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1. RIASSUNTO 

 

Le indagini svolte nel corso dei tre anni di Dottorato di Ricerca sono state rivolte allo 

studio di citomegalovirus umano (HCMV) e dei possibili fattori di virulenza e 

meccanismi molecolari che tale agente è in grado di mettere in atto e che lo rendono, 

in specifiche situazioni, di rilevante interesse medico. 

Come gli altri membri della famiglia Herpesviridae, HCMV dopo l’infezione primaria 

persiste come virus latente, condizione da cui può estemporaneamente riattivarsi in 

maniera inapparente o, al contrario, con gravi conseguenze in categorie di individui 

con alterazioni della risposta immunitaria, a rischio di sviluppare patologie gravi e 

non di rado mortali. 

Sulla base di tali premesse, i meccanismi che favoriscono la transizione dalla latenza 

alla riattivazione virale sono di particolare rilevanza ed il loro studio impegna, ancora 

oggi, numerosi gruppi di ricerca, non senza difficoltà. Infatti, è noto come le principali 

sedi di latenza di HCMV siano rappresentate dai monociti del sangue periferico e dai 

loro progenitori CD34+ del midollo osseo e che il differenziamento dei monociti a 

macrofagi in vivo costituisca un evento chiave legato alla riattivazione del virus. 

D’altra parte, gli studi ex vivo sono fortemente ostacolati dal fatto che il numero di 

cellule infettate e la quantità di DNA di HCMV reperibile nelle sedi naturali di latenza 

sono estremamente esigue.  

In tale contesto, nel corso del primo anno di Dottorato, utilizzando una linea 

monocitaria/macrofagica umana (cellule THP-1), è stato messo a punto e validato un 

modello di infezione in vitro per lo studio della riattivazione di HCMV che, ricalcando 

quanto avviene in vivo, permettesse, al contempo, di fruire di un numero adeguato di
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cellule infettate rispetto al sistema naturale. Tale studio è stato oggetto di 

pubblicazione su rivista internazionale (si veda Nota 1).  

L’esperienza acquisita in tale ambito, così come nella ricerca di marcatori di virulenza 

di HCMV che differenziano i ceppi virali circolanti in natura, ha anche reso possibile il 

coinvolgimento attivo del gruppo di ricerca di Virologia dell’Università di Parma nel 

Programma Regione-Università (2014-2016) ammesso a finanziamento, dal titolo: “A 

tailored approach to the immune-monitoring and clinical management of viral and 

autoimmune diseases” (“Workpackage 4”: “HCMV infection in the elderly”). Tale 

progetto è focalizzato sulla Medicina personalizzata e sulla correlata ricerca di 

marcatori prognostici di differenti quadri patologici; in particolare, al nostro gruppo di 

ricerca, in collaborazione con un secondo gruppo, è stato affidato lo studio sul ruolo 

di HCMV in soggetti anziani con ictus ischemico.  

In tale categoria di individui, rappresentata da soggetti adulti per la quasi totalità 

positivi per anticorpi anti-HCMV, la riattivazione del virus endogeno rappresenta un 

evento temibile. In particolare, è stato evidenziato come, nei soggetti anziani, il 

mantenimento dell’equilibrio fra infezione latente da HCMV e risposta immunitaria 

antivirale comporti l’espansione di quest’ultima ed un riassetto del sistema 

immunitario; a tale riguardo, è stata dimostrata una correlazione tra il deterioramento 

delle condizioni di salute degli anziani e l’aumento in termini quantitativi della risposta 

immunitaria anti-HCMV. L’ipotesi emergente è che, sottesi a questo evento, vi 

possano essere episodi di riattivazione virale sistemica o localizzata.  

In tale contesto, nel corso del secondo anno di Dottorato lo studio è stato focalizzato 

sugli aspetti sopra menzionati, prendendo in considerazione una coorte di soggetti 

anziani con ictus ischemico ricoverati presso l’Azienda Ospedaliero-Universitaria di 

Parma. In primo luogo, è stato verificato lo stato immunitario di questi pazienti nei 
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confronti di HCMV ed è stata effettuata la ricerca del DNA di HCMV dal plasma degli 

stessi per la determinazione della viremia (possibile riattivazione di HCMV). I risultati 

emersi dalla determinazione degli anticorpi anti-HCMV, che hanno indicato una 

sieroprevalenza del 93%, sono in accordo con il fatto che la maggior parte degli 

individui contrae l’infezione primaria da HCMV durante l’infanzia o l'età adulta. Di 

conseguenza, come atteso, la quasi totalità dei soggetti inclusi in questo studio sono 

risultati potenzialmente a rischio di riattivazione virale. Per quanto riguarda la 

viremia, il basso numero di copie di DNA di HCMV, rilevato nell’11.7% dei pazienti 

sieropositivi per HCMV, suggerisce che in questa categoria di pazienti il virus possa 

sfuggire alla sorveglianza immunologica ed alternare stati di latenza con stati di 

replicazione, verosimilmente associata ad episodi di riattivazione virale localizzata.  

Parallelamente, le competenze acquisite dallo studio svolto durante il primo anno di 

Dottorato (messa a punto di un sistema sperimentale di riattivazione virale) sono 

state applicate per conseguire il differenziamento dei monociti a macrofagi, ottenuti a 

partire dai campioni ematici dei soggetti con ictus ischemico considerati nello studio, 

al fine di agevolare il possibile rilevamento del DNA di HCMV anche allo stato 

latente. Tale fase si è rivelata di notevole utilità per permettere la successiva 

attuazione di indagini molecolari volte ad individuare differenti genotipi di HCMV 

relativi a specifiche glicoproteine del pericapside virale. Queste ultime sono prodotti 

di geni polimorfici e sono considerate potenziali marcatori di differenti gradi di 

virulenza dei ceppi virali circolanti. Attraverso amplificazione di specifici frammenti 

genici del DNA di HCMV e digestione con enzimi di restrizione, è stata effettuata 

l’identificazione delle diverse combinazioni genotipiche nell’ambito dei geni di HCMV 

che codificano per le glicoproteine N e O del pericapside virale, quali riconosciuti 

fattori di virulenza. I risultati ottenuti suggeriscono che gN3-gO1 e gN3-gO2 
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potrebbero essere le combinazioni genotipiche ricorrenti associate ad una positività 

per DNAemia virale in questa categoria di soggetti. 

Nel corso del terzo anno di Dottorato, lo studio su HCMV è stato focalizzato su 

un’altra categoria di soggetti “a rischio”, considerati nell’ambito di un Progetto di 

Rilevante Interesse Nazionale (PRIN) 2015, ammesso a finanziamento, dal titolo: 

“Impatto dell’infezione da virus a DNA sullo sviluppo di patologie autoimmuni: focus 

sulla sclerosi sistemica”, che ha attivamente coinvolto il gruppo di ricerca di Virologia 

dell’Università di Parma.  

A tale riguardo, HCMV è stato recentemente messo in relazione anche all’insorgenza 

di patologie autoimmuni ed è stato indicato, in particolare, tra i possibili fattori 

scatenanti la sclerosi sistemica (SSc), una malattia caratterizzata da danno 

endoteliale, fibrosi di cute ed organi interni ed anomalie immunitarie, sia umorali, sia 

cellulari. L’eziopatogenesi di tale malattia resta sconosciuta ed è verosimilmente 

multifattoriale; come per altre condizioni autoimmuni, si ipotizza il ruolo di fattori 

scatenanti tossici e/o infettivi su un “background” genetico predisponente, nell’ambito 

di un complesso processo “multi-step”. Costituiscono ipotetici fattori scatenanti la 

SSc alcuni virus, accomunati dalla capacità di instaurare infezione latente/cronica e 

di infettare le tipologie cellulari coinvolte nella patogenesi della malattia, quali HCMV.  

L’esigenza dell’approfondimento di queste ricerche, volte ad appurare il ruolo 

patogenetico di HCMV nella SSc, è dettata da una serie di dati emersi da diversi 

studi. In particolare, è stato evidenziato un ruolo rilevante delle risposte linfocitarie T 

nella patogenesi della SSc, con possibile contributo delle stesse alla modulazione 

della fibrosi e al danno vascolare, anche se, ad oggi, la tipologia e la funzione di 

queste specifiche sottopopolazioni di linfociti T non sono ancora state caratterizzate 

in relazione alle diverse fasi della patologia. In particolare, i linfociti T CD8+ 
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identificati nel sangue periferico di pazienti con SSc presentano un'espansione 

oligoclonale antigene-dipendente, la cui specificità tuttavia non è ancora nota. HCMV 

è stato descritto come uno degli agenti in grado di contribuire all'espansione di 

specifiche sottopopolazioni di linfociti T CD8+ con fenotipo della memoria ed effettore 

in relazione all’aumentare dell'età (fenomeno noto come “memory inflation”).  

Sulla base di queste considerazioni, è stato effettuato uno studio relativo al ruolo 

dell’infezione da HCMV in soggetti affetti da SSc, focalizzando l’attenzione sulla 

risposta immunitaria cellulo-mediata. Nello specifico, gli obiettivi dello studio hanno 

riguardato: (i) la valutazione quantitativa delle risposte dei linfociti T CD4+ e T CD8+ 

in seguito a stimolazione con antigeni immunodominati di HCMV (in particolare pp65, 

IE1 e UL94) nei soggetti affetti da SSc a confronto con soggetti sani, (ii) la 

valutazione delle possibili differenze tra le risposte linfocitarie T CD4+ e le risposte 

linfocitarie T CD8+ HCMV-specifiche nei pazienti affetti da SSc e (iii) la valutazione 

delle possibili differenze delle risposte linfocitarie HCMV-specifiche in relazione alla 

durata della malattia e ai principali segni clinici riscontrati nei pazienti. A seguito 

dell’analisi statistica, applicata al fine di valutare la significatività delle differenze 

riscontrate, le risposte linfocitarie T CD8+ HCMV-specifiche sono risultate: (i) 

significativamente più elevate nei pazienti affetti da SSc rispetto ai soggetti sani, (ii) 

significativamente più elevate rispetto alle risposte linfocitarie T CD4+ HCMV-

specifiche nei pazienti e (iii) connesse ad una maggiore durata della malattia e ad un 

peggioramento del modified Rodnan skin score (metodo standardizzato e validato 

per la valutazione della gravità della malattia in relazione all'entità della fibrosi in 

questi pazienti). I risultati ottenuti in questo studio rinforzano l’ipotesi di un 

coinvolgimento di HCMV nella patogenesi di questa malattia autoimmune. In 

particolare, cicli di riattivazione di HCMV più frequenti nei pazienti affetti da SSc 
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potrebbero spiegare l'incremento dei linfociti T CD8+ HCMV-specifici con fenotipo di 

memoria ed effettore; questo potrebbe contribuire all’aggravamento dei processi 

infiammatori caratteristici della SSc. Tale studio è stato oggetto di pubblicazione su 

rivista internazionale (si veda Nota 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Nota 1: Arcangeletti MC, Vasile Simone R, Rodighiero I, De Conto F, Medici MC, Maccari C, Chezzi C, Calderaro 
A. Human cytomegalovirus reactivation from latency: validation of a "switch" model in vitro. Virol J. 

2016;13(1):179. 
 
Nota 2: Arcangeletti MC, Maccari C, Vescovini R, Volpi R, Giuggioli D, Sighinolfi G, De Conto F, Chezzi C, 

Calderaro A, Ferri C. A paradigmatic interplay between human cytomegalovirus and host immune system: 
possible involvement of viral antigen-driven CD8+ T cell responses in systemic sclerosis. Viruses. 2018;10(9). 

Pii:E508. 
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2. INTRODUZIONE 

 

 

2.1 CITOMEGALOVIRUS UMANO 

Citomegalovirus umano (HCMV), anche noto come herpesvirus umano 5 (HHV-5), è 

un virus ubiquitario membro della famiglia Herpesviridae, sottofamiglia 

Betaherpesvirinae.  

L'infezione da HCMV è estremamente comune nella popolazione a livello mondiale 

(valori di sieroprevalenza compresi tra il 50% e l’85% nelle aree industrializzate ed 

oltre il 90% nei Paesi in via di sviluppo), con un aumento della sieropositività 

proporzionale all'età 1–8. Tale elevata diffusione di HCMV è supportata dal fatto che 

l’infezione decorre solitamente in modo asintomatico o paucisintomatico in soggetti 

immunocompetenti ed è seguita da una eliminazione prolungata del virus per mezzo 

di diversi fluidi corporei (saliva, urina, feci, lacrime, sangue, secrezioni cervicali, 

sperma) attraverso i quali può avvenire il contagio per contatto interumano. Oltre a 

questa via di trasmissione, l’infezione da HCMV può essere contratta per cause 

iatrogene (trasfusioni e trapianti di midollo osseo o d’organo solido) e per 

trasmissione verticale 9–11.  

Analogamente ai membri della famiglia di appartenenza, a seguito dell’infezione 

primaria e delle possibili ricorrenze HCMV persiste nell’organismo infettato come 

virus latente; tuttavia, molteplici fattori possono indurre la riattivazione di HCMV, la 

quale, dipendentemente dallo stato immunitario dell’ospite, può essere clinicamente 

silente oppure sintomatica 12–16. 

Tale agente ha un rilevante impatto sulla salute umana e può causare gravi patologie 

con coinvolgimento di più organi in particolari categorie di individui. Una di tali
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categorie è rappresentata dai neonati nati da madre con infezione (generalmente 

primaria) da HCMV, per i quali il possibile contagio intrauterino può costituire 

un’importante causa di difetti dello sviluppo psicomotorio, sequele neurosensoriali 

tardive oppure, nei casi più gravi, morte prenatale 17–23. A tale riguardo, dati recenti di 

letteratura sottolineano come il classico assioma incentrato sulla protezione 

esercitata dagli anticorpi materni anti-HCMV acquisiti in epoca preconcezionale, 

rispetto agli esiti dell’infezione congenita, non sia esaustivamente comprovato dai 

dati emersi da studi effettuati su coorti di donne in gravidanza. In tali studi, malgrado 

la presenza di immunità specifica per HCMV acquisita dalle donne prima della 

gravidanza, è stato riscontrato un alto tasso di infezioni congenite da HCMV 11,24. Le 

cause evocate sarebbero da ricercare, in particolare, nella capacità di tale agente 

virale di evadere le risposte specifiche dell’ospite ed al fatto che in natura esistono 

diversi ceppi circolanti di HCMV con differenti gradi di virulenza, che potrebbero re-

infettare un soggetto e non essere controllati dalla risposta immunitaria specifica 

sviluppata nei confronti di un precedente ceppo virale 11,24.  

L’infezione da HCMV può, inoltre, rendersi responsabile di quadri patologici gravi nei 

soggetti che presentano un sistema immunitario compromesso per cause naturali 

(e.g. soggetti anziani 25–31), iatrogene (e.g. soggetti sottoposti a trapianto di midollo 

osseo o d’organo solido 32–39) o a seguito di infezione da parte di specifici agenti (e.g. 

individui con infezione da HIV 
39–48

). In particolare, l’alterato stato immunitario in 

queste categorie di soggetti aumenta il rischio di contrarre un’infezione primaria o, 

più frequentemente, di sviluppare malattia da HCMV in seguito a riattivazione di 

un’infezione latente.  

Nell’ambito delle categorie di soggetti sopramenzionate, è importante sottolineare 

che, recentemente, un numero crescente di dati di letteratura ha correlato l’infezione 



Introduzione 
Citomegalovirus umano (HCMV) 

12 

 

da HCMV nei soggetti anziani e lo sviluppo di patologie croniche associate 

all’invecchiamento, fra cui diverse malattie cardiovascolari (ipertensione, 

aterosclerosi, infarto del miocardio, ictus ischemico) 25–28,31,49,50. Nello specifico, è stato 

evidenziato come, nei soggetti anziani, il mantenimento dell’equilibrio fra infezione 

latente da HCMV e risposta immunitaria antivirale comporti l’espansione dei 

meccanismi di controllo dell’infezione ed un riassetto del sistema immunitario; in tale 

contesto, è stata dimostrata una correlazione tra il deterioramento delle condizioni di 

salute degli anziani e l’aumento della risposta immunitaria anti-HCMV 29,30,51. 

L’ipotesi emergente è che, sottesi a questo evento, vi possano essere episodi di 

riattivazione virale sistemica o localizzata e/o che specifiche risposte immunitarie 

anti-HCMV possano essere correlate con diversi quadri clinici e complicanze 25.  

Per quel che riguarda un’altra categoria di soggetti sopra citata, rappresentata dai 

soggetti sottoposti a trapianto di midollo osseo o d’organo solido, HCMV rappresenta 

la principale causa di morbilità e mortalità durante i primi sei mesi dopo il trapianto 52. 

L'incidenza dell'infezione/riattivazione da HCMV dipende da vari fattori, come la 

presenza di risposta immunitaria specifica anti-HCMV del donatore e del ricevente, 

l’organo trapiantato, le strategie di prevenzione adottate e la necessaria 

somministrazione di farmaci immunosoppressivi; tale evento è spesso caratterizzato 

da febbre, leucopenia, trombocitopenia, con o senza disfunzione d'organo specifico. 

Tra i più rilevanti effetti diretti o indiretti dell’infezione da HCMV, si annoverano 

polmonite virale e rigetto dell'organo trapiantato, fino a morte 16,53–60.  

Altri soggetti, tra i più esposti al rischio di riattivazione del virus latente, sono quelli 

con infezione da HIV, nei quali tale evento può rendersi causa di retiniti, ulcere 

esofagee e processi infiammatori intestinali 61–63. 
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Più recentemente, HCMV è stato messo in relazione all’insorgenza di ulteriori 

patologie, tra cui diversi tipi di tumore (e.g. tumore della mammella, tumore del colon-

retto, glioblastoma) 64–71, malattie degenerative, compreso l’Alzheimer 72,73 e malattie 

autoimmuni (e.g. sclerosi sistemica, artrite reumatoide, lupus eritematoso sistemico, 

diabete mellito di tipo 1) 74–81 . Per quanto attiene a quest’ultima categoria di soggetti, 

sono crescenti i dati a supporto di un ruolo di HCMV quale possibile fattore 

scatenante o comunque implicato nella eziopatogenesi di tali malattie autoimmuni, 

con particolare riguardo per la sclerosi sistemica (SSc), malattia caratterizzata da 

danno endoteliale, fibrosi di cute ed organi interni ed anomalie immunitarie, sia 

umorali, sia cellulari 77,79,82–84.  

Per comprendere i meccanismi sottesi allo sviluppo di quadri clinici potenzialmente 

così gravi, occorre sottolineare che l’esito dell’infezione da HCMV è il risultato di una 

serie di fattori, in parte legati all’ospite ed in parte al virus 85. Tra i possibili fattori di 

virulenza e tropismo tissutale degli isolati clinici di HCMV sono ritenute determinanti 

la specificità genotipica e fenotipica del ceppo virale infettante 86–93.  

Infine, è importante evidenziare che l’associazione tra HCMV e patologie così 

differenti tra loro è resa possibile dalla vasta tipologia di cellule suscettibili 

all’infezione in vivo (e.g. cellule epiteliali, fibroblastiche, stromali, neuronali, epatiche, 

muscolari liscie, endoteliali e diverse tipologie di cellule effettrici della risposta 

immune come cellule progenitrici della linea mieloide, cellule dendritiche, neutrofili, 

monociti e macrofagi) 79,94–100. In particolare, il sistema monocita-macrofago 

costituisce la principale sede di latenza (monocita) 101–103 ed il mezzo di 

disseminazione virale nell’organismo (macrofago tissutale) 12,13,104–107.  
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2.1.1 Il virione di citomegalovirus 

Il virione maturo di HCMV possiede una forma rotondeggiante e presenta un 

diametro compreso tra i 150-250 nm. Esso è composto da un nucleocapside a 

simmetria icosaedrica di circa 100 nm di diametro, costituito da 162 capsomeri 

prismatici (150 esameri più 12 pentameri), circondato da un involucro pericapsidico 

(“envelope”) 108,109. Il pericapside è formato da un doppio strato fosfolipidico tipico 

delle membrane cellulari, su cui sono espressi diversi tipi di glicoproteine virus-

specifiche, che costituiscono un importante bersaglio della risposta anticorpale e 

partecipano a diversi processi, tra cui la produzione di virioni infettanti, il legame 

virus-cellula e la diffusione del virus. Infine, tra il nucleocaside ed il pericapside si 

trova uno strato di materiale elettrondenso (fibroso e granulare) di natura proteica, 

denominato “tegumento” 110–112 (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Rappresentazione schematica della struttura del virione di HCMV [immagine 

modificata da: “Gardner T, Tortorella D. Virion Glycoprotein-Mediated Immune Evasion 

by Human Cytomegalovirus: a Sticky Virus Makes a Slick Getaway. Microbiol Mol Biol 

Rev. 2016;80(3):663–77”]. 
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Oltre ai virioni maturi, le cellule in coltura infettate da HCMV generano altri due tipi di 

particelle virali difettive: i “Non Infectious Enveloped Particles” (NIEP) e i “Dense 

Bodies” (DB) 113–118. I NIEP sono provvisti di capside, tegumento e pericapside virale, 

ma sono privi del DNA virale. Per quanto riguarda i DB, essi sono dotati di un 

pericapside analogo a quello del virione maturo, ma sono privi sia di genoma virale, 

sia di struttura capsidica interna. La quantità di queste diverse particelle di HCMV 

dipende dal ceppo virale infettante e dal numero di passaggi in coltura 117,119. 

