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1. SVILUPPO DI UN KIT DIAGNOSTICO PER L’INFEZIONE
DA HBV

1.1 INTRODUZIONE

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA DELL’EPATITE B

L’ Epatite B ¢ una delle infezioni piu comuni, ci sono infatti circa 400 milioni di portatori al
mondo. Ogni anno un milione di persone muore per epatite cronica, cirrosi, epatocarcinoma,
tutte patologie correlate a questa infezione. Si stima che approssimativamente 400.000 nuovi casi
vengano diagnosticati ogni anno solo in America Latina.[1] La prevalenza dei portatori di
Epatite B nella popolazione adulta apparentemente sana varia nelle diverse aree geografiche. Per
questo motivo il mondo ¢ stato suddiviso in tre zone in base alla prevalenza dell’infezione:

- Regioni iperendemiche, in cui l'infezione ¢ praticamente universale: Sud-Est Asiatico
(compresa la Cina), Pacifico Occidentale e Africa subsahariana. In queste zone il
sovraffollamento nei singoli nuclei familiari e nelle comunita, la promiscuita e 1’inosservanza
delle pii elementari norme igienico-sanitarie favoriscono la diffusione dell’infezione sia
orizzontale, da soggetto malato a sano, sia verticale o perinatale, da madre a figlio. La
percentuale di portatori in tali popolazioni ¢ maggiore dell'8% (in rosso nella figura).

- Regioni ad endemia intermedia quali Nord Africa, Medio Oriente, parte dell'Europa
meridionale ed orientale ¢ Sud America con prevalenza di portatori di HBsAg variabile dal 2 al
7% della popolazione generale ( in giallo nella figura).

- Regioni a bassa prevalenza che comprendono il nord Europa, la maggior parte dei paesi
dell'Europa occidentale, gli Stati Uniti, il Canada, I'Australia e la Nuova Zelanda. In queste aree
meno del 10% della popolazione generale ha evidenza sierologica di infezione da HBV e il tasso
di portatori ¢ pari o inferiore al 2%. Anche in questi paesi tuttavia, la prevalenza di infezione e di
portatori pud variare considerevolmente in base alle abitudini sociali, voluttuarie e sessuali
nonché in base ai gruppi
etnici e ai movimenti

migratori (in verde nella

figura) .[2]
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In particolare in Europa uno studio di sieroprevalenza ha permesso di tracciare una dettagliata
mappa geografica sulla reale diffusione dell’infezione da HBV nei diversi paesi. L’analisi
dell’insieme dei dati raccolti ha portato a suddividere I’Europa in tre pattern epidemiologici

distinti:

- un primo rilevabile nei paesi scandinavi e nel Regno Unito si caratterizza per 1 bassissimi livelli
di sieroprevalenza con una percentuale di portatori di HBsAg inferiore allo 0,1% e di

marcatori globali d’infezione al di sotto del 5%;

- un secondo osservabile in molti paesi dell’Ovest europeo (quali la Francia, 1’allora Repubblica
Federale Tedesca e i Paesi Bassi) con percentuali di prevalenza del HBsAg variabili dallo 0,1

allo 0,5% e percentuali globali di marcatori dal 5 al 10%;

- un terzo riscontrabile in tutti i paesi del bacino del mediterraneo e dell’Est europeo, ove la
percentuale di sieroprevalenza per ’HBsAg oscilla dall’l al 5% e quelle globali d’infezione

dal 10 al 20%.

L’Italia, paese ad endemia intermedia, si colloca in questa terza fascia con una prevalenza, nella
popolazione generale, per uno o piu marcatori di infezione da HBV, intorno al 20% ed una
positivita media per HBsAg del 3% (oscillazioni dallo 0.5% nelle regioni del Nord, al 5% nel
Sud). [3]

Alla fine degli anni ottanta ¢ stato condotto in Italia uno studio di sieroprevalenza su una
popolazione di 65000 gestanti, uniformemente distribuite nel territorio nazionale. Secondo
questa indagine, la prevalenza media del HBsAg ¢ risultata del 2,4%, ma con una distribuzione
alquanto disomogenea nelle diverse regioni: da percentuali bassissime, dello 0,5%, rilevate nel
Trentino-Alto Adige, a percentuali del 5,2% in Sardegna e Campania e del 5,6%, in Puglia.
Queste differenze si possono verosimilmente attribuire alle diverse abitudini di vita e alle piu o
meno precarie condizioni sociosanitarie nel Centro-Sud Italia, rispetto al Nord. Sacche
iperendemiche, con sieroprevalenza per HBsAg superiore al 7%, e talora sino al 10%, sono state
riscontrate in alcune aree urbane del napoletano ad altissima densita di popolazione, cosi come in
aree urbane del Nord-Italia, in particolare nelle province di Bergamo e Brescia.[4]

Se fino alla meta degli anni '80 I’infezione da HBV costituiva il piu frequente fattore eziologico
delle epatiti croniche, nell’'ultimo decennio le migliorate condizioni socioeconomiche ed
igienico-sanitarie, il calo della natalita (con il conseguente minore affollamento delle aule

scolastiche e dei nuclei familiari), I'utilizzo sempre piu diffuso delle siringhe a perdere, hanno



progressivamente e considerevolmente modificato 1’impatto dell’infezione da HBV
nell’eziologia delle epatopatie croniche in Italia. Nell’ultimo quinquennio in Italia la percentuale
di epatopatie croniche attribuibili ad infezione da HBV ¢ ulteriormente scesa sino a livelli del

13,7%. [5]

1.1.2 VIE DI TRASMISSIONE

L'HBYV si trasmette per via parenterale apparente o inapparente. Il contagio avviene per via
percutanea o tramite il contatto diretto con le mucose, per la presenza del virus nei liquidi
biologici di una persona infetta (questo vale sia per I’infezione cronica sia per la forma acuta). Il
rischio di contrarre I’epatite ¢ direttamente proporzionale alla quantita del liquido infetto che
entra in circolo e al livello di contagiosita del portatore del’HBV che funge da serbatoio
dell'infezione. Tra le complessita che contraddistinguono il virus e la malattia esiste anche la
variabilita della carica virale, che nei portatori dell’antigene HBsAg oscilla da un minimo di
dieci virioni/ml al massimo di un miliardo di virioni/ml. Le piu elevate concentrazioni del virus
si registrano nel sangue, nei suoi derivati e nei fluidi sierosi, mentre nel seme, nel fluido vaginale
e nella saliva sono decisamente piu basse. Il sangue e i rapporti sessuali rappresentano quindi i
modelli piu efficienti di trasmissione del contagio. Seppure in bassissime concentrazioni
I’antigene di superficie del’HBV (HBsAg) ¢ stato individuato anche in fluidi organici come le
lacrime, il sudore, le urine, le feci, il colostro, il liquido cerebrospinale e sinoviale, i quali non
sono stati pero associati ad un reale rischio di trasmissione dell’infezione. Le principali vie di
contagio per I'HBV sono quindi rappresentate da trasfusioni di sangue e suoi derivati , rapporti
sessuali non protetti, trapianti di organi e tessuti, uso di siringhe e aghi contaminati, impiego di
apparecchiature e strumenti sanitari non sterilizzati, trasmissione verticale. La trasmissione
verticale ¢ estremamente frequente nelle aree geografiche ad elevata endemia, cosi come la
possibilita che il contagio venga trasmesso dalla puntura di insetti riguarda essenzialmente le
zone tropicali e si pud comunque considerare piuttosto remota. Le categorie particolarmente
esposte al rischio di infezione da HBV sono pertanto i tossicodipendenti, i politrasfusi, gli
emodializzati, gli omosessuali maschi, gli operatori sanitari.

I mutamenti sociali che stanno avvenendo nel nostro paese e una serie di abitudini e mode
sembrano aver aumentato il propagarsi del contagio da HBV. Per cambiamenti sociali si
intendono le numerose migrazioni dai paesi in cui ’HBV ha un andamento endemico, oppure i
sempre piu frequenti viaggi di svago in zone esotiche spesso appartenenti alla fascia dei paesi in
cui ¢ piu elevato il rischio di contrarre il virus. Le abitudini considerate “pericolose" sono senza

dubbio i rapporti sessuali promiscui, dal momento che I’epatite B va considerata una delle



malattie sessualmente trasmesse piu diffuse, ma non sono da meno nuove mode sempre piu

diffuse quali tatuaggi e piercing.[6]

1.1.3 PREVENZIONE

L'allestimento di vaccini per la prevenzione dell'infezione da HBV rappresenta una delle
principali conquiste della medicina moderna.

Esistono diversi tipi di vaccino:

- vaccini a base di HBsAg (Antigene di Superficie);

- vaccini contenenti 'HBsAg e gli Antigeni S e pre S;

- vaccini preparati con la tecnica del DNA ricombinante.[7,8]

Per la prima vaccinazione si consiglia di fare 3 inoculazioni per via intramuscolare, distanziate di
1 mese l'una dall'altra. Un primo richiamo a distanza di 1 anno dalla prima iniezione e
successivamente un richiamo ogni 5 anni.

Per il vaccino ricombinante la distanza ottimale tra le dosi ¢: 0-1-6 mesi € non sono necessari i
richiami.

In Italia la vaccinazione del neonato ¢ obbligatoria (Legge n 165 del 27 maggio 1991) e va fatta,
per 1 nati da madri HBsAg negative al 3°-5°-11° mese di vita contemporaneamente alle altre
vaccinazioni obbligatorie (antidifterica, antitetanica, antipolio). Inoltre la vaccinazione anti-
epatite B ¢ obbligatoria anche per tutti gli adolescenti nel corso del 12° anno di vita
(limitatamente ai 12 anni successivi all’entrata in vigore della legge). Infine ¢ obbligatorio per
legge lo screening per HBsAg di tutte le gravide nel corso del 3° trimestre di gestazione. Il
vaccino € comunque consigliato ai gruppi ad alto rischio quali: individui sessualmente attivi con
piu di un partner sessuale in 6 mesi, maschi omosessuali o bisessuali, soggetti afferenti a centri
per malattie sessualmente trasmesse, partner sessuali o contatti familiari di soggetti HBsAg
positivi, tossicodipendenti per via endovenosa, pazienti affetti da coagulopatie/emopatie che
necessitano di frequenti trasfusioni di sangue, emoderivati o fattori della coagulazione,
emodializzati, soggetti che risiedono o lavorano in istituzioni per malati mentali o istituti di
contenzione, operatori sanitari, soggetti che hanno in programma di risiedere per piu di 6 mesi in
arce ad endemia elevata.[9]

Il vaccino anti-HBV ¢ sicuro ed efficace e induce la produzione di anticorpi diretti contro
l'antigene di superficie (anti-HBs), che rappresentano gli anticorpi neutralizzanti protettivi. Si
ritiene protettivo un titolo di anti-HBs > 10 mIU/ml.[10] Questo titolo anticorpale si osserva di

solito in piu del 95% dei soggetti vaccinati. L'immunogenicita ¢ ridotta negli individui che hanno



piu di 40 anni e negli immunocompromessi. In presenza di non responsivita al vaccino, si
consiglia la rivaccinazione con 3 ulteriori dosi di vaccino. In questi casi, di solito, circa la meta
dei pazienti sieroconverte, nei restanti casi non c'¢ nessuna indicazione a ripetere un nuovo ciclo
vaccinale, ma si puo tentare di indurre una risposta somministrando il vaccino con un adiuvante
specifico di derivazione T linfocitaria ovvero in concomitanza con immunoglobuline specifiche
(HBIg) o con immunostimolanti. Generalmente la persistenza di anti-HBs dopo la vaccinazione
correla con l'entita del titolo anticorpale raggiunto dopo l'ultima dose di vaccino. L'anti-HBs
scompare in un certo numero di soggetti vaccinati dopo 10 anni dal vaccino, ma I'immunita

sembra persistere ancora per molti anni .[11]

1.1.4 IMARCATORI SIEROLOGICI dell'INFEZIONE da HBV

HBsAg e anti-HBs

L'HBsAg ¢ I'indicatore sierologico piu importante dell'infezione da HBV. Puo essere rilevato nel
siero di pazienti affetti da epatite B da 6 a 16 settimane dal contagio e di solito precede di 1-7
settimane 1'aumento delle transaminasi e degli eventuali sintomi. L'HBsAg di solito diventa non
determinabile dopo 4-6 mesi nei pazienti che vanno incontro a guarigione spontanea, mentre la
sua persistenza per piu di 6 mesi indica I'evoluzione verso una forma di infezione cronica. La
scomparsa dell'HBsAg ¢ seguita dalla comparsa del relativo anticorpo (anti-HBs). Nella maggior
parte dei pazienti, l'anti-HBs persiste per anni o per tuta la vita, conferendo un'immunita a lungo
termine. Alcuni pazienti, tuttavia, presentano il cosiddetto "periodo finestra" che corrisponde al
periodo in cui 'HBsAg si negativizza, ma l'anti-HBs non ¢ ancora determinabile in circolo. In
questa fase il paziente non ha né l'antigene s, né l'anticorpo e quindi la diagnosi di infezione da
HBYV si basa sulla ricerca degli anticorpi anti antigene core di classe IgM (anti-HBc IgM). Circa
il 25% dei soggetti infetti presenta nel siero sia HBsAg che anti-HBs. In taluni casi si tratta di
portatori cronici nei quali gli anticorpi anti-HBs non sono in grado di neutralizzare i virioni
circolanti.[12]

HBcAg e anti-HBc¢

L'antigene core del'HBV (HBcAg) ¢ un antigene intracellulare espresso negli epatociti infetti e
quindi non presente nel siero. Il corrispondente anticorpo (anti-HBc) € presente nel siero per tutta
la durata dell'infezione: in fase acuta si tratta di IgM che nella fase finestra rappresentano 1'unico
marcatore di infezione. In particolare, si ritiene che la presenza nel siero di IgM anti-HBc sia
diagnostica di infezione acuta, nonostante che tali anticorpi possano rimanere determinabili nel

siero anche per pit di 2 anni dopo l'infezione acuta e possano ricomparire nelle fasi di



riesacerbazione delle epatiti croniche. Le IgG anti-HBc persistono insieme con gli anti-HBs nei
pazienti che guariscono e insieme con I'HBsAg nei pazienti che cronicizzano. La presenza isolata
di anti-HBc in assenza di HBsAg o anti-HBs, ¢ stata riportata nello 0,4-1,7% dei donatori di
sangue in aree a bassa prevalenza e nel 10-20% della popolazione nelle regioni endemiche.
Questo riscontro ¢ indicativo di tre situazioni: periodo finestra di un’epatite B acuta (in questo
caso si tratta di anti-HBc di classe 1gM), pregressa infezione da HBV guarita risalente a molti
anni addietro (di conseguenza il titolo di anti-HBs ¢ diminuito fino a non essere piu
determinabile); infezione cronica da HBV di lunghissima durata (di conseguenza il titolo di
HBsAg ¢ diminuito fino a non essere piu determinabile). Ai fini della diagnosi differenziale pud
essere utile la determinazione dellHBV-DNA che comunque, in alcuni pazienti con solo anti-
HBc, puo anche risultare negativo.[10]

HBeAg e anti-HBe

L'HBeAg ¢ in genere considerato marcatore di attiva replicazione virale ed infettivita. E'
riscontrabile in circolo nella prima fase dell'epatite acuta B, cio¢ durante la fase di attiva
replicazione virale, pochi giorni dopo la comparsa del'HBsAg e la sua presenza si associa alla
presenza di HBV-DNA nel siero. La maggior parte dei pazienti HBeAg positivi ha una malattia
epatica attiva, a meno che non si tratti di pazienti con infezione perinatale che, in questo caso
possono avere transaminasi normali e minima infiammazione nel fegato. La sieroconversione da
HBeAg al relativo anticorpo (anti-HBe) si associa di solito alla scomparsa del'lHBV-DNA nel
siero ¢ alla remissione della malattia. Tuttavia un certo numero di pazienti affetti da infezione
cronica continua ad avere una malattia epatica attiva e la presenza di HBV-DNA nel siero
nonostante la presenza di anticorpi anti-HBe. Questa tipologia di pazienti, prevalente nel bacino
del Mediterraneo, ¢ portatrice di una popolazione virale prevalente caratterizzata da una
mutazione a livello della regione precore che previene la produzione di HBeAg (mutanti
precore).[13]

HBV-DNA

La presenza di HBV-DNA nel siero ¢ indicativa di replicazione virale. Questo marcatore puo

essere rilevato nel siero con metodiche quantitative o qualitative i cui limiti di sensibilita
dipendono dal test utilizzato: da 10° a 100 equivalenti virali/ml in caso di tecniche di

ibridizzazione o di amplificazione del segnale, fino a 102-103 equivalenti/ml in caso di
polymerase chain reaction (PCR). La guarigione di una epatite B acuta si accompagna
generalmente alla scomparsa dellHBV-DNA rilevata mediante tecniche non-PCR. Con la PCR
infatti, 'HBV-DNA puo rimanere determinabile nel siero per molti anni dopo la guarigione.

Questo dato suggerisce la persistenza del virus dopo guarigione verosimilmente contenuto



allinterno del sistema immune. Analogamente in pazienti con infezione cronica, la
sieroconversione HBeAg ad anti-HBe, sia spontanea che indotta dal trattamento, si accompagna
di solito alla scomparsa del'HBV-DNA sierico determinata da metodiche non-PCR, che pero
permane positivo con la PCR a meno che il paziente non abbia sieroconvertito da HBsAg ad
anti-HBs.[14]

Il principale ruolo clinico della determinazione dellHBV-DNA sta nella predittivita della
risposta alla terapia virale in pazienti con infezione cronica. In caso di infezione da virus
selvaggio, 1 pazienti con elevati livelli sierici di HBV-DNA pre-trattamento hanno minori
probabilita di rispondere alla terapia con interferone.[15] Non ¢ chiaro se questo vale per la
terapia con analoghi nucleosidici. Infine 'HBV-DNA, in quanto indice di replicazione virale, ¢
utile nella selezione dei pazienti con epatopatia cronica HBV-relata da candidare al trapianto di
fegato. I pazienti HBV-DNA positivi infatti hanno una probabilita elevatissima di reinfettare il
fegato trapiantato con conseguente prognosi negativa per la sopravvivenza sia dell'organo che

del paziente.[12]

1.1.5 ILVIRUS DELL’EPATITEB

11 virus dell'epatite B (hepatitis B virus: HBV) ¢ il prototipo di una famiglia di virus a DNA di

piccole dimensioni muniti di envelope denominati hepadnaviridae e caratterizzati da uno

spiccato epatotropismo e da uno spettro d'ospite ristretto.

Oltre all'lHBV questa famiglia comprende:

- il virus dell'epatite della marmotta (woodchuck hepatitis virus: WHV);

- il virus dell'epatite dello scoiattolo (ground squirrel hepatitis virus: GSHV);

- il virus dell'epatite B dell'anatra (duch hepatitis B virus: DHBV);

- altri virus ancora non bene caratterizzati capaci di infettare sia mammiferi (ad esempio alcune
specie di scimmie) che uccelli (ad esempio l'airone).

Tutti questi virus hanno una struttura simile, grossolanamente circolare, un genoma a DNA

parzialmente bicatenario e una peculiare ed insolita strategia replicativa .[16]



Fig. 2

Rappresentazione schematica delle particelle dell’HBV riscontrabili in sieri di pazienti infetti.
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Al microscopio elettronico il siero di pazienti con infezione da HBV presenta diversi tipi di

particelle virali strutturalmente ben distinte, alcune complete altre incomplete:

- "particelle di Dane": particelle sferoidali a doppio guscio di 42 nm;

- particelle sferiche di circa 22 nm;

- particelle filamentose del diametro di 22 nm e di lunghezza variabile.

Le "particelle di Dane" altro non sono che 1 virioni infettanti dellHBV e la loro presenza nel

siero ¢ indicativa di attiva replicazione virale nel fegato. Sono costituite da un involucro esterno

lipoproteico (envelope) di 7 nm, contenente tutti gli antigeni di superficie del virus e da un

rivestimento proteico interno (capside) dotato di specificita antigenica (antigene core), che nel

suo interno racchiude il genoma virale (HBV-DNA) e la DNA-polimerasi virus-specifica. Nel

loro insieme le molecole proteiche del capside, il genoma e la DNA-polimerasi formano il core

della particella virale. Quest’ultimo di 28 nm di diametro, mostra alla microscopia elettronica
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una configurazione esagonale a simmetria icosaedrica, con capsomeri, punte e spikes che
aggettano dalla superficie del nucleocapside con prolungamenti di 7-10 nm di lunghezza
terminanti con rigonfiamento distale bulbare.

