui meccanismi della risposta

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

LI T ASYGA ySttlr FIFasS LINED altkelistudtin vitrd ridtan®dfficifi @A y F ST A ;

- a0OFNBAGEL RA fAYySS OSttdA FNR FRFGGS FEEfQAYTFS

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

€€ QFylfAaA RAC B sfudik vivhsd Yoilmpahié 2 man@otta hanno indicato

una debole attivazione della risposta immunitaria intracellulare durante le fasi precoci
RStEfQAYFST A2yS RI I .35 OKS &aSYON)} SaaSNB RSo2f)
marmotte hanno dimostrato, fa O2y i NI} NA 23X QLI GUAGITA2yS RStfQ
O2Ay @2t GA yStflF NRaALRAaAGE AYYdzyAlGlFNRF AYyylFal &c
tuttavia transitoria e stimolata in seguito a inoculi con elevate concentrazioni di vig@slamento

GALIAO2 RSttQAYFSTA2yS 0dzit RIF 1.+ AYyAT Al O2y
replicazione virale; si &€ osservato, pero, che i livelli di viremia si abbassano prima che compaiano
danni tissutali e prima che aumentino i livellelle transaminasi. Questo controllo precoce
RSEfQAYTFST A2yS 2NAIAYlF RIFEIEA SLI G20AGA AYyFSOal
ditipo I IFN' S -R)Lin®&éguito a stimolazione dei recettori T’RStudiin vivo hanno dimostrato

che linfezione virale innesca l'induzione di interferontigp | (ad esempio, IFN S WCIK RA | f
citochine proinfiammatorie attraverso due distinte vie di segnalazithé&npathway e attivato

attraverso i Tollike receptor (TLR 3,7,8,9) localizzati nelle membrane endosomiali degli epatociti
infettati e delle cellule dendritiche plasmacitoidi (pDCs). | TLR riconoscono gli acidi nucleici di HBV

eal N SNE2 LINPGSAYS -6 Nugkar&dcithappdBNierdrarei relydcled £ f Qb C
e attivare la trascrizione dina vasta gamma di geni coinvolti nelle risposte immunitarie e
infammatorié?®. [ Qwb! @GANI £ S § N -O@eyndic doidirdnicidle dene)drielS Rl w
citoplasmall legame di RIBI RENAQattiva le vie di segnalazione a valle in modo dipendente dalla
proteina adattatrice mitocondriale di seglazione antivirale (MAYSquestoporta all'induzione
dell'espressione genica di IFN di tipo | e 1l e di citochine infiamm&fo@riesti Interferoni hanno

attivita antivirale diretta e sono in grado di destabilizzare i capsidi vinddire la sintesi di nuovi

capsidi e posson®@ SANI R NB f Ql . + wb!-h LRI ¢ &tiwand. y 2 £ G N.
cellule APC come le cellule di Kupffer (macrofagi residenti nel fegato) e le cellule dendritiche.

Queste cellule mediante il rilascio It-12 e 1E18 attivano | macrofagi e le cellule NK che agiscono
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F OGN OSNB2 RdzS YSOOFYyAaYAY 02y dzyQFrGdAGAdGEL OAG
citochine preinfiammatorie come IFN S -h @b C

¢dzi G F AL+ RdzNI vy S nipze8asiiosseridNiiaYisposth indat deRdefrispéltd ad

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

dellHBV é ancora oggetto di dibattito, ma l'opinione prevalente e ithérus delHBV dbia

sviluppato strategie specifiche per eludere il riconoscimento da parte dell'immunita inmnateui

f Qdza2 RSt OO0O05b! 02YS GSYLIXFd2 LISNIEF GNI &ONRI
RA NAO2y2a0AYSyY (BLLR/ tGNSY ¥ d2yf A (it afiikayhefite (Bildpot®2 RA A
immunitaria innata, tramite le sue proteine non strutturali. Per esempio la polimerasi virale e la
LINRGSAYlF -3 LIaadazy2 AYAOANB fI LINRPRdZ A2yS RA |
NEI2t I T A2y S R bBierfereogriils degndladiBng Bediata @a KPS In aggiunta &
statoRAY2a0GNI G2 OKS S LINRPGSAYS QGANIEA 1 .a!3a S |

inibire la risposta mediata da e$8i

Immunita adattativa

Mentre il ruolo svolto ddl Q A Y Yidegta niltcontrollo iniziale de f QA Yy FST R anéda Rl |
dibattuto, limmunita adattativek I dzys NXz2f 2 OSYy(iNI €S yStftl Nxazfd
ed é sostenuta da una complessa rete di cellule effettrici. | linfociti T CD4 sono indispensabili per la
maturazione dei linfociti T CD8 citotossici e per la produzione di anticorpi t& gbeirlinfociti B.

Le cellule T CD8 eliminano gli epatociti infettati attraverso meccanismi citolitici € non citglitici

mentre gli anticorpi prodotti dalle cellule Beutralizzano le particelle virali e prevengono le
reinfeziont33. In corso di epatiti acute autbmitanti la risposta mediata dalle cellule CD4 (T helper)

S /5y 00AG2G2aaA0KS0 & NRARtSQFoAt S I-7sktivanzy Sy (2
R2 L] t QAliehiSii HBYDMASdiminuiscono del 90% entre32settimane dopo il picco di

replicazione virale prima che il danno epatico sia rilevabile; infatti la risposta immunitaria e
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sostenuta da meccanismi non citopatici controllati da-IFN S - $*BCll reclutamento

AYGNY SLI GAO2 RSA fAYF20AGA ¢ OAG2G23aaA0A § TFI1O
delle piastme’®,S L2 NI | | ff QdzO0OAaA2yS RS3ItA SLIG20A0A A
antigeneaspecifiche (gllule NK e NKTnfiociti T e B, monociti, macrofagi, cellule dendrititbbe

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. Eléagito

generale delle infezioni acquisite in eta adulta é la risoluzione spontanea, la maggior parte delle
infezioni acquisite alla nascita o perinatali diventano croniche. La persistenza cronica del virus e
associata a una risposta estremamente debdaddle cellule T HBSpecifiche, e ad una mancata
differenziazione in cellule T della memd#fa | linfociti Natural Killer (NK) contribuiscono a