 

2.1.2 Il genoma di citomegalovirus 

Il genoma di HCMV consiste in una molecola di DNA lineare a doppia elica di 

lunghezza compresa tra 200 e 240 Kb e di peso molecolare pari a 150-155 x 106 

Dalton; tra i virus erpetici, le dimensioni del genoma di HCMV sono le maggiori e ne 

riflettono una maggiore complessità 115,120. Il genoma è composto da due sequenze 

nucleotidiche di diversa lunghezza, denominate “Unique Long” (UL) e “Unique Short” 

(US), fiancheggiate da brevi sequenze di basi ripetute. Il genoma di HCMV può 

essere organizzato in quattro forme isomeriche a seguito dell’ inversione delle regioni 

UL e US; tale inversione è mediata da sequenze ripetute dirette (a, b, c), che si 

trovano alle estremità del genoma, da elementi ripetuti e invertiti (a’, b’, c’), localizzati 

a livello della giunzione UL-US, e dalla peculiare distribuzione della sequenza “a”, 

presente con orientamento invertito (a’) anche ad un’estremità del genoma (Figura 

2). Infine, due segnali di regolazione in cis, pac-1 e pac-2, contenuti all’interno della 

sequenza “a”, partecipano all’inversione genomica, al taglio e all’incapsidamento del 

genoma virale 115,119,121.  
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Figura 2. Rappresentazione schematica delle quattro forme isomeriche del 

genoma di HCMV [immagine modificata da: “Landolfo S. et al. The human 

cytomegalovirus. Pharmacol Ther. 2003;98(3):269–97”]. 

 

Il virione maturo di HCMV contiene anche due classi di molecole di RNA. Un tipo di 

RNA genera strutture ibride RNA-DNA all’interno dell’origine di replicazione litica, 

chiamata “oriLyt”, la cui funzione potrebbe essere quella di facilitare la replicazione 

del DNA virale 122,123; la seconda tipologia di RNA viene “impacchettata” all’interno 

dei virioni infettanti e viene tradotta subito dopo l’ingresso del virus nella cellula 

ospite, consentendo l’espressione dei geni virali prima ancora che si attivi la 

trascrizione del genoma virale 124–126. 
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2.2 INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS UMANO 

 

2.2.1 Cellule permissive all’infezione da citomegalovirus 

Come è noto, HCMV possiede un elevato tropismo per un ampio spettro di cellule in 

vivo, incluse le cellule parenchimali, quelle del tessuto connettivo e vari tipi di cellule 

ematopoietiche 98,115,127–129. Tuttavia, l’esito dell’infezione varia notevolmente in 

relazione alla tipologia cellulare coinvolta. In particolare, in vivo, tale agente è in 

grado di replicare in modo produttivo in fibroblasti e in cellule muscolari lisce con 

innesco e completamento del ciclo litico replicativo e conseguente produzione di 

progenie virale 98,115,127–129. Altre importanti tipologie cellulari suscettibili all’infezione 

da HCMV sono rappresentate dalle cellule endoteliali e dalle cellule epiteliali, le quali 

supportano livelli inferiori di replicazione, ma con una produzione persistente di 

particelle virali, facilitando in questo modo la diffusione del virus a livello sistemico 

98,115,127–129. I monociti del sangue periferico e i loro progenitori CD34+ nel midollo 

osseo rappresentano, invece, le sedi di latenza di HCMV, nonché il principale mezzo 

di disseminazione virale a seguito del differenziamento a macrofagi o a cellule 

dendritiche 12,13,101–105,130.  

Al contrario, in vitro, le uniche cellule in cui HCMV è in grado di replicare sono le 

cellule fibroblastoidi con corredo cromosomico diploide provenienti dalla specie 

ospite naturale in vivo, mentre cellule indifferenziate, trasformate o aneuploidi non 

sono suscettibili all’infezione 127,131. Nei fibroblasti, il ciclo di replicazione è lento 

(maggiore di 24 ore) e richiede un lungo periodo per indurre nelle cellule infettate un 

effetto citopatico con caratteristiche inclusioni nucleari e citoplasmatiche e morfologia 

allargata (citomegalia) 115,127. 
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2.2.2 Infezione litica di citomegalovirus 

 

2.2.2.1 Fasi del ciclo replicativo litico di citomegalovirus 

 

 

Figura 3. Rappresentazione schematica del ciclo replicativo litico virale di HCMV [immagine 

modificata da: “Huang E, Johnson R. Human cytomegalovirus – no longer just a DNA virus. Nat 

Med. 2000;6(8):863–4”]. 

 

Nonostante le conoscenze relative agli eventi iniziali del ciclo di replicazione di 

HCMV siano a tutt’oggi incomplete, è noto come il legame del virus alla superficie 

cellulare avvenga in modo rapido ed efficiente, sia in cellule permissive, sia in 

cellule non permissive. Ciò suggerisce una vasta distribuzione dei recettori 

cellulari riconosciuti da HCMV, che contribuisce all’ampio tropismo di tale agente; 

si ritiene, tuttavia, che dopo la fase di penetrazione possa avvenire un blocco 
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nell’espressione genica virale tale da rendere diverse tipologie di cellule non 

permissive alla replicazione di HCMV 132.  

La penetrazione del virus è il risultato di una “cascata” di interazioni tra proteine 

virali e cellulari, che culmina nella fusione dell’involucro pericapsidico con la 

membrana plasmatica. Durante le prime interazioni virus-cellula (Figura 3 - ), 

HCMV instaura un contatto con la superficie cellulare mediante un legame a 

bassa affinità tra la glicoproteina (g) “B” (gB) e i residui di eparan-solfato dei 

proteoglicani di membrana 86–88. Inoltre, un’altra glicoproteina virale, chiamata gN, 

è implicata sia nella fase di legame del virus alla cellula ospite, sia nella diffusione 

del virus nell’organismo 89. Infine, si ritiene che le fasi conclusive della fusione 

dell'involucro virale con la membrana plasmatica richiedano un’ulteriore 

interazione tra il complesso gH-gL-gO di HCMV e recettori cellulari non ancora 

identificati 90,133. Durante queste prime fasi, il legame delle glicoproteine virali di 

fusione con i rispettivi recettori cellulari innesca l’attivazione del “Nuclear Factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells” (NF-kB) e della “Stimulatory 

protein 1” (Sp1), fattori di trascrizione cellulari coinvolti in diversi processi, tra cui la 

regolazione della risposta immunitaria al fine di fronteggiare l’infezione 134,135. 

Come già accennato, i recettori cellulari riconosciuti e legati dagli antirecettori virali 

di gB, gN e gH-gL-gO, sebbene abbondantemente espressi, sono scarsamente 

caratterizzati. In particolare, è stata dimostrata un’associazione delle glicoproteine 

gB e gH con le molecole chiamate “Toll-like receptor 2” (TLR2) e “Toll-like receptor 

1” (TLR1), due recettori transmembrana la cui principale funzione è quella di 

mediare le fasi iniziali dell’immunità innata. In questo modo, viene attivata una 

cascata di eventi che culmina nell’attivazione del fattore di trascrizione NF-kB 

sopramenzionato e nella secrezione di citochine pro-infiammatorie 136,137. Più 
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recentemente, anche TLR4 è stato indicato quale possibile molecola co-

recettoriale in macrofagi 138. 

Dopo la fusione del pericapside con la membrana cellulare, avvengono 

l’adsorbimento e la penetrazione del virus nella cellula (Figura 3 - ).  

A questo punto, il nucleocapside, le proteine virali e gli mRNA virali vengono 

rilasciati nel citoplasma, dove questi ultimi vengono tradotti. Il nucleocapside virale 

viene quindi trasportato verso il nucleo, all’interno del quale viene rilasciato il 

genoma virale; qui il DNA virale circolarizza grazie alla presenza delle strutture 

palindromiche alle sue estremità e viene trascritto ad opera dell’enzima RNA 

polimerasi II cellulare e di altri fattori dell’apparato trascrizionale della cellula ospite 

(Figura 3 - ) 119,139. Sempre a livello del nucleo, il DNA virale viene replicato ed 

inserito nei capsidi preformati. La replicazione del DNA virale procede dall’origine 

di replicazione oriLyt, localizzata all’interno della regione UL, in modo bi-

direzionale (modalità di replicazione “cerchio-rotante”) ad opera della DNA 

polimerasi virus-specifica di tipo alfa 140,141. 

Successivamente, hanno inizio le fasi di assemblaggio del virione (Figura 3 - ), 

durante le quali, per prima cosa, avviene la gemmazione delle particelle sub-virali 

attraverso la lamina interna della membrana nucleare, processo durante il quale le 

particelle acquisiscono alcune proteine del tegumento ed un pericapside 

provvisorio detto “primario” 
142,143

. Il movimento intranucleare dei nucleocapsidi 

dipende dall’actina, mentre la gemmazione a livello della membrana nucleare 

interna è possibile grazie ad una parziale depolimerizzazione della lamina 

nucleare a seguito della fosforilazione delle proteine che la compongono ad opera 

di protein chinasi cellulari reclutate dal virus 
144,145

. È importante evidenziare che i 

virioni dotati di pericapside primario differiscono notevolmente dalle particelle 
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mature, sia in termini di morfologia che di contenuto proteico, essendo privi di 

alcune delle principali proteine tegumentarie presenti in queste ultime.  

Il passaggio successivo prevede che le particelle sub-virali accedano al 

citoplasma mediante la fusione del pericapside primario con la membrana 

nucleare esterna. A questo punto, i nucleocapsidi “nudi” sono in grado di 

raggiungere il reticolo endoplasmatico e l’apparato del Golgi, dove acquisiscono 

addizionali proteine del tegumento e un pericapside definitivo. Il risultato finale è la 

produzione di particelle virali mature contenute all’interno di vescicole di origine 

cellulare. Successivamente, tali vescicole vengono trasportate verso la membrana 

plasmatica, dalla quale i virioni vengono rilasciati per esocitosi 146.  

 

2.2.2.2 Prodotti genici virali nell’ambito del ciclo replicativo litico 

Durante l’infezione produttiva, l’espressione del genoma virale avviene in modo 

sequenziale e temporalmente regolato; per tale ragione possono essere 

identificate tre classi di geni virali che codificano per le seguenti tre categorie di 

prodotti proteici: proteine precocissime (“Immediate Early”/IE), precoci (“Early”/E) 

e tardive (“Late”/L) (Figura 4).  

La trascrizione dei geni di HCMV codificanti per proteine IE, E ed L avviene ad 

opera della RNA polimerasi II cellulare con l’intervento di altri fattori che fanno 

parte dell’apparato trascrizionale della cellula ospite, la cui attività può essere 

stimolata da transattivatori virali in grado di modulare l’espressione sia di geni 

virali, sia di geni cellulari. 

In particolare, l’espressione dei geni IE avviene immediatamente dopo l’ingresso 

del virus nella cellula ospite ed è indipendente dall’espressione di altri geni virali. 
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L’espressione dei geni E dipende, invece, dall’espressione dei geni IE; allo stesso 

modo, la successiva espressione dei geni L è dipendente dai geni IE ed E 147,148. 

 

 

Figura 4. Rappresentazione schematica dell’espressione dei geni di HCMV e di alcune delle 

funzioni dei rispettivi prodotti genici durante l’infezione produttiva [immagine modificata da: 

“Landolfo S. et al. The human cytomegalovirus. Pharmacol Ther. 2003;98(3):269–97”]. 

 

 Le proteine precocissime (“immediate-early”/IE) 

I geni IE includono due geni precocissimi maggiori (“Major Immediate-Early”, 

MIE), chiamati UL122 e UL123, e geni ausiliari, quali UL36–UL38, UL115–

UL119, IRS1/TRS1, e US3 115,149,150.  

I geni UL122 e UL123 codificano, rispettivamente, per le proteine precocissime 

maggiori IE2 (anche nota come “IEp86” o “pp86”) e IE1 (anche nota come 

“IEp72” o “pp72”), la cui espressione è regolata da un elemento modulatore 

(“enhancer”). Tale elemento “enhancer” è in grado di promuovere l’attività 

trascrizionale interagendo con diversi fattori trascrizionali cellulari, quali NF-kB, 

AP-1, Sp1 e CREB/ATF, attivati dall’infezione stessa 134,151.  
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Le proteine IE2 ed IE1 condividono una breve sequenza aminoacidica 

codificata dai primi tre esoni dei rispettivi mRNA, mentre differiscono nella 

porzione codificata dagli esoni 4 e 5 147,152. In particolare, è stato attribuito un 

ruolo di spicco alla sequenza amminoacidica codificata dell’esone 3 nella 

regolazione della trascrizione, nell’espressione dei geni virali precoci e nella 

modulazione funzionale di proteine coinvolte nella regolazione del ciclo cellulare 

chiamate “cicline” 153,154. 

IE1 è una fosfoproteina nucleare in grado di regolare in senso positivo 

l’espressione dei geni UL122, UL123 e US3 attivando i corrispondenti elementi 

“enhancer” 119. Inoltre, IE1 è coinvolta in numerosi processi cellulari, quali la 

progressione del ciclo cellulare e l’apoptosi, la regolazione genica di geni 

coinvolti nella risposta immunitaria e il processo di dispersione dei 

“Promyelocytic leukemia (PML) oncogenic domains” (PODs) e dei relativi 

“nuclear dots 10” (ND10) al fine di impedirne la loro nota attività antivirale 155–

159. 

Per quanto riguarda IE2, essa rappresenta la più importante fosfoproteina con 

funzioni regolatorie codificata dal virus 149,160–163. Tale proteina innesca 

l’attivazione dei geni IE, E e L ed assicura che l’espressione degli stessi 

avvenga in modo sequenziale e temporalmente regolato durante l’infezione 

139,164
. Inoltre, IE2 modula diversi altri processi cellulari, tra cui il controllo del 

ciclo cellulare e l’apoptosi 165,166. Nello specifico, IE2 è in grado di bloccare le 

cellule in fase G1/S e di inibire la sintesi del DNA cellulare, condizioni queste 

che offrono al virus quantità adeguate dei fattori cellulari che esso utilizza per la 

propria replicazione, quali deossiribonucleotidi e fattori accessori alla 

replicazione del DNA 165–167.  
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Le funzioni degli altri geni IE sono eterogenee: le proteine codificate da 

TRS1/IRS1 ricoprono un ruolo essenziale per la replicazione del DNA virale 

168,169, mentre i diversi prodotti di “splicing” codificati dal gene US3 

contribuiscono, insieme a numerose altre strategie attuate da HCMV, 

all’evasione dalla risposta immunitaria 170–173. Nello specifico, i prodotti del gene 

US3 sono glicoproteine integrali di membrana localizzate nel reticolo 

endoplasmatico, dove impediscono sia il trasporto intracellulare, sia la 

maturazione del complesso maggiore di istocompatibilità di classe I (MHC-I) 170–

173. 

 Le proteine precoci (“Early”/E) 

Il gruppo dei geni precoci codifica per proteine non strutturali, tra cui diversi 

enzimi coinvolti nella replicazione del DNA virale e proteine che concorrono ad 

eludere i meccanismi di difesa del sistema immunitario dell’ospite 174.  

In particolare, le proteine precoci codificate dai geni UL112/UL113 rivestono un 

ruolo fondamentale per la replicazione del DNA virale, contribuendo alla 

formazione dei centri di replicazione litica oriLyt 175,176.  

Per quanto riguarda i geni precoci UL54 e UL44, essi codificano rispettivamente 

per la subunità catalitica e per il fattore di processività della polimerasi (proteina 

accessoria) della DNA polimerasi di HCMV 177,178. 

Le proteine precoci codificate dai geni US2 e US11 mediano, invece, l’evasione 

del virus dal sistema immunitario, contribuendo alla degradazione delle catene 

pesanti delle molecole di MHC-I da parte dei proteasomi nel citoplasma 179–182. 

Inoltre, mediante la modulazione dei recettori per le chemochine, anche le 

proteine codificate dai geni US27 e US28 contribuiscono all’evasione del virus 

dal sistema immunitario 174,183; in particolare, è stato descritto che la proteina 
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codificata da US28 presenta un’elevata omologia con il recettore per diverse 

chemochine che le consente di sequestrarle affinché il virus possa eludere la 

risposta cellulo-mediata da esse attivata 174. 

 Le proteine tardive (“Late”/L) 

I geni tardivi vengono trascritti dopo la replicazione del DNA virale e codificano 

per proteine strutturali del capside, del tegumento e del pericapside 109,110.  

- Proteine del capside  

Il capside di HCMV è composto da sette diverse proteine: “Major Capsid 

Protein” (MCP; UL86), “Minor Capsid Protein” (mCP; UL85), “Smallest Capsid 

Protein” (SCP; UL48/UL49), “minor Capsid Binding Protein” (mC-BP; UL46) e 

altre tre proteine che svolgono diverse funzioni nell’assemblaggio del capside 

184–188. Nell’ambito di queste ultime, la più rappresentata è la proteina 

“Assembly Protein” (AP) 189,190. Per quanto riguarda, invece, la proteina MCP, 

essa è la più abbondante componente proteica del capside (960 copie) e 

costituisce i pentoni e gli esoni dei capsomeri prismatici. Le proteine mCP (due 

copie) e mC-BP (una copia) formano dei “triplex” che si collocano tra i pentoni e 

gli esoni dei capsomeri. Infine, la proteina SCP è collocata a livello degli esoni 

del capside ed è essenziale per l’assemblaggio dei virioni infettivi 108,191.  

- Proteine del tegumento  

Le proteine del tegumento codificate dal genoma di HCMV sono almeno 

venticinque e vengono incorporate nelle particelle virali durante l'assemblaggio 

del virione 192–195. Tali proteine sono fosforilate e possono subire ulteriori 

modificazioni post-traduzionali il cui il significato rimane però sconosciuto 196. La 

funzione della maggior parte di queste proteine è ignota; è stato, tuttavia, 
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ipotizzato che molte di esse siano coinvolte nella regolazione dell’espressione 

genica quali transattivatori trascrizionali.  

Le proteine che compongono il tegumento più rappresentate sono pp65 

(ppUL83; “Lower Matrix Protein”; LMP), pp150 (ppUL32; “Basic 

Phosphoprotein”; BPP), pp28 (ppUL99), pp71 (ppUL82; “Upper Matrix Protein”; 

UMP) e ppUL48 (“huge tegument protein”) 117. In particolare, le due proteine del 

tegumento pp150 e pp65 costituiscono, nel loro insieme, circa il 35% dell’intera 

massa proteica del virione e vengono espresse abbondantemente durante la 

replicazione. 

Già nell’ambito della prima ora di infezione, la proteina pp65 “parentale” viene 

rapidamente traslocata verso il nucleo grazie a due specifici segnali di 

localizzazione nucleare (“Nuclear Localization Signals”; NLS) collocati 

all’estremità carbossi-terminale della proteina 197,198. È stato dimostrato che la 

proteina pp65 manifesta un significativo accumulo a livello nucleolare visibile 

anche a tempi più tardivi, suggerendo una relazione funzionale tra la 

localizzazione di pp65 e lo svolgimento del ciclo litico di HCMV 
199–201

. Oltre a 

possedere un putativo ruolo nella regolazione dell’espressione genica virale e 

della replicazione del virus, la proteina pp65 è anche in grado di modulare 

parzialmente l’espressione della citochina pro-infiammatoria interferone-beta 

(IFN-beta) e di alcune chemochine prodotte dalla cellula durante l’infezione 
202–

204.  

Per quanto riguarda la fosfoproteina del tegumento pp71, essa rappresenta un 

rilevante transattivatore trascrizionale in grado di indurre l’espressione dei geni 

IE1 e IE2 205–207.  



Introduzione 
Infezione da HCMV 

27 

 

Infine, è importante segnalare la proteina del tegumento chiamata UL94, la 

quale viene espressa nelle fasi tardive dell’infezione e svolge un ruolo 

essenziale per la replicazione del virus e l’assemblaggio dei virioni 208–211.  