Le particelle sferiche e filamentose sono costituite solo dall'involucro lipoproteico € mancano di
nucleocapside e di genoma, di conseguenza non sono infettanti. Anche se in differente
percentuale fra loro costituiscono le forme preponderanti in circolo potendo raggiungere, nel
siero dei pazienti infetti, concentrazioni elevatissime, sino a 10" per mL[17]

L'involucro del virione ¢ formato dal doppio strato lipidico proveniente dalle cellule dell'ospite e
da tre glicoproteine virali chiamate proteine di superficie small (S), middle (M) e large (L). Il
rivestimento esterno dei diversi tipi di particelle virus-relate presenti nel siero ¢ costituito
principalmente dalla proteina S, mentre le proteine M e L sono presenti in minor quantita. La
proteina di superficie S rappresenta pertanto un antigene di frequente riscontro chiamato
antigene di superficie dell'epatite B (hepatitis B surface antigen: HBsAg). Una delle
caratteristiche peculiari dell'HBV ¢ I'enorme eccesso con cui vengono prodotte alcune proteine
virali (in particolare le proteine di superficie e la forma secretoria della proteina
nucleocapsidica). L'esubero di sintesi delle proteine di superficie fa si che solo una piccola
porzione di esse vengano utilizzate per la costituzione del rivestimento del virione, la maggior
parte viene invece secreta sottoforma di particella (sferica o filamentosa) difettiva, che pur
presentando la reattivita "HBsAg", non ¢ infettiva in quanto non contente l'acido nucleico

virale.[18]



Organizzazione

2.1 kilobase RMNA

0.7 kilobase RNA

Fig. 3
Rappresentazione schematica del DNA del virus dell’Epatite B

Il genoma del’HBV ¢ costituito da una molecola di DNA circolare a doppia elica incompleta,

del peso molecolare di 2,3x106 dalton. Il doppio anello ¢ formato da un filamento lungo a
polarita negativa di dimensioni costanti (minus strand) e da un filamento corto a polarita positiva
che puo variare dal 15 al 60% della lunghezza della forma circolare (plus strand).

Il genoma dellHBV ha un'organizzazione molto compatta, vale a dire che ogni nucleotide si
trova in una regione codificante e piu della meta del genoma ¢ tradotto da pit moduli di lettura
aperta (open reading frames, ORFs).[19] Questa estrema compattezza dunque determina
inevitabili sovrapposizioni delle regioni che codificano le proteine virali, con lettura a partire da

codoni di inizio parzialmente sfalsati. Questo tipo di architettura risulta molto vantaggiosa, in
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questo modo infatti 'HBV pud contare su un genoma poco ingombrante, ma particolarmente
duttile, visto che la mutazione di un singolo nucleotide puo cambiare piu di una proteina virale.
L'analisi di sequenza del DNA virale (HBV) ha portato all’identificazione di quattro ORFs
localizzati tutti sul minus strand:

- ORF pre-S/S che codifica per gli antigeni di superficie (pre-Sl1, pre-S2 e S);

- ORF pre-C/C che codifica per le proteine strutturali del core e per l'antigene ¢ (HBeAg);

- gene P che codifica per la polimerasi virale;

- gene X che codifica per una proteina il cui ruolo nel ciclo biologico del virus rimane tuttora

ignoto.[18]

Proteine di superficie

L’ORF che codifica per le proteine strutturali dell’involucro esterno della particella di Dane ¢
costituito da un unico modulo di lettura che comprende sia il gene S sia due altre regioni
contigue che lo precedono nello stesso modulo definite pre-S1 e pre-S2. Il genoma pud cosi
codificare per le tre diverse proteine di superficie: S, M ed L: la proteina L ¢ il prodotto
dell'intero ORF (preS1 + preS2 + S), la M del gene S e della sequenza preS2 situate a monte di S
e la S codificata solo dal gene S.

Tutte e tre le proteine sono costituenti essenziali dell’involucro esterno del’HBV ove sono
stabilmente rappresentate e sembrano svolgere importanti funzioni quali ad esempio
I’assemblaggio del core a livello citoplasmatico, ’adesione alle membrane plasmatiche delle
cellule dell'ospite e la penetrazione della particella virale all’interno della cellula epatica.

Nel siero dei pazienti infettati da HBV I'espressione delle tre proteine di superficie ¢
estremamente variabile e dipende dalla fase della malattia (acuta o cronica) e dall’attivita

replicativa del virus.[19,20]

Proteine del core

Come per I'ORF pre-S/S, anche per I'ORF del core sono presenti due distinti codon di inizio
della trascrizione che permettono di identificare due regioni: pre-C e C (2). Il prodotto del gene
C ¢ la proteina del core (HBcAg) che costituisce l'unitda fondamentale del nucleocapside e
sintetizzata nel citoplasma della cellula ospite, ritorna nel nucleo concorrendo poi
all'assemblaggio della particella virale infettiva. La proteina HBcAg contiene una sequenza
carbossiterminale protamino-simile di 38 amminoacidi ricca in arginina e ritenuta responsabile,

in quanto altamente basica, del legame tra ’antigene e ’acido nucleico virale.[21]



Se il segnale di trascrizione inizia a livello del primo codone in posizione 1814, si ha la sintesi di
una proteina di 25 Kd (espressione dell’intero modulo di lettura pre-C/C) che differisce
dal’HBcAg per la presenza all'estremo N-terminale di 29 aminoacidi tradotti dalla regione pre-
C. Questa regione contiene un piccolo peptide che ha la funzione di sito di riconoscimento per il
trasporto della proteina di 25 Kd nel reticolo endoplasmatico della cellula ospite. In seguito
all’eliminazione di tale peptide nel lume dello stesso reticolo endoplasmatico, residua una
proteina intermedia di 22 kd che pud o essere liberata come tale nel citoplasma o essere
ulteriormente clivata all'estremo C-terminale dando origine ad una proteina di 17 Kd chiamata
antigene “e” (HBeAg). L’HBeAg ¢ pertanto un antigene nucleocapsidico non strutturale del
virus, fisicamente e antigenicamente distinto dal’HBcAg. L'HBeAg non sembra indispensabile
per le funzioni biologiche e vitali del virus, come dimostrato dal fatto che le mutazioni virali
coinvolgenti la produzione di proteine precore non hanno alcun effetto sulla replicazione virale.
Pur non essendo fondamentale per il completamento del ciclo biologico del virus, la produzione
del'HBeAg ¢ stata mantenuta in tutti gli hepadnavirus. E’ possibile che cio tragga ragione dal
suo ruolo di modulatore dell'interazione virus/sistema immune dell'ospite, come dimostrato da

evidenze sperimentali.[22]

Proteina P

Il prodotto codificato dal gene P, una proteina basica ricca in istidina di 90000-950000 dalton, si
caratterizza per le sue molteplici attivita funzionali, prima fra tutte quella svolta nel processo di
replicazione del virus, ma anche quella di piu recente individuazione che assegna un ruolo
importante nelle varie fasi di packaging dell’RNA genomico all’interno della primitiva particella
del core.

L’analisi di sequenza del genoma ha rivelato I’esistenza, all’interno del’ORF P, di quattro
distinti domains. Un amminoterminale detto primase che codifica per la proteina e funge da
primer per la sintesi del minus strand del DNA virale. A questo segue un secondo dominio di
incerto significato, definito spacer intercalato tra il primo e il terzo, il quale codifica per la DNA-
polimerasi virale. Tale enzima svolge un ruolo chiave nel processo di replicazione del virus ed ¢
dotato di differenti funzioni: antigene, enzima di riparazione per la chiusura del tratto spaiato del
plus strand nel momento dell’ingresso del virione nel nucleo dell’epatocita infettato e infine
attivita di trascrittasi inversa indispensabile per dirigere la sintesi del DNA virale a partire
dal’RNA pregenomico sintetizzato da una polimerasi dell’ospite. Un quarto dominio,

localizzato all’estremita 3’ dell’ORF codifica per un H-ribonucleasi che serve a degradare



I’oligoribonucleotide posto all’estremitda 5° una volta che questo ha svolto la sua funzione,

ovvero funzionare da primer per la copia del plus strand all’interno del core immaturo.[23,24]

Proteina X

L’ORF X codifica per una proteina non strutturale del virus la cui esatta funzione rimane ancora
per certi aspetti da chiarire. Sembra si tratti di una proteina dalle spiccate proprieta transattivanti
in grado di promuovere la trascrizione di diversi geni, non solo del'lHBV (sul quale agisce
regolando e/o potenziando le varie fasi del processo replicativo), ma anche di altri virus e delle
cellule dell'ospite.[25] In particolare la proteina X agirebbe su oncogeni e fattori di crescita quali
c-myc, c-fos c-jun, TGF-a esercitando cosi una spinta proliferativa sulla cellula che, se non
opportunamente controregolata e bilanciata dall’attivita di altri geni ad effetto opposto
(antioncogeni), puo portare a situazioni estreme quali la trasformazione neoplastica. [26]

La proteina X ha inoltre potere immunogeno ed ¢ quindi capace di indurre nel soggetto infettato
da HBV una risposta anticorpale. Tale risposta, fugace e abortiva nel soggetto con epatite acuta
autolimitantesi, puo persistere a titoli abbastanza elevati nell’epatite cronica HBsA g-positiva con

persistente replicazione virale.



Replicazione
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Fig.4

Rappresentazione schematica del ciclo replicativo dell’Epatite B.

Il ciclo vitale del’HBV ¢ particolare e unico nel suo genere. L'HBV, pur essendo un virus a
DNA, replica come un retrovirus: la duplicazione del proprio genoma prevede infatti la sintesi di
un pre-genoma ad RNA intermedio successivamente retrotrascritto, ad opera della trascrittasi
inversa, nel corrispondente DNA.[27]
Le tappe del ciclo vitale sono le seguenti:

e adesione e ingresso nella cellula ospite:
gli eventi piu precoci del ciclo dell'HBV sono ancora in gran parte ignoti per l'assenza di modelli

cellulari in vitro. Il migliore modello sperimentale ¢ rappresentato dall'infezione di epatociti di
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anatra con DHBV: su queste cellule sono stati dimostrati almeno 10" siti di legame ad alta
affinita. Il legame specifico a questi siti saturabili si accompagna all'adesione del virus a siti di
legame non saturabili e a bassa affinita. Sulla base delle evidenze sperimentali si ritiene che, sia
per 'HBV che per il DHBYV, i siti recettoriali responsabili dell'interazione virus-ospite siano
situati all'interno del domain pre-S della proteina di superficie L. Resta comunque sconosciuta la
natura dei recettori cellulari, anche se nel modello degli epatociti di anatra ¢ stata descritta una
glicoproteina di 180 kd sulla superficie cellulare appartenente alla famiglia delle
carbossipeptidasi D in grado di legare le particelle virali con elevata affinita. Questa proteina
transmembrana sarebbe il recettore responsabile del riconoscimento e dell’internalizzazione del
virus, tuttavia sarebbe necessario un secondo fattore dell'ospite per completare l'ingresso del
virus nella cellula.
Una volta avvenuto il legame con i recettori cellulari, la tappa successiva prevede la liberazione
del genoma e degli altri costituenti virali nel citoplasma della cellula ospite. Per 'HBV sembra
che ci0 avvenga per endocitosi. Una volta nel citoplasma il DNA genomico deve raggiungere il
nucleo, come questo trasporto possa avvenire ¢ oggetto di numerosi studi. Le evidenze piu
recenti supportano il ruolo della polimerasi virale che sarebbe in grado di legare le molecole di
DNA all'interno del nucleo, mentre le particelle del core sarebbero coinvolte nel trasporto
nucleare.
Una volta nel nucleo il genoma circolare parzialmente a doppia elica si trasforma in una nuova
forma di DNA virale chiamato DNA circolare chiuso covalentemente (cccDNA). Il cccDNA
rappresenta lo stampo per la trascrizione del genoma virale.[28]

e replicazione del genoma:
la prima tappa della replicazione del genoma ¢ la formazione del cccDNA che viene
successivamente amplificato di circa 50 volte. La trasformazione del DNA virale in cccDNA ¢ la
successiva amplificazione prevedono una serie di reazioni enzimatiche che necessitano
dell'intervento di fattori dell'ospite e della proteina virale L. 11 cccDNA ¢ il primo intermedio
replicativo a comparire dopo l'infezione e rappresenta la principale forma di DNA presente nel
nucleo.
Il cccDNA viene quindi trascritto ad opera di una RNA-polimerasi DNA-dipendente della cellula
dell’ospite, in forme multiple di RNA genomico e subgenomico tutte a polarita positiva, le quali
si distinguono per la differente lunghezza e funzione. Nell’evolversi del ciclo riproduttivo, una
parte del’RNA genomico migra nel citoplasma ove viene utilizzato come RNA messaggero

(mRNA) per dirigere la sintesi delle proteine virali strutturali e non, mentre un’altra parte rimane



temporaneamente sequestrata nel nucleo dell’epatocita per poi migrare verso il citoplasma e
fungere da stampo per la sintesi di nuovo DNA virale.

L’RNA destinato alla replicazione virale, definito pre-genomico (pgRNA), viene incapsidato in
particelle core immature all'interno delle quali viene poi retrotrascritto ad opera della DNA
polimerasi virale nella catena minus strand del DNA virale. Man mano che il minus strand si
allunga, il pgRNA viene degradato ad opera della DNA-polimerasi virale che possiede anche
attivita ribonucleasica. Una volta completato il minus strand, questo servira da stampo per la
sintesi della catena corta (plus strand) che ha luogo sempre all'interno della particella virale
immatura.[27,29]

e assemblaggio delle particelle virali e liberazione in circolo:

Per essere secreto il virus deve assolutamente possedere l'involucro, in particolare deve avere le
proteine di superficie. L'assemblaggio delle particelle del core con le proteine dell'envelope
avviene nel citoplasma attraverso una complessa interazione che genera virioni con involucro. Le
particelle cosi assemblate vengono trasportate nel reticolo di Golgi e quindi secrete mediante

trasporto vescicolare.

1.1.6 VARIABILITA’ GENETICA

Rispetto ad altri virus il genoma del’HBV sembra essere relativamente stabile con un tasso di
variabilita circa 100-1000 volte piu basso rispetto ai virus a RNA, ma 100 volte piu alto rispetto
agli altri virus a DNA. Questo dato si pud verosimilmente imputare al fatto che le modalita di
replicazione dell'HBV prevedono la sintesi di un pre-genoma ad RNA quindi ritrascritto in DNA,
la fase di retro-trascrizione pertanto giustificherebbe una variabilita genomica piuttosto elevata.
Al contrario il numero di mutazioni del'HBV pari a 2 x 10’sostituzioni/per sito/per anno &
nettamente inferiore a quello di altri virus con meccanismi replicativi simili quali I'HIV. E'
verosimile che l'estrema compattezza del genoma virale sia uno dei fattori limitanti per la
produzione di mutanti biologicamente efficienti. [30,31]
Le varianti dell'HBV negli ultimi anni hanno suscitato notevole interesse non solo virologico, ma
anche clinico di conseguenza mutazioni a carico dei differenti geni virali (regioni core e precore,
regione S e regione P) sono state studiate in relazione a specifiche condizioni cliniche.
¢ In riferimento alla regione pre-S/S che codifica per le proteine di superficie, la presenza
di regioni ipervariabili e quindi suscettibili di mutazioni nelle due porzioni idrofiliche

del gene S, giustifica il riscontro di diversi sottotipi virali e la possibilita nell’ambito



degli stessi, di frequenti mutazioni con sostituzioni aminoacidiche senza pero
comportare importanti ripercussioni sulla biologia o sulla patogenicita del’HBV.
Mutazioni puntiformi e delezioni delle regioni pre-S1 pre-S2 possono invece riflettersi
rispettivamente sull’assemblaggio del virione e sulle potenzialita oncogene del virus.
[32,33]
Sul piano clinico la variazione piu importante a carico del gene S ¢ quella riguardante il domain
gruppo-specifico “a” altamente immunogeno, in particolare la regione tra gli aa 124 e 147. Tale
domain presente in tutti 1 sottotipi virali dell’ HBV, rappresenta il bersaglio verso cui ¢ diretta la
risposta anticorpale neutralizzante antiHBs, in grado di conferire protezione nei confronti dei
diversi sottotipi del virus.[34] Questa mutazione fu inizialmente descritta in un bambino italiano
infettatosi dalla madre HBeAg-positiva nonostante avesse gia sviluppato, a seguito della
profilassi vaccinale, anticorpi anti-HBs a titolo elevato (il bambino divenne HBsAg ¢ HBeAg
positivo portatore di epatite cronica). [35] Questa stessa mutazione ¢ stata successivamente
evidenziata sia in bambini sottoposti a profilassi passiva-attiva anti-HBV [36,37], sia nei
trapiantati d’organo dopo profilassi con globuline umane specifiche iperimmuni.[38,39] Tale
mutazione consiste nella sostituzione in posizione 145, dell’aminoacido glicina con I’aminoacido
arginina, questo determina la selezione di un mutante virale biologicamente attivo in grado di
riprodursi e di sfuggire all’azione neutralizzante degli anticorpi anti-HBs, in quanto la
sostituzione Gly>Arg altera la struttura conformazionale dell’epitopo immunodominante “a”
riducendo o annullando la capacita di legame degli anticorpi monoclonali o policlonali specifici.
[34]
Ogni tipo di mutazione del gene pre-S/S pud portare ad errori diagnostici soprattutto quando
sono utilizzate metodiche di rilevamento dell’HBsAg basate sulla cattura dell’antigene o che si
avvalgono dell’uso di anticorpi monoclonali antiHBs che possono non legarsi al mutante
HBsAg. Pertanto i pazienti portatori di un infezione da varianti HBV con mutazioni nella regione

del gene pre-S/S potrebbero risultare falsamente negativi.[40]
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Le varianti della regione preC si caratterizzano per I’incapacita di esprimere I’antigene
nucleocapsidico “e” che rappresenta, assieme all’antigene del core, il naturale bersaglio
della risposta cellulomediata dell’ospite, mantenendo comunque conservate le piu
importanti funzioni biologiche del virus quali la capacita di riprodursi e il potenziale
patogenico. La mutazione osservata con maggiore frequenza nella regione pre-C ¢
rappresentata dalla sostituzione, in corrispondenza del nucleotide 1896, di un’adenosina
al posto di una guanosina (G>A), con conseguente conversione di un codone 28, che nel
ceppo selvaggio codifica per il triptofano, in un codone di stop che impedisce la
trascrizione provocando cosi ’arresto della sintesi della proteina virale.[41,42,43] In
altre parole, in presenza di questo tipo di mutazione, la sintesi della proteina

[1P2]

nucleocapsidica avviene come di norma, ma l'antigene “e” non viene sintetizzato per la
presenza di una mutazione tra i due codon di inizio. L'antigene “e” ¢ un importante
bersaglio della risposta immune sia cellulo-mediata sia umorale, pertanto la sua perdita
puo consentire al virus di sfuggire al sistema immune dell'ospite. In termini clinici la
sieroconversione dell'antigene “e” con comparsa del relativo anticorpo ¢ classicamente
ritenuto un segno di marcata riduzione dell’attiva replicativa. Alcuni pazienti e portatori
cronici del virus tuttavia, sviluppano I'anti-HBe, ma continuano a presentare replicazione
del virus ad alto titolo. Questi pazienti sono appunto portatori della mutazione pre-core
che ¢ diventata prevalente nei paesi del bacino del Mediterraneo. Subito dopo la sua
prima descrizione, si riteneva che tale mutazione determinasse una rapida progressione
dell'infezione verso forme fulminanti o croniche ad elevata attivita. Osservazioni

successive non hanno confermato questo dato essendo stati descritti portatori

asintomatici di tale mutazione.[44]

Molto importanti sul piano clinico sono le mutazioni del gene C propriamente detto che
tendono a raggrupparsi in porzioni ristrette del genoma virale (tra le sequenze 48-60 e
84-101) codificanti per epitopi strutturali riconosciuti dai linfociti T, sia helper sia
citotossici. Tali mutazioni correlano solitamente con la severita della malattia epatica,
verosimilmente tramite un migliore riconoscimento degli epatociti infettanti da parte dei
linfociti T citotossici e talora possono essere responsabili del riscontro di insoliti pattern
sierovirologici, quali presenza di HBsAg e assenza di anti-HBc nello stesso campione o

addirittura presenza di HBsAg e di HBeAg e assenza di anti-HBc. [45,46]



Mutazioni nel motivo conservato YMDD del sito catalitico della trascrittasi inversa
codificata dal gene P alterano la sintesi del DNA virale e sono state correlate alla
resistenza alla lamivudina, un farmaco antivirale utilizzato per la terapia delle epatopatie
HBV-relate. Sempre a carico del gene P altre mutazioni puntiformi sembrano interferire

con la sintesi delle catene di DNA.