O2y GNREfIFNB S FFraia AyATAlIfA REINPQIUYaFSudi 2y S |
longitiudinalisu pazieti al momento della prima rilevaziongel'lHBsAg e di2 | :DNA hanno

rivelato unimminente aumento di cellule NK circolafti'®® ma la loro attivazione e funzione

effettrice viene soppressa con l'aumento della carica virale e raggiunge un picco solo dopo la
risoluzione della viremi&® S inbiglone dell'attivazione delle cellule N& stata associatagli

elevati livelli intraepatici diL-10. In contrasto con quesdati, i risultati ottenuti nelle marmotte

infettate conilvirus & £ £ QS LI G A G S WR\$rhdstiano Yirk'aNiéZcindidi un geregato
all'attivazione delle cellule NK subito dopo l'infezi&fielnoltre, in pazienti con infezioni acute
subclinichee con bassi livelli di viremikattivazione delle cellule NK e le funzioni effettrici sono

state facilmente rilevabili subito dopo linfezione, prima dell'espansione delle cellulieu§ v
specifiché®’. Le cellule NK svolgono un ruolo anche nell'infezione cronica d&*HRBY loro
funzionalita sembra soppressa dalla presenza di divatsehine immunomodulanti, come-lL0 o

TGHF %, mentre altri dati hanno una maggiore capacita citotossica e un coinvolgimento nel danno

epatica

(s}
O
O

[ NARALRAGE AYYdzyAdGFINRF & O2yaNRttlGlF REFE Y
cellule epatiche necrotiche. Infatti al momento del picco di ALT, le cellule BpeBWfiche sono
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attivate ma funzionalmente inibifé>2. Questainibizione funzionale & solo transitoriapighé la

risoluzione dell'infezione € associata a una diminuzideke cellule T attivate, ad un aumento
dell'espressione delle molecole CD1ai,declino dPD1,1%143e un ripristino della funzione delle

cellule T con la maturazione di risposte della memdtia risposte delle cellule T della memoria

a2y2 YIyaSydziS RIf €I LISNBAAGSYT | 200dz G RSt f

RFEEQ2EALIAGS yAABIWALR HWROKE I NARA2MH4B A2y S LIRAAGA
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acuta autolimitata da HBV, contratta in eta adulta.

Nonostante la debole induzione da parte di HBV della risposta immunitaréaa, la risposta T
linfocitaria HBVA LISOA FAOF &A FGGAGlF Ay Y2R2 STFFAOASYyGS
replicazione virale, la quale ha generalmente inizio dopo alcune settimane dal momento in cui

f QAYFST A2yS & adGlralr O2yaNrGialF @

Fonte Ferrai C. HBV and the immune responkeer International2014; 35: 12§128.

7. Exhaustion

bSA LITASYyiGA OKS ONRYAOATTIYy2 tQAYFSIA2YyS RI |
livelli di linfociti T HB¥épecifici, sia nel sangdS NA F SNRA 02 OKS y S Eligidcivo A Sy G S
T HBVWspecifici perdono progressivamente le loro funzioni antivirali in un processo noto come
éexhaustiod S Af f 2 NB Higdndean pité daRikebi & dingnhigheantiGenetiial

LINKA YA RI 0A aedrausiioigchdofefidti tulishdofle@spostd CD8virus-specifiche

RdzNI yiS t QAYyTST A2y S ONER \infackariaRILCM) hellbiztelldRriutinb,l /2 N.
ma questa risposta disfunzionale si pud osservare in corso di diverse infezioni corniche causate da
diversi tipi di virus quali, HBV, HCV, HIV e neopfdsicinteressa sia le risposte dei linfociti CD4 sia

dei CD8/ linfocith ¢ ekhBugtedd LINB &Sy (| y2 O Na)presedthido anprofldoK S RA &
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metabolico che favorisce la glicolisi rispetto la fosforilazione ossida}ipeesentano una risposta
FEGSNIGF FEES OAG20KAYS 0l RIL8)&)BdstahEcargfterigtich® & LINA Y 2
di senescenzal) sovraesprimono recettori inibitore) presentano un profilo trascrizionale ed
epigenetico distintivo rispetto alle normali cellule effettris dzNJ y 6 S fF LINA YLl FI &$§
guando la carica virale ancora modestala prima funzione persa € la capacita di produrrg, IL

seguita da difetti nella produzione di TNE9!°5 A F SGGA y St | 4 LIRAR&ARBNI | i
stadi pitl gravi di esaurimento e sono correlati allo stadio terminale dellded®™. Lo stadio finale
RSEfQSal dNAYSRE2SOKEFO2Yy DRY¥ES ay St f QI (Eiglab)2 & A RS
Un tratto distintivo delle cellule &haustedS f-répdidzlone dei recettori inibitori qualilM-3,

CTLA4, 2B4 e PDal termine della risposta immunitaria, e tra questi il piu studiato &€ HLIPD

legame del recettore da parte dei suoi ligandi-PIDe PEL2, porta alla sua fosforilazione e al
reclutamento della fosfatasi SHFin grado di regolare negativamente i patays a valle; in questo

modoPDm NA RdzOS ftF &aS3aAylFtFT A2yS GNIYAGS ¢/ w S AYAc
studi hanno dimostrato che SKPé implicata nella defosforilazione di CD28, una proteina
AYLRNIFyYyGS LISNJ afiad! liiblodc@deibhkckppiftinibitoki ¥ Sta&ddaknpiamente

d0dzZRAI G2 O2YS aGNYGSIAF RA NALINRAGAY 2 inkioY dzy A G I 1
hanno dimostrato che il blocco di PIDPDL1, da solo o in combinazione con altri composti, pud

indurre livelli variabili di nglioramento delle risposte delle cellule T 88810.15215€ na riduzione
dell'espressione della molecola papoptatica Bim a un aumento della produzione di citochine da

parte delle cellule T CD8, sono stati osservati con il blocco di£& L& manipolazione delle vie