- Proteine del pericapside  

Il pericapside virale è formato da un doppio strato fosfolipidico nel quale sono 

inseriti tre complessi glicoproteici (“glycoprotein complexs”; gC) virus-specifici. Il 

complesso glicoproteico I (gC-I) è formato da molecole omodimeriche di 

glicoproteina B (gB; proteina polimorfica) collegate da legami disolfuro 212,213; il 

complesso glicoproteico II (gC-II) è costituito dalle glicoproteine M (che 

rappresentano la sua parte maggiore) ed N (piccola proteina transmembrana 

altamente polimorfica) 214; infine, il complesso glicoproteico III (gC-III) è formato 

da tre glicoproteine: due di esse (gH e gL) sono proteine transmembrana, 

mentre gO è legata covalentemente a gH 133,215,216. I complessi gC-I, gC-II e 

gC-III svolgono funzioni di rilievo in diversi processi, inclusi l’ingresso del virus 

nella cellula ospite e l’evasione della risposta immunitaria dell’ospite in quanto 

siti di legame per gli anticorpi neutralizzanti. Infine, numerose altre proteine del 

pericapside virale presentano caratteristiche tipiche delle proteine 

transmembranarie e sono verosimilmente coinvolte nelle fasi di legame e di 

ingresso del virus nella cellula ospite 217. 
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2.2.2.3 Le glicoproteine del pericapside di citomegalovirus quali fattori di 

virulenza 

Come anticipato, l’esito dell’infezione da HCMV è il risultato di una serie di fattori, 

in parte legati all’ospite e in parte al virus 85. Tra i possibili fattori di virulenza e 

tropismo tissutale sono state indicate specifiche glicoproteine del pericapside 

virale: gB 86–88,92, gN 89 e gO 90. I geni che codificano per le suddette proteine 

(UL55, UL73 e UL74, rispettivamente) sono polimorfici, ossia presentano regioni 

ipervariabili (Figura 5). La variabilità di questi geni consente la distinzione in 

genotipi 89,91–93. Sulla base di tali considerazioni e di evidenze di letteratura, è 

plausibile ritenere che i diversi prodotti genici che ne derivano possano modulare 

in maniera differente il tropismo tissutale e quello d’organo di HCMV e, di 

conseguenza, influenzare i possibili esiti dell’infezione 218. Diversi gruppi di ricerca 

hanno condotto studi volti a verificare se il polimorfismo genetico nell’ambito delle 

glicoproteine B, N e O possa essere associato a quadri patologici di diversa 

severità in diverse categorie di soggetti, con risultati a volte contradditori 33,219–221. 

Inoltre, è ragionevole ritenere che il fenotipo ceppo-specifico possa essere 

determinato da loci polimorfici geneticamente associati funzionanti in sinergia. 

Infatti, è stato dimostrato che loci polimorfici adiacenti sul genoma virale possono 

essere funzionalmente legati determinando il fenotipo virale in cooperazione 

218,222, come si suppone succeda per quelli che codificano per gN e gO di HCMV. 
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Figura 5. Geni polimorfici di HCMV. I geni UL55, UL73 e UL74 codificano 

rispettivamente per le glicoproteine B, N e O di HCMV [immagine modificata da: 

“Puchhammer-Stöckl E, Görzer I. Human cytomegalovirus: an enormous 

variety of strains and their possible clinical significance in the human host. 

Futur Virol. 2011;6(2):259–71”]. 
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2.2.3 Infezione latente e riattivazione di citomegalovirus 

HCMV, analogamente a tutti i virus erpetici, dopo l’infezione primaria e le possibili 

ricorrenze, solitamente asintomatiche in soggetti immunocompetenti, persiste in 

specifiche sedi anatomiche dell’organismo ospite in una condizione di latenza, dalla 

quale può sporadicamente riattivarsi. In particolare, durante l’infezione latente, il DNA 

di HCMV si trova nel nucleo delle cellule infettate in forma episomale 223; in tali 

condizioni, non si verifica la produzione di progenie virale e l’espressione genica di 

HCMV è limitata ad un gruppo di trascritti, definiti genericamente come “trascritti 

associati alla latenza” (“Cytomegalovirus Latency Transcripts”; CLTs) 224–228. 

I monociti del sangue periferico e i loro progenitori CD34+ nel midollo osseo sono 

stati identificati quali sedi di latenza di HCMV, nonché principale mezzo di 

disseminazione virale a seguito di differenziamento a macrofagi o a cellule 

dendritiche 101,229–234. A tale riguardo, è stato dimostrato che proprio tale evento di 

differenziamento, in vivo, rappresenta l’evento chiave legato alla riattivazione del 

virus dalla latenza (Figura 6) 12,13,106,107. 

 

Figura 6. Infezione latente, riattivazione ed infezione litica di HCMV [immagine modificata 

da: “Wills M. et al. The immunology of human cytomegalovirus latency: could latent infection 

be cleared by novel immunotherapeutic strategies? Cell Mol Immunol. 2015;12:128–38”]. 
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2.2.3.1 Modelli in vitro per lo studio delle diverse interazioni citomegalovirus-

cellula ospite 

Al di là del noto utilizzo di cellule fibroblastoidi con corredo cromosomico diploide 

provenienti dalla specie ospite naturale in vivo per lo studio in vitro dell’infezione 

produttiva da HCMV 115,127, diversi gruppi di ricerca sono impegnati a studiare i 

possibili meccanismi che regolano il passaggio da uno stato di latenza ad uno 

stato riattivato di HCMV. Tuttavia, è importante sottolineare che gli studi sulla 

latenza di HCMV ex vivo sono notevolmente ostacolati dalla bassa frequenza di 

cellule mononucleate positive (solo circa lo 0.01%) e al loro basso contenuto di 

DNA di HCMV 13,226,235,236. Pertanto, risulta evidente la necessità di approfondire 

questi studi utilizzando modelli monocitari umani in vitro, che ricalchino quanto 

avviene in vivo, garantendo, al contempo, un numero adeguato di cellule infettate 

rispetto al sistema naturale. A tale riguardo, le cellule leucemiche monocitiche 

umane THP-1 sono assimilabili per diverse caratteristiche al sistema naturale e, di 

conseguenza, vengono ampiamente utilizzate in questa tipologia di studi. Tali 

cellule, come i monociti del sangue periferico, non sono permissive all’infezione 

litica da HCMV, ma albergano il genoma virale nel nucleo; per questa ragione, le 

cellule THP-1 sono state largamente utilizzate come modello di infezione latente di 

HCMV 237–241. Inoltre, i monociti THP-1 sono stati ampiamente sfruttati anche 

come sistema litico, inducendo il loro differenziamento a macrofagi mediante il 

trattamento con esteri del forbolo 104,138,238,242,243
. Un minor numero di studi ha, 

invece, affrontato l'utilizzo dei monociti THP-1 come modello di riattivazione, con 

presentazione di dati incompleti e non abbastanza dimostrativi della validità di tale 

modello 244–246. 
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2.2.4 Effetti dell’infezione da citomegalovirus sul metabolismo della cellula 

ospite: alterazione del ciclo cellulare 

HCMV ha sviluppato numerose strategie al fine di regolare a proprio vantaggio il 

metabolismo della cellula ospite, incluse quelle volte all’alterazione del ciclo cellulare 

200,201. 

In particolare, dati precedentemente ottenuti dal nostro gruppo di ricerca hanno 

messo in luce che HCMV è in grado di alterare il ciclo cellulare in modelli 

sperimentali di infezione litica che ricalcano tipologie cellulari molto rilevanti in vivo 

per l’infezione di tale agente, quali macrofagi 138 e fibroblasti 200,201. Nello specifico, è 

stato dimostrato che HCMV, al fine di garantire un ambiente idoneo alla replicazione 

efficiente del DNA virale, spinge le cellule quiescenti (macrofagi THP-1) a rientrare 

nella fase S del ciclo cellulare 200,201,247. Per quanto riguarda il modello cellulare 

fibroblastico, rappresentato da fibroblasti di polmone embrionale umano MRC5, è 

stato dimostrato che HCMV è in grado di arrestare il ciclo cellulare in tarda fase G1 o 

a livello della transizione G1/S e, in questo modo, di inibire la sintesi del DNA 

cellulare 201; l’instaurarsi di tali condizioni è molto importante in quanto vengono rese 

disponibili per il virus quantità adeguate dei fattori cellulari che esso utilizza per la 

propria replicazione.  

I dati ottenuti dal nostro gruppo di ricerca dimostrano l’intervento della fosfoproteina 

del tegumento pp65 (in seguito alla sua traslocazione nucleolare) nella 

summenzionata azione di HCMV sul ciclo cellulare 200,201. Inoltre, dati preliminari 

dello stesso gruppo depongono a favore dell’induzione virus-indotta di più elevati 

livelli di specifiche cicline, coinvolte nella regolazione della progressione del ciclo 

cellulare, e la concomitante inibizione di altre 138. Infine, tra i componenti cellulari che 

potrebbero giocare un ruolo di spicco nella regolazione del ciclo cellulare, occorre 
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annoverare i micro-RNA (miRNA). I miRNA sono piccole molecole di RNA non 

codificante che, attraverso il legame con regioni dell’RNA messaggero (mRNA) 

bersaglio, regolano negativamente l’espressione genica provocando la repressione 

delle corrispondenti proteine. A tale riguardo, dati preliminari del nostro gruppo di 

ricerca hanno evidenziato un possibile coinvolgimento dei miRNA chiamati 26a e 26b 

nella regolazione del ciclo cellulare virus-indotta, individuando in tale classe di 

molecole alcuni dei possibili fattori cellulari potenzialmente coinvolti anche nel 

processo di riattivazione del virus dalla latenza. 

 

2.2.5 Infezione da citomegalovirus e sorveglianza immunitaria dell’ospite 

È noto come l’infezione da HCMV eserciti un forte impatto sul sistema immunitario 

dell’ospite. In particolare, per coesistere con l’ospite, HCMV ha evoluto sofisticati 

sistemi finalizzati all’evasione dai meccanismi di riconoscimento ed eliminazione 

messi in atto dal sistema immunitario 248.  

Un ulteriore aspetto importante è rappresentato dal fatto che la persistenza di HCMV 

come virus latente non corrisponde ad una condizione silente, ma costituisce 

piuttosto una fonte di stimolazione continua per il sistema immunitario, probabilmente 

a seguito di cicli di riattivazione subclinici, con rilevanti conseguenze per l’ospite 

27,29,30,249–252. 

 
2.2.5.1 Strategie di evasione dalla risposta immunitaria attuate da 

citomegalovirus 

HCMV attua diverse strategie per evadere dalla risposta immunitaria dell’ospite 

(Figura 7). Com’è noto, in risposta all’infezione ed al fine di bloccare la 

replicazione del genoma virale, le cellule infettate iniziano a produrre citochine 
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pro-infiammatorie, quali l’IFN-alfa, l’IFN-beta e l’IFN-gamma 253–255. Le cellule 

infettate, inoltre, possono produrre chemochine, le quali richiamano verso il sito di 

infezione leucociti, macrofagi, cellule “Natural Killer” (NK) e linfociti T per la 

rimozione degli agenti virali 256. A tale riguardo, diversi dati di letteratura hanno 

evidenziato che HCMV è in grado di modulare a proprio vantaggio l’espressione e 

le vie di trasduzione del segnale dell’IFN-alfa, dell’IFN-beta e dell’IFN-gamma 257–

260. Inoltre, è stato dimostrato che HCMV regola negativamente l’espressione di 

alcune chemochine, come quelle definite “Regulated upon Activation, Normal T 

Cell Expressed, and Secreted” (RANTES), dell’interleuchina-8 (IL-8), della 

“Monokine Induced by Interferon-γ” (MIG), della “Monocyte Chemotactic Protein 1” 

(MCP-1) e della “Macrophage Inflammatory Protein-1-alfa” (MIP-1-alfa) 261,262. A 

queste strategie va aggiunta l’azione svolta dalle proteine codificate dai geni 

UL16, UL18 e gpUL40 di HCMV, le quali consentono al virus di evitare il 

riconoscimento e l’eliminazione da parte delle cellule dell’immunità innata, quali le 

cellule NK 263–269. Inoltre, HCMV è in grado di sfuggire al riconoscimento da parte 

delle cellule dendritiche, ossia le più importanti “Antigen Presenting Cells” (APC), 

cellule specializzate nel legarsi all'antigene e presentarlo, dopo elaborazione, ai 

linfociti T 270,271. Nello specifico, HCMV può mediare sia la riduzione dei livelli di 

espressione dei complessi MHC-I e MHC-II sulla superficie di tali cellule, sia la 

loro maturazione e migrazione in risposta alle diverse chemochine prodotte al fine 

di fronteggiare l’infezione 248. Questi molteplici effetti sulle cellule dendritiche 

inducono il ritardo o la prevenzione nella produzione di cloni di cellule T HCMV-

specifiche, sia CD8+ (linfociti T citotossici), sia CD4+ (linfociti T “helper”) 272. 

 

 



Introduzione 
Infezione da HCMV 

35 

 

 

Figura 7. Principali strategie attuate da HCMV per evadere la risposta immunitaria dell’ospite 

[immagine modificata da: “Söderberg-Nauclér C. Does cytomegalovirus play a causative role in 

the development of various inflammatory diseases and cancer? J Intern Med. 2006;259(3):219–

46”]. 

 

2.2.5.2 Sottopopolazioni di linfociti T citomegalovirus-specifici 

È noto come il mantenimento dell’equilibrio fra infezione latente da HCMV e 

risposta immunitaria antivirale comporti l’espansione dei meccanismi di controllo 

dell’infezione ed un riassetto del sistema immunitario. A tale riguardo, i linfociti T 

HCMV-specifici costituiscono una rilevante porzione del compartimento della 

memoria 273,274. Come risaputo, dopo un’infezione acuta, i linfociti T di memoria 

rappresentano la popolazione cellulare dominante nel sangue e negli organi 

linfoidi secondari; in caso di infezioni successive, essi possono indurre in tempi 
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rapidi una potente risposta immunitaria differenziandosi in linfociti T effettori 275,276. 

Nel caso di HCMV, diversi dati depongono a favore del fatto che l’infezione latente 

possa, invece, stimolare in modo persistente i linfociti T CD8+ con una 

conseguente permanenza nel sangue e nei tessuti di una cospicua quantità di 

cellule T CD8+ di memoria ma con fenotipo effettore, ossia già pronte a svolgere 

la loro azione senza bisogno di alcun ulteriore differenziamento 273,277,278. In 

particolare, tali popolazioni cellulari HCMV-specifiche tendono ad espandersi con 

l’età, come suggerito da un aumento delle risposte T CD8+ anti-HCMV nei 

soggetti anziani 27,51,274,279–283. È importante evidenziare che tale fenomeno, noto 

come “memory inflation”, è una caratteristica distintiva dell’infezione da HCMV, 

poiché non è stato rilevato affatto o non in proporzioni paragonabili per altri 

membri della stessa famiglia 284. Nello specifico, l’ipotesi è quella di una 

progressiva espansione dei cloni linfocitari specifici per determinati epitopi 

immunodominanti di HCMV, con conseguente accumulo dei linfociti T CD8+ 

oligoclonali (Figura 8) 283; si tratta, in particolare, della fosfoproteina del tegumento 

pp65 e della proteina precocissima IE1 
273,285–291

. Al contrario, le cellule T CD4+ 

non sembrano andare incontro ad un'inflazione consistente 274,292,293. Tale 

riassetto del sistema immunitario, conseguente all’espansione dei meccanismi di 

controllo dell’infezione latente da HCMV, è stato recentemente messo in relazione 

a diverse patologie, quali malattie cardiovascolari 
25–28,31,49,50

 e malattie 

autoimmuni 77,294,295. 
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Figura 8. Deregolazione della risposta immunitaria anti-HCMV conseguente 

all’espansione di cloni linfocitari specifici per determinati epitopi immunodominanti di 

HCMV, con conseguente accumulo di linfociti T CD8+ oligoclonali [immagine 

modificata da: “Sansoni P. et al. New advances in CMV and immunosenescence. Exp 

Gerontol. 2014;55:54–62”]. 
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3. OBIETTIVI DELLA RICERCA 

 

3.1 VALIDAZIONE DI UN MODELLO DI INFEZIONE IN VITRO PER LO 

STUDIO DELLA RIATTIVAZIONE DI CITOMEGALOVIRUS 

 

3.1.1 Premessa 

Per specifiche categorie di soggetti, nell’ambito di individui adulti sieropositivi per 

HCMV, la riattivazione clinicamente manifesta del virus endogeno rappresenta 

l’evento più temibile per la conseguente disseminazione tissutale e patologia 

d’organo. 

Diversi studi forniscono evidenze sul fatto che il differenziamento dei monociti a 

macrofagi in vivo rappresenti l’evento chiave associato alla riattivazione del virus 

dalla latenza. Allo stesso tempo gli studi ex vivo sono ostacolati dal fatto che il 

numero di cellule e la quantità di DNA di HCMV reperibile nelle sedi naturali di 

latenza sono estremamente esigue. In tale ottica, è sentita l’esigenza di mettere a 

punto modelli virus-cellula in vitro, che ricalchino quanto avviene in vivo e permettano 

lo studio della riattivazione di HCMV, garantendo, al contempo, un numero adeguato 

di cellule infettate rispetto al sistema naturale. Com’è noto, i monociti THP-1 non 

sono permissivi all’infezione litica di HCMV e sono stati in gran parte sfruttati come 

modello di latenza 237,238,240. Il differenziamento dei monociti THP-1 a macrofagi 

media il passaggio ad una fase post-mitotica e permette la replicazione produttiva di 

HCMV 233,234. A tale riguardo, i monociti THP-1 sono stati anche ampiamente 

utilizzati come sistema litico, inducendo il loro differenziamento a macrofagi prima 

dell'infezione 237,238,296–298. D'altra parte, un minor numero di studi ha affrontato
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l'utilizzo dei monociti THP-1 come modello di riattivazione (inducendo il 

differenziamento a macrofagi dopo l'infezione); in quest’ultimo caso, i dati disponibili 

sono frammentari e non riguardano l'intero programma litico.  

 

3.1.2 Obiettivi 

Verrà eseguita una serie di esperimenti per la messa a punto e la validazione della 

linea cellulare THP-1 come modello di riattivazione, analizzando tutte le fasi del ciclo 

replicativo virale fino alla produzione di progenie. 

In primo luogo, verrà effettuata una verifica dell’avvenuto differenziamento dei 

monociti THP-1 a macrofagi (indotto mediante esteri del forbolo), per accertare che le 

caratteristiche di queste cellule ricalchino quelle del modello naturale. 

In secondo luogo, verrà verificato se l’utilizzo di uno stipite endoteliotropico di HCMV 

(TB40E), con tropismo molto più spiccato per cellule macrofagiche rispetto al ceppo 

di laboratorio Towne, frequentemente usato in tali tipologie di studi, possa rendere il 

modello sperimentale messo a punto molto più assimilabile a quello naturale. 

In terzo luogo, verrà verificata l’assenza di esosomi nella sospensione virale 

corrispondente alla progenie derivata dal modello di riattivazione THP-1, che 

potrebbero falsare il risultato sull’emergenza di virioni progenie in quanto possibili 

veicoli di componenti virali nel sistema permissivo (fibroblasti MRC5) utilizzato per 

verificare la resa virale da cellule THP-1 riattivate. 
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3.2 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN SOGGETTI 

ANZIANI CON ICTUS ISCHEMICO 

 

3.2.1 Premessa 

Recentemente, un numero crescente di dati di letteratura ha correlato l’infezione da 

HCMV e lo sviluppo di patologie croniche associate con l’invecchiamento 25–27. In 

particolare, è stato evidenziato come, nei soggetti anziani, il mantenimento 

dell’equilibrio fra infezione latente o persistente da HCMV e risposta immunitaria 

antivirale comporti l’espansione dei meccanismi di controllo dell’infezione ed un 

riassetto del sistema immunitario ed è stata dimostrata una correlazione tra il 

deterioramento delle condizioni di salute degli anziani e l’aumento della risposta 

immunitaria anti-HCMV. L’ipotesi emergente è che, sottesi a questo evento, vi 

possano essere episodi di riattivazione virale sistemica o localizzata 25. Questa 

ipotesi merita di essere valutata in soggetti anziani in corso di patologia acuta come 

l’ictus ischemico.  

 

3.2.2 Obiettivi 

Considerate le premesse sopra citate, è sentita l’esigenza di identificare, in pazienti 

anziani con ictus ischemico, marcatori predittivi del rischio di complicanze, in 

particolare quelli relativi al rischio di riattivazione virale. 