Rare e ancora senza particolare significato sono le mutazioni a carico del gene X in
corrispondenza del quale sono state descritte sequenze integrate troncate, associate a

delezioni, fusioni con il gene C e sviluppo di carcinoma epatocellulare.[37]



1.2 SCOPO DEL LAVORO

Questo lavoro, svolto in collaborazione tra il laboratorio di Immunologia del Dipartimento di
Scienze Mediche di Novara, il laboratorio di Chimica del Dipartimento di Biotecnologie e
Bioscienze di Milano-Bicocca e 1’Advanced Life Science Institute Inc. a Saitama, Giappone,
nasce da precise esigenze di mercato della ditta DiaSorin spa (Saluggia).
Analisi interne del marketing DiaSorin hanno infatti evidenziato I’esigenza di aumentare le
prestazioni dei loro test diagnostici per infezioni da HBV migliorando nello specifico:
- la sensibilita analitica del test nei confronti del riconoscimento del marker HBsAg alla
fine del periodo di incubazione
- la sensibilita generale rispetto ai differenti genotipi
- la specificita generica dello screening
- la sensibilita nel riconoscimento dei vari mutanti HBsAg
- il livello di automazione dell’analisi
- il numero di analisi previste dal test.
A livello generale 1 test diagnostici HBV si basano sull’utilizzo di anticorpi monoclonali o
policlonali contro I’epitopo dominante “a” del’HBsAg.
La specificita mediamente supera il 99.5%, ma falsi positivi possono essere osservati in
campioni eparinizzati o dovuti ad interferenze dipendenti da emoglobina o bilirubina.
Generalmente il maggior numero di falsi positivi viene rilevato nelle donne in gravidanza, in
pazienti con infezioni acute o croniche, o con malattie autoimmuni o ancora malattie croniche
del fegato.
La sensibilita dei test HBsAg ¢ in continuo incremento, tanto che il limite di detection delle
nuove licenze rilasciate in Europa ¢ al di sotto dei 0,16 ng/ml.
Tuttavia ’HBsAg puod non essere rilevato in alcune circostanze:
- durante il periodo finestra alla fine del periodo di incubazione prima che abbia inizio la
sintesi del’HBsAg
- in presenza di bassi livelli di HBV
- in casi di risoluzione della malattia, che corrispondono con un progressivo decadimento
dei livelli di HBsAg al disotto dei limiti di rilevabilita dei test in pazienti con infezione
HBYV cronica
- in presenza di mutanti e varianti della regione S
Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quindi mettere a punto un nuovo kit diagnostico che
migliorasse le qualita di quello gia in commercio risultando in grado di riconoscere tutti i mutanti

HBsAg noti e che avesse un valore soglia piu basso in modo da rilevare le piccole quantita di



HBsAg presenti in campioni di portatori considerati “Low-level”, mostrando di fatto di essere
paragonabile o migliore rispetto ai kit dei piu importanti competitor sul mercato. Inoltre che
rispondesse alle caratteristiche definite dalla Commissione Europea per permetterne I’immediata

commercializzazione nei paesi appartenenti alla comunita.

0.05 1U/ml 99.87% CMIA
100% 99.94% CLIA
0.12ng/ml 100% 1A
0,16 ng/ml 100% 1A
0.11U/ml 99.88% 1A

Fig. 6 Tabella che mostra le percentuali di sensibilita e specificita dei test diagnostici per HBsAg dei prinicipali

competitor presenti sul mercato.
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1.3 MATERIALI E METODI

1.3.1 FUNZIONAMENTO DELLO STRUMENTO LIAISON

Fig.7 Lo strumento automatizzato LIAISON della DiaSorin spa.

Lo strumento Liaison ¢ in grado di eseguire in modo automatico 1’analisi di campioni di fluidi
biologici, quali ad esempio sangue o plasma. Esso ¢ in grado di riconoscere ed identificare
automaticamente sia i campioni quando questi portino un opportuno codice a barre, sia i reattivi
da impiegare per 1’analisi richiesta, quando questi siano stati caricati a bordo.

L’uso di contenitori esclusivi per lo svolgimento della reazione immunochimica e di reagenti
opportunamente confezionati e calibrati e I'impossibilitd da parte dell’'utente di modificare le
procedure operative o 1 protocolli ne fanno uno strumento chiuso, su cui non ¢ possibile eseguire
analisi con materiali prodotti da altri fabbricanti, al contrario di quanto puo ad esempio accadere
con un lettore di micropiastre.

La tecnologia applicata per I'analisi ¢ di tipo immunometrico, in cui ’esito della reazione
analitica ¢ evidenziato da un’emissione chemiluminescente che perdura nel tempo per alcuni
secondi (il massimo dell’emissione di luce si realizza entro i primi tre secondi dall’attivazione
del substrato): questo garantisce al tempo stesso una buona sensibilita alle basse dosi, un ampio
campo di variazione del segnale (range dinamico, esteso fino a 3-4 ordini di grandezza utili) e

valori bassi di legame aspecifico e di rumore di fondo.
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L’uso di microparticelle magnetiche come fase solida per supportare reattivi specifici da un lato
consente le reazioni rapide tipiche dei sistemi omogenei e dall’altro rende particolarmente
efficaci i passaggi di separazione del libero dal legato.

Lo strumento ¢ costituito da due unita, entrambe tali da trovare posto su un banco.

La prima ¢ un personal computer con schermo sensibile (touch screen), nel quale risiede il
software con I’interfaccia utente, i protocolli di saggio, le banche dati delle varie cartucce di
reagenti (integral), le banche dati dei campioni eseguiti, in corso di esecuzione o da eseguire, la
storia delle calibrazione e dei controlli e le interfacce di comunicazione con la rete ospite del
laboratorio ove questa sia presente.

La seconda unita costituisce 1’analizzatore vero e proprio, in grado di eseguire I’analisi dei
campioni a partire dal tubo primario fino all’ottenimento ed alla lettura del segnale finale.

Varie parti, ciascuna con una sua funzione, compongono I’analizzatore. Tra queste le
fondamentali sono:

Loader e stacker delle cuvette: due cinghie di trasporto consentono il caricamento continuo dei
moduli di reazione all’estrema sinistra dello strumento. I moduli caricati vengono impilati in un
raccoglitore multipiano (7 livelli).

Area campioni: un vano ¢ ricavato sulla sinistra per alloggiare fino a 12 rack portacampioni.
Un lettore di codice a barre consente, quando siano etichettati, I’identificazione dei campioni.
Area reagenti: un vano refrigerato a +15°C ¢ ricavato sulla destra con fessure per ospitare fino a
15 integral. Un apposito dispositivo mantiene le microparticelle in sospensione per tutto il
tempo che lintegral ¢ a bordo della macchina.  Un lettore di codice a barre consente
I’identificazione dell’integral quando sia etichettato.

Bracci robotici: portano un ago di dispensazione ciascuno. Quello di sinistra gestisce in genere
1 campioni, mentre quello di destra dispensa 1 reattivi. Eseguita ’aspirazione della specie di
interesse, entrambi i bracci muovono ad una delle due stazioni di dispensazione. I due bracci
hanno stazioni di lavaggio indipendenti.

Incubatore: termostatizzato a +36°C ospita le cuvette nel corso delle varie incubazioni.

Stazione di lavaggio: ¢ al tempo stesso in grado di separare la fase solida per applicazione di un
campo magnetico e di eseguire ’aspirazione del liquido di reazione e la dispensazione di un
opportuno tampone di lavaggio. Il numero dei lavaggi pud essere determinato a piacere.

Area di lettura: ospita i dispositivi di iniezione dei due rettivi di attivazione (trigger o starter
reagents) e un tubo fotomoltiplicatore con il relativo sistema ottico.

All’esterno si trovano ancora quattro taniche, due per i liquidi di lavaggio e di sistema e due per

lo scarico. Le taniche delle due coppie non sono tra loro equivalenti.



In base al programma di funzionamento utilizzato, i campioni vengono prelevati direttamente
dalle provette dal braccio sinistro dello strumento e vengono portati all’interno delle cuvette di
reazione. Contemporaneamente il braccio destro dispensa la fase solida (MP) coattata con
specifici anticorpi o antigeni a seconda della tipologia di test. Viene quindi effettuato uno step di
incubazione a cui seguono dei lavaggi durante i quali le micro particelle vengono attirate di lato
alla provetta da appositi magneti, per consentire 1’aspirazione del liquido. In seguito viene
dispensato il reattivo tracciante costituito da anticorpi monoclonali o policlonali marcati con
amminobutil-etil-isoluminolo (A.B.E.I., questa molecola reagisce in presenza di H202 liberando
energia di legame sottoforma di luce). Segue un secondo step di incubazione ed lavaggio. Infine
le provette vengono sospinte nella camera di lettura dove vengono dispensati i reagenti starter
(posizionati in una cameretta esterna) che fanno avvenire la reazione luminosa. La luce emessa
viene letta da un Luminometro ovvero un fotomoltiplicatore che, per effetto fotoelettrico,
trasformera 1 fotoni emessi dalla sostanza luminescente, in un segnale elettrico che viene via via
amplificato. L’intensita del segnale elettrico ¢ naturalmente proporzionale alla quantita di fotoni
emessi dalla sostanza luminescente e quindi al tracciante legatosi alla fase solida. Una semplice
elaborazione del segnale permettera quindi di ottenere il dato di concentrazione del campione da
determinare. Il segnale analitico viene espresso come Relative Light Units ossia RLUS.

I campioni vengono solitamente analizzati in triplo e lo strumento oltre alle RLU fornisce anche
un cv (coefficiente di variazione = deviazione standard/media RLU) che indica quanto le tre

letture fatte per lo stesso campione si discostino una dall’altra, piu € basso piu I’analisi ¢ buona..

[ integrai ayout 1 2 3| 41 [] a 7
MP |CALt |Care AR1 TRACER | TRACER
MpP handle short
Call|Cal2
§ Bufter) TRACER TRACER

‘2 4mLina. ina. | 13ml ‘21mL f21mL

Fig.8 Schema di un comune integral utilizzato su LIAISON

In figura € mostrato un Integral tipo in cui si possono distinguere:
- MP ovvero le micro particelle coattate con I’antigene o gli anticorpi specifici in buffer
salino

- Call ovvero il calibratore a concentrazione minore del test



- Cal2 ovvero il calibratore a concentrazione maggiore del test
Questi consentono di tarare il singolo integral rispetto ad una curva di taratura interna allo
strumento ottenendo una corretta lettura dei campioni analizzati.
- Buffer ovvero il diluente dei campioni che vengono analizzati (spesso € necessario
impostare lo strumento in modo che produca delle diluizioni dei campioni da analizzare)

- TRACER ovvero gli anticorpi monoclonali o policlonali marcati

1.3.2 REAGENTI UTILIZZATI NEL NUOVO KIT LIAISON

MP: Microparticelle magnetiche coattate con anticorpi monoclonali anti-HBsAg in grado di

riconoscere sia il sottotipo “ad” che “ay” , BSA biotinilita, steptavidina, PBS, sodio azide <0,1%

IgGID Use a.a. epitope HBs region
5C3  Solid Phase WL “a loop”
conformational
121 Solid Phase 1 5_1 -170 Transmembrane
linear
163  Solid Phase =50 ivsdyekopiiic
linear

Fig.9 Nome e caratteristiche dei tre anticorpi utilizzati nella fase solida del nuovo kit prototipo per HBsAg

Calibratore 1:Concentrazione bassa di HBsAg ricombinante (ad e ay ), BSA, buffer fosfato,
EDTA, detergenti, 0,2% di ProCiclin 300 ed un colorante giallo inerte. La concentrazione del
calibratore (IU/mL) ¢ stata calcolata utilizzando uno standard dell’NIBSC (code number 00/588;

WHO Second International Standard for HBsAg, subtype adw2, genotype A).

Calibratore 2:Concentrazione alta di HBsAg ricombinante (ad e ay ), ), BSA, buffer fosfato,
EDTA, detergenti, 0,2% di ProCiclin 300 ed un colorante giallo inerte. La concentrazione del
calibratore (IU/mL) ¢ stata calcolata utilizzando uno standard dell’NIBSC (code number 00/588;
WHO Second International Standard for HBsAg, subtype adw2, genotype A).

Buffer J: IgG di topo non specifiche, BSA, Caseina, TRIS buffer, EDTA, detergenti, 0,2% di

ProCiclin 300 e conservanti.



Tracer: Anticorpi monoclonali anti-HBsAg aventi reattivita per entrambi I sottotipi ad e ay,
coniugati con un derivato dell’isoluminolo (ABEI), siero/plasma umano non reattivo per i
marker HBV, siero di capra e bovino, IgG non specifiche (mouse polyclonal), BSA, buffer

fosfato,detergenti, 0.2% ProClin® 300 e conservanti.

IgGID Use a.a. epitope HBs region
. 124-147 « »
L2 Con]ugate conformational aloop
. 124-147 « »
Sl Con]ugate conformational aloop
Surface
128 Conjugate L 2,1 st (Mainly
- linear
conserved)
. 61-69 .
111 Conjugate —— Inner hydrophilic

Fig.10 Nome e caratteristiche degli anticorpi monoclonali utilizzati come traccianti nel nuovo kit prototipo per

HBsAg

1.3.3 PRINCIPIO DELLA PROCEDURA

Il metodo per la determinazione quantitative di HBsAg ¢ un saggio diretto chemiluminescente
(CLIA) a sandwich a due step. Confrontabile sensibilita per la rilevazione dei differenti mutanti e
genotipi € assicurata dall’utilizzo di anticorpi monoclonali di topo diretti verso epitopi della
regione altamente conservata interna del’HBsAg, cui possono legarsi quando utilizzati in
combinazione con un complesso mix di detergenti.

Questi anticorpi monoclonali sono utilizzati per coattare le particelle magnetiche (fase solida),
mentre una differente miscela di anticorpi monoclonali diretti verso epitopi differenti ¢ legata ad
un derivato dell’isoluminolo. Durante la prima incubazione, ’HBsAg presente nei calibratori,
campioni o controlli si lega alla fase solida. Durante la seconda incubazione, gli anticorpi
coniugati regiscono con I’HBsAg legato alla fase solida. . Dopo questa incubazione il materiale
non legato viene rimosso tramite un ciclo di lavaggio.

Infine 1 reagenti starter vengono aggiunti per indurre una reazione chemiluminescente. Il segnale

luminoso ¢ misurato mediante un fotomoltiplicatore come RLU (relative light units) ed ¢



direttamente proporzionale alla concentrazione di HBsAg presente nei calibratori, nei campioni e

nei controlli.

1.3.4 CLONAGGIO DI10 MUTANTI HBsAg

Antigeni mutanti HBsAg forniti dalla DIASORIN spa

= HBsAgDI144A (404) I
= HBsAg G145R (393)

= HBsAgP142L-G145R (421)
= HBsAgP142S-G145R (422)
= HBsAg T123N (011) in pGA4
= HBsAg T123N-T124S (012)

= HBsAgP142L-F/Y143H-D144E-G145R (013)

= HBsAgIl110R-S117I-G119R-T123N (014)

= HBsAg 122+DT (015)

= HBsAg 122+DT-G145R (016) J

Linee cellulari eucariotiche

HeLa: cellule tumorali immortalizzate altamente stabilizzate derivanti da un cancro della cervice
uterina. Crescono in adesione in terreno DMEM 10% FBS.

HEK 293 T: cellule embrionali di rene umano che contengono stabilmente integrato nel
genoma la sequenza genica codificante I’antigene T del Virus Vacuolante della Scimmia (SV40),
necessaria per un’efficiente replicazione dei vettori plasmidici recanti I’origine di replicazione di

SV40.

Vettori di espressione eucariotici

In questo lavoro tutte le proteine ricombinanti sono state clonate in pcDNA3.1 (Invitrogen)



Digestione enzimatica e ligasi

I 10 mutanti forniti dalla DiaSorin in pGA4 e il vettore di espressione eucariotico pcDNA3.1
sono stati digeriti per 2 ore 37°C con i seguenti enzimi di restrizione:

v Xbal

v' BamHI

I frammenti di DNA ottenuti sono stati separati tramite elettroforesi su gel di agarosio (2%),
purificati mediante QIAquik Gel Extraction (QIAGEN) e successivamente ligati mediante azione
della T4 DNA ligasi (1-2 U; Invitrogen).

La reazione di ligasi ¢ stata condotta a 22° C per 2 ore.

Trasformazione batterica

Come recipiente dei plasmidi originati ¢ stato utilizzato il ceppo batterico Escherichia coli,
specie IM109 (Promega). A 100 pl di batteri competenti sono stati aggiunti 10 pl del prodotto di
ligazione e incubati 10’ in ghiaccio. Successivamente ¢ stato indotto uno shock termico a 42°C
per 45°°. Le cellule sono state poi incubate 2’ in ghiaccio e 30” con 900 pl di LB broth a 37°C.
Infine sono state piastrate su piastre Petri contenenti terreno selettivo (LB-agar-ampicillina 50
pg/ml) e lasciate crescere 12-18 ore a 37°C.

Le colonie cresciute sono state scrinate mediante PCR.

L’estrazione del DNA plasmidico ¢ stata effettuata tramite QTAGEN Plasmid Midi (QIAGEN).

PCR

Per amplificare i frammenti di DNA corrispondenti agli antigeni HBsAg mutanti clonati in
pcDNA3.1 sono stati utilizzati 2 primers specifici per il plasmide:

» For -TGGGAGGTCTATATAAGCAGA-

» Rev-GCAACTAGAAGGCACAGTCGA-

in una miscela di reazione composta dal tampone di reazione (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM
KCl), 0,5 uM di ciascun oligonucleotide, 0,2 mM di una miscela dei quattro nucleotidi, e 1,25 U
Taq DNA polimerasi (5U/pl) (Invitrogen) e 2mM di MgCl, .

Le condizioni di amplificazione utilizzate sono le seguenti:



94° 5

94° 307

TD 60-50° 30" |35 cicli
72 I

72 10°

I prodotti di amplificazione sono stati controllati su gel di agarosio (1%)

Sequenziamento automatico

I prodotti di PCR sono stati purificati dall’eccesso di primers e di nucleotidi non incorporati
utilizzando gli enzimi EXO e SAP (ditta USB) tramite un ciclo di incubazione di 20° a 37°C e
uno di 20’ a 80°C.

Le reazioni di sequenziamento sono quindi state ottenute servendosi del kit specifico ABI
PRISM

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosistem) seguendo il

protocollo consigliato dalla ditta e utilizzando 1 seguenti cicli di amplificazione:

96°C 5’ 1 ciclo
96°C 20>

50°C 5 25 cicli
60°C 3’

Il prodotto della reazione ¢ stato purificato mediante il kit Montage SEQ96 Sequencing Reaction
Cleanup (Montage) e addizionato di formammide, denaturato (3’ a 95°C) ed infine caricato su

piastra ottica per la successiva analisi al sequenziatore automatico.

Trasfezione

Il giorno prima della trasfezione le cellule HeLa/293T sono state piastrate in capsule Petri, in
terreno DMEM + 10% FBS, alla concentrazione di 4x10°. Sono poi state trasfettate con metodo
calcio/fosfato: 20 pg di DNA sono stati miscelati a 50 pl di CaCl, (0,2M) e portati al volume di
500 pl con acqua milli Q. Alla soluzione di calcio e DNA sono stati poi aggiunti goccia a goccia
su vortex, 500 pl di tampone HBS (NaCl 280mM, Hepes 50mM, Na,HPO,4 1,5mM). La miscela
di trasfezione (1ml finale) ¢ stata aggiunta al terreno di coltura. I surnatanti sono stati analizzati

dopo 72 ore dalla trasfezione.