2B4 e TinB%%7 Tutti i diversi approcciidnodulazione detheckpoint tuttavia, non sono esenti

da tossicita o da eventi avversi immunorrelati, come riportato nei pazienti oncologféi*>

[ @haustiof Ay F2O0AGFNA2 § OFNIGOGSNRTT G2 Ay2f NB RI

RA Y SY 2 NXkegdazioBe di f@ttdzldrascrizionali come EOMES e BUftP Non solo

(s}
Qx
—

fQ INB&aaA2yS RA 92YSa YI | yOKS éxhaudtichQuaridd I T | T A 2

LINBESY S ySt ydzOt $2 -1NBiche doinpete €6 Theopd d kdgarde/cdn IR At 5
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sequenze Tho¥ertanto, un rapporto Eomes:Tbet elevanaremental'espressione di P, poiché
Eomes & umepressore dPD1 piu debolerispetto a Thet!®%, Anche imeccanismi ejgenetici sono
cruciali per la differenziazionknfocitaria e nei linfociti Texhaustedil profilo trascrizionale ed
SLAISYSGiAO2 NRadzZ GF FfGSNIF G2d whA & LIS degdazioné £ S OS¢
di regolatori negativi della trasizione e una configurazione chiusa della cromdtia
5dz2Ny yiGS ft QAYyFSTA2yS | Odziit €S OSttdAS ¢ /5y L} aa
via glicolitica necessaria per mantendeefase effettrice linfocitaria; questa riprogrammazione
metabolica, nota come effetto Warburg, € necessaria per sostenere la proliferazione iniziale ed é
dovuta alle vie di segnalazione della fosfoinositidehBasi (PI3K) ed mTOR, innescate dalla co
stimolazione del TCR e del CEf28Dopo il completamento della fase effettrice, le cellule T della
memoria in via di sviluppo devono passare nuovamente al metabolismo ossidativo guidato dalla
degradazione mitocadriale degli acidi grassi. Durante linfezione 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 ezspire cellulare e la
diminuzione dell'assorbimento di glucosio, con un declino finale marcato nella generazione di
ATP® L YSOOlI yAaYA Y2t sxdadtionimfocitadekndn sOrlo drcdrayd2l tuftoQ
compresi, ma sono stati ugualmente identificati diversi fattori che contribuiscono alla sua
insorgenza e gravita. In generale sembrano essere importanti tre conidizi

1. £t QS&aLlaArAl A2y S LINERt dzy 3| dattivadiohet deilligfatih B Segua OK S

RFEffQSaLINBaaAzyS RA. ydzrSNraA NBOSGG2NRA AYyAo
2. i recettori inibitori stimolano negativamente i linfociti T, impedendo alla cellula di svolgere
efficacementda propria funzione.
3. imediatori preinfiammatori rilasciati dalle cellule infettate e dalle cellule APC promuovono

il rilascio di citochine ad azione soppressiva comefI &H-10.
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Altri parametri che influenzano il decorso e il mantenimento delloostiitexhaustionlinfocitaria

azy2

f

RAALRYAOATAGL S

f QSTFAOI OA L

RSA

carattere e la qualita delle popolazioni di cellule presentanti l'antig®&n&tudi recenti hanno

RAY2aildNI édaustorkeS un f féhomeno

reversibile, e per questo

meccanismi

precedentemente citati costituiscono un tamgeeer future immunoterapie, finalizzate ad
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Fonte Kahan SMWherry EJ, Zajac AJ, T eghaustiorduring persistent viral infections.
Virology 2015; 479480: 180193.
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DATI PRELIMINARI

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

R Sdxtiagstionlinfocitaria, ha permesso di identificare molteplipathwaysche possono essere

utilizzati cometargets per prevenire, o recuperare, la perdita di responsivita dei linfacidurante

f QAYVFST A2yS “ONRPBAOR RE [F82NFG2NA2 RA LYYdzy2L
OspedaliereUniversitaria di Parma, sono stptiecedentementeanalizzati i préili trascrizionali dei

linfociti T HBVspecificiexhausteddi pazienti con epatite cronica, al confronto con i profili di
espressione genica di linfociti che mantengono la loro funzionalita, isolati da pazienti in fase di
acuzie, pazienti che hanno ridlt a L2y Gl ySI YSyiS tQAYyTFSI Az2yS Sz
influenzaspedfici derivati da donatori sahf’. Tale studio ha evidenziato la tendenza altavr-

regolazione di moltpathwayscellulari né linfociti T HBMpecifici derivati da pazienti cronici. Tra

qguesti maggiormente dowsregolati sono quelli coinvolti nei processi mitocondriali, nella
regolazione del proteasoma, nel sistema di risposta al danno del DNA, e nella regolazione della
trascizione genic® S5 GF f QAYLERNIFyYyT I aAl RSt YA(l202yRNR
linfocitaria, sono state fatte ulteriori prove finalizzate a validare i dati di trascrittomica. Mediante
edISNAYSY(GA Ay OAG2FEd2NAYSGOGNRF aA 8§ 23aSNBI G2 (
linfociti HBVspecifici da pazienti cronici, confrontati con soggetti guariti spontaneamente
RFfTfTQAYTFST A2yS S O2yiNRTt t Acio&dd yikcollo@é¢l potenzidle of G NB |
membrana mitocondrialeg(Figura6a). Inoltre, & stato registrato un eccessivo contenutoRDS

yStft Ql YoA Sy i &igurashi'2 coadifighbldhe pus causare strazssidativo emorte

cellulare Nei pazienti cronici € stato poi evidenziato un maggiore accumulo di aggregati proteici
rispetto ai soggetti guariti e ai controlli sani, suggerendo diséunzione nel sistemabiguitina-

proteasoma(Figura6c)t14163
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Figurab: + I f ARIFI T A2y S TFdzyT A2yl tS RSEfQFfOGSNITA2YS YAl
exhausted.(a) Percentuale di linfociti depolarizzati in seguito a stimolo con -@ii3, valutati

mediante marcatura con lsonda J€L.. Per i controlli sani (HC) sono stati analizzati i linfociti CD8+
FLUspecifici e i linfociti CD8+ HBWecifici per pazienti acuti (Ac), guariti (Res) e cronici (®hr).