A tale scopo, in questo studio osservazionale prospettico, saranno effettuate ricerche 

mirate alla valutazione della risposta umorale nei confronti di HCMV ed al 

rilevamento del DNA virale da campioni di sangue periferico di tali soggetti. Inoltre, 

sulla base delle conoscenze acquisite dallo studio effettuato nel modello virus-cellula
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in vitro e da esperimenti preliminari, verrà applicato un protocollo sperimentale per il 

possibile rilevamento di DNA di HCMV anche allo stato latente, finalizzato 

all’identificazione di possibili combinazioni genotipiche nell’ambito dei geni di HCMV 

che codificano per le glicoproteine N e O del pericapside virale quali noti fattori di 

virulenza. 
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3.3 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN PAZIENTI 

AFFETTI DA SCLEROSI SISTEMICA 

 

3.3.1 Premessa 

La sclerosi sistemica (SSc), anche nota come sclerodermia, è una malattia 

caratterizzata da anomalie immunologiche, sia umorali, sia cellulari, danno 

endoteliale (apoptosi delle cellule endoteliali e vasculopatia) ed eccessiva 

deposizione extracellulare di collagene, con conseguente fibrosi di cute e organi 

interni 252,299–303. L’eziopatogenesi di tale malattia resta ad oggi sconosciuta e si 

ritiene che sia multifattoriale. Come per altre condizioni autoimmuni, si ipotizza il 

ruolo di fattori scatenanti tossici e/o infettivi su un “background” genetico 

predisponente, nell’ambito di un complesso processo “multi-step” 252,299–303.  

In particolare, è stato evidenziato un ruolo rilevante delle risposte linfocitarie T nella 

patogenesi della SSc, con possibile contributo delle stesse alla modulazione della 

fibrosi e al danno vascolare 75,76,304–306, anche se, ad oggi, la tipologia e la funzione di 

queste specifiche sottopopolazioni di cellule T non sono ancora state caratterizzate 

in relazione alle diverse fasi della patologia 306. 

Inoltre, mentre diversi studi si sono concentrati sul coinvolgimento di linfociti T CD4+ 

nella fase infiammatoria e nella fibrosi tissutale 307–314, sono pochi i lavori che si sono 

occupati di approfondire il ruolo delle cellule T CD8+. Studi recenti evidenziano la 

presenza predominante di infiltrati di cellule T CD8+ nella cute lesionata dei pazienti 

affetti da SSc già nelle prime fasi della malattia 300, mentre, viceversa, nella cute di 

soggetti sani è stato rilevato solo un numero esiguo delle suddette popolazioni 

linfocitarie 315,316. 
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Altre osservazioni interessanti sono relative al fatto che le cellule T CD8+ identificate 

nel sangue periferico di pazienti con SSc presentano un'espansione oligoclonale 

antigene-dipendente, la cui specificità tuttavia non è ancora nota 304,317–319. 

Costituiscono ipotetici fattori scatenanti la SSc e/o favorenti l’esacerbazione della 

sintomatologia alcuni virus, accomunati dalle seguenti caratteristiche: capacità di 

instaurare infezione latente/cronica 75–77,304 e capacità di infettare le tipologie cellulari 

coinvolte nella patogenesi della SSc (monociti, cellule endoteliali e fibroblasti) 79,252;  

tra gli agenti virali che rispondono a tali caratteristiche vi è HCMV.  

In particolare, l’esigenza di svolgere ricerche volte ad appurare il ruolo patogenetico 

di HCMV nella SSc è dettata da una serie di dati emersi da diversi studi: 

- HCMV è in grado di infettare fibroblasti e cellule endoteliali in vivo (ossia i bersagli 

cellulari principali nella SSc) e trascritti di HCMV sono stati rilevati in cellule 

endoteliali di una paziente che ha sviluppato la malattia dopo un’infezione recente 

da parte di questo agente virale 320; 

- da sottolineare come l’apoptosi delle cellule endoteliali e l’iper-proliferazione di 

fibroblasti umani siano fenomeni rilevanti nella SSc 
321–325

, necessariamente 

legate ad aberrazioni del normale svolgimento del ciclo cellulare. HCMV è in grado 

di alterare il normale svolgimento del ciclo cellulare in maniera diversa, 

dipendentemente dalla tipologia cellulare coinvolta 201. In particolare, il nostro 

gruppo di ricerca ha descritto il coinvolgimento della proteina pp65 di HCMV 

nell’alterazione ciclo cellulare virus-indotta 138,200,201; 

- sono stati rilevati livelli significativamente più elevati di anticorpi sierici anti-HCMV 

nei soggetti affetti da SSc rispetto a soggetti sani 74,76,83,326–328, diretti contro 

antigeni immunodominanti quali pp65, la proteina IE1 e il prodotto del gene virale 

UL94 79,83,327,329–331; 
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- è stato ipotizzato, evocando un meccanismo di mimetismo molecolare, un ruolo 

degli anticorpi diretti contro la proteina codificata dal gene UL94 di HCMV (tra 

quelli più frequentemente rilevati nel siero di pazienti con SSc) nel riconoscimento 

di recettori di membrana di fibroblasti e cellule endoteliali77,332, contribuendo 

all’espressione di geni coinvolti in alcune delle alterazioni caratteristiche della SSc;  

- HCMV è stato descritto come uno degli agenti in grado di contribuire 

all'espansione di specifiche sottopopolazioni di cellule T CD8+ in relazione 

all’aumentare dell'età 27,249,251,274,292,293, con particolare riguardo per le proteine 

immunodominanti di HCMV, quali la fosfoproteina del tegumento pp65 e la 

proteina precocissima IE1 273,285–291.  

Sulla base di quanto sopra descritto, è plausibile ritenere che: 

- l’infezione di fibroblasti e di cellule endoteliali da parte di HCMV possa contribuire, 

attraverso alterazione del ciclo cellulare, ad alcune presentazioni cliniche della 

SSc;  

- anticorpi anti-specifiche componenti virali (in particolare, anti-pp65 o anti-IE1, oltre 

che anti-UL94), attraverso il riconoscimento di recettori di membrana, inducano un 

“signalling” cellulare che porti ad una deregolazione del ciclo cellulare e 

all’instaurarsi del fenotipo simil-sclerodermico; 

- la risposta cellulo-mediata, attraverso l’attivazione di sottopopolazioni di linfociti T 

CD4+ e CD8+ circolanti osservata in caso di SSc 
74,76,333–340

, possa avvenire ad 

opera di antigeni di diversa natura, tra cui specifiche proteine di HCMV, quali 

potenziali candidati di rilievo 75.  
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3.3.2 Obiettivi 

Verrà effettuato uno studio relativo al ruolo dell’infezione da HCMV in soggetti affetti 

da SSc, focalizzando l’attenzione sulla risposta immunitaria cellulo-mediata in questi 

pazienti. Nello specifico, gli obiettivi di questo studio osservazionale prospettico 

saranno quelli di effettuare (i) la valutazione quantitativa delle risposte dei linfociti T 

CD4+ e T CD8+ in seguito a stimolazione con antigeni immunodominati di HCMV (in 

particolare pp65, IE1 e UL94) nei soggetti affetti da SSc a confronto con soggetti 

sani, (ii) la valutazione delle possibili differenze tra le risposte linfocitarie T CD4+ e le 

risposte linfocitarie T CD8+ HCMV-specifiche nei pazienti affetti da SSc e (iii) la 

valutazione delle possibili differenze delle risposte linfocitarie HCMV-specifiche in 

relazione alla durata della malattia e ai principali segni clinici riscontrati nei pazienti. 

Ai risultati ottenuti verrà successivamente applicata un’analisi statistica al fine di 

valutare la significatività delle differenze riscontrate.  
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4. MATERIALI E METODI 

 

4.1 VALIDAZIONE DI UN MODELLO DI INFEZIONE IN VITRO PER LO 

STUDIO DELLA RIATTIVAZIONE DI CITOMEGALOVIRUS 

 

4.1.1 Colture cellulari  

Le cellule monocitarie THP-1 derivanti da leucemia umana acuta (Istituto 

Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna) 341, modello 

sperimentale utilizzato per lo studio in oggetto, sono state coltivate in sospensione in 

terreno “Roswell Park Memorial Institute 1640” (RPMI) (EuroClone), addizionato di 

siero fetale di vitello (FBS; 10%), sodio piruvato (1%), L-glutamina (1%), antibiotici 

(penicillina 100 unità/ml e streptomicina 100 µg/ml) (EuroClone) e beta-

mercaptoetanolo (50 μM) (Sigma-Aldrich).  

Per indurre il differenziamento cellulare (monociti THP-1 differenziati a macrofagi), 

aliquote a concentrazione nota di monociti THP-1 sono state trattate con 80 nM di 

12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato (TPA) (Sigma-Aldrich) risospeso in 

dimetilsulfossido (DMSO) (Sigma-Aldrich), per 48 h.  

I fibroblasti da polmone embrionale umano MRC5 342 sono stati coltivati in terreno 

“Minimum Essential Medium”, modificato con sali di Earle (E-MEM) (EuroClone) ed 

addizionato di FBS (10%), sodio piruvato (1%), aminoacidi non essenziali (1%), L-

glutamina (1%) ed antibiotici (penicillina 100 unità/ml e streptomicina 100 µg/ml). 
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4.1.2 Virus 

I ceppi virali utilizzati per l’infezione sperimentale dei monociti THP-1 (modello di 

latenza), per l’infezione delle stesse cellule differenziate a macrofagi dopo l’infezione 

(modello di riattivazione) e per l’infezione delle stesse cellule differenziate a 

macrofagi e poi infettate (modello litico) sono: 

- il ceppo endoteliotropico TB40E (gentilmente fornito dal Prof. Thomas Mertens - 

Università di Ulm, Germania) riprodotto in fibroblasti embrionali umani MRC5; 

- il ceppo Towne (ATCC N. VR-977) riprodotto in fibroblasti embrionali umani MRC5. 

Le riproduzioni virali sono state titolate sulla base della determinazione quantitativa 

dell’infettività come precedentemente descritto 199; il titolo virale è stato espresso in 

unità formanti placca [UFP]/ml. 

 

4.1.3 Infezione virale dei modelli latente e riattivato  

Aliquote a concentrazione nota di cellule THP-1 non differenziate (modello di latenza) 

sono state infettate con lo stipite TB40E di HCMV a molteplicità di infezione (MOI) 

decrescenti (0.5 – 0.25 – 0.125 UFP/cellula). Le sospensioni cellulari infettate sono 

state poste in piastre a 6 pozzetti a una concentrazione pari a 1.7 x 106 cellule/ml 

(circa 5 x 106 cellule per pozzetto), centrifugate per 45 minuti (min) a 700 x g e, 

successivamente, incubate a 37°C per 75 min. Al termine del periodo di 

adsorbimento (2 ore, h), le cellule sono state sottoposte a due lavaggi con RPMI 

privo di siero e incubate a 37°C per 30 h, 4, 6 e 7 giorni. Lo stesso protocollo 

sperimentale è stato applicato al modello di riattivazione, ad eccezione del fatto che 

dopo un giorno di incubazione i monociti THP-1 infettati sono stati differenziati a 

macrofagi addizionando TPA (80 nM) al terreno di coltura. Le cellule differenziate 

sono state poi incubate per i tempi prestabiliti. 
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Come per l'infezione delle cellule THP-1, anche per i fibroblasti MRC5 l'adsorbimento 

del virus è stato effettuato in centrifugazione a 700 x g per 45 min seguito da un 

incubazione di 15 min a 37°C; dopo l’adsorbimento, l’inoculo virale è stato rimosso e 

sostituito con E-MEM (10%). 

 

4.1.4 Analisi citofluorimetrica di monociti e macrofagi THP-1 non infettati 

Monociti THP-1 sono stati coltivati in piastre a 6 pozzetti alla concentrazione 1.7 x 

106 cellule/ml e differenziati a macrofagi come descritto nel paragrafo “Colture 

cellulari” di questa stessa sezione. Al fine di valutare il grado di differenziamento, 

dopo 4 e 6 giorni i macrofagi THP-1 sono stati tripsinizzati e analizzati mediante 

citofluorimetria per la presenza dei marcatori di superficie di differenziamento 

cellulare CD11b e CD14. Aliquote da 0.5 x 106 cellule sono state messe a contatto 

con anticorpi monoclonali anti-CD11b e anti- CD14 (Becton Dickinson). 

La fluorescenza aspecifica è stata valutata utilizzando un controllo isotipico. I dati 

ottenuti sono stati espressi sia come numero di cellule esprimenti i marcatori di 

differenziamento, sia come intensità di fluorescenza espressa sulla superficie delle 

cellule (“Mean Fluorescence Intensity”; MFI). Le analisi sono state effettuate 

utilizzando lo strumento EPICS® XL-MCL e Expo32ADC Software (Beckman 

Coulter). 

 

4.1.5 Analisi della progenie virale  

L’analisi della progenie virale derivata da cellule THP-1 infettate con il ceppo TB40E 

e con il ceppo Towne alle tre MOI considerate (0.5 – 0.25 – 0.125) e in seguito 

differenziate (modello di riattivazione) e mantenute in coltura per 7 giorni, è stata 
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eseguita utilizzando il sovranatante delle cellule infettate a ciascuna MOI, 

centrifugato a 13900 x g per 30 min a 4°C e poi ultracentrifugato a 60000 x g per 1 

ora a 4°C. Il sedimento virale è stato utilizzato per l’infezione di fibroblasti MRC5 

(modello permissivo per eccellenza in vitro). La stessa procedura è stata applicata 

anche al modello sperimentale di latenza come controllo negativo.  

La presenza di progenie virale ed il titolo della stessa sono stati valutati dopo 24 h di 

infezione (per il rilevamento di IE) e dopo 48 h di infezione (per il rilevamento di 

pp65) mediante immunofluorescenza indiretta, utilizzando nel primo caso un 

anticorpo monoclonale (diluito 1:20 in tampone fosfato salino [PBS] 1X) diretto contro 

un epitopo comune alle proteine precocissime maggiori IE1 e IE2 di HCMV (Argène), 

nel secondo caso un anticorpo monoclonale purificato (diluito 1:20 in PBS 1X) (cloni 

1C3 e AYM-1; Argène) diretto verso la fosfoproteina strutturale di matrice pp65. 

Per l’immunoreazione, le cellule sono state incubate a 37°C per 1 h in camera umida. 

Dopo 4 lavaggi in PBS 1X, i preparati cellulari sono stati incubati a 37°C per 30 min 

in camera umida, con Ig anti-topo coniugate con isotiocianato di fluoresceina (FITC) 

(Argène) diluite 1:500 in 4’,6-diamidin-2-fenilindolo (DAPI) (Sigma-Aldrich) e Blu di 

Evans (Sigma-Aldrich). 

Al termine del periodo di incubazione i preparati sono stati lavati con PBS 1X, 

montati su vetrini portaoggetti con relativo liquido di montaggio e analizzati con 

microscopia a fluorescenza (Leica DMLB). 

Per eseguire una valutazione quantitativa di fibroblasti MRC5 positivi per IE e pp65, 

sono stati contati dieci campi selezionati a caso per vetrino e il numero di cellule 

positive per IE o pp65 è stato espresso come valore medio percentuale rispetto al 

numero totale di cellule per campo (da 280 a 340 fibroblasti MRC5 totali). 
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4.1.6 Valutazione dell’infettività virale mediante titolazione della dose infettante 

il 50% delle colture cellulari (TCID50)  

Allo scopo di valutare l’infettività della progenie virale, sono state allestite in terreno 

E-MEM privo di FBS, 10 diluizioni seriali in base 10 a partire dai sovranatanti di 

cellule THP-1 infettate e poi differenziate (modello di riattivazione) a tutte le MOI 

considerate. Una volta allestite le diluizioni, è stata utilizzata una micropiastra a 96 

pozzetti, nella quale per ciascuna diluizione sono stati distribuiti 100 μl per pozzetto 

(4 repliche per diluizione). Inoltre, nella piastra sono stati riservati due pozzetti per il 

controllo cellule, in cui venivano aliquotati 100 μl di E-MEM privo di siero, e due 

pozzetti per il controllo di infezione nei quali venivano dispensati 100 μl dei campioni 

(sovranatanti) non diluiti. Infine, ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 μl di 

sospensione cellulare di fibroblasti MRC5 (6 x 105 cellule/ml) allestita in terreno E- 

MEM integrato con FBS (5%) precedentemente scomplementato a 56°C per 30 min. 

La piastra è stata successivamente incubata a 37°C in termostato e osservata 

quotidianamente, per 5 – 6 giorni, al fine di osservare la presenza di effetto 

citopatico. I valori di TCID50 sono stati calcolati utilizzando il metodo stabilito da Reed 

e Muench 343 ed espressi come valori di TCID50 per 0.1 ml.  

 

4.1.7 Estrazione degli esosomi 

I sovranatanti delle colture di macrofagi THP-1 derivati da monociti non infettati e di 

macrofagi THP-1 derivati da monociti (1.7 x 106 cellule/ml) infettati a MOI 0.5 con il 

ceppo virale TB40E (modello di riattivazione), sono stati sottoposti a centrifugazioni 

seriali al fine di effettuare l’estrazione degli esosomi: centrifugazione a 1000 x g per 

10 min a 4°C per rimuovere le cellule in sospensione; centrifugazione a 10000 x g 

per 10 min a 4°C del sovranatante per rimuovere i detriti cellulari. A seguire, il 
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sovranatante derivante dall’ultima centrifugazione è stato sottoposto a 

ultracentrifugazione a 100000 x g per 90 min a 4°C per la raccolta degli esosomi nel 

sedimento 344. I sedimenti derivanti dai modelli sperimentali considerati sono stati 

risospesi in PBS 1X e filtrati con un filtro da 0.2 micron. Infine, le sospensioni 

proteiche ottenute sono state sottoposte a quantificazione applicando il metodo 

Bradford 345. 

 

4.1.8 Elettroforesi su gel di poliacrilamide (“Sodium Dodecyl Sulphate-

PolyAcrylamide Gel Elecrophoresis”; SDS-PAGE)  

L’elettroforesi è stata realizzata utilizzando il sistema Bio-Rad modello Mini-Protean 

III; questo tipo di elettroforesi sfrutta la combinazione di un gel in cui il campione si 

concentra (4% poliacrilamide: “stacking gel”) (Sigma-Aldrich) e di un gel a 

concentrazione di acrilamide utile all’analisi di interesse (nel caso specifico: 10% 

poliacrilamide: “running gel”), che consente la separazione delle proteine in base al 

loro peso molecolare. 

La migrazione elettroforetica è stata effettuata a 100 Volts per 1 h in soluzione 

elettrolitica contenente 25 mM Tris, 192 mM glicina (pH 8.3) e sodio dodecilsolfato 

(SDS; 0.1%) (Sigma-Aldrich). In ogni pozzetto preformato nel gel di “stacking” sono 

state caricate quantità uguali di proteine (20 µg) per ciascun estratto, in un volume di 

10 μl/pozzetto; uno di essi è stato utilizzato per caricare una miscela di proteine 

colorate a peso molecolare noto (“6.5-200 kDa Prestained Proteine Marker II”; 

Panreac AppliChem). 
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4.1.9 Western blotting 

Una volta terminata la migrazione elettroforetica su gel, le proteine sono state 

trasferite elettroforeticamente (“elettroblotting”) su un supporto sintetico solido, 

costituito da una membrana di fluoruro di polivinilidene (“Immobilon-P PVDF 

membrane”; Millipore), mediante il sistema “Novex® Western Transfer Apparatus” 

(Invitrogen). L’elettroblotting è stato effettuato assemblando preventivamente i diversi 

componenti che poi sono stati immersi in tampone di trasferimento (12 mM Tris, 96 

mM glicina, 20% metanolo, acqua Milli-Q) e trasferiti elettroforeticamente a basso 

voltaggio (20 Volts) per una notte a 4°C. Successivamente, la membrana è stata 

incubata in latte magro per 30 min in modo da impedire il legame aspecifico degli 

anticorpi alla superficie della membrana. Per l’analisi degli esosomi, la membrana è 

stata quindi incubata per 1 h e 30 min in agitazione, a temperatura ambiente con 

l’anticorpo monoclonale anti-Alix (diluito 1:500 in latte) (HansaBiomed); come 

controllo positivo è stato utilizzato uno standard di esosomi liofilizzati derivati dal 

mezzo di coltura di cellule COLO-1 (HansaBiomed). 

Dopo incubazione con gli anticorpi primari, la membrana è stata lavata con PBS 1X 

integrato con 0.2% Tween20 (Sigma-Aldrich) e successivamente incubata (1 h in 

agitazione, a temperatura ambiente) con l’anticorpo secondario anti-topo (diluito 

1:6000 in PBS 1X; Sigma-Aldrich) coniugato con fosfatasi alcalina (AP). Una volta 

terminato il periodo di incubazione, la membrana è stata lavata per 4 volte con PBS 

1X e sottoposta all’immunorivelazione con il substrato dell’enzima fosfatasi alcalina 

(“BCIP/NBT-buffered”; Sigma-Aldrich). 
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4.2 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN SOGGETTI 

ANZIANI CON ICTUS ISCHEMICO 

 

4.2.1 Soggetti arruolati nello studio e raccolta dei campioni di sangue venoso 

periferico 

Lo studio, di tipo osservazionale prospettico, ha previsto l’arruolamento di 105 

soggetti anziani (intervallo di età: 65 – 99 anni) con ictus ischemico, come primo 

evento o recidiva di evento minore, ricoverati presso la “Stroke Unit” della Clinica 

Geriatrica dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma (AOU) di Parma o presso 

l’Unità Operativa (UO) di Neurologia dell’AOU di Parma. Il protocollo sperimentale è 

stato sottomesso e approvato dal Comitato Etico Unico di Parma (Codice 

identificativo del progetto: PRUa1RI-2012-006). I pazienti o i loro rappresentanti 

autorizzati sono stati informati sulle caratteristiche dello studio ed invitati a 

sottoscrivere il consenso.  