Saggio ELISA
ETI-MAK-4 (DiaSorin)
Per valutare la positivita al’HBsAg dei surnatanti ottenuti dopo la trasfezione, i campioni sono
stati analizzati tramite un kit ELISA prodotto e fornito direttamente dalla ditta DiaSorin.
Il metodo per la determinazione qualitativa di HBsAg, di tipo immunoenzimatico si configura
come un dosaggio sandwich diretto. La presenza di HBsAg media il legame del tracciante alla
fase solida: I’attivita enzimatica risulta pertanto proporzionale alla concentrazione di HBsAg
presente nei campioni.

e Pozzetto sensibilizzato con anticorpi anti-HBs (monoclonali di topo)

e Tracciante enzimatico: anticorpo anti-HBs (pecora) coniugato con perossidasi di rafano

(HRP)

La misura dell’attivita enzimatica viene eseguita ponendo a contatto una soluzione incolore di
cromogeno/substrato che, in seguito all’azione dell’enzima, produce una colorazione misurabile
mediante fotometro.
Il protocollo seguito ¢ quello consigliato dal kit.
Per dosare il contenuto in HBsAg dei vari surnatanti raccolti risultati positivi al primo screening,
le assorbanze dei campioni sono state confrontate con quelle ottenute analizzando mediante lo
stesso kit, una curva di sieri HBsAg positivi a concentrazione nota forniti dalla stessa
DIASORIN spa:

v 5,36ng/ml

v' 1,89ng/ml

v 0,68ng/ml

v' 0,21ng/ml

La curva ¢ stata a sua volta determinata confrontando i valori delle assorbanze con quelli
ottenuti analizzando un pannello di diluizioni di antigene HBsAg fornito dalla ditta BBI
Diagnostics:

- PHAS808-11

- PHAS808-12

- PHAS808-14

- PHAS808-16

- PHAS808-18

- PHAS808-19



1.4 RISULTATI

La ditta DiaSorin spa aveva gia in commercio un kit diagnostico per HBV in grado di
riconoscere la presenza del marker specifico HBsAg in sieri umani studiato per la tecnologia
LIAISON. Tale kit si basava sull’utilizzo di 3 anticorpi monoclonali di topo diretti verso la
regione variabile “a” della molecola HBsAg nella fase solida e di anticorpi policlonali di capra in
grado di riconoscere entrambi i sottotipi Ad e Ay della molecola, direttamente marcati con il
tracciante. Proprio I’uso di anticorpi diretti verso la porzione variabile del’HBsAg rendeva il test
poco sensibile per via dei numerosi mutanti del virus HBV individuati negli ultimi anni.

Studi di mercato hanno quindi indirizzato 1’azienda verso lo sviluppo di un nuovo test con
prestazioni migliori rispetto al vecchio sia per sensibilita che per specificita, in modo da rendersi
piu competitivi sul mercato internazionale.

Per prima cosa ¢ stato indispensabile prevedere per il nuovo kit (che d’ora in avanti chiamero kit
prototipo) I'utilizzo di anticorpi che garantissero maggiore sensibilita al test. Questo ¢ stato
possibile attraverso la collaborazione con I’ALSI in Giappone, che ha messo a punto un nuovo
pannello di 3 anticorpi monoclonali di topo in grado di riconoscere rispettivamente una porzione
della regione variabile del’HBsAg, un epitopo della regione idrofilica interna costante ed una

porzione del dominio transmembrana.

IgGID Use a.a. epitope HBs region
5C3  Solid Phase LT “a loop”
conformational
121 Solid Phase ! 5_1 it Transmembrane
linear
165 | SeleliThee =50 Inner hydrophilic
linear

Fig.11 Nome e caratteristiche dei tre anticorpi utilizzati nella fase solida del nuovo kit prototipo per HBsAg



Gli anticorpi forniti dall’ALSI hanno la peculiarita di mantenere la loro reattivita nei confronti
dell’antigene all’interno di un particolare buffer in grado di rompere le membrane lipidiche e
quindi permette il legame antigene-anticorpo anche con le porzioni della proteina HBsAg che

normalmente risulterebbero inaccessibili, poiché interne alla particella del’HBV.

“att loops (124-147)

Conventional sysicm

HBs antigenic region

! . transmembrane
a-helices

Internal hydrophilic loop

Fig.12 Rappresentazione schematica della proteina HBsAg del virus dell’Epatite B.

35



1.4.1 VALUTAZIONE DELLA CAPACITA DI LEGAME DEGLI ANTICORPI

Per ottenere performance ottimali della fase solida, le sole porzioni Fab degli anticorpi sono state

coattate sulle micro particelle magnetiche dopo essere state biotinilate:

- 5C3 =Fabl
- 121 =Fab2
- 163 =Fab3

I tre anticorpi sono stati testati su LIAISON secondo il seguente schema:
- Fab 1 + micro particelle
- Fab 2 + micro particelle
- Fab 3 + micro particelle
- (Fab 1 + micro particelle)+(Fab 2 + micro particelle)+(Fab 3 + micro particelle)
- (Fabl+Fab2+Fab3)+micro particelle
utilizzando il protocollo base del test commerciale, su 5 campioni positivi e 5 negativi.

Il termine di riferimento ¢ costituito da quanto ottenuto con il kit commerciale.

i
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00 , I e ,
Commercial FAb 1 FAb 2 FAb 3 FADbl1 + FAb2 + FADb1&2&3
DiaSorin kit FAb3 co-coated

Fig. 13 1l grafico riporta i risultati ottenuti in termini di media RLUpos/media RLUneg

I risultati riportati nel grafico precedente (Fig.13) mostrano come I'utilizzo del solo Fabl1 sia gia
in grado di migliorare le prestazioni del kit rispetto a quello commerciale (prima colonna).

Utilizzando solo il Fab2 o solo il Fab3 il rapporto tra le RLUpos e RLUneg ¢ molto basso come



atteso, infatti i due anticorpi che sono diretti verso la porzione transmembrana ed interna
del’HBsAg non sono in condizione di legare I’antigene. La quinta colonna mostra il risultato
ottenuto dopo aver coattato i1 tre anticorpi separatamente sulle particelle creando solo
successivamente una miscela di particelle. Come si puo osservare il risultato ¢ paragonabile con
quello ottenuto con il kit commerciale. Il migliore risultato ¢ stato ottenuto applicando una
metodica che nei laboratori DiaSorin aveva gia permesso di aumentare le performance di diversi
kit diagnostici, ovvero utilizzare una miscela di anticorpi per coattare le particelle magnetiche
(co-coating). Per questo motivo si ¢ deciso di procedere nelle prove utilizzando questa metodica
di coating nella messa a punto del nuovo kit prototipo per I’identificazione dell’HBsAg.

Per poter sfruttare la capacita del Fab2 e Fab3 di legare porzioni della proteina costanti per tutti
le varianti del virus, I’ALSI ha sviluppato in contemporanea agli anticorpi un nuovo buffer (che
d’ora in avanti chiamerd diluent) in grado di disgregare il doppio strato lipidico grazie
all’utilizzo di ottimizzate percentuali di detergenti e rendere cosi disponibile all’attacco degli
anticorpi anche le porzioni transmembrana e idrofilica interna del’HBsAg. Gli stessi anticorpi
sono quindi stati sviluppati secondo un protocollo coperto da brevetto, in modo da essere
compatibili con 1 detergenti presenti nel buffer e mantenere la loro reattivita nei confronti
dell’antigene.

Per verificare le performance degli anticorpi nel nuovo diluent sono state fatte delle prove su
LIAISON utilizzando il protocollo standard del kit commerciale analizzando 5 campioni positivi
e cinque negativi secondo il seguente schema:

1- kit commerciale tal quale (coating-buffer-tracciante)

2- co-coating Fabl+Fab2+Fab3 e reagenti kit commerciale (buffer-tracciante)

3- kit commerciale (coating-tracciante) e nuovo buffer diluent

4- coating Fabl+Fab2+Fab3, nuovo buffer diluent e tracciante del kit commerciale

30,0 B Commercial DiaSorin kit
B Fab1&2&3

Fig. 14 1l grafico riporta i risultati

ottenuti in termini di media

Commercial buffer ALSI buffer RLUpos/media RLUneg

7



Come si puo osservare nel grafico (Fig.14) I'utilizzo del nuovo buffer diluent, che di fatto
permette 1’esposizione degli epitopi transmembrana e idrofilico interno normalmente non
disponibili al legame con anticorpi, ha migliorato in maniera evidente le prestazioni del test sia
commerciale (in blu) sia prototipo (rosso) rispetto a quanto ottenuto con il buffer commerciale.
Inoltre, osservando le due colonne di destra, il kit prototipo come atteso ha dato un risultato
migliore rispetto a quanto ottenuto utilizzando il kit commerciale. Sebbene in questo caso la
differenza possa sembrare minima, bisogna tenere conto del fatto che i 5 campioni positivi per
HBsAg non fanno parte di un pannello di mutanti, analizzando il quale la differenza risulterebbe

sicuramente piu marcata.



1.4.2 VALUTAZIONE DELLA STABILITA DELLA FASE SOLIDA (CO-COATING)

Una volta verificata e messa a punto la formulazione del kit prototipo in termini di anticorpi
utilizzati, diluent e assemblamento dell’integral prototipo, ¢ stato necessario procedere con le
tappe di validazione indispensabili per la successiva commercializzazione.

Per fare questo all’inizio ¢ stato fondamentale verificare la stabilita del co-coating nel tempo.

I test di stabilita conformi alle metodiche interne aziendali prevedono I’analisi di 5 campioni
positivi utilizzando il reagente da valutare, in questo caso la fase solida costituita dalle particelle
magnetiche co-coattate con i tre anticorpi, dopo conservazione a 4°C (normale metodica di
conservazione), a 37°C e a 45°C per 3 e 5 giorni.

Allo scadere di tale periodo di incubazione sono state lanciate le prove su LIASION utilizzando
il protocollo standard del kit commerciale.

Il grafico sotto riportato mostra i risultati ottenuti dopo 5 giorni di conservazione alle tre
temperature previste. Come si pud osservare la fase solida non mostra perdite di reattivitd in
seguito a shock termico, essendo i valori di RLU (Relative Light Units) rilevati dopo
conservazione a 37°C e a 45°C del tutto paragonabili a quelli ottenuti dopo conservazione a 4°C.
I dati relativi alla stabilita dopo conservazione a 37°C e 45C° per 3 giorni hanno fornito lo stesso

risultato che dopo 5 giorni (dati non mostrati).

14000
13000 -
12000

S 11000

—

X 10000

9000

8000
7000 Fig. 15 11 grafico riporta i risultati

4°C 37°C 45°C ottenuti in termini RLU (Relative Light

Units) media.

La stessa prova ¢ stata condotta per valutare la stabilita del buffer diluent, utilizzando particelle
magnetiche co-coattate con i tre nuovi anticorpi, analizzando 5 campioni HBsAg positivi. Anche
in questo caso il risultato delle tre prove ¢ stato del tutto paragonabile dimostrando un’ottima

stabilita anche del diluent. (dati non mostrati)



1.4.3 CONSEGUIMENTO DEL MARCHIO CE

Dopo aver verificato la stabilita dei reagenti da utilizzare nel kit prototipo (che d’ora in avanti
chiameremo LIAISON XL), per garantirsi la possibilita, una volta lanciato sul mercato il kit
LIAISON XL, di poterlo commercializzare nei paesi appartenenti alla Comunita Europea ¢ stato
necessario validarlo in base a quanto specificato in un decreto della Commissione Europea:
2009/565/CE riguardante le caratteristiche fondamentali di sensibilita e specificita dei test
diagnostici. (ALLEGATO 1)

Nella tabella sottostante sono riportate le richieste di validazione riguardanti i test diagnostici per

HBsAg.

Positive specimens 400

Including subtype-consideration

Seroconversion panel 20 panels
10 further panels (at Notified

Body or manufacturer)

Analytical sensitivity Standards 0,130 IU/ml

(Second International Standard
for HBsAgsubtype adw2,
genotype A NIBSC code:

00/588
Specificity Unselected donors 5000
(including first-time donors)
Hospitalised patients 200
Potentially cross-reacting 100

blood-specimens

(RF+, related viruses,pregnant

women, etc.)

Fig. 16 La tabella tratta dall’ ALLEGATO 1 riporta le condizioni di validazione di test diagnostici per HBsAg. Sono

colorate le caselle relative alle analisi di seguito riportate
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“Diagnostic sensitivity-Positive specimens”

Campioni di pazienti sieropositivi per HBsAg sono stati raccolti presso i laboratori BIOMNIS-

Lione, Francia, con cui la DiaSorin collabora per la realizzazione di numerosi progetti.

I metodi di riferimento utilizzati in questa serie di analisi, indispensabili come conferma dei dati

presentati, sono stati Roche Modular E 170 HBsAg II o Abbot ARCHITECT HBsAg.

Nello specifico sono stati analizzati con il kit LIAISON XL un totale di 424 campioni HBsAg

positivi, 61 dei quali classificati come sottotipo Ay, 25 come sottotipo Ad.

Oltre a questi sono stai analizzati:

22 campioni con sottotipo definito, raccolti e conservati nel deposito DiaSorin

HBsAg Qualification Panel, Seracare BBI - QHA711 (ALLEGATO 2)

HBYV Genotype Performance Panel, Seracare BBI - PHD350 (ALLEGATO 3)

HBsAg Low Titer Performance Modified Panel, Seracare BBI - PHA106(M)
(ALLEGATO 4)

HBsAg Mixed Titer Performance Panel, Seracare BBI - PHA206 (ALLEGATO 5)

I risultati sono stati valutati secondo 1 seguenti parametri:

campioni con concentrazione inferiore a 0,05 IU/mL sono stati classificati come negativi
(non reactive)
campioni con concentrazione uguale o maggiore di 0,05 IU/mL sono stati classificati

come positivi (reactive)



A. Campioni sieropositivi

I 424 campioni sieropositivi per HBsAg raccolti presso i laboratori BIOMNIS a Lione,
sono stati analizzati utilizzando la tecnologia LIAISON con il kit LIAISON XL. Tutti i

risultati sono stati paragonati con quelli ottenuti utilizzando le metodiche di riferimento

(Roche Modular E 170 HBsAg IT o Abbot ARCHITECT HBsAg).

Reference method
LIAISON XL Positive Negative Total
Positive 424 0 424
Negative 0 0 0
Total 424 0 424

Diagnostic sensitivity

95% confidence interval

100% (424/424)

99.14 — 100.0%

Fig. 17 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni sieropositivi. Sotto € inoltre riportata la

sensibilita diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza

Come si puo chiaramente osservare nella tabella (Fig. 17), 1 campioni analizzati con il kit

LIAISON XL hanno fornito risultati del tutto concordi con quelli ottenuti con i metodi di

riferimento, dimostrando una sensibilita del 100%.

Per completezza nel grafico successivo sono mostrate le frequenze di distribuzione dei campioni

nei diversi intervalli di concentrazione.
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25-50
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100-125
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>250

Fig. 18 11 grafico mostra il numero di
campioni (y) rispetto alla concentrazione di
HBsAg IU/mL
(Internationanl Units/mL)

(x) in termini di



B. Campioni con sottotipo definito

22 campioni precedentemente tipizzati presso la DiaSorin spa mediante metodiche certificate
interne, sono stati analizzati con il kit LIAISON XL ed le metodiche di riferimento (expected
positive).

Come si puo osservare nella tabella seguente (Fig. 19) tutti i campioni sono stati valutati come
positivi dal test, ovvero la loro concentrazione ¢ stata definita come uguale o superiore a 0,05

1U/ml.

Antigen Number of Expected LIAISON XL
Subtype samples positive positive results
ad 6 6 6/6
ay 6 6 6/6
Ayw?2 1 1 1/1
Ayw4 1 1 1/1
Adg4w- 1 1 1/1
Adrg- 1 1 1/1
Ayw3+? 1 1 1/1
Ayw1l 1 1 1/1
Adrg+1 1 1 1/1
Ayw3 1 1 1/1
Adw2 1 1 1/1
Ayr 1 1 1/1
Total 22 22 22/22 (100%)

Fig. 19 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni con sottotipo definito.



C. HBsAg Qualification panel QHA711

Questo pannello fornito dalla Seracare BBI ¢ costituito da 6 campioni, 5 dei quali a reattivita
nota in test per la presenza di HBsAg ed un negativo. I risultati ottenuti analizzando questo
pannello con il kit LIAISON XL sono riportati nella tabella sottostante (Fig. 20).

Tutti 1 campioni hanno mostrato reattivita nell’analisi tranne I'unico campione negativo che ¢

risultato non reattivo come atteso.

Panel ID Antigen HBsAg LIAISON XL
Subtype reactivity IU/mL
QHA711-06 ay Reactive 1,3 (+)
QHA711-05 ad Reactive 3,5 (+)
QHA711-04 ay Reactive 0,83 (+)
QHA711-03 nrg Nonreactive 0,00 (-)
QHA711-02 ad Reactive 4,3 (+)
QHA711-01 ad Reactive 1,4 (+)

Fig. 20 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni del pannello QHA711. in grigio ¢ evidenziato

il campione negativo.



D. HBV Genotype Performance Panel PHD350

Questo pannello ¢ composto da campioni di plasma di pazienti infettati da diversi genotipi di
HBV.
I campioni analizzati con il kit LIAISON XL hanno fornito i risultati riportati nella tabella (Fig.

21) che sono del tutto concordanti con quanto atteso.

Panel ID HBV LIAISON XL

Genotype IU/mL
PHD350-15 B 29 (+)
PHD350-14 B 100 (+)
PHD350-13 A 1,9 (+)
PHD350-12 H >250 (+)
PHD350-11 G >250 (+)
PHD350-10 F >250 (+)
PHD350-09 C >250 (+)
PHD350-08 E >250 (+)
PHD350-07 E >250 (+)
PHD350-06 E >250 (+)
PHD350-05 A 230 (+)
PHD350-04 C >250 (+)
PHD350-03 F 220 (+)
PHD350-02 D >250 (+)
PHD350-01 D >250 (+)

Total 15

Fig. 21 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni del pannello PHD350.



E. HBsAg Low Titer Performance Modified Panel

Questo pannello ¢ costituito da 12 campioni di plasma con concentrazione di HBsAg prossima ai
limiti di sensibilita del test ( 0,05 IU/ml) e comprende inoltre un campione non reattivo incluso
come controllo negativo.

I risultati ottenuti analizzando questi campioni con il kit LIAISON XL sono riportati nella tabella

seguente (Fig. 22) insieme a quelli ottenuti con le metodiche di riferimento.

ABBOTT ROCHE
Panel ID LlAl'US/On':'LXL I%B;AL‘C"* ARCHITECT  COBAS
s/co s/CO
PHA106-13 0,28 (+) 0,3 6,4 (+) 3,3 (+)
PHA106-12 0,067 (+) 0,1 2,6 (+) 1,3 (+)
PHA106-11 0,4 (+) 0,2 7,6 (+) 1,3 (+)
PHA106-10 0,5 (+) 0,4 6,2 (+) 2,9 (+)
PHA106-09 0,16 (+) 0,1 2,6 (+) 1,5 (+)
PHA106-08 0,36 (+) 0,4 6 (+) 3 (+)
PHA106-07 0,00 (-) wEw *hH L
PHA106-06 0,61 (+) 0,6 6,8 (+) 5,1
PHA106-05 0,13 (+) 0,1 1,4 (+) 1,0 (+)
PHA106-04 0,33 (+) 0,3 2,8 (+) 2,6 (+)
PHA106-03 0,42 (+) 0,4 4,4 (+) 4,1 (+)
PHA106-02 0,14 (+) 0,1 2,6 (+) 1,2 (+)
PHA106-01 0,11 (+) 0,05 1,2 (+) 0,7

Fig. 22 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni del pannello PHA106. In grigio ¢ evidenziato

il campione negativo.

In particolare 1 risultati ottenuti con 1 metodi di riferimento sono la media di due analisi espressa
come segnale su cut off (s/co). Un valore maggiore o uguale a 1.0 ¢ da considerarsi come
positivo.

Tutti 1 campioni analizzati con il kit LIAISON XL hanno fornito un risultato concorde con

quanto ottenuto con almeno uno dei metodi di riferimento.



F. HBsAg Mixed Titer Performance Panel PHA206

Questo pannello ¢ costituito da 23 campioni di plasma provenienti da pazienti che hanno
contratto naturale infezione da HBV, con una reattivita che va da debole (0,1 per ARCHITECT)
a forte (2,7 per ARCHITECT). Sono inclusi inoltre due campioni negativi come controllo.