Livelli di anione superossido mitocondriale misurati mediante sondsO8X, 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+sppedifici di

controlli sani (HC) e ndinfociti T CD8+ HB3pecifici di pazienti guariti (Res) e cronici (Chr)
attraverso la marcatura con la sonda Proteostat. Per ogni valore & rappresentato il rapporto tra la
mediana di intensita di fluorescenza della sonda ProteoStat nel campione stincolatantiCD3

rispetto al non stimolato.

[ QSt SPI G LINPRdZ A2y S RA aLISOA uoNiBEnhefgiate BBNARS f £ Q2 2
attivare i meccanismdi riparazione del DNA. Tuttaviaelle cellule T CD8 HByecifichet QF y' I £ A & A
ha evidenziatawna profonda dowrregolazione dei trascrittodificanti per proteineoinvolie nella

riparazione del DNARer questo mediante studi di citofluorimetria, € stata analizzata la risposta al

danno del DNA nei linfociti HBpecifici isolati dai pazienti cogpatite B cronica. Sono stati
FyFEfATTFGA A fAGSEEA RA F2aF2NREFITA2yS RSttt a
del danno del DNAS. In vivoi livelli di fosfeH2AX sono risultaignificativamente pit elevanei

linfociti HBVspecifici di pazienti con infezione cronidapetto alle cellule T influenzaFLU-
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specifiche degli stessi pazierfiigura7a) e rispetto aquelle T FLLspecifiche decontrolli sani

(Figura7b). Quesb indicache in corso di infezione cronicinfociti CD8 HB¥pecificiaccumulano

dannoal DNA.
a b
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Figura7:/ 2y TNRYy G2 RSA tAO0StEA RA TF2aTF2 Nhefinflderdiza y
(FLU) specifici dei pazienti con epatite B cronica (cronici) (test di Wilcoxon per dati apajati)

tra linfociti T CD8 HB\¢ influenza (FLU}pecifici disoggetti sani di controllo (test U di Mann
Whitney)(b).

Per valutare la capacita di risposta al danno del DNA nei linfocitisfiersfici, sono stati misurati

i livelli di fosfoH2AX in seguito a trattamento con Etoposide, un agente genotossico che caus
rotture nella doppia elica del DN& La mediana di intensita di fluorescenza (MFI) di fosfoH2AX
risultaup-regolatanelle cellule T CD8 Hsgecifiche dei @zientisiacroniciche saniFigura8a, 80,
rispetto alle cellule CDigBVspecifiche dei pazienti HBdfonici Di conseguenza, il rapporto MFI di
fosfoH2AXra campioni trattati e non trattati con Etoposide € significamente piu bass nelle
cellule CD8 HB¥%pecifiche dei pazienti con epatite cronievidenziando che i meccanismi di

riparazione del danno al DNA sono meno efficienti nelle cedixitmusted Figura8c).
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Figura8: (a)Mediana di intensita di fluorescenza (MFI) di fefBAX in seguito a trattamento con
Etoposidelinfociti T CD8 HB influenza (FLW3pecifici dei pazienti con epatite B cronica (cronici)
(test di Wilcoxon per dati appaiatd) e tra linfociti T CD8BM e influenza (FLU$pecifici di soggetti

sani di controllo (test U di Marwhitney) (c) Incremento della fosforilazione di H2AXportato

come rapporto tra il valore di MFI nelle cellule trattate con Etoposide rispetto alle stesse cellule
non trattate (test U di ManAWhitney)

Altri mediatori precoci della risposta al danno del DNA sono leAtofribosio polimerasi, enzimi
NADdipendenti che catalizzano la formazione di catene di-ADIRribosio per reclutare altri
enzimi di riparazione in corrispdenza del sito di lesione del DA livelli di parilazione nelle
cellule HB\Specifiche sono risultati significativamente piu bassi rispetto alle céilulispecifiche
degli stesgpazienti.Inoltre, in seguito a stimolazione arBD3/antiCD28sisono osservati livelli di

parilazione piu bassiei pazienti croniqiispetto ai controlliFgura9a,9b).
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Figura9: (a) Il grafico mostra i livelli di poli(ADP)ribosilazione (parilaziore linfociti CD8 HB¢

FLU specifici di pazienti cronici (test di Wilcoxon per dati appaiéli) Il grafico rappresenta

f QAVONBYSy G2 RA aCL RA t !-OD3/ED28, dakdalaican il rappdita A Y 2 € |
della MFI nei campioni stimdl&non stimolati (test U di ManAVhitney).

L@umento deldanno del DNApud determinaref QA LISNJ (G A @l dnicénguBio RA  t ! w
deplezione di NAD (nicotinamide adenina dinucleotide)NAD oltre ad essere coinvoltmel

metabolismo energetico della cel&y € un importante cofattore in altri processi cellukaglienzimi

responsabili dekuo utilizzo si possono suddividere in tre classi: sirtuine (SIRT), Palilbsis®

polimerasi (PARP) le CiclecADRribosio sintasi (CADPR, in particolare CDB&).studiare se la

mancanza di NApossa rappresentare un meccanismo alla base della disfunzione dei linfociti T CD8
virusd LISOAFAOA ySfEQSLIAMA S ONEWAOI T f QSaLINBaaaz2
multifunzionale responsabile del maggior cdr¥ 2 RA b! 5 | f f ORYECEWBEF 2 RSE f
risultato upregolato sia a livelldi espressione genig¢&igural0a) che a livello proteico nelle cellule
HBVspecfiche dei pazienti cronicrjspetto ai gruppi di controlle arche alle cellule CD8 FLU

specifiche degli stessi pazie(fiigua 10b). Poichél'espressione diCD38 | a a2 OA L G |t QF
T linfocitaria, € stata valutata la-®spressione con il marcatore di attivazione HRRR. Come si pud

osservare nel grafic@-iguralOg¢) lamedia della percentuale di linfociti positivi giar CD38 che per

u»
QX

HLADR & minima (7,87 %),dz23SNBy R2 dzy Ql 4a2 OA I T A 2yh&ustionNl f Q
linfocitaria e confermando quanto gia riportato in letteratura in altri modeléxtiaustio!’171
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FiguralO: (a) Espressione genica di CD8&nuta daesperimenti 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 soggeatii gi controllo (b) Il grafico a

sinistra rappresenta le percentuali di cellule positive per CD38 tra i linfociti T CD8& HRB

specifici di pazienti cronici (test di Wilcoxon per dati appaiati). Il grafico a destra mostra i valori di