In particolare, i pazienti sono stati sottoposti ad un prelievo di sangue venoso 

periferico addizionato di anticoagulante (acido etilendiamminotetraacetico; EDTA), 

eseguito dopo 102 giorni dal ricovero, per analizzare i parametri virali di eventuale 

riattivazione (DNAemia da HCMV) e per la caratterizzazione genotipica delle 

glicoproteine gN e gO del pericapside di HCMV quali fattori di virulenza.  

La valutazione dettagliata, a seguito della raccolta dei dati clinici dei pazienti, ha 

rivelato la non completa adesione ai criteri di inclusione previsti dallo studio per 6 

pazienti che sono stati, pertanto, esclusi. Dei 99 pazienti studiati, 55 erano femmine 

(55.6%) e 44 maschi (44.4%), con una mediana di età di 78 anni ed un intervallo 

compreso tra 65 e 99 anni (limiti inferiore e superiore, rispettivamente, stabiliti dai 

criteri di inclusione).  
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4.2.2 Valutazione della risposta anticorpale nei confronti di citomegalovirus 

Allo scopo di stabilire l’esposizione pregressa all’infezione da HCMV, mediante 

saggio immunoenzimatico è stata effettuata la determinazione di immunoglobuline 

(Ig) specifiche di classe G (IgG) dirette contro HCMV (“Liaison CMV IgG II”, DiaSorin 

e Liaison XL instrument, DiaSorin) sui 99 campioni di plasma ottenuti da ciascun 

paziente entro 3 giorni dall’evento. 

 

4.2.3 Quantificazione del DNA di citomegalovirus mediante Real-Time PCR 

I campioni di plasma per i quali il dosaggio delle IgG è risultato positivo sono stati 

sottoposti ad estrazione del DNA totale mediante sistema automatizzato 

(“NucliSENS® EasyMAG®”, bioMérieux) ed è stata determinata la quantità di DNA 

virale per mezzo di Real-Time PCR quantitativa (“CMV ELITe MGB® Kit”, 

ELITechGroup), amplificando una specifica regione genica rappresentata dall’esone 

4 del gene “immediate-early (IE) 1” di HCMV e lettura dei campioni con strumento 

ABI 7300 Real-Time PCR system (Applied BioSystem).  

 

4.2.4 Arricchimento e differenziamento di monociti 

Parallelamente, dai campioni di sangue venoso periferico è stato effettuato 

l’isolamento dei monociti ed il loro arricchimento.  

I campioni sono stati sottoposti a estrazione di linfomonociti (“Peripheral Blood 

Mononucleated Cells’’, PBMCs) mediante separazione su gradiente di “Ficoll” (VWR 

International BPI). Al fine di ottenere un arricchimento di monociti, i PBMCs sono stati 

incubati a 37°C per 15 min in terreno RPMI in presenza di siero umano (20%) 

(Sigma-Aldrich). Successivamente, i monociti sono stati indotti al differenziamento a 
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macrofagi, ovvero cellule aderenti al substrato, mediante il fattore di crescita 

“Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor” (GM-CSF) (Sigma-Aldrich) e 

mantenuti a 37°C per 7 giorni in terreno RPMI al 10% di siero umano.  

 

4.2.5 Ricerca di specifiche sequenze dei geni gN e gO di citomegalovirus 

mediante nested PCR 

I macrofagi sono stati sottoposti ad estrazione del DNA (“QIAamp® DNA Mini Kit”, 

Qiagen), in seguito quantificato mediante spettrofotometro (NanoDrop). Infine, sono 

state eseguite le reazioni di amplificazione genica mediante nested PCR delle 

sequenze geniche di HCMV codificanti per gN (UL73) e gO (UL74). Una sequenza 

specifica dell’enzima cellulare costitutivo “glyceraldelhyde 3-phosphate 

dehydrogenase” (GAPDH) è stata utilizzata come controllo di estrazione, mentre il 

DNA dello stipite virale di riferimento Towne è stato impiegato come controllo di 

amplificazione genica.  

I “primers” (Biosense) utilizzati per le reazioni di amplificazione sono riportati di 

seguito: 

gN (UL73; amplificato atteso: ~400 bp) 
346

 

gN-Forward (external): 5’–TCCCAGAATCGCTGAAAA–3’ 

gN-Reverse (external): 5’–CACCCACGTATGTAAACCTTAC–3’ 

 

gN-up (internal): 5’–TGGTGTGATGGAGTGGAAC–3’ 

gN-low (internal): 5’–TAGCCTTTGGTGGTGGTTGC–3’ 

  

gO (UL74; amplificato atteso: ~372 bp) 
222

 

gO-Forward (external): 5’–CAACGGTAGATGAGCAGCAA–3’ 

gO-Reverse (external): 5’–CATGGCGTTAACCAGGTAGAA–3’ 

  

gO-up (internal): 5’–CGACCAGAATCAGCAGTGAG–3’ 

gO-low (internal): 5’–TAGCCTTTGGTGGTGGTTGC–3’ 
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GAPDH (amplificato atteso: ~242 bp) 

GAPDH-Forward: 5’–AAGGCTGTGGGCAAGGTCAT–3’ 

GAPDH-Reverse: 5’–GAGGAGTGGGTGTCGCTGTT–3’ 

 

 

4.2.6 Polimorfismo di lunghezza dei frammenti di restrizione 

I relativi prodotti di amplificazione sono stati sottoposti a digestione enzimatica con 

differenti combinazioni di enzimi di restrizione (“Restriction Fragment Length 

Polymorphism”; RFLP) al fine di rilevare i diversi genotipi. Gli enzimi di restrizione 

utilizzati secondo le indicazioni della ditta produttrice (Fermentas) sono di seguito 

riportati: 

-  SacI (Streptomyces achromogenes), ScaI (Streptomyces caespitosus) e SalI 

(Streptomyces albus G.) per la digestione del gene gN; 

-  HpaII (Haemophilus parainfluenzae) per la digestione del gene gO. 

I prodotti di digestione sono stati, infine, caricati su gel di agarosio al 2% in tampone 

Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (“Electrophoresis Buffer”; Thermo Scientific) addizionato 

di bromuro di etidio, sottoposti ad elettroforesi (100 Volts) e visualizzati mediante lo 

strumento GelDoc XR (BioRad) dotato di fotocamera digitale e software per 

l’acquisizione delle immagini. 
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4.3 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN PAZIENTI 

AFFETTI DA SCLEROSI SISTEMICA 

 

4.3.1 Soggetti arruolati nello studio e raccolta dei campioni di sangue venoso 

periferico 

Questo studio osservazionale prospettico, distribuito complessivamente su 3 anni, 

prevede l’arruolamento di 50 pazienti affetti da SSc presso l’UO di Reumatologia 

dell’AOU Policlinico di Modena ed un numero equivalente di soggetti sani di 

controllo, paragonabili per età e genere. Il protocollo sperimentale è stato sottomesso 

e approvato dal Comitato Etico Locale e dal Comitato Etico “Area Vasta Emila Nord” 

(Codice identificativo del progetto: 2742016). I soggetti arruolati sono stati informati 

sulle caratteristiche dello studio ed invitati a sottoscrivere il consenso. 

Ad oggi sono stati arruolati 20 pazienti e 18 soggetti sani, i quali sono stati sottoposti, 

presso la UO dell’AOU Policlinico di Modena, rispettivamente, ad un prelievo di: 

- sangue venoso periferico eparinato; 

- sangue venoso periferico-EDTA; 

- sangue venoso periferico senza anticoaugulante. 

Nell’ambito della stessa mattinata in cui è stato effettuato il prelievo ematico, i 

suddetti prelievi di sangue venoso periferico sono stati portati alla UO di Virologia 

dell’AOU di Parma per l’applicazione immediata del protocollo sperimentale stabilito 

e/o conservazione e congelamento a -80°C. In particolare, il campione di sangue 

venoso periferico eparinato è stato subito processato ed utilizzato per la valutazione 

delle risposte linfocitarie T HCMV-specifiche. Per quanto riguarda il campione di 

sangue venoso periferico-EDTA, una parte è stata suddivisa in aliquote e conservata 

a -80°C (sangue intero), mentre la rimanente parte è stata centrifugata a 1250 x g
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per 15 min a temperatura ambiente ed il sovranatante (plasma) è stato suddiviso in 

aliquote e conservato a -80°C per la successiva ricerca del DNA di HCMV. Infine, il 

campione di sangue venoso periferico senza anticoaugulante è stato sottoposto a 

centrifugazione a 1.250 x g per 15 min a temperatura ambiente ed il sovranatante 

(siero) è stato suddiviso in aliquote e conservato a -80°C. 

Tutti i pazienti inclusi nello studio hanno soddisfatto i criteri ACR/EULAR 2013 per la 

SSc e sono stati classificati in pazienti affetti da SSc con forma cutanea limitata o 

diffusa in base all'entità del coinvolgimento cutaneo 347. Le indagini clinico-

epidemiologiche e di laboratorio, inclusa la determinazione del “modified Rodnan 

skin score” (mRSS) per la valutazione dell'entità della fibrosi cutanea 348,349 e del 

coinvolgimento degli organi interni, sono state eseguite secondo metodologie 

standardizzate 299,302; in particolare, l'mRSS è stato esaminato in 17 siti mediante 

palpazione ed è stato clinicamente valutato su una scala di ispessimento cutaneo: 0 

(normale), 1 (debole), 2 (intermedio) o 3 (severo). Le caratteristiche cliniche e 

sierologiche sono state accuratamente valutate ed estrapolate dalle cartelle cliniche 

dei pazienti. Infine, coerentemente con i dati riportati in letteratura, i pazienti affetti da 

SSc da un arco temporale superiore a 6 anni sono stati classificati come pazienti in 

stadio tardivo di malattia 300,306. 

 

4.3.2 Valutazione della risposta anticorpale nei confronti di citomegalovirus 

Allo scopo di stabilire l’esposizione all’infezione da HCMV, i campioni di sangue 

periferico ottenuti dai pazienti e dai soggetti sani arruolati nello studio sono stati 

sottoposti a determinazione delle immunoglobuline (Ig) specifiche di classe G (IgG) e 

M (IgM) dirette contro HCMV mediante saggio immunoenzimatico (“Enzygnost Anti-

CMV/IgG and IgM ELISA kit”; BEP® III System, Siemens). 
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4.3.3 Separazione dei linfomonociti e valutazione delle risposte linfocitarie T 

citomegalovirus-specifiche 

I PBMCs sono stati ottenuti mediante centrifugazione del campione di sangue 

venoso periferico eparinato su gradiente di densità di “Ficoll”. Dopo un lavaggio con 

PBS 1X, i PBMCs sono stati risospesi in terreno completo, costituito da RPMI 

addizionato di FBS (10%) scomplementato, sodio piruvato (1%), L-glutamina (1%), 

antibiotici (penicillina 100 unità/ml e streptomicina 100 µg/ml). Dopo aver contato i 

PBMCs vitali individuati mediante colorazione con Trypan Blu (Sigma-Aldrich) in 

camera di Burker, la sospensione cellulare è stata diluita fino ad ottenere una 

concentrazione pari a 5 x 106 cellule/ml. 

Le risposte linfocitarie T anti-HCMV sono state valutate mediante prove funzionali, 

nelle quali i PBMCs sono stati immediatamente stimolati per 16 h con: 

• enterotossina stafilococcica B da Staphylococcus aureus (SEB; controllo 

positivo) (Sigma-Aldrich); 

• DMSO risospeso in RPMI (FBS 10%) (controllo negativo); 

• 3 peptidi HCMV-specifici: prodotto del gene UL83 (pp65, proteina strutturale 

del tegumento); prodotto del gene UL123 (IE1, proteina precocissima 

maggiore) e prodotto del gene UL94 (“capsid-binding protein”) (“PepMix™”; 

JPT Peptide Technologies). 

Per effettuare la stimolazione sono state allestite miscele di reagenti in 5 tubi, 

secondo lo schema riportato in Tabella 1. In particolare, a ciascun tubo sono state 

aggiunte quantità fisse di RPMI (FBS 10%), di inibitore del trasporto proteico 

“monensina” (“BD GolgiStop&trade”; BD Biosciences) ed, infine, i reagenti con 

funzione di stimolo specifico sopracitati, per un volume complessivo pari a 50 μl/tubo. 
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Tabella 1. Volumi dei reagenti necessari per effettuare la 

stimolazione dei linfociti T CD4+ e CD8+ mediante i peptidi pp65, 

IE1 e UL94 di HCMV. 

Tubo 
Mix 

(RMPI 10% + 
monensina) 

Stimolo 
Quantità di 

stimolo 

1 48.5 µl + 0.5 µl SEB                      

(controllo positivo) 
1 µl 

2 43.5 µl + 0.5 µl 
RPMI + DMSO 

(controllo negativo) 4 µl + 2 µl 

3 43.5 µl + 0.5 µl 

UL83 (pp65) 

(proteina del tegumento 

virale) 

6 µl 

4 43.5 µl + 0.5 µl 

UL123 (IE1) 

(proteina precocissima 

maggiore 1) 

6 µl 

5 43.5 µl + 0.5 µl UL94 

(“capsid-binding protein”) 
6 µl 

 

Successivamente, sono stati aggiunti ad ogni tubo 200 µl della sospensione di 

PBMCs, in modo da stimolare 1 x 106 cellule/tubo. I tubi sono stati sottoposti a 

miscelamento meccanico su vortex e riposti in incubatore a 37°C per 2 h. Allo 

scadere dell’incubazione, per trattenere le citochine all’interno della cellula, sono stati 

aggiunti a ciascun tubo 250 µl di terreno contente l’inibitore del trasporto proteico 

“Brefeldina A” (BFA) (Sigma-Aldrich). I tubi sono stati, quindi, collocati nuovamente 

nell’incubatore per 14 ore. 

Il mattino seguente, trascorse complessivamente 16 ore di stimolazione, è stata 

eseguita la colorazione di superficie (marcatori CD3+, CD4+ e CD8+) ed 

intracitoplasmatica (IFN-gamma) mediante reazione di immunofluorescenza. I tubi 

sono stati prelevati dall’incubatore e, dopo aver aggiunto a ciascun tubo 100 µl di 
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soluzione contenente EDTA (20 mM; Sigma-Aldrich), sono stati riposti nuovamente in 

incubatore a 37°C per 10 min. A ciascuno dei tubi sono stati aggiunti 2 ml di 

soluzione di lavaggio; i tubi sono stati centrifugati a 400 x g per 8 min a 4°C. Al 

termine della centrifugazione, dopo aver eliminato il sovranatante, al sedimento di 

cellule sono stati aggiunti 5 µl/tubo di anticorpo monoclonale anti-CD4 coniugato con 

ficoeritrina (PE) (BD Biosciences), 5µl di anticorpo monoclonale anti-CD8 coniugato 

con alloficocianina (APC) (BD Biosciences) e 5µl di anticorpo monoclonale anti-CD3, 

marcatore pan-leucocitario T (SK7) coniugato con peridinina clorofilla (PerCP) (BD 

Biosciences), ed i tubi sono stati incubati per 30 min a 4°C. Al termine 

dell’incubazione, in ciascun tubo è stato aggiunto 1 ml di lisante (“FACS Lysing 

Solution”; BD Biosciences) e, dopo un’incubazione al buio, a temperatura ambiente 

per 10 min, sono stati addizionati 2 ml di soluzione di lavaggio. Dopo aver 

centrifugato a 400 x g per 8 min a 4°C ed aver eliminato il sovranatante, in ciascun 

tubo è stato aggiunto 1 ml di permeabilizzante (“BD FACS&trade, Permeabilizing 

Solution”; BD Biosciences) e, dopo un’incubazione al buio, a temperatura ambiente 

per 10 min, è stato ripetuto un lavaggio mediante apposito tampone e 

centrifugazione a 400 x g per 8 min a 4°C. 

Infine, è stato aggiunto ad ogni tubo 1 µl di anticorpo anti-IFN-gamma coniugato a 

FITC (BD Biosciences) ed è stata effettuata un’incubazione al buio di 30 min a 4°C. 

Al termine, è stato eseguito un ultimo lavaggio e, dopo aver risospeso le cellule in 

100 µl di PBS 1X, i campioni sono stati sottoposti ad analisi citofluorimetrica.  

 

4.3.4 Analisi citofluorimetrica 

I campioni sono stati acquisiti mediante il citofluorimetro FACSCalibur (BD 

Biosciences) e sono stati analizzati almeno 0.5 x 106 – 0.7 x 106 eventi/tubo 
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utilizzando il software CELLQuest (BD Biosciences). Innanzitutto, è stata generata 

una regione o “gate” elettronico, identificato tramite i parametri “farward angle” e 

“side scatter” (FSC-H e SSC-H), i quali suddividono rispettivamente le cellule in base 

alla dimensione e alla densità. Successivamente, le cellule T CD4+ e CD8+ sono 

state selezionate sul grafico dei linfociti CD3 vs CD4 o, in alternativa, sul grafico dei 

linfociti CD3 vs CD8. Infine, le risposte delle cellule T (IFN-gamma+) CD4+ o CD8+ 

sono state definite come la percentuale di eventi IFN-gamma+ nei campioni stimolati 

dopo la sottrazione della percentuale di eventi IFN-gamma+ nel corrispondente 

controllo negativo. 

 

4.3.5 Analisi statistica 

Le analisi statistiche sono state eseguite mediante GraphPad Prism 7.0 (GraphPad 

Software Inc.). Il saggio di D'Agostino e Pearson è stato utilizzato per verificare la 

normalità dei campioni. Al fine di esaminare le relazioni tra le risposte delle cellule T 

in seguito a stimolazione HCMV-specifica e la durata della malattia o l’mRSS è stata 

calcolata la correlazione non parametrica (Spearman). Il saggio non parametrico di 

Mann-Whitney è stato utilizzato per confrontare i gruppi. I dati sono espressi come 

mediana ed interquartili. Un valore di probabilità di p<0.05 è stato considerato 

significativo. 
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5. RISULTATI 

 

5.1 VALIDAZIONE DI UN MODELLO DI INFEZIONE IN VITRO PER LO 

STUDIO DELLA RIATTIVAZIONE DI CITOMEGALOVIRUS 

 

5.1.1 Verifica dell’avvenuto differenziamento (indotto mediante esteri del 

forbolo) dei monociti THP-1 a macrofagi  

In primo luogo, mediante citofluorimetria, è stata analizzata l'espressione dei 

marcatori di differenziamento CD11b e CD14 in monociti THP-1 non infettati vs 

macrofagi THP-1 non infettati dopo 4 e 7 giorni di differenziamento con TPA (Figura 

9).  

Per quanto riguarda il marcatore CD14, i risultati hanno dimostrato che esso viene 

già altamente espresso in monociti THP-1 (Figura 9, pannello A). Tuttavia, la 

valutazione del valore di fluorescenza media (MFI), che riflette la concentrazione dei 

coniugati fluorescenti presenti sulla superficie cellulare, ha mostrato che l’intensità 

dell'espressione del recettore CD14 aumenta sulla superficie dei macrofagi THP-1 

(Figura 9, pannello B). Per quanto riguarda il marcatore CD11b, è stato osservato 

che il numero di cellule che esprimono questo recettore è significativamente 

maggiore in macrofagi THP-1 (Figura 9, pannello A), mentre l'espressione della 

fluorescenza MFI è risultata piuttosto costante in entrambi i tipi cellulari (Figura 9, 

pannello B). Inoltre, al fine di valutare il tasso di differenziamento nel modello di 

riattivazione (considerando che il processo di differenziamento induce l’adesione 

cellulare al substrato), sono state contate le cellule aderenti in 20 campi selezionati in



Risultati 
Modello di infezione in vitro per lo studio della riattivazione di HCMV 

64 

 

modo casuale sia nel caso di monociti differenziati a macrofagi non infettati sia di 

monociti infettati latentemente e differenziati dopo l'infezione (modello di 

riattivazione). Le due condizioni hanno mostrato risultati paragonabili (94% di cellule 

aderenti in monociti THP-1 non infettati differenziati in macrofagi vs 85% di cellule 

aderenti nel modello di riattivazione).  