Nella tabella (Fig. 23) sotto riportata sono mostrati 1 risultati ottenuti analizzando questi
campioni con il kit LIAISON XL, mentre i dati relativi ai metodi di riferimento sono trascritti

come riportati dal data sheet del pannello.

ABBOTT ROCHE .
LIAISON XL ARCHITECT ~ COBAS Bayer Advia
Panel ID 1U/mlL 1U/mL 5/CO Centaur Index

PHA206-25 0,00 (-) 0 (-) 0,2 (-) 0,1(-)
PHA206-24 0,075 (+) 0,1 (+) 1,2 (+) 2,6 (+)
PHA206-23 0,15 (+) 0,1 (+) 2,1 (+) 4,5 (+)
PHA206-22 0,1 (+) 0,1 (+) 0,5 (-) 1,6 (+)
PHA206-21 0,54 (+) 0,5 (+) 5,7 (+) 14,3 (+)
PHA206-20 0,37 (+) 0,3 (+) 4,6 (+) 6,5 (+)
PHA206-19 0,48 (+) 0,4 (+) 2,7 (+) 9,8 (+)
PHA206-18 0,69 (+) 0,2 (+) 2,2 (+) 8,5 (+)
PHA206-17 0,13 (+) 0,1 (+) 1,2 (+) 2,7 (+)
PHA206-16 0,21 (+) 0,3 (+) 4,9 (+) 4,2 (+)
PHA206-15 0,36 (+) 0,3 (+) 3,6 (+) 12,5 (+)
PHA206-14 0,71 (+) 0,7 (+) 7,8 (+) 15,8 (+)
PHA206-13 0,7 (+) 0,8 (+) 10,6 (+) 25,7 (+)
PHA206-12 0,7 (+) 1,2 (+) 16 (+) 28,4 (+)
PHA206-11 0,84 (+) 0,8 (+) 9,8 (+) 27,5 (+)
PHA206-10 0,43 (+) 0,8 (+) 10,8 (+) 16,3 (+)
PHA206-09 2,1 (+) 2,7 (+) 32,8 (+) 48,4 (+)
PHA206-08 3 (+) 2 (+) 25,3 (+) 66,2 (+)
PHA206-07 4,1 (+) 2,7 (+) 44,6 (+) 81,8 (+)
PHA206-06  >250 (+)  >250 (+) 74,5 (+) >1000 (+)
PHA206-05 >250 (+) >250 (+) 74,5 (+) >1000 (+)
PHA206-04  >250 (+)  >250 (+) 74,5 (+) >1000 (+)
PHA206-03 2,7 (+) 3,4 (+) 47,4 (+) 59,9 (+)
PHA206-02 5,6 (+) 4,2 (+) 59 (+) 150,9 (+)
PHA206-01 0,00 (-) 0(-) 0,2 (-) <0,1 (-)

Fig. 23 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni del pannello PHA206. In grigio sono
evidenziati i due campioni negativi, mentre in rosa un campione considerato negativo con il metodo COBAS-

ROCHE

Anche in questo caso tutti i risultati ottenuti con il kit LIAISON XL sono in linea con quanto

atteso.



Positive specimens 400

Including subtype-consideration

Seroconversion panel 20 panels
10 further panels (at Notified

Body or manufacturer)

Analytical sensitivity Standards 0,130 IU/ml

(Second International Standard
for HBsAgsubtype adw2,
genotype A NIBSC code:

00/588
Specificity Unselected donors 5000
(including first-time donors)
Hospitalised patients 200
Potentially cross-reacting 100

blood-specimens
(RF+, related viruses,pregnant

women, etc.)

Fig. 24 La tabella tratta dall’ALLEGATO 1 riporta le condizioni di validazione di test diagnostici per HBsAg. Sono

colorate le caselle relative alle analisi di seguito riportate

Diagnostic sensitivity-Seroconversion panel
32 pannelli di sieroconversioni sono stati acquistati da due diversi fornitori: Seracare BBI e
Zeptometrix. Questi pannelli rappresentano singoli campioni (sottotipi Ad o Ay). Ogni pannello
comprende un diverso numero di campioni di plasma provenienti da singoli donatori raccolti ad
intervalli intorno al tempo di sieroconversione ed include campioni critici con una bassa
concentrazione di HBsAg per un totale di 261 campioni che sono stati testati con il kit LIAISON
XL e con il metodo di riferimento Abbot ARCHITECT HBsAg, mentre i dati relativi alla
metodica Ortho EIA sono riportati dal data sheet.
I risultati ottenuti con il kit LIAISON XL sono stati considerati come segue:

- campioni con concentrazione al di sotto di 0,05 IU/ml sono stati considerati come non

reattivi ovvero negativi al test
- campioni con concentrazione uguale o superiore a 0,05 [U/ml sono stati considerati come

reattivi ovvero positivi al test.

T L




Il criterio di accettabilita concordato con I'ufficio marketing dell’azienda per il kit LIAISON XL
era che fosse in grado di individuare I’infezione da Epatite B nei primi momenti della
sieroconversione, ovvero di identificare i campioni positivi in maniera paragonabile al metodo di
riferimento.

Il criterio di accettabilita definito dal decreto della Commissione Europea ¢ che il test
diagnostico non debba mai fornire risultati totalmente negativi per tutti 1 punti di una singola

sieroconversione.

I risultati ottenuti sono presentati nella tabella (Fig. 25) in fondo alla quale ¢ indicato uno score
di sensibilita per ogni test utilizzato, ovvero la somma di tutti i campioni positivi rilevati tra i
diversi punti delle sieroconversioni. Come si puo osservare nella tabella, il kit LIAISON XL ha
sempre riconosciuto come positivo almeno un punto per ogni sieroconversione, inoltre il totale di
positivi rilevati ¢ paragonabile con il metodo di riferimento, come richiesto dai criteri di

accettabilita definiti per questa prova.
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Fig. 25 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente alle sieroconversioni del pannello PHM e Zeptometrix
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Positive specimens 400

Diagnostic sensitivity Including subtype-consideration

Seroconversion panel 20 panels
10 further panels (at Notified

Body or manufacturer)

Analytical sensitivity Standards 0,130 IU/ml

(Second International Standard
for HBsAgsubtype adw?2,
genotype A NIBSC code:

00/588
5000
Hospitalised patients 200
Potentially cross-reacting 100

blood-specimens

(RF+, related viruses,pregnant

women, etc.)

Fig. 26 La tabella tratta dall’ALLEGATO 1 riporta le condizioni di validazione di test diagnostici per HBsAg. Sono

colorate le caselle relative alle analisi di seguito riportate

Specificity- Unselected donors
I campioni per questo studio sono stati raccolti presso due siti francesi: 2661 presso Rouen-Bois
Guillaume e 2540 presso Lille per un totale di 5201 sieri, mentre il metodo di riferimento ¢ stato
Abbot PRISM HBsAg assay .
Tutti 1 campioni sono stati analizzati con il kit LIAISON XL e i risultati ottenuti sono stati
considerati come segue:
- campioni con concentrazione al di sotto di 0,05 IU/ml sono stati considerati come non
reattivi ovvero negativi al test
- campioni con concentrazione uguale o superiore a 0,05 [U/ml sono stati considerati come
reattivi ovvero positivi al test.

Il criterio di accettabilita € una specificita diagnostica del 99.9%.
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Expected results
LIAISON XL Positive Indeterm. | Negative Total
Positive 0 0 1 1
Negative 0 0 5200 5200
Total 0 0 5201 5201

Diagnostic specificity 95% confidence interval

99.98% (5200/5201) 99.89 - 100.00%

Fig. 27 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni di donatori sani. Sotto € inoltre riportata la

sensibilita diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza

Come si puo vedere nella tabella (Fig. 27) il kit LIAISON XL ha rilevato un campione discorde

rispetto al metodo di riferimento, ma il criterio di accettabilita ¢ stato comunque raggiunto.



Diagnostic sensitivity

Positive specimens

400

Including subtype-consideration

Seroconversion panel 20 panels
10 further panels (at Notified
Body or manufacturer)
Analytical sensitivity Standards 0,130 IU/ml

(Second International Standard
for HBsAgsubtype adw?2,
genotype A NIBSC code:
00/588

Unselected donors

(including first-time donors)

5000

200

100

Fig. 28 La tabella tratta dall’ALLEGATO 1 riporta le condizioni di validazione di test diagnostici per HBsAg. Sono

colorate le caselle relative alle analisi di seguito riportate

I campioni necessari per testare il kit LIAISON XL su di una popolazione aperta e rispetto

possibili cross-reattivi, sono stati raccolti presso differenti siti:

- Pazienti ospedalizzati, BIOMNIS — Lione, Francia
- Pazienti in dialisi, BocaBiolistics — Coconut Creek, FL., USA o BIOMNIS - Lione,

Francia

- Donne in gravidanza, ProMedDx — Norton, MA, USA

- Popolazione di soggetti ad alto rischio, Bay State Biologicals — Franklin, MA, USA

- Campioni potenzialmente cross-reattivi, TRINA Bioreactives — Naenikon, Zurigo,
Svizzera o BIOMNIS — Lione, Francia
I metodi utilizzati come riferimento in questo studio sono stati ETI-MAK-4 o LIAISON HBsAg

(kit commerciale) entrambi della DiaSorin. I risultati ottenuti con il kit LIAISON XL sono stati

considerati come segue:

- campioni con concentrazione al di sotto di 0,05 IU/ml sono stati considerati come non

reattivi ovvero negativi al test
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- campioni con concentrazione uguale o superiore a 0,05 IU/ml sono stati considerati come
reattivi ovvero positivi al test.
I criteri di accettabilita per la specificita diagnostica su di una popolazione aperta sono del

99,5%.

Specificity- Hospitalised patients

Fig. 29 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni di pazienti ospedalizzati. Sotto ¢& inoltre

Reference method
LIAISON XL Positive Negative Total
Positive 4 0 4
Negative 0 386 386
Total 4 386 390

Diagnostic specificity

95% confidence interval

100.0% (386/386)

99.05 - 100.0%

riportata la sensibilita diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza




Specificity- Potentially cross-reacting blood-specimens

Pregnant women
Reference method
LIAISON XL Positive Negative Total
Positive 0 0 0
Negative 0 100 100
Total 0 100 100

Diagnostic specificity 95% confidence interval

100% (100/100) 96.38 — 100%

Fig. 30 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni di donne in gravidanza. Sotto & inoltre

riportata la sensibilita diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza

Dialysis patients

Reference method
LIAISON XL Positive Indeterm. Negative Total
Positive 2 1 0 3
Negative 0 0 275 275
Total 2 1 275 278

Diagnostic specificity

95% confidence interval

99.64% (277/278)

98.00 — 100.0%

Fig. 31 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni di pazienti in dialisi. Sotto ¢ inoltre riportata

la sensibilita diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza




High Risk Subject Population

Reference method
LIAISON XL Positive Indeterm. | Negative Total
Positive 4 0 1 5
Negative 0 0 138 138
Total 4 0 139 143

Diagnostic specificity 95% confidence interval

99.28% (138/139) 96.05 - 99.98%

Fig. 32 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni di una popolazione a rischio. Sotto & inoltre

riportata la sensibilitd diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza

Come si puo osservare nelle tabelle sopra riportate (Fig. 29-32) relative ai risultati ottenuti sulla
popolazione aperta, il kit LIAISON XL ha dimostrato una specificita diagnostica media del

99,73% , ovvero nell’intervallo di accettabilita richiesto.



Cross Reactions

Il kit LIAISON XL ¢ stato infine utilizzato per analizzare campioni di plasma prelevati da
pazienti aventi malattie causate da patogeni potenzialmente cross-reattivi, come testimoniato da
quanto riportato sui data sheet di diversi test diagnostici per HBsAg sul mercato. La tabella

(Fig.33) mostra assenza di cross-reazioni in tutti i campioni analizzati.

Number of expected LIAISON XL

Condition negative samples positive result
Parvovirus B19 15 0
Rubella virus 15 0
VzVv 14 0
EBV VCA 15 0
HSV-1/2 11 0
Toxoplasma 10 0
Borrelia 7 0
cCMV 10 0
Anti-nuclear (ANA) 10 0
Syphilis total Ab 16 0
HAV total Ab 7 0
HIV Ag / Ab 14 0
HCV total Ab 6 0
HAMA 20 0
HTLV-I/11 (+) 8 0
Rheumatoid factor 8 0
Total 186 0

Fig. 33 La tabella mostra i risultati ottenuti relativamente ai campioni di pazienti con patologie potenzialmente

cross-reattive.

Infine per completare la validazione del kit ¢ stato necessario verificare la sua reattivita anche
rispetto ad un pannello di mutanti del’HBsAg. In letteratura sono ormai documentate diverse
mutazioni dell’antigene HBsAg ed ¢ proprio nel riconoscere queste che molti test gia sul mercato

risultano poco sensibili.



Per dimostrate che il kit LIAISON XL fosse in grado di riconoscere come positivi campioni di
sieri di pazienti infettati da ceppi mutanti di HBV, come dovrebbe essere dal momento che gli
anticorpi utilizzati nella fase solida sono rivolti verso la porzione costante della proteina
antigenica, si ¢ deciso di produrre un pannello di 10 tra i pit comuni mutanti identificati
ricombinanti. La decisione di produrre mutanti ricombinanti deriva dalla oggettiva difficolta di
reperire campioni naturali di sieri contenenti I’antigene mutato.

La DiaSorin ha quindi richiesto il clonaggio di 10 mutanti identificati dal marketing come i piu
significativi, all’interno di un vettore di espressione che permettesse la produzione delle proteine
ricombinanti da una linea cellulare eucariotica. L’obbiettivo richiesto ¢ stato di consegnare

all’azienda 30 ml di surnatante di coltura con concentrazione di antigene ricombinante di 1

pg/ml .



1.4.4 SUBCLONAGGIO DEL CDNA CODIFICANTE 10 DIVERSI MUTANTI DELL'HBSAG IN
UN VETTORE DI ESPRESSIONE EUCARIOTICA.

MUTAZIONE PANEL ID
HBsAg T123N #1/10
HBsAg T123N-T124S #2/10
HBsAg P142L-F/Y143H-D144E-G145R #3/10
HBsAg I1110R-51171-G119R-T123N #4/10
HBsAg 122+DT #5/10
HBsAg 122+DT-G145R #6/10
HBsAg G145R #7/10
HBsAg D144A #8/10
HBsAg P142L-G145R #9/10
HBsAg P1425-G145R #10/10

Fig. 34 In tabella sono elencati i 10 mutanti utilizzati per lo studio, la codifica utilizzata e la mutazione.

I 10 mutanti elencati nella tabella (Fig.34) sono stati forniti dalla ditta DiaSorin clonati nel

vettore di espressione pGA4.

Per sub-clonare i mutanti dell’antigene HBsAg nel vettore di espressione eucariotica pcDNA3.1

¢ stato innanzitutto necessario individuare gli enzimi di restrizione migliori.
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Fig. 35 La figura A rappresenta uno schema del clonaggio dei 10 mutanti HBsAg in pGA4. In giallo sono
evidenziati gli enzimi di restrizione scelti per il sub clonaggio in pcDNA3.1 B) Rappresenta uno schema del

polylinker di pcDNA3.1 con evidenziati in giallo gli enzimi di restrizione scelti per il sub clonaggio dei 10 mutanti
HBsAg.



Una volta scelti come enzimi per il clonaggio BamHI e Xbal:

- Entrambi i DNA sono stati digeriti;

- Gl inserti codificanti per i mutanti HBsAg e i vettori pcDNA3.1 sono stati purificati da
gel;

- Inserti e vettori sono stati ligati;

- con il prodotto di ligazione sono stati trasformati batteri competenti fatti crescere su
terreno selettivo;

- le colonie cresciute sono state analizzate tramite PCR utilizzando primers specifici per

pcDNA3.1. (Fig.2)
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Fig. 36 In figura ¢ mostrato il risultato delle PCR effettuate su 24 colonie cresciute su terreno selettivo, 3 per i
mutanti 7-8-9-10/10 e 2 per i mutanti 1-2-3-4-5-6/10. Le bande presenti all’altezza di 900 bp indicano che la colonia

¢ da considerarsi positiva.
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La lunghezza attesa dell’amplificato era di circa 900 bp tenendo conto della posizione di
appaiamento dei primers sul vettore e dell’effettiva lunghezza dell’inserto. Quasi tutte le colonie
analizzate sono risultate positive. Una colonia positiva per ogni mutante ¢ stata fatta crescere su

terreno selettivo ed ¢ stato estratto il DNA plasmidico.

Il risultato finale ¢ il clonaggio della regione codificante per i 10 mutanti del’HBsAg nel vettore

di espressione eucariotico pcDNA3.1
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Fig.37 La figura mostra lo schema del sub

clonaggio del cDNA codificante le
proteine mutanti HBsAg.

Identificazione della linea eucariotica che meglio si presta alle condizioni di espressione
delle proteine ricombinanti dell’HBsAg

Per esprimere 1 mutanti HBsAg ¢ stato necessario identificare la linea cellulare eucariotica che
desse 1 migliori risultati di espressione in termini di concentrazione della proteina dopo
trasfezione.

Sono quindi state trasfettate tre diverse linee cellulari eucariotiche: HeLa, 293T, HepG2 ( le
prime due abitualmente utilizzate nel nostro laboratorio per il clonaggio di diversi costrutti
ricombinanti; le ultime, in quanto derivanti da una linea epatocitaria) con il DNA codificante per
la proteina ricombinante HBsAg-G145R portatrice della pit comune mutazione documentata. A
48 ore dalla trasfezione il surnatante raccolto ¢ stato analizzato mediante il kit ELISA ETIMAK-

4 fornito dalla DiaSorin, in grado di rilevare la presenza dell’antigene HBsAg.
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Fig. 38 Il grafico mostra 1’espressione della proteina HBsAg-G145R in tre linee cellulari eucariotiche (HeLa; 293T;
HepG2) sotto forma di assorbanza valutata tramite ETIMAK-4.

Tutti 1 campioni sono stati analizzati puri e diluiti 1:10, 1:50 e 1:100 per poter meglio
discriminare il segnale nel caso in cui il puro risultasse a plateau.

Il grafico sopra riportato (Fig. 38) evidenzia come la linea cellulare epatocitaria HepG2 esprima
livelli molto bassi della proteina d’interesse essendo il valore dell’assorbanza rilevato
leggermente al di sopra del valore soglia (OD = 0,04) solo nel campione puro. Per quanto
riguarda invece le linee HeLa e 293T si pud osservare una buona e del tutto confrontabile
capacita di espressione della proteina ricombinante essendo tutti valori delle assorbanze superiori
al valore soglia del kit anche nella diluizione 1:100. Essendo pero ipotizzabile la realizzazione a
lungo termine di cloni stabili esprimenti i mutanti HBsAg per poter garantire una fonte continua
di queste molecole ricombinanti, sono state scelte le HeLa come linea cellulare piu adatta, in
quanto le 293T sono solo debolmente adese alla plastica e per tale ragione meno adatte allo

SCopo.
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Valutazione della migliore tempistica di trasfezione per ottenere la concentrazione
maggiore di proteina ricombinante nel surnatante.

Una volta identificata nelle HeLa la linea cellulare da utilizzare per 1’espressione dei mutanti
HBsAg, ¢ stato necessario mettere a punto anche la tempistica di trasfezione, al fine di ottenere
la migliore resa in produzione delle proteine ricombinanti. Infatti se ¢ vero che con il passare del
tempo le proteine ricombinanti si accumulano nel surnatante di coltura delle cellule trasfettate, €
anche possibile che con il tempo vengano degradate e quindi la concentrazione risulti infine pit
bassa. Inoltre dopo la trasfezione le cellule continuano a replicarsi ma dopo circa 72 ore
comunque iniziano ad andare incontro a morte, cosa che rende sconsigliabile proseguire la
coltura per via del rilascio nel surnatante di numerose proteasi. Le cellule sono quindi state
piastrate e trasfettate con quattro dei mutanti HBsAg (7-8-9-10/10) ed 1 surnatanti raccolti dopo
24-48-72 ore dalla trasfezione per ogni mutante testato.