MFI di CD38 ndinfociti T CD8 HB%Specifici di pazienti cronici, pazienti guariti spontaneamente da

dzy QSLI GAGS . | Odzlit S a233S{0A (cpPereeituatRIAlinfadig y i N2 f f
che esprimono rispettivamente HH2Re CD38 in campioni appaiati éhfociti T CD8 HB FLU

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

Dopo aver ipotizzato che la deplezione di NAD sia alla base della disfyrz&ta® testatdn vitro

un precursoredel NAD, la Nicotinamide MononucleotideMMN), per verificane la capacita nel

ripristinare ipathway cellulari disfunzionali individuati in precedenza. | risultati hanno confermato

OKS t Qdza2 RA bab &8 Ay 3INIR2 RA YAIEA2NINB (I Fd
la proteostas cellulare, edi potenziare la funzionalita T linfocitaria antivirale. Effetto questo

dzf G SNA2NX¥YSy(iS LRGSYT Al (G2 RINADDcaRITRYIGdCDBEY dzy A

(Figurall).
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Figurall: Dot plots di un paziente rappresentativo, ahestraro la percentuale linfociti T CD8 che
produconolFN -TNP in assenza di trattamento (a sinisti@n il soldrattamento NMN (al centro)

e con NMN+CD38&a destra).

Inoltre in seguito una breve incudame con NAD esogeno o con CD38i, ha permesso |l
miglioramento significativo della funzionalita degli enzimi P@&RRiral2), confermando che una

carenza di NAD a livello intracellulare pud essere una delle cause della disfunzione linfocitaria
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anti-CD3/CD28, néinfociti virus-specifici di pazienti croni¢(CRONICI) e dei soggetti sani (SANI) in
assenza di trattamento, e nei linfociti T HBpécifici isolati dai pazienti cronici, in presenza di
trattamento con NAD (CRONICI +NAD) e in presenza di CD38i (CRONICI +CD38i) (test di Mann

Whitney).
Infine, & stad analizzata la lunghezza dei telomeri nei linfociti 44B&cifici, che € risultata
significativamente inferiore rispetto alle cellule Fghecifiche degli stessi pazienti cror(i€igura

GA RA

13,02y FSNXI yR2 R
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disfunzione mitocondriale, il declino di NAD e la senescenza cellulare. lfioé¢, O OdzY dzf 2 RA
un sistema di riparazione del DNA inefficace, provocano un accudiuttanno al DNA sia

telomerico che norelomerica’%174,
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Figural3: Confronto della lunghezza relativa dei telomeri in linfociti T CD8 EIBY/JSspecifici di
pazienti cronici, analizzati mediante tecnica F1-BM8H. La lunghezza relativa dei telomeri (RTL) &
espressa come percentuale rispetto alla lunghezza dei telomdlg nellule 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 compromesses
fFAYAGFGF OFLIOAGE TTYOGAGANIES S O2¥uileFadatigh a OS |
trascrizionali, svolte slinfociti isolatida pazienti con infezione cronica dBY¥ihanno evidenziato

che tra i processi cellulari maggiormente compromessi rientrano quelli relativi a mitocondrio,
proteasoma e risposta al danno del DfALa correzione della loro funzionalita peitbe
rappresentare una strategia di ripristino efficace, per i molteplici ruoli da essi svolti nel metabolismo
OStfdA F NE S yStftQlriaGABrT A2y Sy . RAparfeSduSdat dil YSy i 2
trascrittomica, é stato possibile validare lssfdinzione mitocondriale, della proteostasi e della
NRLINFTA2yS RSt RIyy2 If 5b! o [ QStS@lIi2 02y idSyd
cellulari e con conseguente accumulo di aggresomi intracellulari e compromissione della
proteostasi celllare'®. Inoltre & stato osservato che lo stress ossidativo mantiedanno al DNA

S RA O2yasS3dzsSyll tQFrGiADIT A2y S doSeN@pardagidhg S RS
catalizzata dagli enzimi PARRe dipendono dal NAD per la loro attiyitd possono indurne la

RSLI STA2ySod | yOKS A f NADerwvolgere lal sbhaiattivitd di ADBEIIR NP f A & A
ciclasi, ed é risultato upegolato nei linfociti T CD8 dei pazienti cronici, sia a livello genico che
proteico. Il trattamentoin vitro dei linfociti T CD8 isolati dai pazienti cronici, ddinotinamide
Mononucleotide (NMNYa sola o in associazione con 78c, un inibitore del CD38, ha permesso di
234ASNDFNB Af NALNRaGAY2 RStEfF LINAREIFITA2YS S RS
disfunzioni cellulari osservate siano correlate alla dephez di NAD. Considerando che diversi

modelli di senescenza cellulare sono caratterizzatadavaespressione di CD38a accumulo di

RO%e deplezione di NAP1’¢ si e ipotizzato chéa stimolazioneantigenicapersistente potesse

portare alla senescenza cellulare nelle cellule CD8d4pBbifiche Questa possibile correlazione

stata confermata mediante analisi della lunghezza dei telomeri, da cui & emersechefociti

HBVspecificilj dzS a ( Gedsignifidalvamente inferioreispetto alle cellule FLpecifiche degli

a7



stessi pazienti cronicQueste osservazioni preliminari, hanno permesso di identificareetwork

di pathwaysintracellulari disfunzionali e interconnessi che portano alla deplezione di NAD, e che a

sua volta nantiene la disfunzione degli steggithways

5 t£SGGSNI GdzNF & y2iG2 OKS tI OFINByll RA b!5 &
sirtuine (SIRT), enzimi con azione deacetildd&Bdipendente. Inoltre, puo indurre la conversione

del piruvato in lattatocausando una diminuita formazione di Ac&ibA disponibile per il ciclo di
YNBOo&AX S LISN £ QI OSGATITA2yS Aali2yA0Fd vdzSaidz2 Lk
conseguenza al silenziamento gerti¢d’®

Lo scopo di questo lavorostato quello diapprofondire ulteriormente la conoscenza geithways

disfunzionali allad I & S exhaSstiohli@focitaria e la loro interconnessione. Partendo dai dati
precedentemente descritti che dimostrano che la deplezione di NAD & uno dei meccanismi alla base
delladisfunzione dei linfociti T CD8 HBpkcifici dei pazienti cronid Qeitio di questa tese

stato quello di studiare:

- Lt Ndozt2 RStft2 aiNBaa 2aaARIGAQ2 ySttQlF o002
lunghezza in seguito al trattameniio vitrocon NMN+CD38i.