 

 

Figura 9. Caratterizzazione dei marcatori di differenziamento CD11b e CD14 mediante 

citofluorimetria a flusso nei monociti THP-1 non infettati e nei macrofagi THP-1 derivati 

da monociti. (A) Per la valutazione quantitativa delle cellule (monociti e macrofagi THP-

1) esprimenti i marcatori di differenziamento CD11b e CD14, è stata eseguita una 

reazione di immunofluorescenza come descritto nella sezione “Materiali e metodi” a 4 e 

6 giorni dopo il differenziamento mediante TPA. (B) Analisi dei valori medi di intensità di 

fluorescenza (MFI) dei marcatori CD11b e CD14 in monociti e macrofagi THP-1 non 

infettati a 4 e 6 giorni dopo il differenziamento mediante TPA. Ai valori di MFI totali sono 

stati sottratti i valori di MFI di cellule marcate con un anticorpo avente funzione di 

controllo isotipico (controllo negativo). I risultati sono stati espressi come percentuale di 

monociti THP-1 positivi per i marcatori CD11b e CD14, rispettivamente. Le analisi sono 

state effettuate selezionando le cellule vitali. Sono stati condotti due esperimenti 

indipendenti; le barre di errore nei grafici rappresentano le deviazioni standard. I valori 

sono stati elaborati mediante il software GraphPad Prism 7.0. 
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5.1.2 Analisi della progenie virale derivata da cellule THP-1 utilizzate come 

modello di riattivazione 

Innanzitutto, al fine di verificare il completamento del ciclo replicativo del ceppo 

TB40E, è stata valutata la produzione di progenie virale nel modello di riattivazione a 

7 giorni dall’infezione (“post infection”, p.i.). La stessa procedura sperimentale è stata 

applicata anche al modello di latenza come controllo negativo; inoltre, l’efficienza 

della replicazione produttiva del ceppo TB40E in seguito a riattivazione è stata 

confrontata con quella ottenuta utilizzando il ceppo di laboratorio Towne (Figura 10 e 

Figura 11). A tale fine, il sovranatante ottenuto dai modelli di latenza e riattivazione 

utilizzando gli stipiti virali TB40E o Towne dopo 7 giorni di infezione, è stato 

processato come indicato nella sezione “Materiali e Metodi” ed utilizzato per 

l’infezione di fibroblasti umani MRC5 (un modello cellulare altamente permissivo 

all’infezione litica di HCMV in vitro). Le cellule positive per le proteine precocissime 

maggiori IE1 e IE2 (IE) sono state identificate mediante immunofluorescenza e 

rivelazione degli antigeni IE di HCMV nei nuclei di fibroblasti MRC5 infettati, 

utilizzando anticorpi diretti contro un epitopo comune alle proteine virali 

sopramenzionate (Figura 10A: TB40E; Figura 10C: Towne; pannelli a, b, c e a’, b’, c’: 

risultati per MOI 0.5, 0.25. 0.125, rispettivamente). La valutazione quantitativa dei 

fibroblasti infettati (positivi per IE) è mostrata in Figura 10B per il ceppo TB40E e in 

Figura 10D per il ceppo Towne. In modo analogo, mediante immunofluorescenza 

sono state determinate la presenza e la quantità dell’antigene virale tardivo pp65 in 

fibroblasti MRC5 dopo l’infezione con il sovranatante derivato dai modelli di latenza e 

riattivazione TB40E o Towne (Figura 11A, B: TB40E; Figure 11D, 11E: Towne). La 

progenie virale derivata dal ceppo TB40E e quella ottenuta dal ceppo Towne in 

seguito a riattivazione sono state titolate utilizzando il saggio TCID50, come descritto 
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nella sezione “Materiali e Metodi" (Figura 11C, Figura 11F per TB40E e Towne, 

rispettivamente). I risultati ottenuti dimostrano, per entrambi i virus, la presenza di 

una progenie virale infettante nel modello riattivazione e la sua assenza nel modello 

di latenza; l'efficienza di infezione del ceppo endoteliotropico TB40E è risultata 

essere superiore rispetto a quella del ceppo Towne.  

 

 

Figura 10. Analisi della progenie di HCMV derivata dai modelli di latenza e riattivazione THP-1: 

profilo di immunofluorescenza dell’antigene IE. (A) e (C): i fibroblasti MRC5 sono stati infettati 



Risultati 
Modello di infezione in vitro per lo studio della riattivazione di HCMV 

67 

 

con il terreno di coltura derivato da monociti THP-1 ("MRC5 positive per IE dal modello di 

latenza THP-1") e THP-1 macrofagi ("MRC5 positive per IE dal modello di riattivazione THP-

1"), che erano stati infettati con il ceppo TB40E (A) o con il ceppo Towne (C) di HCMV ad una 

MOI di 0.5 (pannelli a, a'), 0.25 (pannelli b, b') o 0.125 (pannelli c, c') per 7 giorni. A 24 h p.i., i 

fibroblasti MRC5 sono stati fissati e marcati con un anticorpo monoclonale specifico per 

l'epitopo comune codificato dall’esone 2 dei geni IE1 e IE2 di HCMV. L’immunoreazione è stata 

rivelata mediante un anticorpo anti-topo coniugato con FITC (pannelli a, b, c, d: FITC, nuclei 

verdi). Le cellule sono state colorate con il mezzo di contrasto blu di Evans (pannelli a, b, c, d: 

cellule rosse) e l’intercalante del DNA DAPI (pannelli a', b', c', d': nuclei blu). Pannelli d, d': 

cellule non infettate. Le immagini sono state acquisite per mezzo di un microscopio a 

fluorescenza convenzionale. Bar: 25 micron. (B) e (D): Valutazione quantitativa dei fibroblasti 

MRC5 positivi per IE infettati con il terreno di coltura derivato dai modelli di riattivazione TB40E 

(B) o Towne (D). I valori sono espressi come percentuale media di cellule positive per IE per 

campo (sono stati contati dieci campi scelti in modo casuale per vetrino) e provengono da due 

esperimenti indipendenti; le barre di errore indicano le deviazioni standard. I valori sono stati 

elaborati utilizzando il software GraphPad Prism 7.0. 
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Figura 11. Analisi della progenie di HCMV derivata dai modelli di latenza e riattivazione THP-1: 

profilo di immunofluorescenza dell’antigene pp65 e titolazione della progenie virale. (A) e (D): i 

fibroblasti MRC5 sono stati infettati con terreno di coltura derivato da monociti THP-1 ("MRC5 

positive per pp65 dal modello di latenza THP-1") e macrofagi THP-1 ("MRC5 positive per pp65 

dal modello di riattivazione THP-1") infettati con il ceppo TB40E (A) o con il ceppo Towne (D) 

di HCMV ad una MOI di 0.5 (pannelli a, a'), 0.25 (pannelli b, b') e 0.125 (pannelli c, c ') per 7 

giorni. A 48 h p.i., i fibroblastiMRC5 sono stati fissati e marcati con un anticorpo monoclonale 

che reagisce con la fosfoproteina di matrice virale pp65. L’immunoreazione è stata rivelata 

mediante un anticorpo anti-topo coniugato con FITC (pannelli a, b, c, d: FITC, nuclei verdi). Le 

cellule sono state colorate con il mezzo di contrasto blu di Evans (pannelli a, b, c, d: cellule 

rosse) e con l’intercalante del DNA DAPI (pannelli a’, b', c', d': nuclei blu). Pannelli d, d': cellule 
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non infettate. Le immagini sono state acquisite per mezzo di un microscopio a fluorescenza 

convenzionale. Bar: 25 micron. (B) ed (E): Valutazione quantitativa dei fibroblasti MRC5 positivi 

per pp65 infettati con il terreno di coltura derivato dai modelli di riattivazione TB40E (B) o 

Towne (E). I valori sono espressi come percentuale media di cellule positive per pp65 per 

campo (sono stati contati dieci campi scelti in modo casuale per vetrino) e provengono da due 

esperimenti indipendenti; le barre di errore indicano le deviazioni standard. I valori sono stati 

elaborati utilizzando il software GraphPad Prism 7.0. (C) e (F): La progenie virale derivata dai 

terreni di coltura dei modelli di riattivazione TB40E (C) o Towne (F) è stata valutata mediante il 

saggio TCID50 come descritto nella sezione “Materiali e metodi". Sono stati condotti due 

esperimenti indipendenti; le barre di errore nei grafici rappresentano le deviazioni standard. I 

valori sono stati elaborati per mezzo del software GraphPad Prism 7.0. 
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5.1.3 Analisi degli esosomi 

La presenza di esosomi è stata verificata mediante Western blotting attraverso 

l’utilizzo del marcatore esosomiale Alix. L’analisi è stata applicata ai sovranatanti di 

macrofagi THP-1 derivati da monociti non infettati e di macrofagi THP-1 derivati da 

monociti infettati per 7 giorni a MOI 0.5 con il ceppo virale TB40E (modello di 

riattivazione), entrambi trattati per l’estrazione degli esosomi (ultracentrifugazione a 

100000 x g), a confronto con il sovranatante derivato dal modello di riattivazione ed 

utilizzato come inoculo virale (ultracentrifugazione a 60000 x g) per l’infezione di 

fibroblasti MRC5 (Figura 12). I risultati mostrano un chiaro segnale nel caso dei 

sovranatanti di macrofagi THP-1 derivati da monociti non infettati o infettati con il 

ceppo TB40E e sottoposti ad estrazione degli esosomi (Figura 12, colonne 2 e 3, 

rispettivamente), così come nel controllo positivo (Figura 12, colonna 4: esosomi 

derivati da cellule COLO-1). D'altra parte, nessun segnale è risultato presente nel 

caso del sovranatante derivato dal modello di riattivazione ed utilizzato come inoculo 

virale (Figura 12, colonna 1). 

 

 

Figura 12. Analisi biochimica del marcatore esosomiale Alix 
mediante Western blotting. Colonna 1: frazione proteica 
ottenuta dal sovranatante di macrofagi THP-1 derivati da 
monociti infettati (7 giorni p.i.) con il ceppo virale TB40E 
(modello di riattivazione) ed utilizzato come inoculo virale 
(ultracentrifugazione a 60000 x g); colonna 2: frazione proteica 
ottenuta dal sovranatante di macrofagi THP-1 derivati da 
monociti non infettati sottoposto ad estrazione degli esosomi 
(ultracentrifugazione a 100000 x g); colonna 3: frazione 
proteica ottenuta dal sovranatante di macrofagi THP-1 derivati 
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da monociti infettati (7 giorni p.i.) con il ceppo virale TB40E 
(modello di riattivazione) sottoposto ad estrazione degli 
esosomi (ultracentrifugazione a 100000 x g); colonna 4: 
estratto purificato di esosomi derivato dal sovranatante di 
cellule COLO-1 (controllo positivo). I marcatori del peso 
molecolare sono indicati sulla sinistra della figura. 
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5.2 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN SOGGETTI 

ANZIANI CON ICTUS ISCHEMICO 

 

5.2.1 Valutazione della risposta anticorpale nei confronti di citomegalovirus e 

quantificazione del DNA virale mediante Real-Time PCR 

La determinazione delle IgG anti-HCMV nei 99 campioni di sangue analizzati in 

questa categoria di soggetti ha rivelato che 92 erano positivi, mentre 7 campioni 

erano negativi. Questi risultati hanno rivelato che il 93% dei soggetti anziani colpiti da 

ictus ischemico inclusi in questo studio presentava positività per IgG, indice di 

un’infezione pregressa da HCMV.  

I campioni saggiati per la presenza e la concentrazione del DNA virale sono stati 

complessivamente 77 su 92 per l’impossibilità di eseguire il prelievo dopo 102 giorni 

dal ricovero in 14 pazienti (7 deceduti e 8 non raggiungibili). In 9 campioni (9/77; 

11.7%) è stato rilevato il DNA di HCMV, mentre i rimanenti 68 sono risultati negativi. 

Il numero di copie genomiche/ml, riscontrato in tutti i campioni positivi, pur essendo 

superiore alla soglia di negatività, è risultato sempre dell’ordine di poche centinaia 

(Tabella 2).  
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Tabella 2. Rilevazione e quantificazione mediante Real-

Time PCR del DNA di HCMV in soggetti anziani con 

ictus ischemico. 

Campioni di 

sangue 

Copie 

genomiche/ml 

Ct (threshold 

cycle) 

Campione n°006 
231/ml 36.01 

Campione n°029 <130/ml 37.51 

Campione n°044 <130/ml 37.51 

Campione n°046 200/ml 35.81 

Campione n°054 <130/ml 37.35 

Campione n°062 <130/ml 38.02 

Campione n°065 <130/ml 37.7 

Campione n° 098 <455/mL 38.6 

Campione n° 105 <455/mL 39.33 
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5.2.2 Genotipizzazione delle glicoproteine gN e gO del pericapside di 

citomegalovirus 

I genotipi delle glicoproteine N e O del pericapside virale si sono rivelati valutabili nel 

77.7% dei campioni risultati positivi per DNAemia per HCMV in Real-Time PCR 

(Tabella 3). In particolare, il genotipo gN3, con le sue due varianti “a” e “b”, è risultato 

prevalere (57.1%) rispetto ai genotipi gN1 (28.6%) e gN4 (14.3%), mentre, per quanto 

riguarda gO, i genotipi ricorrenti sono stati gO1 (57.1%) e gO2 (42.9%) (Tabella 4, 

Figura 13).  

 

Tabella 3. Caratterizzazione dei genotipi gN e gO 

nell’ambito dei campioni risultati positivi per DNAemia 

per HCMV. 

Campioni di 

sangue 

Genotipi 

gN 

Genotipi 

gO 

Campione n°006 gN3a gO1 

Campione n°029 gN4c gO2 

Campione n°044 Neg Neg 

Campione n°046 gN3b gO2 

Campione n°054 gN1 gO1 

Campione n°062 gN1 gO1 

Campione n°065 gN3b gO2 

Campione n° 098 gN3a gO1 

Campione n° 105 Neg Neg 
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Tabella 4. Schema riassuntivo dei genotipi identificati 

mediante nested PCR ed analisi RFLP nei campioni 

di sangue positivi per DNAemia da HCMV. 

Genotipi 

gN 

Genotipi 

gO 

4 gN3 4 gO1 

2 gN1 3 gO2 

1 gN4  

 

 

 

Figura 13. Profili RFLP degli amplificati di nested PCR delle sequenze dei geni 

codificanti per gN (A) e gO (B). Per gN gli enzimi di restrizione utilizzati sono indicati 

dai numeri “1, 2, 3” (1 = SacI; 2 = ScaI; 3 = SalI), mentre per la caratterizzazione di 

gO è stata eseguita una singola digestione con l’enzima HpaII; MW: marcatori noti di 

peso molecolare. 
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5.3 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN PAZIENTI 

AFFETTI DA SCLEROSI SISTEMICA 

 

5.3.1 Popolazione oggetto dello studio 

Le principali caratteristiche dei pazienti affetti da SSc e dei soggetti sani inclusi nello 

studio sono riportate in Tabella 5. In particolare, 4 pazienti sono risultati affetti da 

SSc con forma cutanea diffusa e 16 da SSc con forma cutanea limitata. L'mRSS dei 

pazienti nell’ambito della coorte considerata è risultato variare in un intervallo 

compreso tra 0 e 22 (mediana pari a 8). In 11 pazienti è stata osservata malattia 

polmonare interstiziale, rilevata per mezzo delle alterazioni radiologiche, 

spirometriche e mediante il saggio per la valutazione della capacità di diffusione 

alveolo-capillare con monossido di carbonio in respiro singolo (DLCO Sb%). Infine, il 

coinvolgimento del cuore e la disfunzione esofagea sono stati rilevati in 8 e 14 

pazienti, rispettivamente. 

La presenza di anticorpi diretti contro HCMV è stata saggiata nella popolazione 

inclusa nello studio in concomitanza con l'analisi delle risposte cellulari T; le analisi 

sierologiche hanno rivelato che 17/20 (85%) pazienti erano sieropositivi per HCMV 

(16/20 IgG positivi e IgM negativi, mentre 1/20 solo IgM positivo). Per quanto 

riguarda i soggetti sani, 15/18 (83%) sono risultati positivi per IgG anti-HCMV e 

negativi per IgM (Tabella 5). 
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Tabella 5. Principali caratteristiche della popolazione in studio. 

 Pazienti SSc 
Soggetti 

sani 

Numero (n) 20 18 

Età, anni   

  Mediana [intervallo] 54 [37-73] 55 [39-62] 

Genere, n (%)   

  Maschio 4 (20) 2 (11) 

  Femmina 16 (80) 16 (89) 

Sierologia per HCMV, n (%)   

  IgG+IgM- 16 (80) 15 (83) 

  IgG-IgM-    3 (15) 3 (17) 

  IgG-IgM+ 1 (5)  

Durata della malattia, anni   

  Mediana [intervallo] 4 [1-19]  

Sottogruppi clinici, n (%)   

  SSc cutanea diffusa 4 (20)  

  SSc cutanea limitata 16 (80)  

Manifestazioni cliniche, n (%)   

  Fenomeno di Raynaud 20 (100)  

  Ulcere digitali 7 (35)  

  Dita gonfie 10 (50)  

  Cicatrici puntiformi sulle dita 7 (35)  

  Teleangectasia 12 (60)  

  Artralgia 11 (55)  

  Malattia polmonare interstiziale 11 (55)  

  Coinvolgimento del cuore 8 (40)  

  Disfunzione esofagea 14 (70)  

  FVC% 
1
, mediana [intervallo] 101 [86-130]  

  FEV1% 
2
, mediana [intervallo] 103 [84-126]  

  DLCO Sb% 
3
, mediana [intervallo]  65 [31-94]  

modified Rodnan skin score   

  Mediana [intervallo] 8 [0-22]  

Autoanticorpi, n (%)   

  ANA-positivi
 4
 19 (95)  

  ACA-positivi 
5
 8 (40)  

  anti-SCl70-positivi 5 (25)  

Trattamento, n (%)   

  Steroidi 2 (10)  

  Prostanoidi 16 (80)  

  Bosentan 5 (25)  

  Calcio antagonisti 12 (60)  

1 FVC=capacità vitale forzata ; 2 FEV1=volume espiratorio forzato nel primo secondo;  
3 DLCO Sb=capacità di diffusione alveolo-capillare con monossido di carbonio in respiro singolo;  

4 ANA=anticorpi anti-nucleo; 5 ACA=anticorpi anti-centromero. 
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5.3.2 Risposte linfocitarie T CD4+ e CD8+ totali  

Quale fase preliminare dello studio, i linfociti T del sangue periferico, in particolare le 

popolazioni cellulari T CD3+ (marcatore pan-leucocitario), CD4+ e CD8+ totali, ed il 

rapporto CD4:CD8 sono stati analizzati in pazienti affetti da SSc a confronto con 

soggetti sani. I risultati di tali esperimenti, che dimostrano l’assenza di differenze 

statisticamente significative tra i due gruppi, sono mostrati in Figura 14.  
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Figura 14. Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie in pazienti affetti da SSc confrontate 

con le sottopopolazioni linfocitarie di soggetti sani: cellule T totali CD3+ (A), CD4+ (B), 

CD8+ (C) e rapporto CD4:CD8 (D). Per ciascun grafico a dispersione, vengono mostrati la 

mediana e gli interquartili. Il saggio non parametrico di Mann-Whitney è stato utilizzato per 

ricavare i valori p (NS=non significativo). 
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5.3.3 Risposte linfocitarie T CD4+ e CD8+ citomegalovirus-specifiche 

Sulla base delle finalità principali dello studio, l’articolazione sperimentale è stata 

successivamente orientata a definire il possibile coinvolgimento di HCMV nella 

patogenesi della SSc attraverso l’analisi: 1) delle risposte cellulari T CD4+ e CD8+ 

virus-specifiche nella coorte di pazienti considerata rispetto a quelle di soggetti sani; 

2) delle risposte linfocitarie T CD4+ HCMV-specifiche rispetto a quelle CD8+ nei 

pazienti con SSc; 3) delle risposte cellulari T CD4+ e CD8+ virus-specifiche rispetto 

alla durata della malattia e 4) rispetto a parametri clinici (mRSS). 

 

5.3.3.1 Risposte cellulari T CD4+ e CD8+ virus-specifiche nei pazienti con 

sclerosi sistemica vs soggetti sani 

Attraverso questa serie di esperimenti, i cui risultati sono stati analizzati mediante 

citofluorimetria a flusso, è stata valutata nei pazienti con SSc, a confronto con 

individui sani, la presenza di cellule T CD4+ e CD8+ circolanti e specifiche per gli 

antigeni immunodominanti di HCMV considerati (la fosfoproteina del tegumento 

pp65, la proteina precocissima maggiore IE1 e il prodotto del gene UL94). 

La Figura 15 mostra la strategia di “gating” e i grafici rappresentativi delle risposte 

linfocitarie T HCMV-specifiche in un paziente con SSc (Figura 15A) rispetto ad un 

soggetto sano (Figura 15B). Le risposte (produzione di IFN-gamma) delle cellule T 

CD4+ (arancione) o CD8+ (blu) sono state definite come la percentuale di eventi 

IFN-gamma+ (mostrati nell'angolo superiore destro di ciascuna immagine) nei 

campioni stimolati con i peptidi pp65, IE1 e UL94 di HCMV, dopo la sottrazione 

della percentuale di eventi IFN-gamma+ nel corrispondente campione non 

stimolato. Come si può osservare (Figura 15A: “Paziente SSc”), le risposte delle 

cellule T CD8+ sono risultate più elevate per i peptidi virali pp65 e IE1 rispetto alle 



Risultati 
Infezione da HCMV in pazienti con sclerosi sistemica 

81 

 

risposte delle cellule T CD4+. D'altra parte, non sono state osservate differenze 

sostanziali nelle risposte delle cellule T CD4+ e CD8+ per il soggetto sano con 

percentuali di risposta HCMV-specifiche assenti o molto più basse rispetto a 

quelle del paziente (Figura 15B). 