I livelli di espressione delle proteine ricombinanti sono quindi stati valutati per mezzo del kit

ELISA ETIMAK-4 fornito dalla ditta DiaSorin.
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Fig. 39 I 4 grafici mostrano i livelli di espressione di ogni mutante ricombinante (7-8-9-10/10) nei surnatanti
raccolti a 24, 48,72 ore dalla trasfezione, valutati come densita ottica del campione utilizzando in kit ETIMAK-4.
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Come si puo vedere nei grafici sopra riportati (Fig.39), il maggior livello di espressione delle
proteine ricombinanti nel surnatante ¢ stato ottenuto, per tutti e quattro i mutanti analizzati, a 72
ore dalla trasfezione.

Le 72 ore sono quindi state scelte come tempistica ottimale del protocollo di trasfezione .



Espressione in cellule di mammifero dei 10 mutanti HBsAg quantificazione dei surnatanti

Cellule HeLa sono quindi state trasfettate con il DNA codificante per tutti e 10 i mutanti HBsAg
concordati. I surnatanti sono stati raccolti a 72 h dalla trasfezione e quantificati mediante kit
ELISA ETIMAK-4 fornito dalla DiaSorin confrontando le assorbanze ottenute con quelle di una

curva standard a concentrazione nota di antigene.

MUTAZIONE PANELID| ng/ml

HBsAg T123N #1/10 1800
HBsAg T123N-T124S #2/10 210
HBsAg P142L-F/Y143H-D144E-G145R #3/10 26

HBsAg 1110R-S1171-G119R-T123N #4/10 106
HBsAg 122+DT #5/10 978
HBsAg 122+DT-G145R #6/10 57

HBsAg G145R #7/10 2303
HBsAg D144A #8/10 2936
HBsAg P1421L-G145R #9/10 2847
HBsAg P142S-G145R #10/10 2701

Fig.40 La tabella riporta le quantificazioni di tutti i surnatanti raccolti per ogni mutante HBsAg. In rosa sono

evidenziati 1 mutanti la cui concentrazione risulta insufficiente

Come si puo vedere nella tabella sopra riportata (Fig. 40) le concentrazioni ottenute per i mutanti
1-5-7-8-9-10/10 sono risultate in linea con le richieste della DiaSorin (1 pg/ml) mentre le
concentrazioni medie calcolate in 3 diversi test ELISA su surnatanti raccolti dopo tre diverse

trasfezione con 1 mutanti 2-3-4-6/10 sono di molto inferiori all’obbiettivo.

Per indagare le ipotesi che potessero spiegare tale risultato ¢ stato necessario 1) verificare lo stato
del DNA codificante per le proteine, in maniera da escludere un possibile danneggiamento dello
stesso, 2) accertarsi che il problema non fosse legato ad una minor efficienza di espressione di

questi mutanti da parte delle cellule trasfettate.
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Valutazione delle condizioni di conservazione del DNA.

Per valutare un possibile danno del DNA codificante le proteine ricombinanti HBsAg sono state
pianificate 2 tipologie di analisi: la prima volta ad escludere fenomeni di ricombinazione o
mutazioni, la seconda volta a valutare la qualita della preparazione del DNA.

1) Tutti i DNA codificanti per i mutanti sono quindi stati sequenziati ex-novo. Il DNA che
codifica per 1 mutanti HBsAg in questione non ha mostrato nessuna mutazione o delezione
nucleotidica.

2) Per verificare il grado di purezza del DNA la preparazione di ciascun plasmide ¢ stato letto
allo spettrofotometro a due diverse lunghezze d’onda: 260 nm per quantificare gli acidi nucleici,
280 per le proteine. Il rapporto delle assorbanze ottenute a queste lunghezze d’onda per ogni

DNA ha mostrato un valore di purezza di 1,9 +/- 0,1( purezza massima: 260/280 = 2).

Valutazione della capacita di espressione dei mutanti da parte delle cellule HeLa
Per verificare se le cellule esprimessero con diversa efficienza i mutanti in questione, i surnatanti
delle cellule trasfettate sono stati analizzati in Western blot. Tale metodica infatti identifica una
proteina di interesse con I’ausilio di un solo anticorpo, diversamente da quanto accade in ELISA
in cui vengono utilizzati due anticorpi (uno di cattura e un tracciante) motivo per cui se uno dei
due non fosse in grado di riconoscere 1’antigene, nel nostro caso a causa delle mutazioni, il test
risulterebbe negativo.
I 4 campioni che hanno mostrato in ELISA una concentrazione non accettabile sono stati caricati
su gel di acrilamide insieme ad uno dei campioni a concentrazione piu alta come controllo
positivo. Come anticorpi primari sono stati utilizzati tre anticorpi forniti dalla DiaSorin:

- IgG anti HBsAg H2 (monoclonale) 2pug/ml

- MoAD 4b5 anti HBsAg 2 LIA (monoclonale) 2pug/ml

- IgG antiHBs (policlonale) 2pug/ml
che sono gli stessi utilizzati come cattura (i primi due) o tracciante (il terzo) nel kit ETIMAK-4 e

nel kit commerciale HBsAg per LIAISON della DiaSorin.
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Fig. 41 La figura mostra il risultato di un Western blot con MoAb 4b5 anti HBsAg 2 LIA (monoclonale) 2 pg/ml. 11

campione 7/10 ¢ stato considerato come controllo positivo.

Come si puo osservare nella figura sopra riportata tutti i campioni colorati con MoAb 4b5 anti
HBsAg 2 LIA hanno dato un segnale evidente, che pur essendo inferiore rispetto a quello
ottenuto nel controllo positivo (7/10) e nonostante la presenza di una debole aspecificita nel
controllo negativo, ¢ tuttavia decisamente superiore rispetto a quanto atteso in base alla
quantificazione ottenuta in ELISA, dove ad esempio il campione 2/10 risultava 5 volte piu
concentrato del 3/10.

Gli anticorpi [gG anti HBsAg H2 e IgG antiHBs non hanno colorato la membrana.

Non essendo poi stato possibile comprendere quale fosse la concentrazione dell’anticorpo MoAb
4b5 effettivamente coattata sulla piastra ELISA poiché utilizzato in pull con altri monoclonali, ¢
stato in un primo momento ipotizzato che una diversa concentrazione dell’anticorpo all’interno
dei pozzetti avesse reso la quantificazione dei mutanti HBsAg imprecisa.

Successivamente studi condotti utilizzando diversi test commerciali per la valutazione della
presenza della proteina HBsAg, hanno evidenziato una diversa reattivita nei confronti dei
surnatanti in esame, avvalorando I’ipotesi che la bassa concentrazione di alcuni mutanti non
fosse effettiva ma test dipendente (dati non riportati). Per questo motivo i surnatanti contenenti i
10 mutanti sono stati comunque consegnati alla DiaSorin e successivamente utilizzati per

I’ultimo step di validazione del kit proptotipo HBsAg per LIAISON.
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1.4.5 VALIDAZIONE DEL KIT LIAISON XL RISPETTO AL PANNELLO DI MUTANTI
RICOMBINANTI

Per ultimare le validazioni necessarie per il lancio sul mercato del kit LIAISON XL ¢ stato
necessario verificare la reattivita del test nei confronti di un pannello di mutanti noti della
proteina antigene HBsAg.

I 10 mutanti ricombinanti concordati sono stati analizzati con il kit commerciale (Liaison
HBsAg), con il kit Liaison XL e con il metodo usato come riferimento in tutti gli altri test di
validazione ovvero ARCHITECT HBsAg della ditta Abbot, considerato il maggiore competitor

presente sul mercato internazionale.
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Fig. 42 La figura mostra i risultati ottenuti analizzando i dieci mutanti con il kit LIAISON XL, con il kit gia in
commercio LIAISON HBsAg e con il competitor ARCHITECT.

La tabella (Fig 42) mostra che come atteso il nuovo kit LIAISON XL ¢ stato in grado di
identificare come positivi tutti 1 mutanti HBsAg presi in esame, confermando le migliori
performance legate all’utilizzo di anticorpi rivolti verso la regione costante dell’antigene. Infatti
sia al kit commerciale che il competitor della Abbot non sono stati in grado di riconoscere come
positivi due dei mutanti analizzati, evidenziando I’incapacita degli anticorpi che utilizzano nella
fase solida di riconoscere le mutazioni T123N-T124S e 122+DT-G145R, e T123N-T124S e
P142L-F/Y143H-D144E-G145R rispettivamente.
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1.5 DISCUSSIONE

Un’indagine di marketing della DiaSorin spa, azienda che si occupa principalmente della messa
a punto e della commercializzazione di kit diagnostici, ha messo in risalto 1’esigenza, per
diventare maggiormente competitivi sul mercato, di migliorare 1 propri prodotti riguardanti
I’identificazione della molecola antigenica HBsAg marker precoce delle infezioni da HBV.

La small protein, meglio conosciuta come HBsAg, ¢ una molecola di superficie che costituisce
Iinvolucro lipoproteico del virus dell’Epatite B e contiene il sito maggiormente
immunodominante del virus. Questo sito denominato determinante “a” ¢ comune a tutti i
sierotipi e genotipi del virus insieme con gli epitopi sierotipici che determinano i maggiori
sottotipi del’HBV: dw, yw, dr e yr.[48]

Il determinante “a” ¢ localizzato tra gli aminoacidi 124 e 147 all’interno della regione idrofilica
maggiore (MHR) [51]. La sua struttura terziaria ¢ cruciale per il riconoscimento da parte del
sistema immunitario.

Variazioni naturali, dovute all’eterogenicita genetica, o0 mutazioni in quest’area, documentate in
bambini vaccinati, trapiantati di fegato che ricevono immunoprofilassi anti-HBs e portatori
cronici [52], che causano cambiamenti nella struttura terziaria della proteina, inducono una
minore affinita di legame con gli anticorpi HBsAg-specifici. Tali mutanti possono quindi
sfuggire all’identificazione da parte di analisi diagnostiche basate sul legame antigene-anticorpo
causando la determinazione di falsi-negativi.[30,49]

Anticorpi  monoclonali contro HBsAg sono largamente utilizzati in test diagnostici
immunologici, tuttavia la maggior parte di questi test non ¢ in grado di evidenziare tutti i casi di
infezione con varianti virali che portano mutazioni nella regione MHR. L’aumento del numero di
mutanti deriva proprio dalla necessita del virus di eludere il sistema immunitario. Questi mutanti
hanno perciod vantaggi selettivi per la propagazione e la trasmissione verticale e orizzontale in
individui vaccinati.[50]

Tra gli innumerevoli test diagnostici per HBV presenti sul mercato, in seguito ad un’accurata
analisi dell’ufficio marketing dell’azienda, ¢ stato identificato come principale competitor per il
nuovo kit LIAISON XL per HBsAg il metodo HBsAg ARCHITECT della Abbot.

Si tratta di un sandwich a due step che utilizza la tecnologia CMIA (Chemiluminescent
Microparticle ImmunoAssay) per ottenere una determinazione quantitativa dell’ HBsAg presente
in siero ¢ plasma mediante la strumentazione automatizzata ARCHITECT. Nello specifico il test
utilizza due anticorpi monoclonali di topo nella fase solida ed un anticorpo policlonale di capra

marcato come tracciante.
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Fig. 43 Schema del funzionamento del test ARCHITECT.

Il test ¢ in grado di fornire una quantificazione dei campioni da 0,05 a 250 IU/ml e fornisce una
specificita del 99,86% nei confronti di donatori di sangue, del 100% nei confronti di pazienti
ospedalizzati ed una sensibilita del 100%.

I criteri di accettabilita interni all’azienda definiti dal marketing per la messa a punto di un kit
LIAISON XL per I’identificazione della molecola antigenica HBsAg, si sono pertanto basati
sulle performance del competitor HBsAg ARCHITECT ovvero: una sensibilita analitica uguale o
inferiore a 0,05 TU/ml, una specificita superiore al 99 % ed infine una sensibilita del 100%.

Per poter poi avere la possibilita di un’immediata commercializzazione del kit LIAISON XL per
I’identificazione dell’HBsAg almeno a livello europeo ¢ stato indispensabile rispondere anche
alle caratteristiche richieste dal decreto della Commissione Europea 2009/565/CE, che prevede
I’analisi di un cospicuo numero di campioni sia positivi che negativi.

Per migliorare le caratteristiche di sensibilita del kit gia in commercio, ¢ stato indispensabile
prendere in considerazione I’utilizzo di un nuovo pannello di anticorpi monoclonali, che
contrariamente a quelli comunemente utilizzati nei test diagnostici per il riconoscimento
del’HBsAg, fosse in grado di riconoscere porzioni costanti della proteina e che quindi
eliminasse la possibilita di andare incontro all’identificazione di falsi negativi, dipendente
dall’incapacita di riconoscere determinate mutazioni della proteina. L’obbiettivo non ¢ stato di
facile realizzazione poiché anticorpi in grado di riconoscere porzioni costanti dell’HBsAg,
notoriamente poste nel dominio transmembrana o interno alla particella, sarebbero dovuti
sopravvivere all’interno di un buffer contenente detergenti in grado di rendere disponibili gli
epitopi di interesse, al fine di rendere la metodica compatibile con uno strumento automatizzato

come LIAISON.
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Anticorpi aventi le caratteristiche sopra indicate sono stati messi a punto dall’ALSI in Giappone,
che ha protetto la ricetta del buffer ed il protocollo di crescita degli anticorpi ponendo entrambi
sotto brevetto.
Ottenuta la miscela di anticorpi monoclonali composta da un anticorpo rivolto verso la porzione
immunogenica “a”, uno verso il dominio transmembrana ed uno verso la porzione idrofilica
costante interna ed il diluent in grado di disgregare il doppio strato lipidico rendendo disponibile
al riconoscimento anticorpale le porzioni costanti della proteina HBsAg, si ¢ potuto procedere
con tutti gli step di validazione del prodotto.
E’ stata quindi messa a punto la migliore miscela di coating (co-coating) con cui trattare la fase
solida del kit, utilizzando nello specifico solo le porzioni Fab degli anticorpi in modo da
diminuire I’eventuale ingombro sterico e migliorare la possibilita di legame tra antigene ed
anticorpo, dimostrando una migliore efficienza degli anticorpi.
Sia la fase solida che il diluent sono stati utilizzati dopo essere stati sottoposti a shock termico
per verificarne la stabilita in base a quanto definito dalle normali procedure di accettabilita
interne all’azienda. Entrambi i1 reagenti sono risultati stabili anche dopo conservazione per 5
giorni a 45°C .
In base a quanto riportato dalle tabelle per la commercializzazione di test diagnostici per HBsAg
del decreto 2009/565/CE della Commissione Europea si ¢ poi proceduto con la validazione del
kit LIAISON XL riguardo alla sensibilita, analizzando un totale di piu di 500 campioni positivi
tra campioni di sieri di pazienti ¢ pannelli commerciali, dimostrando infine una sensibilita del
100%. Inoltre sono stati analizzati 32 pannelli di sieroconversioni per le quali il kit LIAISON XL
ha rispettato pienamente i criteri di accettabilita riuscendo sempre a riconoscere almeno un
campione per pannello di sieroconversione analizzato, ma anche identificando un numero di
campioni positivi totale paragonabile a quello ottenuto con il competitor ARCHITECT.
Per la validazione del kit LIAISON XL rispetto alla specificita indicata dalla CE sono stati
analizzati:

- 5201 campioni di donatori negativi ad HBsAg

- 390 campioni di pazienti ospedalizzati negativi ad HBsAg

- 278 campioni di pazienti in dialisi

- 100 campioni di donne incinte

- 143 campioni di categorie ad alto rischio

- 186 campioni di possibili cross-reattivi

Anche in questo caso i risultati ottenuti hanno dimostrato una specificita paragonabile a quella

ottenuta dal competitor ARCHITECT.



Infine per completare la validazione del kit LIAISON XL ¢ stato indispensabile analizzare
anche un pannello di campioni di mutanti HBsAg. Per ’oggettiva difficolta nel reperire sieri di
pazienti positivi ad HBsAg mutati, ¢ stato creato un pannello di 10 mutanti ricombinanti in
collaborazione con il Dipartimento di Scienze Mediche, che sono stati analizzati con il kit per
HBsAg LIAISON XL, con il kit commerciale LIAISON e con il competitor ARCHITECT.

Il risultato ha dimostrato I’efficacia degli anticorpi utilizzati nella fase solida del kit LIAISON
XL nel riconoscimento dei mutanti HBsAg sia rispetto al kit DiaSorin commerciale ma
soprattutto nei confronti del competitor ARCHITECT poiché entrambi questi ultimi non sono
stati in grado di riconoscere come positivi due campioni aventi le mutazioni TI23N-T124S e
122+DT-G145R, e TI23N-T124S e P142L-F/Y143H-D144E-G145R rispettivamente.

In conclusione si puo affermare che il kit LIAISON XL risulta avere tutte le caratteristiche
richieste per portare il marchio CE e di essere almeno paragonabile al competitor identificato
dall’azienda DiaSorin, che ¢ quindi pronta al lancio sul mercato europeo del kit sostituendolo a

quello gia in commercio.
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(Acts adopted under the EC Treaty/Euratom Treaty whose publication is not obligatory)

DECISIONS

COMMISSION

COMMISSION DECISION
of 3 February 2009

amending Decision 2002(364{EC on common technical specilications for in vitro-diagnostic medical
devices

{notified under document number C(2009) 565)

(Text with EEA relevance)

(2009/108/EC)

THE COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES,

Having regard 1o the Treaty establishing the European
Community,

Having regard 1o Directive 98/79/EC of the European
Padiament and of the Council of 27 October 1998 on in
vitro-diagnostic medical devices (1), and in parmicular the
second subparagraph of Article 5(3) thereof,

Whereas:

{1}

2

3}

The common technical specifications for in vitro-diag-
nostic medical devices are laid down in Commission
Decision 2002/364]EC ().

In the interest of public health and in order to reflect
technical progress including the evolution in the
performance and analytical sensitivity of devices, it is
appropriate to revise the common technical specifications
laid down in Decision 2002/364/EC.

The definition of rapid test should be refined in order for
it to be more precise. For the sake of clarity further
definitions should be included,

L 331, 7.12.1998, p. 1.

'} 0]
) 0]

L 131, 16.5.2002, p. 17.

4

(5}

(6}

{7}

(8

To bring the common technical specifications in line
with current scientific and technical practices it is
necessary to update a number of scientific and
technical references.

The requirements for HIV screening assays should be
clarified. In order to ensure that the performance
criteria appropriate to today’s technology is reflected in
the common technical specifications it is necessary to
add requirements for HIV antibody/antigen combined
tests and further specification of the sample requirements
for certain assays.

The Annex to Decision 2002/364/EC should therefore be
amended accordingly and, for the purpose of clarity, be
replaced.

Manufacturers whose devices are already on the market
should be given a transition period in order to adapt to
the new common technical specifications. On the other
hand, in the interest of public health, manufacturers who
so wish should be able to apply the new common
technical specifications before the expiry of the transition
period.

The measures provided for in this Decision are in
accordance with the opinion of the committee set up
by Article 6(2) of Council Directive 90/385/EEC (%),

) O L 189, 20.7.1990, p. 17.
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HAS ADOPTED THIS DECISION:

Anticle 1

The Annex to Dedision 2002/364/EC is replaced by the text in
the Annex to this Decision,

Article 2

This Decision shall apply from 1 December 2010 for those
devices first placed on the market prior to 1 December 2009.

It shall apply from 1 December 2009 for all other devices.

However, Member States shall allow manufacturers to apply the
requirements set out in the Annex before the dates set out in
the first and second paragraph.

Article 3

This Decision is addressed to the Member States.

Done at Brussels, 3 February 2009.

For the Commission
Guinter VERHEUGEN
Vice-President
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ANNEX
ANNEX
COMMON TECHNICAL SPECIFICATIONS (CTS) FOR IN VITRO-DIAGNOSTIC MEDICAL DEVICES

T SCOPE

The common technical specifications set out in this Annex shall apply for the purposes of Annex Il List A to
Directive 98/79[EC.

2 DEFINITIONS AND TERMS
(Diagnostic) sensitivity
The probability that the device gives a positive result in the presence of the target marker.
True positive
A specimen known to be positive for the target marker and correctly classified by the device.
False negative
A specimen known to be positive for the target marker and misclassified by the device.
(Diagnostic) specificity
The probability that the device gives a negative result in the absence of the target marker.
False positive
A specimen known to be negative for the target marker and misclassified by the device.
True negative
A specimen known to be negative for the target marker and correctly classified by the device.
Analytical sensitivity

Analytical sensitivity may be expressed as the limit of detection, i.e. the smallest amount of the target marker that
can be precisely detected.