- [ O2NNBfITA2yS RSt e@8didiMidiaid 2y S RSt /50y O

- Il ripristino deipathwaysdisregolati, a livello trascrizionale in seguito a trattameint@itro
con NMN+CD38i.

- DfA STFSGHGdGA RSttl RSLXSTA2YyS RA b!5 &adzA fAQD

- Lt O2yFNRyY (2 RShdte 2 TNME+CO3I8I e delStiattaniemd o |
Entinostat, farmaco epigenetico inibitore delle deacetilasi istoniche, nel ripristinare
fQFrOGGAQGAGL | YOADANI £ SO

- Larisposta al danno del DNA nei linfociti T CD8$ti8¥ifici 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 viralidescritti in letteratura per avere diversi livelli di esaurimento

funzionale, inclusi epitopi mutanti.
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METODI

1. Pazienti e controlli

[ LRLREFTA2YS RSA LI TASYyGA addzRAFGA & adldal
SR 9L G2f23AF RSEty A SANEYARI NK & LISR f AISNBE S £ Q! v
LYFSGdAdS RIBEAS@Red)id Bnli& le préséo[la Divisione di Gastroenterologia ed

oL} G2t23AF RStfl C2yRITA2YS Lw//{ /kEQ DN}YREFZ I

- 57 pazienti con epatite cronica attiva da HBV, nessuno dei quali era mai stato sottoposto a
terapia. La diagosi si € basata su livelli elevati di alanina aminotransferasi (ALT) mantenuti per

piu di sei mesi e positivita per HBsAg, attiic, antHBe e HBV DNA. Di queg8pazienti erano

HLAA2 positivi. Lo screening per HRR& é stato realizzato mediante matara delle cellule

Y2y 2ydzOf SIGS RSt al y3dzS LISNAFSNA-ARAAQABD/ 0 0O2)

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

-9soggetti HLA Hb  Jdzt NAGA aLRydl ySI YSy i &tinedafiviip&A y FST A

HBsAQg e positivi per artBs.
- 6 soggetti sani HL-A2+ disponibili come gruppo di controllo.

Tutti i pazienti arruolati sono risultati negativi per la ricerca di anticorptlariti+ 0 @A Ndza RSt f ¢
C), virus delta, HIi¢ e HIV2 (vNHz&d RSt f QAYYdzy2 RSFAOASY T I dzyYl yI R
marcatori di epatite virale o autoimmune. | dati presentati in questo studio derivano da due progetti
non-profit, approvati dal Comitato Etico di Parma (protocollo n.35331), dal Comitat®@2 RSt £ Q! NF
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 sinttici, complessi destramerici peptidelLA di classe | e anticorpi

Per stimolarein vitro la popolazione linfocitaria HB3pecifica e stata utilizzata una miscela di 42

peptidi sintetici, ognuno avente lunghezza di 15 amminoacidi e sequenze sovrapposte di 10 residui,
O2NNRALRYRSYGA |t QAy G SeNla poldngrdgBBK igenotipoPf(Chiron LINR § S
Mimotopes, Victoria, Australia). Per studiare la risposta dei linfociti T CD&\Mhdsitivi virus
ALISOATAOA 8§ adGlrid2 dzal G2 dzy LISLI MR BstretioAdéliaS G A O2

proteina CORWild-type(aa. 1827: FLPBFFPSWlella polimerasi (aa. 45863:GLSRYVARIL HBV

()
—

RA 3ISy20AL12 5 S Af LISLIARS -AdrigtiethddladRoteiddsIBA & LI2 V |

YFGNKAOS oDL[DC+C¢[ 0 RSt @ANHzZz RStfQAYFfdzSyl 1l |
UK). | peptidi sintetici corrispondentigli epitopi HLAAZ-ristretti della proteina CORE 418
27(Genotipo D) mutati(aa 1827: FLPQDFFPSV, FLPTDFFPSA, FLPNDFFPSI, FLPNDFFPSA,
FLPADFYPSV, FLPSDFYPSV, FLPSDFFPPV, FLPSDFFPAV, FLPSDFFPSI, FLPSDFFPSA) son
acquistati da Mimotopes (Regno Unitbomplessi destramerici peptiddLA di classe | coniugati

con i fluorocromi PE o AREigura 14)contenenti i peptiddel CORE 187 wild-type, e mutati (aa.

18-27: FLPTDFFPSA, FLPSDFFPAV, FLPSDFFPSI, FLP@DFRPBY LJ2f A YSNJI & A S R
precedentemente descritti sono stati acquistati da Immudex (Copenhagen, Denmark). La
stimolazionein vitroRSf t QAY G SN LR LREITA2YS ¢ fAYyTF20A0F NAL
monoclonali purificati antCD3 LEF e antiCD28 LEAF, prodotti da Biolegend (San Diego, Ca, USA).