 

 

Figura 15. Diagrammi rappresentativi dell’analisi di citometria a flusso che mostrano le 

risposte HCMV-specifiche delle cellule T CD4+ e CD8+ in un paziente con SSc (A) e in un 

soggetto sano (B). I PBMCs sono stati stimolati per 16 ore con i peptidi pp65, IE1 e UL94 di 

HCMV e colorati come descritto nella sezione “Materiali e metodi”. I linfociti sono stati 

identificati mediante i profili caratteristici di “forward angle” (FSC-H) e di “side scatter” (SSC-

H). Successivamente, le cellule T CD4+ e CD8+ sono state selezionate sul grafico dei 

linfociti T CD3+ (marcatore pan-leucocitario) vs CD4+ o, in alternativa, sul grafico dei linfociti 

CD3+ vs CD8+. Infine, le risposte delle cellule T IFN-gamma+ CD4+ o CD8+ sono state 

definite come la percentuale di eventi IFN-gamma+ nei campioni stimolati con i peptidi pp65, 

IE1 e UL94, dopo la sottrazione della percentuale di eventi IFN-gamma+ nel corrispondente 

campione non stimolato (NR=non rilevata [assenza di risposta HCMV-specifica]). 
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Come già accennato, tale tipologia di approccio sperimentale è stata applicata a 

tutti i pazienti con SSc e ai controlli sani sieropositivi per HCMV inclusi nello studio 

(Figura 16). A seguito dell’analisi statistica, le risposte linfocitarie T CD4+ HCMV-

specifiche sono risultate essere paragonabili nei pazienti rispetto ai soggetti sani 

(mediane: 0.38% e 0.00%, rispettivamente; p=non significativo) (Figura 16A). Le 

risposte relative alle cellule T CD8+ hanno, invece, mostrato un diverso profilo nei 

due gruppi di soggetti considerati (Figura 16B). Infatti, esse sono risultate 

significativamente aumentate nei pazienti affetti da SSc rispetto a quelle osservate 

nei soggetti sani (mediane: 3.51% e 0.45%, rispettivamente; p=0.004). 

 

 

Figura 16. Risposte HCMV-specifiche totali (per i tre antigeni virali considerati) delle cellule 

T CD4+ (A) e CD8+ (B) nei pazienti affetti da SSc a confronto con quelle rilevate nei 

soggetti sani. Le risposte linfocitarie T HCMV-specifiche sono state esaminate misurando 

l'espressione intracellulare di IFN-gamma dopo stimolazione con pp65, IE1 e UL94. Le 

percentuali (Σ%) riportate sono state ottenute sommando ogni singola percentuale di 

risposta a ciascun peptide virale utilizzato per la stimolazione. Per ciascun grafico a 

dispersione, vengono mostrati la mediana (colonna) e gli interquartili. Il saggio non 

parametrico di Mann-Whitney è stato utilizzato per ricavare i valori p (NS=non significativo).  

 

Le percentuali delle risposte cellulari T CD4+ e CD8+ HCMV-specifiche totali (Σ%) e 

quelle relative a ciascuno dei tre peptidi virali considerati (%) per ciascun paziente 

affetto da SSc arruolato nello studio e ciascun soggetto sano sono mostrate 

analiticamente nella Tabella 6. Come già accennato, nei pazienti con SSc, le risposte 
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cellulari T CD8+ complessive HCMV-specifiche sono risultate essere superiori 

rispetto a quelle delle cellule T CD4+ e dirette principalmente verso pp65 (4/12; 

pazienti 2, 6, 11 e 14), IE1 (6/12; pazienti 3, 7, 8, 10, 13 e 17) o entrambi (2/12; 

pazienti 9 e 15). Le percentuali totali delle risposte linfocitarie T CD8+ HCMV-

specifiche sono risultate distribuite in un ampio intervallo, compreso tra lo 0.83% e il 

19.23%, con una prevalenza di valori elevati (19.23%, 16.81%, 9.27%, 11.95%) e 

medi (4.33%, 4.12%, 3.51%). Infine, come atteso, in questo studio non sono state 

osservate risposte linfocitarie T HCMV-specifiche nei pazienti con SSc e nei soggetti 

sani sieronegativi per HCMV (dati non mostrati); essi sono stati esclusi dagli studi 

comparativi e dalle analisi statistiche. 
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Tabella 6. Risposte linfocitarie T CD4+ e CD8+ HCMV-specifiche in pazienti 

affetti da SSc e soggetti sani sieropositivi per HCMV. 

 Risposte T CD4+ (%) Risposte T CD8+ (%) 

         
Campioni di   

sangue 
∑% 

1
 pp65 IE1 UL94 ∑% pp65 IE1 UL94 

pz 
2
 SSc 1 15.06 3.11 5.28 6.67 12.86 2.65 5.20 5.01 

pz SSc 2 0.25 0.25  NR 
3
 NR 19.23 19.23 NR NR 

pz SSc 3 0.59 NR NR 0.59 1.21 NR 1.21 NR 

pz SSc 4 3.74 0.52 NR 3.22 3.52 0.74 NR 2.78 

pz SSc 5 1.04 0.43 0.45 0.6 NR NR NR NR 

pz SSc 6 0.71 0.29 0.21 0.21 16.81 13.16 2.52 1.13 

pz SSc 7 1.26 0.4 0.28 0.58 9.27 4.08 4.64 0.55 

pz SSc 8 NR NR NR NR 4.33 0.98 3.35 NR 

pz SSc 9 0.38 NR 0.1 0.28 1.96 1.1 0.86 NR 

pz SSc 10 NR NR NR NR 11.95 1.05 10.9 NR 

pz SSc 11 0.13 0.13 NR NR 4.12 3.13 0.77 NR 

pz SSc 12 NR NR NR NR NR NR NR NR 

pz SSc 13 0.44 0.44 NR NR 2.37 0.42 1.95 NR 

pz SSc 14 0.23 0.23 NR NR 3.51 3.36 0.15 NR 

pz SSc 15 0.35 NR 0.13 0.22 1.51 0.61 0.90 NR 

pz SSc 16 0.6 0.28 0.32 NR NR NR NR NR 

pz SSc 17 NR NR NR NR 0.83 NR 0.19 0.64 

Ss 
4
 1 NR NR NR NR NR NR NR NR 

Ss 2 NR NR NR NR NR NR NR NR 

Ss 3 0.67 0.33 0.23 0.11 1.23 0.5 0.45 0.28 

Ss 4 NR NR NR NR NR NR NR NR 

Ss 5 0.60 NR NR 0.60 0.71 0.71 NR NR 

Ss 6 NR NR NR NR 5.60 5.60 NR NR 

Ss 7 0.77 0.56 0.08 0.13 0.72 0.72 NR NR 

Ss 8 NR NR NR NR NR NR NR NR 

Ss 9 NR NR NR NR NR NR NR NR 

Ss 10 NR NR NR NR 1.22 0.22 1.00 NR 

Ss 11 0.28 0.28 NR NR 0.52 0.52 NR NR 

Ss 12 NR NR NR NR NR NR NR NR 

Ss 13 0.09 0.09 NR NR 2.32 NR 2.32 NR 

Ss 14 NR NR NR NR 0.45 0.45 NR NR 

Ss 15 NR NR NR NR 0.37 0.11 0.26 NR 

1 Σ%=risposte totali HCMV-specifiche delle cellule T ottenute sommando le risposte percentuali individuali  

a ciascun peptide utilizzato per la stimolazione (pp65, IE1, UL94); 2 pz=paziente;  

3 NR=non rilevata (assenza di risposta HCMV-specifica); 4 Ss=soggetto sano. 
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5.3.3.2 Risposte cellulari T CD4+ vs risposte cellulari T CD8+ virus-

specifiche nei pazienti con sclerosi sistemica  

L'analisi della distribuzione percentuale complessiva delle risposte cellulari T 

CD4+ e CD8+ HCMV-specifiche nei pazienti affetti da SSc ha rivelato una 

predominanza statisticamente significativa (p=0.006) delle risposte linfocitarie T 

CD8+ rispetto a quelle dei linfociti T CD4+ (Figura 17).  

 

 

Figura 17. Relazione tra le risposte linfocitarie T CD4+ e CD8+ 

HCMV-specifiche totali (per i tre antigeni virali considerati) nei 

pazienti affetti da SSc. Le percentuali (Σ%) riportate sono state 

ottenute sommando le singole percentuali di risposta a ciascun 

peptide virale utilizzato per la stimolazione (pp65, IE1, UL94). Per 

ciascun grafico a dispersione, vengono mostrati la mediana e gli 

interquartili. Il saggio non parametrico di Mann-Whitney è stato 

utilizzato per ricavare i valori p.  
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5.3.3.3 Risposte cellulari T CD8+ nei pazienti con sclerosi sistemica rispetto 

alla durata della malattia  

Le risposte linfocitarie T CD8+ HCMV-specifiche rilevate nei pazienti affetti da SSc 

sono state analizzate in relazione alla durata della malattia. Sulla base delle 

definizioni riportate in letteratura circa gli stadi della SSc (stadi più precoci fino a 6 

anni dalla diagnosi clinica, stadi più tardivi oltre i 6 anni) 300,306, i pazienti inclusi 

nella coorte in esame sono stati divisi in due gruppi, desumendo dalle cartelle 

cliniche le informazioni utili al riguardo. I risultati ottenuti (Figura 18) hanno rivelato 

che, mentre per le risposte cellulari T CD4+ HCMV-specifiche non sono state 

trovate differenze significative in entrambi i gruppi di pazienti (durata della 

malattia: ≤ 6 anni e > 6 anni) (Figura 18A), i pazienti in stadio tardivo di malattia (> 

6 anni) presentavano un aumento significativo delle risposte linfocitarie HCMV-

specifiche delle cellule T CD8+ rispetto ai pazienti con una durata della malattia ≤ 

6 anni (mediane: 9.27% e 1.73% , rispettivamente; p=0.02) (Figura 18B). 

 

Figura 18. Relazione tra le risposte HCMV-specifiche totali delle cellule T CD4+ (A) o 

CD8+ (B) e la durata della malattia (≤ 6 anni e > 6 anni). Le percentuali (Σ%) riportate 

sono state ottenute sommando le singole percentuali di risposta ad ogni peptide utilizzato 

per la stimolazione (pp65, IE1, UL94). Per ciascun grafico a dispersione, vengono 

mostrati la mediana e gli interquartili. Il saggio non parametrico di Mann-Whitney è stato 

utilizzato per ricavare i valori p (NS=non significativo). 
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5.3.3.4  Risposta linfocitaria T CD8+ citomegalovirus-specifica in relazione al 

“modified Rodnan skin score” 

Le risposte linfocitarie T HCMV-specifiche rilevate nei pazienti con SSc sono state 

analizzate in relazione a un mRSS ≤ 8 o > 8 (valore scelto in quanto rappresenta 

la mediana nell’ambito della coorte di pazienti considerata; si veda Tabella 5); i 

risultati di tali indagini sono mostrati in Figura 19. Come si può osservare, i 

pazienti affetti da SSc con un mRSS superiore a 8 hanno mostrato un aumento 

significativo delle risposte linfocitarie T CD8+ HCMV-specifiche rispetto a quelli 

con un mRSS ≤ 8 (mediane: 9.27% e 1.73%, rispettivamente; p=0.04). Anche in 

questo caso, non sono state trovate differenze tra i sottogruppi di mRSS 

considerati in relazione alle risposte cellulari T CD4+ HCMV-specifiche (dati non 

mostrati). I valori di mRSS dei pazienti con SSc oggetto dello studio non sono 

risultati correlare con la durata della malattia (dati non mostrati). 

 

 

Figura 19. Relazione tra le risposte linfocitarie T CD8+ HCMV-

specifiche totali (per i tre antigeni virali considerati) e il “modified 

Rodnan skin score” (≤ 8 e > 8). Le percentuali (Σ%) riportate 

sono state ottenute sommando le singole percentuali di risposta 

a ciascun peptide virale utilizzato per la stimolazione (pp65, IE1, 

UL94). Per ciascun grafico a dispersione, vengono mostrati la 

mediana e gli interquartili. Il saggio non parametrico di Mann-

Whitney è stato utilizzato per ricavare il valore p. 
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6. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

 

6.1 VALIDAZIONE DI UN MODELLO DI INFEZIONE IN VITRO PER LO 

STUDIO DELLA RIATTIVAZIONE DI CITOMEGALOVIRUS 

 

Nonostante gli intensi studi, i meccanismi che controllano il passaggio dalla latenza 

alla riattivazione di HCMV, l'esito dell'infezione a seguito di riattivazione e la 

durata/gravità delle potenziali manifestazioni cliniche non sono ancora 

completamente noti. Tali meccanismi coinvolgono fattori dell'ospite (relativi alla 

risposta immunitaria, così come di altra natura) e determinanti virali, evidenziando la 

necessità di studi relativi alla regolazione dell'espressione genica virale e 

l’identificazione di potenziali marcatori di virulenza. Tuttavia, questi studi sono 

ostacolati sia dall’esiguo numero di monociti del sangue periferico che albergano il 

virus latente, sia dalla bassa quantità di DNA di HCMV presente nelle cellule infettate 

13,226,235,236,350. Sulla base di queste considerazioni, è sentita l’esigenza di poter fruire 

di modelli virus-cellula in vitro che, ricalcando quanto avviene in vivo, garantiscano 

un quantitativo adeguato di cellule infettate e permettano lo studio della riattivazione 

di HCMV.  

Com’è noto, i monociti umani THP-1 non sono permissivi all’infezione litica di HCMV 

238 e sono stati principalmente utilizzati come modello di latenza 237–240. Il 

differenziamento dei monociti THP-1 a macrofagi media il passaggio ad una fase 

post-mitotica e permette la replicazione produttiva di HCMV 233,234. A tale riguardo, i 

monociti THP-1 sono stati anche ampiamente utilizzati come sistema litico, 

inducendo il loro differenziamento a macrofagi prima dell'infezione 237,238,296–298.
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D'altra parte, un numero minore di studi ha affrontato l'utilizzo dei monociti THP-1 

come modello di riattivazione, inducendo il differenziamento a macrofagi dopo 

l'infezione. Tuttavia, i dati disponibili relativamente all’utilizzo dei monociti THP-1 

come modello di riattivazione sono incompleti e non riguardano l'intero programma 

litico. Queste lacune hanno fatto emergere diversi dubbi circa la possibilità di utilizzo 

dei monociti THP-1 come un vero e proprio modello di latenza-riattivazione di HCMV. 

In particolare, Shen e Collaboratori 241 hanno affermato che la linea cellulare THP-1 

non dovrebbe essere considerata un vero modello di riattivazione poiché, fino ad ora, 

la produzione di progenie infettante in seguito a riattivazione non è stata chiaramente 

dimostrata. A tale riguardo, Yee e Collaboratori 351 hanno osservato che la 

produzione di una progenie virale infettante, nel caso di differenziamento indotto 

mediante estere del forbolo/idrocortisone di monociti THP-1 infettati latentemente, 

può essere dimostrata per mezzo di una co-coltivazione con fibroblasti umani. 

Tuttavia, occorre evidenziare che gli Autori hanno utilizzato il ceppo Towne di HCMV 

(ossia un ceppo riprodotto in laboratorio, adattato ai fibroblasti) per l’infezione di 

cellule THP-1 a MOI molto elevate e che queste condizioni sperimentali sono 

piuttosto lontane da quelle che si verificano in vivo (ceppi circolanti in grado di 

permanere come virus latenti nei monociti e infettare liticamente i macrofagi).  

Sulla base di tali premesse, è stata effettuata una serie di esperimenti per la messa a 

punto e la validazione della linea cellulare THP-1 come modello di riattivazione, 

analizzando tutte le fasi del ciclo replicativo virale fino alla produzione di progenie.  

Quale fase preliminare dello studio, al fine di accertare che le caratteristiche di 

queste cellule ricalchino quelle del modello naturale, sono stati analizzati, mediante 

citofluorimetria a flusso, i marcatori di differenziamento cellulari CD14 e CD11b in 

monociti e in macrofagi THP-1, con ottenimento di risultati che convalidano 
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l’avvenuto differenziamento, perfettamente in linea con quanto riportato in letteratura 

352–354. Inoltre, le cellule aderenti nel caso di monociti THP-1 non infettati differenziati 

in macrofagi e le cellule nel modello di riattivazione sono risultate paragonabili, 

dimostrando che l’infezione non influisce in modo significativo su tale processo. A 

tale riguardo, occorre evidenziare che, nel caso del modello di riattivazione, la 

procedura sperimentale necessaria per l'infezione delle cellule richiede una fase di 

centrifugazione compatibile con una perdita di cellule accettabile. 

Successivamente, è stata analizzata la progenie virale derivata da cellule THP-1 

utilizzate come modello di riattivazione. Nello specifico, l’efficienza della replicazione 

produttiva del ceppo TB40E di HCMV in seguito a riattivazione è stata confrontata 

con quella ottenuta con il ceppo di laboratorio Towne. A tale fine sono stati utilizzati i 

sovranatanti, derivati dai modelli di latenza e riattivazione per l’infezione di fibroblasti 

umani MRC5 (modello cellulare altamente permissivo all’infezione litica di HCMV in 

vitro). I risultati hanno dimostrato un’efficienza di riattivazione molto più elevata per 

quanto riguarda il ceppo endoteliotropico TB40E rispetto a quella osservata per il 

ceppo di laboratorio Towne, frequentemente utilizzato in queste tipologie di studi. Tali 

risultati indicano che l’utilizzo del ceppo TB40E, dotato di un maggiore tropismo per 

cellule macrofagiche rispetto al ceppo di laboratorio Towne, rende il modello messo a 

punto molto più assimilabile a quello naturale.  

Quale fase successiva dello studio, è stata verificata l’assenza di esosomi nel 

sovranatante derivato dal modello di riattivazione THP-1 (ceppo TB40E) ed utilizzato 

come inoculo virale per la valutazione della progenie virale derivata da tale modello. 

A questo riguardo, considerando il possibile ruolo degli esosomi come veicolo di 

scambio di componenti virali nel sistema permissivo (fibroblasti MRC5), essi 

potrebbero falsare la valutazione della produzione di progenie virale da cellule THP-1 
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come modello di riattivazione se questa fosse analizzata attraverso co-coltivazione 

con fibroblasti umani, metodo proposto, in particolare, da Yee e Collaboratori 351. In 

questo modo, il trasferimento di proteine virali o trascritti potrebbe effettivamente 

aumentare l’efficienza d’infezione virale nelle cellule riceventi, anche per mezzo di 

una via di infezione virale recettore/envelope indipendente 355,356. L’analisi di un 

marcatore esosomiale mediante Western blotting ha evidenziato l’assenza di 

esosomi nel sovranatante derivato dal modello di riattivazione (ceppo TB40E) ed 

utilizzato come inoculo virale; questi risultati escludono, quindi, il possibile 

trasferimento al modello permissivo MRC5 di componenti virali per mezzo di 

esosomi. 

A completamento di questo studio, ulteriori esperimenti effettuati dal nostro stesso 

gruppo di ricerca hanno permesso di verificare che: (i) come atteso, l’efficienza della 

replicazione produttiva del ceppo TB40E in seguito a riattivazione risulta essere 

inferiore a quella ottenuta da macrofagi THP-1 utilizzati come modello di infezione 

litica o da fibroblasti MRC5 infettati con il ceppo TB40E; (ii) il DNA di HCMV (ceppo 

TB40E) nelle frazioni nucleari del modello di latenza e del modello di riattivazione 

fosse paragonabile a 30 h p.i., ossia un periodo di tempo sufficientemente breve per 

escludere che nel modello di riattivazione fosse già avvenuta la replicazione del DNA 

virale; (iii) vi fosse un reale aumento del DNA di HCMV nel modello di riattivazione a 

7 giorni p.i., comprovato dall’efficienza paragonabile di traslocazione iniziale del DNA 

virale nei nuclei delle cellule in entrambi i modelli di infezione; (iiii) fosse stato attivato 

e completato il programma litico di HCMV nel modello di riattivazione dopo 7 giorni di 

infezione attraverso l’analisi dell’espressione dei trascritti virali rappresentativi delle 

fasi precocissima, precoce, precoce-tardiva e tardiva (IE1, DNA pol, pp65, pp150, 

rispettivamente). 