Analytical specificity
Analytical specificity means the ability of the method to determine solely the target marker.
Nucleic acid amplification 1echniques (NAT}

The term “NAT" is used for tests for the detection and/or quantification of nucleic acids by either amplification of
a target sequence, by amplification of a signal or by hybridisation.

Rapid test

“Rapid test” means qualitative or semi-quantitative in vitro-diagnostic medical devices, used singly or in a small
series, which involve non-automated procedures and have been designed to give a fast result.

Robustness

The robustress of an analytical procedure means the capacity of an analytical procedure to remain unaffected by
small but deliberate variations in method parameters and provides an indicarion of its reliability during normal

usage.
Whole system failure rate

The whole system failure rate means the frequency of failures when the entire process is performed as prescribed
by the manufacturer.

Confirmation assay
Confirmation assay means an assay used for the confirmation of a reactive result from a screening assay.

Virus typing assay

Virus typing assay means an assay used for typing with already known positive samples, not used for primary
diagnosis of infection or for screening.
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3.L1.

3.1.3.

314,

3:1:5.

3.Le.

318

1.1.8.1.

Seraconversion HIV samples

Seroconversion HIY samples mean:

p24 antigen andfor HIV RNA positive, and
— recognised by all of the antibody screening tests, and
— positive or indeterminate confirmatory assays,

Early seroconversion HIV samples

Early seroconversion HIV samples mean:

— p24 antigen andfor HIV RNA positive, and

— mnot recognised by all of the antibody screening tests, and

— indeterminate or negative confirmatory assays.

COMMON TECHNICAL SPECIFICATIONS (CTS} FOR PRODUCTS REFERRED TO IN ANNEX I LIST A OF

DIRECTIVE 98/79{EC

CTS for performance evaluation of reagents and reagent products for the detection, confirmation and
quantification in human specimens of markers of HIV infection (HIV 1 and 2), HTLV I and II, and
hepatitis B, C, D

General Principles
Devices which detect virus infections placed on the market for use as either screening or diagnostic tests, shall

meet the requirements for sensitivity and specificity set out in Table 1. See also principle 3.1.11 for screening
ASSAYE,

Devices intended by the manufacturer for testing body fluids other than serum or plasma, eg. urine, saliva, etc.
shall meet the same CTS requirements for sensitivity and specificity as serum or plasma tests. The performance
evaluation shall test samples from the same individuals in both the tests to be approved and in a respective
serum or plasma assay.

Devices mtended by the manufacturer for selfest, i.e. home use shall meet the same CTS requirements for
sensitivity and spedficity as respective devices for professional use. Relevant parts of the performance evaluation
shall be carried out (or repeated) by appropriate lay users to validate the operation of the device and the

instructions for use.

All performance evaluations shall be carried out in direct comparison with an established state-of-the-art device.
The device used for comparison shall be one bearing CE marking, if on the market at the time of the
performance evaluation.

If discrepant test results are identified as part of an evaluation, these results shall be resolved as far as possible,
for example:

- by evaluation of the discrepant sample in further test systems,
— by use of an alternative method or marker,
— by a review of the clinical status and diagnosis of the patient, and
— by the testing of follow-up-samples.
Performance evaluations shall be performed on a population equivalent to the European population.

Positive specimens used in the performance evaluation shall be selected to reflect different stages of the respective
disease(s), different antibody patterns, different genotypes, different subtypes, mutants, etc.

Sensitivity with true positives and seroconversion samples shall be evaluated as follows:

Diagnostic test sensitivity during seroconversion has (o represent the state of the art. Whether further testing of
the same or additional seroconversion panels is conducted by the notified body or by the manufacturer the
resulis shall confirm the initial performance evaluation data (see Table 1}. Seroconversion panels should start
with a negative bleedis} and should have narow hleeding intervals.
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EA B

3.1.83.

3.1.9.

3110,

3111

B2,

3113

EARES

3.1.15.

il.le.

3LL17.

322

331

For blood screening devices (with the exception of HEsAg and anti-HBc tests), all true positive samples shall be
identified as positive by the device to be CE marked (Table 1). For HBsAg and anti-HBc tests the new device shall
have an overall peformance at least equivalent to that of the established device (see 3.1.4).

Regarding HIV tests:
— all seroconversion HIV samples shall be identified as positive. and
— at least 40 early seroconversion HIV samples shall be tested Resulis should conform to the state of the art.

Performance evaluation of screening assays shall include 25 positive (il available in the case of rare mfections)
“same day” fresh serum andfor plasma samples {< 1 day after sampling).

Negative specimens used in a performance evaluation shall be defined so as to reflect the rarger population for
which the test is intended. for example blood donors, hospitalised patients, pregnant women, etc.

For perfarmance evaluations for screening assays (Table 1} blood donor populations shall be investigated from at
least two blood donation centres and consist of consecutive blood donations, which have not been selected to
exclude first-time donors.

Devices shall have a specificity of at least 99,5% on blood donadons, unless otherwise indicated in the
accompanying tables. Specificity shall be calculated using the frequency of repeatedly reactive {ie false
positive) results in blood donors negative for the target marker.

Devices shall be evaluated to establish the effec of potential interfering substances, as part of the performance
evaluation. The potential interfering substances to be evaluated will depend to some extent on the composition
of the reagent and configuration of the assay. Potential interfering substances shall be identified as part of the
visk analysis required by the essential requirements for each new device but may include, for example:

specimens representing “related” infections,

specimens from multipara, ie. women who have had more than one pregnancy, or rheumatoid factor
positive patients,

— for recombinant antigens, human antibodies to components of the expression system, for example anti-E.
coli, or anti-yeast,

For devices intended by the manufacturer to be used with serum and plasma the performance evaluation must
demonstrate serum to plasma equivalency. This shall be demonstrated for at least 50 donations (25 positive and
25 negative}.

For devices intended for use with plasma the performance evaluation shall verify the performance of the device
using all anticoagulants which the manufacturer indicates for use with the device. This shall be demonstrated for
at least 50 donations (25 positive and 25 negative).

As part of the required risk analysis the whole system fuilure rate leading to false-negative results shall be
determined in repeal assays on low-positive specimens.

Il a new m vitro-diagnostic medical device belonging to Annex Il List A is not specifically covered by the
common technical specification, the common technical specification for a related device should be taken mto
account. Related devices may be identified on different grounds, eg. by the same or similar intended use or by
simiilar risks.

Lined

lests

Additional Requirements for HIV antibody/antigen cc

HIV antibodyfantigen combined tests intended for anti-HIV and p24 antigen detection which include claims for
single p24 antigen detection shall follow Table 1 and Table 5, including eriteria for analytical sensitivity for p24
antigen.

HIV antibody/antigen combined tests intended for anti-HIV and p24 detection which do not include daims for
single p24 detection shall follow Table 1 and Table 5, excluding criteria for analytical sensitivity for p24.
Additional Requirements for Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)

The performance evaluation criteria for NAT assays can be found in Tahle 2.

For target sequence amplification assays, a functionality control for each test sample (internal control) shall reflect

the state of the art. This contmol shall as far as possible be used throughout the whole process, ie. extraction,
amplification/hybridisation, detection.
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3.3.3.

3.3.5.

3.3.6.

341,

3.4.2.

3.5.1.

3.5.2.

3.6.2,

The analytical sensitivity or detection limit for NAT assays shall be expressed by the 95 % positive cut-off value.
This is the analyte concentration where 95 % of test runs give positive results following serial dilutions of an
international reference material for example a WHO standard or calibrated reference material.

Genotype detection shall be demonstrated hy apprapriate primer or probe design validation and shall also be
validated by testing characterised genotyped samples.

Results of quantitative NAT assays shall be wraceable to international standards or calibrated reference materiaks, if
available, and be expressed in international units utilised in the specific field of application.

NAT assays may be used to detect virus in antibody negative samples, i.e. pre-seroconversion samples. Viruses
within immume complexes may behave differently in comparison to free viruses, for example during a centri-
fugation step. It is therefore important that during robustness studies, antibody-negative (pre-seroconversion)
samples are included.

For investigation of potential carry-over, at least five runs with alternating high-positive and negative specimens
shall be performed during robustness studies. The high positive samples shall comprise of samples with naturally
occurring high vins titres.

The whole system failure rate leading fo false-negative results shall be determined by testing low-positive
specimens. Low positive specimens shall contain a virus concentration equivalent to three times the 95 %
pasitive cut-off virus concentration.

CTS for the manufacturer’s release testing of reagents and reagent products for the detection, con-
firmation and quantification in human specimens of markers of HIV infection (HIV 1 and 2), HTLY [ and
1, and hepatitis B, €, D (Immunological assays only}

The manufacturers release testing criteria shall ensure that every batch consistently identifies the relevant
antigens, epitopes, and antibodies.

The manufacturer's batch release testing for screening assays shall include at least 100 specimens negative for the
relevant analyte.

CTS for performance evaluation of reagents and reagent products for determining the following blood
group antigens: ABO blood group system ABO1 (A), ABO2 (B}, ABO3 (AB); Rh blood group system
RHL (D), RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e}; Kell blood group system KEL1 (K}

Criteria for performance evaluation of reagents and reagent products for determining the blood groups antigens:
ABO blood group system ABO1 (A}, ABO2 (B}, ABO3 (A.B): Rh blood group system RH1 (D}, RH2 (C}, RH3 (E).
RH4 (g}, RH5 {e): Kell blood group system KELL (K} can be found in Table 9.

All performance evaluations shall be carred out in direct comparison with an established state-of-the-art device
The device used for comparison shall be one bearing CE marking, if on the market at the time of the
performance evaluation.

If discrepant test results are identified as part of an evaluation, these results shall be resolved as far as possible,
for example:

— by evaluation of the discrepant sample in further test systems,
by use of an alternative method,
Performance evaluations shall be performed on a population equivalent to the European population.

Positive specimens used in the performance evaluation shall be selected to reflect variant and weak antigen
expression.

Devices shall be evaluated to establish the effect of potential interfering substances, as part of the performance
evaluation. The potential interfering substances to be evaluated will depend to some extent on the composition
of the reagent and configuration of the assay. Potential interfering substances shall be identified as part of the
risk analysis required by the essential requirements for each new device.

For devices intended for use with plasma the performance evaluation shall verify the performance of the device
using all anticoagulants which the manufacturer indicates for use with the device. This shall be demonstrated for
at least 50 donations.

CTS for the manufacturers release testing of reagents and reagent products for determining the blood
group antigens: ABO blood group system ABO1 (A), ABO2 (B), ABO3 (A,B); Rh blood group system
RHI (D), RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (¢); Kell blood group system KEL1 (K)

The manufacturer's release testing criteria shall ensure that every batch consistently identifies the relevant
antigens, epitopes, and antibodies.

Requirements for manufacturers batch release testing are outlined in Table 10.
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Table 10

Batch release criteria for reagents and reagent products to determine blood group antigens in the ABO, Rh and
Kell blood group systems

Specificity Testing Requirements on each reagent

1. Test reagents

Blood Group Reagents Minimum mumber of contral cells to be tested
Positive reactions Negative reactions
Al A2B Ax B Q
Ant-ABO1 (anti-A} 2 2 2™ 2 2
B ALB Al 0
Anti-ABO2 fanti-B) 2 2 2 2
Al A2 Ax B i}
Anti-ABO3 {anti-AB) 2 2 ] oy 4
Rlr R2r WeakD T r'T ™
Anti-RH1 fanti-0} 2 2 2% 1 1 L
R1R2 Rlr T RIR2 X'y r
Anti-RH2 {anti-C) 2 1 1 1 1 1
RIR2 Rlr i R1R1
Anti-RH4 (anti-c) 1 1 1 3
RIR2 Rir T R1R1 TT ™
Anti-BH 3 (anti-E) 2 1 1 1 1 1
R1R2 R2r T R2R2
Anti-RH5 {anti-g} 2 1 1 i3
Kk kk
Anti-KEL1 {anti-K} 4 3

{*} Only by recommended techniques where reactivity against these antigens fs claimed,

Note: Polyclonal reagents must be tested against a wider panel of cells to confirm spedficity and exclude presence of unwanted
comaminating antibodies.

Acceptance Critevia:

Each batch of reagent must exhibit unequivocal positive or negative results by all recommended technigues in
accordance with the results obtained from the performance evaluation data

i3

. Control Materials (red Cells)

The phenotype of red cells used in the control of blood typing reagents listed above should be confirmed using
established device
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HBsAg BBI Diagnostics
Qualification Panel #E?mmpgw
QHAT711 US Toll Free (B00) 576-1681

FAx. (508 580-2202
INTENDED USE STORAGE

Tha HB=Ag Quslidcation Panal, GHAT1Y, I8 & pansl o1 26
samples wih established reaciiity in Hepalifis B Suaos
Apbigen (HBsAg) assays This pansl may be used for
Lrainirg, quaiting, end re-qualifying technical personnel in
the perfmance of lests for e debection of HBsAg, The
paned may also be usad oz part of ongoing program s of kot
accaptance and mternal  profoency teding jor HBs&p
azzaye, to jeolate syshan errors and introubl eshooting these
ASZAYE, 85 6 COMPonent o & qually 5Urance program

Thig Panel is provided for eseadh use anly, Nd fr U in
disgnostic prooedumss

PRODUCT DESCRIPTION

HBsAy Qushicsbion Panel, @HATIY, conssts of sk
mamibers, manutatured rom buman serm o plasms, itk
& rarge of concentrations of HBsAg, The fve resdive panel
members reprezent ditdions of HBs4y abtype AD and
HEs8y sublype AY stocks in norreadive pocls,  The
nonmerctive  member  moreseris s diferert HEsAg
nonmactive pool. Poanel members were fered through e 02
micron dtber. Procin® 101 %) woz ndded s n presmrtie

Cal. No. GHAT11-2D 1 wial par membear,

& members, 20 mil per al.

PRECAUTIONS

Mambar: of fe HBsSg Gusliicaton Panel, GHAT, e
maArtadured 1om human ssm or plasma thal i@ negstie
for anlibodes fo HIV 1 end 2, HCV, ard HTLY, HBzAg
readve dock mebemals wer frsted wilh bela-propiclactans
ahd ulravialet rradistion. The pofesdid for tranamission o
infectious agents exists, snd fhess maferials should be
hienechied fiollowing good laboratory sadety practice

Dri niok pipetie by mouth

Do not smoka, esl of drink in aress where spacmens &ne
handied. Digpots of Bhi & product as potentially bioheardous

Panal manbers should be sored &b 2-8°C, unopensad.
Onca opened, panel members should be stored & 2-8°C and
dacarded aftar 50 days

Aferaliong i physical appesrance may ndcae instabilly o
deterioralion. Sohlione thal ane witibly turbid should be
dseaded

INTERPRETATION OF RESULTS

Table 1 ket the HBzAg readivty otthe HBsAR Gualitcation
Panal, GHAT 1. The antigen sublyps iz Iaed for readive
membiers. Al tasting was periommed al. B8 Disgnostics, by
cuslifed indvidualz who ouinely parorm Ehese bests,

Spedific kwels of reactivily Ebeorbance resdings, or signa
0 cutoff ratios) will Yary among different Isboraiodes and (et
methods. Procedures for ot accepience, btraining and
froubleshooting must be asiablished by each Isborsbory.

EXPECTED RESULT
The HBeAy aArdigan Gualication Pansl, GHATMY, &=
brmulated to producs the foll cvimg resdily

Table 1 .

[Panel Merviver 10 | Aiigen Sublype | HBsig Reactiviy |
@HAF1-01 & Feadive

LT e I | Feadive
QHATT1-03F e Marireaclhe
QR0 ay Feadlve
GHAT1.05 & Readtive
@HAT 106 ay Feadive

LIMITATIONS

The HBsig Gualfcalion Penel, GHATIY, is provided for
resaarch use only Mok for use in diagnostic proceduees,

For assistance, contac i HB Dingnastics Tec hoical Support

“‘ Diagnostics

A
75 Whart 5 brand, Was t Eividgeor ates, BLA D079 U3 A
e pmil DURiEs eacarg oouH wabs ihe: prony seracate com

July 2006
10720-04
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HBYV Genotype Performance Panel
PHD350

INTENDED USE

PHD35], an HEY Genotype Performance Panel, is a satof
naturally occurrng plasma specimens that are reactive for
HEY Dol and demonsteate 3 varlely of HBY genotypes
Thiz parel I3 niendad for use by diagnostic test kit
mianufaciurers and clnical laboratones fo develop, verfy or
validate assavs, evaluate new kit lots assess techmician
proficiency, of compare test methods. For research uss
anly, Mol for use in diagnostic procadures

PRODUCT DESCRIFTION )
Seracare Life Bcientes pcouired the Terageni HEW
Genotype Panel (T0-003093) in 2008, The Panel contains
HBWY genobypes &, B, ©, 0, E, F, @ and H The arder of 1he
samples in the origingl Teragenix pamel has been
maentaied Al sargles have been maniained frozen,
except for one freaze-thaw cycle whan vials were relabaled,
Mo preservalives were added.  This Panel |3 pravided as
1.0 mi wolume pervial,

REAGENTS
Cal Mo, PHDA50:1.0 1 wal par membear

16 marmiers, 1.0 mi par vial

PRECAUTIONS
BIOHAZARD CAUTION: Poenbaly infeclious matemals
Folew the Cemers for Disgase Conbal (CDC)
raco nded wniversal precautions for handling this
product.” Panel members were tasted and all werg found
positive for HEs&Q

Plever pipetia by mouth,

Do mot srmoke, eaf ar drink i afeas whers speciimens &g
handed

Cicpose of this product in biohazard containers

STORAGE

Pargl rmemibers shoudld be stored froezen &l -70°C I
turbidity of particutate matter is ohsenvad, the samples
should ba centrifuged In accordance with aach test kit
manutactuners nstructions for sample preparation

INTERPRETATION OF RESULTS
The atached dats sheel provides the resuls of
aesays for HBY genotype, HEV DNA and HBsAg

Tesls dated 2009 were performed & SeraCare Lie
Sciences by fndviduss who routingly use these
precedues, Genofype resuts are as recorded by
Teragens betseen 2002 and 2006 HEY genobype
was  delermined  using  Innogenetics  sequence
aratysis test mthod

LIMITATIONS

This Panel is provided for ressarch use only. Nol for
use in d@grostic procedures Data are offered for
Infarmatienal purposes. SBeraCare Life Sciences does
ot cladm that others can duplicate these rasults
axartly

REFERENCES

1. COC recorrmandalions for prevention of HIV
transrsson b health care sattings MMWR 36
(supp.2y 19687

For azgistance, contact SeraCare Life Sciences Technical Support
Phone (508) 244-6400 or US Toll Free (800 B7G-1681
Wigit our website a1 www SBracare com

QO SeraCare | 58I DIAGNOSTICS
LIFE SEiENCES
25 Birch Stresd
Mitfard, MADITET USA
Jul 2009
12044-01
Page 1 of 2
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SeraCare Life Sciences
Teragenix HBV Genotype Performance Panel (PHD350, formerly 70-00393)

Data Sheet
Roche Roche Diasorin
HBV DNA Amplicor Monitor Test COBAS HBY DNA Amplicor ETI-MAK2 HBsAg Plus
HEV Genotype v2.0 Quantitative Monitor Quantitative Assay
Member  Innogenetics SeraCare TemLap TeraLab
D# Resutt! Copiesiml Result’
PHD350-01 5] 14%10° <60 Positive
PHD350-02 o] 6.8x10° 12x10° Positive
PHD350-03 F <300 <60 Positive
PHD350-04 c 40x% 10" 1.4%10° Positive
PHD350-05 A 9.1x 10" 15x%10° Positive
PHD350-06 E 59x 10" 2.0x10° Positive
PHD350-07 E 1.7x 107 1.8x 10" Positve
PHD350-08 E 57x10° 53x10° Positive
PHD350-09 [+ ALR** 15x 10 Positive
PHD350-10 F 30x10° 9.1x10° Positive
PHD350-11 G 87x10" 51%10° Positive
PHD350-12 H 3Tx10° B4x10° Positive
PHD350-13 A 97 x10° 1.1%10° Positive
PHD350-14 B 69x 10" 47x10° Positive
PHD350-15 B 23x107 30x10' Positive
2002002, 52002,
1012002, WIT2004,
Run Date 21072006 &/187006 S2009, 1572000, 712009 L2008, 4060006 L0068, 42008
Wit Lot # A HOT P08 1 008T GIDOTTA12513 aTI81An
Exp. Date NA ne-30- J00GF s bryary-28- 2010 Ay 31 2008 S eptember 30- 2000 dune=11-2008
Product # Na #7851 NA A

CAUTION: All Panel members were found positive for HBsAg. The potential for transmission of infectious disease is present.