L &aS83dsSyidA FyGAO2NLIA &az2y2 adrkdAr dzZiAtATTFOGA LIS
protocolli: AnttCD3PECF594, CD3 AMRZ00, CD3 BB515, CD3 BV510, -ABPEH7, CDS8
Alex&luor®700, CD8REy7, CD8 BV786, CD1dMaCy7, phosphoH2AX PECF594, CD38 BB700,
HLADR BV605 (Bectdbickinson (BD) BioscieneBharmingen), AmMCD8PerCP e CDBRE

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany),-BBGy7, PD1 REy7 (Biolegend), Goat #n

mouse 1gG3 Alexa 488, (ThermoFisher Scientific, MA, USAgcatyitiHistoneH3 PE (Merck

Millipore, Burlington, MA, USA). Gli anticorpi utilizzati per la marcatura intracellulare delle citochine
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sono: AntlFN I-R700, I£2-APC, forniti da Bectebickinson (BD), e TNFFITC (Miltenyi
Biotec). Infine, le sonde di vitalita adoperate sono LIVE/DEAKable NeatR Dead Cell Stain Kit

(ThermoFisher Scientific) eAAD (BD Biosciences).

0]
# ©
(a)
O
. Peptide antigen g;m Flucrophore Detr BV COREB-27
v MHC protein ~ Dextran

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

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

di classe | legate a corti-(® aa) peptidi sintetici H-A2 ristrdti. Sono inoltre presenti molecole di
fluorocromo coniugate alla catena di destrano. Grazie alla sua particolare struttura, associando

f QSLIAG2LIR OANI S 02y Y2tS802t8 RA 1 [!T Af RSadN
f QOARSY (A HAMONH2ACAYISA RISA/ 5y ALISOAFAOA LISNI f QSLA G2
citofluorimetrica. (b) Visualizzazione tramite citometria a flusso dei linfociti T CD8+ specifici per

f QS LJA 22della protegina CORE di HBV identificati utilizzando lategia 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 gradie

densita FicolHypaque. Brevemente, 20 ml di sangue eparinato sono stati stratificati su 12 ml di
CAO2tft S OSYUNARTFdAzAFGA | wHuAan NLIY LISNI HAa YAydziA
e plasma, é stato quindi raccolto e sottopostaue lavaggi con soluzione HBSS (Hank's Balanced

Salt Solution). La vitalita delle cellule recuperate e stata determinata mediante colorazione vitale

con Turk e conta utilizzando la camera di Neubauer. In seguito le PBMCs sono state congelate in
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medium di congelamento (Siero Fetale BovirBBS 90% e DimetilsolfossidMSO 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 si@o sono stati amplificati mediante PGRlizzando primer oligonucleotidici
specifici per le sequenze di HBV DNA che fiancheggiano l'intera regione genomica preC/C (HBV1F,
5-AAGACTGGGAGGAGTTGGBGe HBV2R, ACCTTATGAGTCCAAGGAATACBAALZoN il

sistema Expand High Fidelity PCR (Roche Diagnostics) sdeoisiuzioni del produttore. Le
sequenze nucleotidiche dei prodotti di PCR sono state determinate utilizzando il kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Thermo Fisher Sciesttdimjics le istruzioni del
produttore. | prodotti di sequenziamento sono sitdlevati daun sequenziatore automatico di DNA

(ABI PRISM 3500 Dx Genetic Analyzer; Thermo Fisher Scientific).

5. Marcatura CD38 e PD1

Le cellule CD8 virtspecifiche sonstate incubate per 15 minuti a temperatura ambiente don
complessi detramerig@pecifici per la proteina COREZAB In seguito a marcatui@n anticorpidi
superficie:anti-CD3 antitCD8anti-CD38& antiPD1, i campioni sono stati lavatin PBS 1)¢ sno
stati analizzatimediante citofluorimetro a otto colori (FA€&nto, Becton Dickinson,CA,USA)

utilizzando il software FACHVA
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6.! OSGAfIT A2yS RSttQAaaidz2yS 1o

Per valutare® OS G At I T A 2 ys6no Raef ahalizkade(cellyleSmohonucleate sehgue
LISNAFSNRO2 ot.a/ 0 RA LITASYdGA ONBYyAOAZ S a233S
HBV Le cellule sono state incubate overnight alla temperatura di 37°C, distribuendole equamente

tra pozzetti a cui & stato fatthINS OSRSY i SYSy S | Ra2NDbANBI-COBSRAL y i
(10pg/mlant/ 50 Y! 60 S FA ljdatA & adldz2 -cOREAQR gl 2 Ay
anti-CD28 mAb) e pozzetti privi di a@D3 e di antCD28Dopo la marcatura con la sondavitalita

LIVE/DEAD, le cellule sono state incubate per 10 minuti a temperatura ambiente con i destrameri,
LA GNIFYAGS ME DPAGE GaARAOKSByOSdAp azyz2 adlaS FAa
37°C) e permeabilizzate con due lavaggi in Pétash Buffel. Il Sero normale di topo (Sigma) e

stato utilizzato per prevenire legame aspecifico degli anticorpi, prima della marcatura ceCleti

anti-CD8 e antacetitH3 per 30 minuti a temperatura ambiente. Quindi i campioni sono stati

risospesi PBSXLINA YI RSttt QF OlijdzaaAii A2yS | OAG2Ft d2NAYS

7. Valutazione della risposta al danno del DNA

7.1Marcatura di fosfoH2AX

La fosforilazione dell'istone H2AX alla serina 139 € stata rilevata sia direttamenieq sia dopo

M 2N} RA GNIXdGaGrYSyd2 O2y Ul 3ASyYydS .mSefitaialici 4 A O2
scongelamentdS R 2 LJ2 dzy Q2 NlJle PRMC dii pétieintiickoivics ¢/ di $bggetti sani sono

state lavate, risospese in PB& marcate con la sonda di vitalitd LIVE/DEAD, 10 min a temperatura
ambiente Poi, dopo un lavaggio, i campioni sono stati incubati per 1@tirar87°C con i destrameri

dichsse INGt | G A GA | f {-22Gildiiyded bifi epitopi\COREMF mutati.Lf (A G &. 5
Phosflomé & &0 (2 relepérmeabiiratelcdlliesoméeprecedentementalescritto

In seguito le cellule sono d$incubate 30 minuti a temperatura ambiente con anticorpi di
superficie (aniCD3 e anti 5y 0 S 02y QI y {HRAXRPENZJ cbnoéa 2 @za B0 ¢ y5i
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opportuni lavaggi con PBS 1X i campioni sono stati acquisiti ed analizzati mediante citofluorimetro

a flusso a otto colori (FACSCanto, Beelinkinson, CA, USA) utilizzando il software HAUS.