Discussione e conclusioni 
Modello di infezione in vitro per lo studio della riattivazione di HCMV 

92 

 

In conclusione, gli esperimenti eseguiti in questo studio dimostrano per la prima volta 

che i monociti THP-1 rappresentano un valido modello per lo studio della latenza e 

della riattivazione di HCMV, ricalcando quanto avviene in vivo a seguito del 

differenziamento (indotto mediante esteri del forbolo) dei monociti a macrofagi, con 

innesco e completamento del ciclo litico e produzione di progenie virale. Questi 

risultati sono di particolare interesse in quanto indicano il possibile utilizzo della linea 

cellulare THP-1 per lo studio dei meccanismi che regolano il passaggio dalla latenza 

alla riattivazione di HCMV mediante una procedura sperimentale più agevole rispetto 

all’impiego del sistema naturale. 
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6.2 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN SOGGETTI 

ANZIANI CON ICTUS ISCHEMICO 

 

L’infezione da HCMV è, come noto, estremamente comune nella popolazione 

generale con un aumento della sieroprevalenza nella popolazione anziana 1–8. Come 

già evidenziato, tale agente virale, in seguito a riattivazione, può rendersi 

responsabile di gravi patologie in categorie di soggetti che presentano un alterato 

stato immunitario per diverse cause [cause naturali (e.g. soggetti anziani 25–31), 

iatrogene (e.g. soggetti sottoposti a trapianto di midollo osseo o d’organo 32–39) o a 

seguito di infezione da parte di specifici agenti (e.g. individui con infezione da HIV 39–

48)]. In particolare, un numero crescente di dati di letteratura ha correlato l’infezione 

da HCMV e lo sviluppo di patologie croniche associate con l’invecchiamento 25–27. 

Nello specifico, è stato dimostrato come, nei soggetti anziani, il mantenimento 

dell’equilibrio fra infezione latente o persistente da HCMV e risposta immunitaria 

antivirale comporti l’espansione dei meccanismi di controllo dell’infezione ed un 

riassetto del sistema immunitario ed è stata evidenziata una correlazione tra il 

deterioramento delle condizioni di salute degli anziani e l’aumento della risposta 

immunitaria anti-HCMV 29,30,51. L’ipotesi emergente è che, sotteso a questo evento, vi 

possano essere episodi di riattivazione virale sistemica o localizzata e/o che 

specifiche risposte immunitarie anti-HCMV possano essere correlate con diversi 

quadri clinici e complicanze 25.  

In questo studio osservazionale prospettico, la riattivazione virale è stata valutata in 

una particolare categoria di soggetti, rappresentati da soggetti anziani in corso di 

patologia acuta come l’ictus ischemico.  
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In particolare, l’ictus ischemico rappresenta la terza causa di morte e costituisce una 

delle maggiori cause di invalidità e disabilità nei Paesi industrializzati, con 

un’incidenza in aumento in relazione all’età 357. Nonostante molti fattori di rischio e 

prognostici siano noti, l’esordio e l’evoluzione di questa patologia possono essere 

condizionati anche da altri fattori ancora non completamente identificati 31,358. 

Quale fase preliminare di questo progetto, è stato verificato lo stato immunitario nei 

confronti di HCMV dei soggetti anziani in corso di ictus ischemico arruolati nello 

studio. I dati ottenuti, che indicano una sieroprevalenza del 93% nella coorte di 

soggetti analizzata, sono in accordo con il fatto che la maggior parte degli individui 

(40-90%) contrae l’infezione primaria da HCMV durante l’infanzia o l'età adulta 2–4. Di 

conseguenza, come atteso, la quasi totalità dei soggetti inclusi in questo studio sono 

risultati potenzialmente a rischio di riattivazione virale. Successivamente, per i 

campioni di siero risultati sieropositivi per HCMV è stata determinata la quantità di 

DNA virale per mezzo di Real-Time PCR quantitativa. A tale riguardo, il basso 

numero di copie di DNA di HCMV, rilevato nell’11.7% in questa categoria di pazienti, 

suggerisce che il virus possa sfuggire alla sorveglianza immunologica ed alternare 

stati di latenza con stati di replicazione virale. Tale scenario non è compatibile con 

l’ipotesi di riattivazione virale sistemica clinicamente conclamata, ma piuttosto con 

episodi di riattivazione virale localizzata, e non offre indicazioni per una eventuale 

terapia farmacologica antivirale.  

La fase successiva dello studio è stata impegnata in una serie di esperimenti per la 

messa a punto e la standardizzazione delle analisi genotipiche previste. Innanzitutto, 

occorre considerare che, contrariamente alle infezioni in fase attiva, in cui è attesa 

un’elevata eliminazione del virus con le urine e, di conseguenza, un’alta probabilità di 

successo nell’isolamento del DNA virale, nel caso di tale categoria di soggetti anziani 
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è più probabile ipotizzare, in un cospicuo numero di casi, la presenza di virus latente 

con DNA virale presente in quantità esigua nei monociti, riconosciuti come una delle 

principali sedi di latenza di HCMV 359. Grazie alle conoscenze acquisite durante la 

messa a punto di un modello di infezione in vitro per lo studio della riattivazione di 

HCMV (si veda il precedente capitolo), nel tentativo di superare questo ostacolo ed al 

fine di aumentare la possibilità di reperimento del DNA virale, nel percorso 

sperimentale seguito i monociti sono stati differenziati a macrofagi. Come 

ampiamente discusso, tale evento di differenziamento è noto essere correlato alla 

riattivazione del virus con innesco dell’infezione litica, produzione di progenie virale e 

conseguente aumento della quantità di DNA di HCMV rispetto a quello reperibile 

all’interno dei monociti 13. In questo modo, è stato possibile, nell’ambito dei campioni 

positivi per DNAemia virale, isolare il DNA di HCMV ed eseguire l’amplificazione 

mediante nested PCR di specifici frammenti genici virali codificanti per le 

glicoproteine del pericapside virale gN e gO, indicate tra i possibili fattori di virulenza 

e tropismo tissutale 89,90. In particolare, i geni che codificano per le suddette proteine 

sono polimorfici, ossia presentano regioni ipervariabili che consentono la distinzione 

in genotipi 89,91–93. È plausibile ritenere che i diversi prodotti genici che ne derivano 

possano modulare in maniera differente il tropismo tissutale e quello d’organo di 

HCMV e, di conseguenza, influenzare i possibili esiti dell’infezione 218. Inoltre, è stato 

dimostrato che loci polimorfici adiacenti sul genoma virale possono essere 

funzionalmente legati determinando il fenotipo virale in cooperazione 218,222. Sulla 

base di queste considerazioni, è stata eseguita la caratterizzazione molecolare dei 

frammenti genici virali codificanti per gN e gO mediante digestione con enzimi di 

restrizione, permettendo di stabilirne i genotipi. I dati ottenuti suggeriscono che gN3-
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gO1 e gN3-gO2 potrebbero essere le combinazioni genotipiche ricorrenti associate 

ad una positività per DNAemia virale in questa categoria di soggetti. 

Inoltre, parallelamente a queste valutazioni, un secondo gruppo di ricerca incluso 

nello studio si è occupato, per la prima volta con un approccio molto esteso, della 

valutazione delle risposte linfocitarie T CD4+ e CD8+ HCMV-specifiche in questa 

categoria di pazienti. In particolare, la valutazione delle risposte linfocitarie HCMV-

specifiche in questa categoria di pazienti è apparsa rilevante in quanto, in un 

precedente studio osservazionale prospettico in soggetti con ictus ischemico, è stato 

riportato un aumento del rischio di recidive e di mortalità in associazione con elevati 

livelli di linfociti T pro-infiammatori CD4+CD28-, i quali rappresentano una 

popolazione di linfociti che compare tipicamente a seguito di infezione da HCMV 

360,361. L’analisi statistica di questi risultati, attualmente in fase di esecuzione, 

permetterà lo studio del potere predittivo delle risposte immunitarie HCMV-specifiche 

anche in relazione ai risultati ottenuti dal nostro gruppo di ricerca e agli esiti clinici nei 

pazienti con ictus ischemico. 
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6.3 RUOLO DELL’INFEZIONE DA CITOMEGALOVIRUS IN PAZIENTI 

AFFETTI DA SCLEROSI SISTEMICA 

 

L’eziopatogenesi della SSc è a tutt’oggi sconosciuta ed è verosimilmente 

multifattoriale; come per altre condizioni autoimmuni, si ipotizza il ruolo di fattori 

scatenanti tossici e/o infettivi su un “background” genetico “predisponente”, 

nell’ambito di un complesso processo “multi-step” 78. Costituiscono ipotetici fattori 

scatenanti la SSc alcuni virus in grado di instaurare un’infezione latente a seguito di 

un’infezione primaria, quali HCMV, il virus di Epstein-Barr (EBV), parvovirus B19 

362,363. In particolare, è stato ipotizzato un possibile ruolo di HCMV 

nell’eziopatogenesi della SSc alla luce di numerose evidenze: (i) la capacità di tale 

agente virale di infettare le tipologie cellulari maggiormente coinvolte nella malattia 

(cellule endoteliali e fibroblasti) 75–77,252,364; (ii) la presenza di trascritti di HCMV nelle 

cellule endoteliali di una paziente che ha sviluppato la malattia dopo un’infezione 

recente da parte di HCMV 320; (iii) la presenza di livelli di anticorpi sierici anti-HCMV 

significativamente più elevati nei pazienti affetti da SSc rispetto ai soggetti sani (in 

particolare diretti contro gli antigeni immunodominanti pp65, IE1 e UL94 di HCMV) 

77,82,84,365; (iiii) il possibile ruolo degli anticorpi anti-UL94 nel riconoscimento di 

recettori di membrana di fibroblasti e cellule endoteliali per mezzo di un meccanismo 

di mimetismo molecolare 82,329. Inoltre, è molto importante sottolineare che l’infezione 

da HCMV esercita un forte impatto sul sistema immunitario dell’ospite. È noto, infatti, 

che la persistenza di HCMV come virus latente non corrisponde a una condizione 

silente, ma è piuttosto una fonte di stimolazione continua per il sistema immunitario, 

probabilmente a seguito di cicli di riattivazione subclinici 27,29,30,249–252. In particolare, 

diversi dati di letteratura depongono a favore del fatto che tali cicli di riattivazione
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subclinica di HCMV possano stimolare in modo persistente i linfociti T CD8+ con 

accumulo di una cospicua quantità di cellule T CD8+ di memoria ma con fenotipo 

effettore, ossia già pronte a svolgere la loro azione senza bisogno di alcun ulteriore 

differenziamento 273,277,278. Tali popolazioni linfocitarie T CD8+ HCMV-specifiche 

tendono ad espandersi con l’età, dando luogo ad un fenomeno caratteristico di 

questo virus e non rilevato in altri membri della stessa famiglia, noto come “memory 

inflation”; al contrario, le cellule T CD4+ non sembrano andare incontro ad un simile 

evento 274,292,293. E’ noto come questa espansione di cellule T CD8+ HCMV-

specifiche possa contribuire allo sviluppo di patologie croniche infiammatorie e al 

deterioramento dello stato di salute nei soggetti anziani 27,249–252.  

Recentemente, Fuschiotti e Collaboratori hanno descritto un coinvolgimento delle 

risposte cellulari T CD8+ soprattutto (ma non solo) nelle prime fasi della SSc 315. Gli 

Autori hanno osservato la presenza di cellule T CD8+ produttrici di IL-13 (citochina 

pro-infiammatoria) negli infiltrati mononucleari della cute di pazienti affetti da SSc e 

anche un numero elevato di cellule T CD8+ nel sangue; queste ultime sono 

caratterizzate da recettori per la localizzazione cutanea, noti come “skin-homing 

receptors”, e sono state rilevate anche in stadi più tardivi della SSc 315. Questi dati 

suggeriscono che le cellule T CD8+ rivestano un ruolo rilevante sia nelle fasi iniziali 

della malattia, sia nella sua progressione. Inoltre, in un recente lavoro, Fuschiotti ha 

dimostrato che i linfociti T CD8+ nel sangue periferico dei pazienti affetti da SSc 

presentano un'espansione oligoclonale antigene-dipendente, anche se la specificità 

dei possibili antigeni implicati non è ancora nota. Questo fenomeno è stato 

evidenziato, in particolare, in pazienti con SSc in fase attiva, suggerendone un 

probabile ruolo nella patogenesi della malattia 306.  
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Quale fase preliminare del nostro studio, è stata dimostrata l’assenza di differenze 

statisticamente significative tra i linfociti T CD3+ (marcatore pan-leucocitario), CD4+ 

e CD8+ totali del sangue periferico e tra il rapporto CD4:CD8 nei pazienti affetti da 

SSc a confronto con soggetti sani. Questo primo dato è importante in quanto il 

rilevamento quantitativamente paragonabile delle diverse popolazioni linfocitarie T 

totali permette di avvalorare differenze osservabili, nelle fasi seguenti dello studio, 

nelle risposte T specifiche per HCMV.  

Successivamente, in accordo con le osservazioni di Fuschiotti e Collaboratori, i 

risultati emersi dal nostro studio hanno evidenziato un’espansione delle risposte 

linfocitarie T CD8+ ad opera di specifici antigeni di HCMV (in particolare pp65 e IE1) 

nel sangue di pazienti affetti da SSc; la loro entità è risultata significativamente 

maggiore rispetto a quella rilevata nei soggetti sani. In particolare, le risposte cellulari 

T HCMV-specifiche nei soggetti sani sieropositivi per HCMV che, come sopra 

descritto, sono risultate assenti o significativamente inferiori rispetto a quelle 

riscontrate nei pazienti con SSc, sono in accordo con i dati riportati in letteratura 366. 

Inoltre, nei pazienti con SSc le risposte cellulari T CD8+ specifiche per gli antigeni 

virali immunodominanti sopra citati sono risultate essere significativamente più 

elevate rispetto a quelle linfocitarie T CD4+. A tale riguardo, coerentemente con i 

nostri risultati, Cicin-Sain e Collaboratori 331 hanno dimostrato che, nel modello 

murino di infezione da citomegalovirus, il fenomeno di “memory inflation” consiste in 

un'espansione delle cellule T CD8+ effettrici nei confronti di pochi antigeni virali 

immunodominanti (pp65 e IE1) a scapito di quelli subdominanti, piuttosto che in un 

aumento generale delle risposte cellulari T CD8+ dirette contro citomegalovirus.  

D’altra parte, è doveroso segnalare che un recente lavoro svolto Janahi e 

Collaboratori 367 su due gruppi di pazienti affetti, rispettivamente, da lupus 
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eritematoso sistemico e da SSc fornisce, invece, dati a supporto di maggiori risposte 

linfocitarie T CD4+ HCMV-specifiche. A tale riguardo, è innanzitutto importante 

evidenziare le diversità del loro protocollo sperimentale rispetto a quello impiegato 

per questo studio: Janahi e Collaboratori hanno utilizzato un “pool” di antigeni di 

HCMV costituito da un intero lisato derivato da fibroblasti MRC5 infettati con HCMV e 

"purificato" mediante centrifugazione. Si può supporre che la suddetta sospensione 

sia stata arricchita con progenie virale, ma non si può escludere la presenza di 

componenti cellulari solubili residue. Inoltre, aspetto più rilevante, è stato dimostrato 

che quando le proteine o i lisati virali sono utilizzati come antigeni stimolanti, le 

risposte linfocitarie T CD4+ sono elevate, mentre il processo è generalmente 

inefficiente per la stimolazione delle cellule T CD8+ 368. Maecker e Collaboratori 

hanno dimostrato che l'utilizzo di antigeni costituiti da composti peptidici sovrapposti, 

in particolare peptidi composti da 15 amminoacidici con la sovrapposizione di 11 

amminoacidi (come quelli utilizzati nel nostro studio), può essere invece adeguato 

per un rilevamento bilanciato delle risposte cellulari T CD4+ e CD8+ 368. Usando tali 

composti peptidici sovrapposti, il nostro studio si è poi concentrato sui specifici 

peptidi virali immunodominanti, in particolare pp65 e IE1 330,331. Un ulteriore aspetto 

differenziale rilevante è costituito dal fatto che la durata media della malattia della 

popolazione inclusa nello studio di Janahi e Collaboratori risulta essere inferiore a 6 

anni (39 ± 18 mesi) ed è quindi coerente con stadi iniziali di SSc. Per quanto riguarda 

i nostri dati, invece, le risposte cellulari T CD8+ HCMV-specifiche non solo sono 

risultate significativamente più elevate rispetto a quelle CD4+ nei pazienti con SSc, 

ma sono anche risultate connesse alla durata della malattia. Nello specifico, mentre 

Janahi e Collaboratori hanno osservato una prevalenza di risposte cellulari T CD4+ 

HCMV-specifiche in pazienti con SSc in fasi più precoci della malattia, nel nostro 
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studio la prevalenza delle risposte cellulari T CD8+ HCMV-specifiche è risultata 

significativamente associata ad una maggiore durata della malattia.  

Inoltre, i nostri risultati appaiono essere coerenti anche con i dati sierologici ottenuti 

per HCMV nella popolazione oggetto dello studio. Tra i 17 pazienti con SSc 

sieropositivi per HCMV, 16 sono risultati IgG-positivi/IgM-negativi, mentre 1 solo IgM-

positivo. Questo potrebbe significare che, per la maggioranza dei pazienti 

considerati, lo stato sierologico è compatibile con un'infezione non recente di HCMV 

e, probabilmente, con un numero di riattivazioni virali subcliniche tale da supportare 

l'aumento delle popolazioni di linfociti T CD8+ HCMV-specifiche rispetto ai soggetti 

sani sieropositivi per HCMV. In particolare, una possibile frequenza più elevata di 

riattivazioni di HCMV nei pazienti affetti da SSc potrebbe essere connessa al 

possibile ruolo patogenetico di questo agente virale in considerazione dei seguenti 

aspetti: i) il danno endoteliale è una delle caratteristiche di questa malattia; ii) HCMV 

è in grado di infettare, tra l'altro, le cellule endoteliali 364; iii) a seguito dell'infezione, le 

cellule endoteliali subiscono rilevanti cambiamenti e aumentano l'espressione delle 

molecole di adesione 
369

; iiii) è accertato che i monociti del sangue periferico 

rappresentano uno dei maggiori siti di latenza di HCMV e che la loro differenziazione 

in macrofagi può portare alla riattivazione virale 370,371.  

Sulla base di queste conoscenze, è plausibile ritenere che i monociti che albergano il 

virus latente possano essere indotti alla migrazione transendoteliale e alla 

differenziazione in macrofagi a seguito di una maggiore espressione di molecole di 

adesione da parte delle cellule endoteliali infettate da HCMV, innescando la 

riattivazione del virus e il danneggiamento dei tessuti vascolari vicini e distali, 

contribuendo in questo modo alla gravità del danno vascolare in caso di SSc 130,369. 

In questo contesto, cicli di riattivazione di HCMV più frequenti nei pazienti affetti da 
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SSc potrebbero spiegare l'incremento delle cellule T CD8+ HCMV-specifiche e 

potrebbero contribuire a provocarne l’attivazione, aggravando i processi infiammatori 

a seguito dell’attività citolitica di queste ultime su cellule non infette 372. 

Alla luce di quanto descritto, il ruolo patogenetico di HCMV in caso di SSc potrebbe 

essere sia conseguente all'infezione diretta delle cellule caratteristiche di questa 

malattia autoimmune (in particolare, ma non solo, delle cellule endoteliali), sia ai più 

frequenti cicli di riattivazione di HCMV e l’annesso aumento delle cellule T CD8+ 

HCMV-specifiche. 

Un’ulteriore importante risultato derivante dal nostro studio riguarda la relazione 

statisticamente significativa tra l’aumento delle risposte T CD8+ HCMV-specifiche e i 

valori più elevati di mRSS nella popolazione oggetto dello studio. Com’è noto, la 

misurazione dello spessore della cute mediante mRSS è una tecnica standardizzata 

utilizzata per la valutazione dell'attività e della gravità della malattia in soggetti affetti 

da SSc; il peggioramento del mRSS è associato a decorsi più gravi della malattia 373–

376.  

Infine, riguardo al trattamento farmacologico, la quasi totalità degli agenti terapeutici 

somministrati ai pazienti con SSc inclusi nel nostro studio non possiede alcun effetto 

diretto sul sistema immunitario; pertanto, è plausibile ritenere che essi non abbiano 

influito sui risultati ottenuti. Solo due pazienti sono stati trattati con steroidi; uno di 

essi è risultato essere sieronegativo per HCMV (e quindi escluso dall’analisi 

comparativa) e l’altro è stato trattato con dosaggi estremamente bassi di 6-metil-

prednisolone.  

In conclusione, i risultati ottenuti rinforzano l’ipotesi di un coinvolgimento di HCMV 

nella patogenesi di questa malattia autoimmune, con il possibile contributo di altri 

agenti infettivi, cofattori ambientali e/o genetici 299–302,362. 
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