7.2 PolrADRribosilazione (PARilazione)

| campioni sono stati marcati direttamengx vivo Le cellule sono state marcate con la sonda di

vitalita LIVE/DEAD, pimicubate a 37° C per 15 minuticonidestramB £ | G A GA | £ £ QSLIA G 2

27 wild typeo agli epitopi CORE -B¥ mutatie gli anticorpi di superficie arRED3 e antCD8; in
seguitole PBMGono state fissate e permeabilizzate con ildBioscience Foxp3 / Transcription
Factor Staining Buffer (ThermoFishé®r marcare le catene di peADRRibosio (PAR)campioni
azy2 adladA LA AyOdzol GA LISNJI oanti-P6li()XRRibsE)(anti ¢ /
PAR), non coniugato daalcun tracciante fluorescente. Dopo lavaggio con la soluzione
permeabilizzantgPerm) del ki &G+ G2 F33IAdzyd2 A OF YLIA2Y A f
Gl ywexz2aS L3IADoé LISNJI ropporddr Isivdgiicon lla saluzidnePeBn2 ilcinpioni

sono stati acquisiti ed analizzati mediante citofluorimetro a otto colori F2&o.

8. Espansionen vitro dei linfociti T

Le cellule mononucleate isolate dal sangue periferico (PBMC) e crioconservate in azoto liquido,
sono state scongelate, sottoposddavaggio in HBSS e risospese in terreno 60 completo (RPMI 1640
ddzLJLJ SYSydal G2 o2y nn >3k Yf RA DSYGl YAOAY
2Mercaptoetanolo, 1X NEA e 8% siero umano). In seguito, le PBMC sono state distribuite
equamente in piastre a 9pozzetti 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 assenzi trattamento. Al terzo giorno di coltura cellulare & stata aggiun -2falalL [

concentrazione di 50 U/ml, la quale promuove la proliferazione dei linfociti T. Per alcuni

Oz2y
Ql y
)3

SALISNRAYSYyGAT & adralr adAayz2trdl tQAYGSNY LRLRE
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PBMCs nei pozzetti di piastre in cui era statota2z LINSOSRSY iSYSy iS | Ra2NDbAN
anti-/ 50 FftflF 02y O0Sy i NIIXAnzyeso cRsb le melule sdhx svafe indupateta . {

37°C per 6 giorni in presenza o assenz&raliamento. | trattamenti usati sonoNicotinamide
Mononucledi A RS 6babX mMnI mnn 2 pRAYy:aX(ipNEYBE abdg?
nM, Sigma, Mitoquinone (MitoQ,0.1 uM CliniSciencgsPiperidinaNitrossido (MITErEMPQ 10

> g, Sigma)Entinostat (ENT, 0.05 o uM Selleck Chemicalluston,USA).

9. Lunghezza dei telomern seguito ad espansionm vitro

Lo studio delldunghezza dei telomeé stato realizzat sui linfociti T dopo 10 giorni di espansione

in vitroin presenza e assenza di trattamento (MitoQ, MitoTempo, NMN+QB38ite il Kit Prime

Flow RNA Assay (TherrResher), che si basa sulla tecnica FEI&H™. Le linee cellulari dei pazienti
sono state messe a confronto conlieee dicellule T umane leucemich&301 note per avere
telomeri insolitamente lunghiQueste sono stataggiunf a ciascun campiong quindi trattate con

il medesimo protocoll® [ Q Seatd dSshddiviso in due giornatt primo giorno le cellule sono
state marcate con la sonda di vitalita LIVE/DEAD a temperatura ambiente per 10 minuti.
Successivamente le cellule sono state marea4€ C per 30 minuton destramere con glanticorpi
superficie @nti-CD3anti-CD8anti-PD1 anti-CD38)jnsieme &0 uL di Brilliant Buffer (B@)n buffer

utile pertenere separati i fluorocromi in Brilliant Violdh seguitde cellulesono state fissata 4

°C per 30 minutie poi risospese n&®rimeFlov RNA Permeablization Buffer con un inibitore delle
RNasi Dopo il lavaggio con PBS 1X sono stat®vamentefissate per lora a temperatura
ambiente. Le cellule sono statecubate per due oreal buiocon lasondadel telomero(Homo
sapiens telomere, Thermo Fisher)a sonda RPL13A come controllo interno (TheFRisbier) in un
termoblocco precedentemente riscaldato a 40 °C. | campioni sono stati poi lavati con Wash Buffer
e RNasi inibitoe lasciatiovernighta 4 °Cll giornoseguente, i campioni sono stati prescaldati a

GSYLISNI GdzNI ' YOASYydGS S Li2A A yAdpzalbuioia 4035, Mbpdzy Q 2 NI
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lavaggi, le cellule sono state incubate coArgp-mix nelle stesse condizioni descritte sopra. Infine,
icampe YA az2y2 adldA AyOdzml GA O2y fF a[ 0SSt t NRPoSH

in PB3x e acquisiti a citofluorimetro LSRForteg9®8D)(Figura 15)

Figura 15Passaggi schematizzati dellaetodica FLOWFISH

10. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale in seguito ad espansione

vitro

Per quantificare la percentuale di cellule aventi il potenziale di membrana mitocondriale
depolarizzato (MMP) é stata utilizzata la sondal JMolecular Probes, Life drnologies). In
seguito ad espansioria vitroin presenza e assenza di Entinostatcellule sono state marcate con

gli anticorpi di superficie (an€D3 e antCD8) per 15 minuti a temperatura ambiente,
successivamente sono state risospese in terrendiRidn 10% di FCS (Corning, New York, USA)
preriscaldato a 37°C e incubate con la sonda @5ng/ml) per 10 minuti a temperatura ambiente

al riparo dalla luce. Infine i campioni sono statircati con la sonda di vitalitaXAD e i dati sono

stati acqusiti mediante citofluorimetro FACSCanto.
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