For Research Use Only. Mot for use in diagnostic procedures. Data are offered for informational purpeses. SeraCare Life Sciences does not claim that cthers can
duplicate these test results sxactly

Tests were performed at SeraCare Life Sci Tara Lab by indivi  use th
! Secuencing by Innogenetics, Belgium. * HRsAg and Roche COBAS HBV DNA Amplicor Maniter performed by TeraLab, Fort Lauderdale FL.
*Results refoct a 1:100 dilution

**Results refloct a 1:1000 dilution

**ALR = Abave the limit of reactivity at 1:10,000 diution

No preservatives were added.
Ploase contact SeraCare Life Scionces Technical Suppart for further infarmabion: Telephane: (508) 244-8400 or US Toll Frae: (B00) 675- 1881, or visit our websio at July 2009
Wi SEacare com. 12044-01

Page 2of 2
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HBsAg Low Titer
Performance Panel (Modified)
PHA106(M)

EBIl Diagnostics

A Bosfor Bionedica Contgany
TEL: (50E) 220-1900

U5 Tall Free: (200 6761221
Face: (a0e) a80-2202

INTEMOED LSE

The HBsfg Low Titer Performance Pansl (hodifed),
PHAIOGMNG, is a panel of naturally acouming plasma
specdmens.  This Panel iz intended for use by
manuBacturers  and  laboratories  to  ewalugte  the
senstivty and specificity of HBsAg test systems using
well-charactedized  spedmens  and  to  prowide
comprehensive da@ #r comparatve anahsis.  For
Research Use Only, Mot for use in diagnostic
procedures.

FROOUCT OESCRIFTION

PHAIOGMD consists of 3 set of 12 zamples with
reactivity near the sensitvity limit in the HBsAg tests
cummently awailable in the United States. One negative
sample is induded as a negative vontrol. Specimens are
undilutad aliquots from semum or plasma units collected
from asymptomatic blood donors from 1994 through
2001, Mo presanatives wers added.

Cat. Mo, PHAIDGMET .S 1 wal permember,

13 members, 15 ml per wial
FRECALTIOMS
BIOHAZARD CALTION: Potentially infctous matenals.
Follow  Universal Precautions. Panel members were
tested and found positive by 3 test for HEsRg.

Panel members wera tested and found negatiwe ©rant-
HM 102 and arti-HCW. This doas not ensure the absance
afthesa or other human pathogens.

Do not pipette by mouth

Do not smoke, eat or drink in areas where specimans
are handled

Dispos=e of product in bichazard cont@iners.

STORAGE

Panel members should be stored at -20°C or colder,
Fomid repeat freeze-thaw oyde s,

HMtergtions  in physical appearance may  indicate
ins@bility or deteroraton.  Solutions that are wisibly
turbid should be discarded.

INTERFRETATION OF RESLLTS

The atached data sheet prowides nesults ©r Panel
members  generated using  commercially  awailable
HB=fg screening tests. Testing was perormed in the
laboratones of BBl or at intemationally recognized
referee lab oratories (R L) by individual = who routinely use
these tests procedures. Al EWA results are means of
duplicates, expressed as spedmen absorbance to cotoff
ratios (o), ratos greater than or equal to 10 are
considered  positivge. Al positive  members wens
confimmed posiive using the Genetic Swstems HBsAg
2.0 Confimratory As=ay. HBsAg concentration  was
determmined by comparizon to BEI PHASOY, Hepatits B
Surface  Antigen Senstivty Panel, using the Sbbot
Auzzyme® hionodonal ELA, Procedure B, HBYW DHAWas
detected wsing the Roche COBAS Amplicor HBEW
hdonitor™  Test.  Results are  sSingle  obssrations
expre zsed 8z OMAcopiesdnl. The @Ange of sensitivity for
this assayis Tom Z00-200 DO0 copiesiml

LIMTATIONS

Thi= Panel i = offerad for nesearch use only. Mot ©r use in
diagnostic - procedures.  Oata  are  prowvided  for
informational purposes. BBI does not claim that others
can duplicate these results exacthy

Fora nnirkancs, comact BB Teclinical support

BBI Dinpninstics

BB

LN sy

ATS NlertSteet, NlestB ndgewatkr, Mo 0ZF 3 IS8,
e-malt wibgBbbllcom, webe e ww bbloom

Qcihher 2003
33013



BBI Diagnostics
HBsAg Low Titer Performance Panel (Modified) PHA106(M)

Data Sheet
e HB8Ag EIA Test
HBsAg Abbott Abbatt BioRad 3.0 BioRad 3.0 Ortho HBV DNA
Member Neut Cone. Proc, A' Proc, B Proc, A’ Proc, B* System 3 Roche PCR
LD.# Matrix % Wimi sico sleo sico sico sleo coplesiml
PHAT06-01 F 100 0.05 06 09 1.7 aT 1.0 9x10°
PHA106-02° P 100 o1 09 1.8 32 7.0 22 4x10°
PHA106-03" P 100 o4 23 53 91 18.2 T4 1x 10
PHA108-04 P 100 03 1.8 4.0 63 13.3 449 2x10°
PHA106-05 P 100 o1 07 18 25 58 18 3x 10
PHA106-06 P 100 06 40 7.1 108 211 110 210!
PHA106-07 P Neg - 0.1 0.0 04 03 0.0 BLD
PHA106-08 P 100 04 22 46 TE 15.6 57 8x10°
PHA106-08 P- 100 o1 07 1.7 31 69 22 1x10°
PHA106-10 P 100 o4 22 48 72 15.8 71 1x10°
PHA106-11** P 100 02 1.5 3.0 23 47 21 BLD
PHA108-12 P 100 01 09 ; 7.0 22 4x 10’
PHA106-13 P 100 03 25 16.0 76 3x10°

Run Date: 19 JUN D1 10SEPOT 2TAUG 02 20 AUG 03 21AUG 03 WocTom
Kl Lot #: TH361M302 TT340M302 04 1WCC-05 4TWCC-05 HEK116 COXNG

Exp. Dale: 18 SEF 01 16 DECDY 27T NOV 03 27 NOV 03 21AUG D3 AUG 02

Product & 1880 1980 s 250N 931902 87681

CAUTION: Panel members were tested and most were found positive by tests for HBsAg. Panel members were tested and found negative for anti-HIV and HCV. The potential for
7 o &

For research use only. Not for use in diagnostic procedures. Data are offered for informational purposes. BEI does not claim that others can duplicale these test results exactly. Testing was
at BBl or at oy {RL) by ‘whao routinely use these procedures. ANl EIA results are means of duplicates, expressed as
specimen absorbance to cutoff ratios (s/co). Ratios >1.0 are considered reactive. HBV DNA resulls are single ob as DNA cop peci aliquots

from serum (S) or plasma (P) units collected from asymplomatic blood donors from 1994 through 2001,

Meg = negative: BLD = Below Level of Detection

“Member 02 is a bleed from the same donor as member 03 oblained 5 days earfier.

*“*Member 11 is the 1st postive bleed in a series of 3 positive bleeds from the same donor. All 3 bleeds were tested and found reactive for Hepatitis B Core IgM and IgG.
“**Test resulls not avaiable at this time. Please contact BBI Technical Support for i Tel (S08)580-1800 or US Toll Free (800)676-1881.

'Day “Ovemnight “Stati “Shaker
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PHA106(M) Data Sheet

Page 2 of 2
INTERNATIONAL HBsAg EIA Tests, results exp { as slco
Abbott Abbott Abbatt Abbott Behring BioRad Murex Ortho Ortho Rache Rache
Member Architect AxSYM Dynamic PRISM Enz. 5.0 Monolisa Plus ~ HBsAg 3.0  System 3 VITROS COBAS Elecsys
RL23 RL23 RL23 BL23 BL23 RL23 BL23 B8l BL23 EL3§ RL23
PHA106-01 12 13 15 20 15 11 13 15 o7 o7 18
PHA106-02 28 17 28 39 25 15 23 22 25 12 286
PHA108-03 44 42 97 117 78 51 72 72 03 41 75
PHA106-04 28 36 6.9 83 39 3.0 5.0 5.6 65 26 47
PHA108-05 14 16 24 35 20 14 21 18 19 1.0 23
PHA106-06 638 57 6.8 162 9.8 8.0 93 09 135 51 105
PHA106-07 iz 05 il 0z 03 b b 02 01 e 04
PHA106-08 6.0 38 78 101 55 45 57 6.0 7.8 30 6.1
PHA106-09 26 19 27 41 28 1.9 27 22 27 1.5 28
PHA108-10 62 35 66 117 43 37 54 66 83 29 65
PHA106-11 76 47 47 8.0 5.4 1.1 42 22 25 13 5.9
PHA106-12 26 : 28 39 21 . 24 : 27 13 21
PHA106-13 6.4 9.6 59 7.3 94 33 76

Run Date: 26 SEP 01 HOCTH 17ocT 08 0CT O 2OCTOM 02 AUG 01 W/OCTOM 02 AUG 01 240CTOH 05 DEG 01 08 OCT 01
KitLot®  B0418HPOO B2030LU00 B105THPOD BO3ZZHPOO 32706 HO544 H413210 HBT225 300 155872 0021CED
Exp. Date: 13JuLoz 10 MAR 02 21 JAN 02 08 AUG 02 09 FEB 03 30.JuL 02 )| JuLo2 06 ALG 01 268 MAR 02 01 JAN 03 31 0CT 02
Product # 6C36 TA40 7817 3847 DOPW TINa GEMI5 §31801 8435307 20753505 1620532

October 2003
11091-01
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HBsAg Mixed Titer Performance Panel (Modified)

PHA206(M)
INTENDED USE il PO BT S T i
) 3ra] ars ] el al - of Cokdar.
The HBsAg Mixed Titer Performance Panel, PHAZOG(M), |5 Avoid fepaated fresze-thaw cycies

a panel of naturaly occuring plasma specimens. This
Panal |5 imlended for use By mandfaciurers  and
laboratories 1o evaiuate thelr HBEsAg test systems wsing
wel-characterized  gpecimens  and fo provide
comprehensive  dala  for  comparalive  analysis.  For
Regearch Use Onby MOtTor use in disgnostic procedures

PRODUCT DESCRIPTION

PHAZ06(M]) consisls of a set of 24 specimens from wiits
wilh reactvities ranging from weak 10 strong postka for
HEsAg by cormercialy aailable screening fests Two
specimens negative by all screening methods are included
as confrals Specimens arg undiluted aliquats from plasma
units colacted from asmplomatic bood donors Trom 1393
to 2004 Unitz were processed by filtration, Mo
preservatives were added,

REAGENTS

Cat Moo PHAZOGIM)-1 5 1 wial per mamber,

24 membars, 1.5 ml pervial

PRECAUTIONS

BIOHAZARD CAUTION. Potertslly infechious matenats:
Foliow Universal Precautions. Panel members were fesied
and most ware found posibive by lests for HBsAg., Pand
rrernhars were lested and found negatlye for anti-HoY and
anti- M 102

Do i it by pricuth

Do nof smoke, eat or drink In areas where spacimens &g
handed

Césgrose of this product in biohazard containers

Alerations in physical appesrance may  Indicale
Irstanility or detenoration. Solubions that are wisibl
turbid shouwd be discarded

INTERPRETATION OF RESILTS

Tha atached dala shesl provides lhe resuls from
HBsAp scraening tests, confrmatory (neutralzation)
test resuls and HEY DWA test resuls Teds were
performed 0 the laboratories of SeraCare Life
Seiences of in reference laboratores by indviduals
who routimely use these asssy procedures  ELA
results are expressed as specimen signal (O.0) to
cutom ralios (sfcod. . Ratios =10 are considerad
reactive, Resullsexpressed in LML are quantiaive
FHEY DMA was defecied using the Roche HEY
W oniter™ COBAE Tesl, resuls ara exprossod a5 DHNA
coplesimi

LIMITATIONS

Thig Panel | offared Tor recearch use only, Mol for
uge in disgnostic procedures Data are provided for
informationsl purposes SermCare Life Sciences does
net claim thal others can duplicate these recullts
axactly.

REFERENCES

1 CDC recommendations for prevention of HiY
transrEssion i health care salings MMWWE 36
{3upp.2) 1067

For assistance, contact SeraCare Life Sciences Technical Support
Phone (S08) 244-B400 or US Toll Free (B00) E7E-1EE81
Wisit aur website &t www SEracarg com

O SeraCare | 5l DAGNOSTICS
s 5‘.‘5 Birch Street

Milford , W& D1TEF LSA

July 2009
12063-M
Page 1 of 3

100



SeraCare Life Sciences
HBsAg Mixed Titer Panel a
Data Shest
Lot# 117132

HBsAg Test Results
Abbott HBsAg  Abbott HEsAg Abbott HBsAg Abbott HEsAg  Genetic Systems Genetic Systems  Diasorin ETI-MAK-4
Neutralization EIA  ElAProc.’  ElAProc,”  ElAProc.” HBsAgEIA Proc.' HBsAg EIA Proc.” HBsAg EIA

HEV DNA

Ortho® ELISA  Ortho Vitros®  Roche Amplicor

Member
LD # 4] o oo £leo sleo oo gleg $ico
PHA205-01 o LR oo 01 03 o3 01 00
PHA205-02 100 253 400 284 323 0 a3.8 822
PHAZ06-03 100 20 400 220 323 20 58.9 588
PHA205-04 100 323 400 639 =323 w0 63.8 1ma
PHA205-05 100 323 400 68.9 >323 30 638 1ma
PHAZ06-06 94 323 400 6a.9 *323 280 638 BRI
PHAZ0B-07 100 174 324 200 =323 30 527 558
PHA205-08 100 126 32 1.8 320 3|0 |5 354
PHA205-09 100 148 3o 154 323 8.0 386 371
PHAZ08-10 -] 57 18 53 18.0 168 128 15.4
PHAZ05-11 100 58 140 5.4 142 128 155 142
PHA205-12 100 50 29 B0 240 264 17.3 2086
PHAZ08-13 100 66 12 58 186 138 71 124
PHAZ05-14 100 37 T2 35 144 160 0.0 139
PHA205-15 o8 32 57 27 47 53 40 35
PHAZ06-16 100 19 40 19 78 a4 45 4.7
PHAZ08-17 28 o7 15 o7 29 50 13 08
PHAZ05-18 100 32 28 1.9 62 20 B3 60
PHA205-18 28 31 42 21 48 82 18 1.0
PHAZ08-20 100 20 29 21 85 141 62 ar
PHAZ206-21 100 29 52 22 85 152 52 368
PHA206-22 100 0.5 1.2 0.5 33 28 23 1.6
PHAZ06-24 88 08 12 o7 35 35 18 14
PHA205-25 o L8] oo 0.1 o8 o2 0.1 0.2
Run Date: 10MAR 05 02ZMAR 05 JIMAR 05 02 MAR 05 06 MAR 09 03 MAR 05 27 JAN 05 18 JAN 05
Kit Lot #: 24372M100 21881M100  22672M100 22672100 NGCCC-05 33INCC-05 07101608 HBK140
Exp. Date: OCT 05 JUN 05 JUN 05 JUN 05 JUN 08 OCT 05 MAY 05 SEP 05
Product #: 1012-10 1880 1980 1880 325 32501 POO1532 931902
CAUTION: e undled Follow Universsl Precumtions
Panel members were tested and most were found positive by tests for IBsAz. tested und wnth HIV amd mnth HOV, Infecthou:

22 MAR 05

HBsAg System3 HBsAg(US)

RL

oo
01

5.1
0.0
4455.0
38000
33400
568.0
3|7
40.7
177
13.4
55
151
104
24
5.3
o7
20
16
58
4.9
1.3

o0e
0.1

JUM 05
ECI

Panel member 23 is no longer available. Data are provided for informational perpases oaly.

HEV Monitor v2.0

SeraCare

ax10°
<300

14 MAY 05
FO&141
05 JUN 05
87681

For o for use in diagn dh i purposes. SeraCare Life chadi results exsclly. Reaslls were go  using 3
Life Sch " . (RL) by gy e Thuwe i of dudl H AT d Index. & .
Falios 21,0 are consi o ion of P S o greates o ? phaama o senm units from 19992004, Processing consisted of fllmlion, Mo preservaltives

were ackled.

"Dy Procedure, “Ovemight Proceddire, “Shoet Procedre, ‘Satie Procedure, "Shaker Procedare

Additional dats may be svailable. Please contact SeraCare Life Sciences Customer Service for carent information. Tel (30E) 2446400 or US Toll Free (800) 676-1881. Ov, visit us on the web ol www seracare.com
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SeraCare Life Sciences
HBsAg Mixed Titer Performance Panel (Modified) - PHA206(M)

Data Sheet
Lot# 117132
Abbott Prism® Abbott Axsym Abbott Architect® Ortho Vitros® DADE Behring Abbott Imx® Roche Cobas® Biokit Bicelisa  Murex Bayer ADVIA
HBsAg HBsAg QuantHBsAg  HBsAg (EUR) Enzygnost® HBsAgv5.0  HBsAg Core HBsAg  HBsAgv3.0 HBsAg v.3.0 Centaur® HBsAg
Member RL RL RL RL RL RL RL RL RL RL
sico sico 1WmL slco slco” slico® slco” slco” slco” Index

PHAZ06-01 0.4 05 00 01 0z 05 01 04 0.4 <01
PHAZ06-02 1200 s 42 1020 339 488 58.0 21 >max 1508
PHA206-03 a8 224 24 732 439 e 474 247 %9 59.9
PHAZ206-04 681.0 2264 >250 33900 439 140.0 745 467 >max =>1000
PHA206-05 681.0 2334 >250 46300 439 1722 745 428 >max >1000
PHAZ06-06 559.0 186.4 =250 4180.0 439 167.7 745 434 >max >1000
PHAZ0G-0T 789 216 27 587 439 332 446 6 39 818
PHAZ0E-08 521 149 20 384 373 243 253 148 x4 662
PHA206-09 672 187 27 46.3 22 7 328 186 09 484
PHAZ208-10 224 63 [1X:3 18.4 134 28 10.8 41 115 183
PHAZ06-11 252 &1 08 1486 106 1.7 a8 50 111 28
PHAZ06-12 348 98 12 273 203 143 16.0 93 153 284
PHAZOE-13 243 a2 08 25 262 158 106 48 132 257
PHAZ0G-14 190 48 07 120 79 82 ie 46 74 15.8
PHA206-15 87 286 03 30 66 43 36 26 56 125
PHA206-16 78 28 03 6.0 71 X} 49 23 48 42
PHAZ06-17 25 16 0.1 10 17 18 12 12 20 27
PHAZ06-18 55 17 0z 25 29 53 22 10 36 86
PHAZ06-19 8.6 30 04 18 26 48 27 17 41 98
PHAZ06-20 98 36 03 36 18 58 46 24 52 65
PHAZ206-21 14.4 46 05 60 68 94 57 32 4.7 143
PHAZ06-22 18 1.2 0.1 16 16 27 0.5 1.0 19 16
PHAZ06-24 28 13 0.1 13 22 18 12 13 16 28
PHAZ06-25 0.7 o7 00 0.2 04 06 02 05 05 01

Run Date: 21 APR 05 13 MAY 05 28 APR 05 09 MAY 05 02 MAY 05 Z2 APR 05 12 MAY 05 28APROS  2TAPROS 11 MAY 05

KitLot#  27561HNOO  28120LUCO 27188HNOO 1450 35299 231831002 167988-01 D1205 JO34410 64278110

Exp. Date: 27 JAN 06 29 SEP 05 21 MAR 06 08 NOV 05 16 SEP 08 17 MAY 05 31DECO5 01 APR 06 28 FEB 06 29DEC 05

Product # 3A-4T-48 TA4D-10 6C36-22 8435307 OaQPW LNZ228-22 2054 3000-1130 GE34/35 3393362
CAUTION: These matertals have not bem insctlvated sid shoubd be handled as potentially blshazardous. Fallow Universal Precantons,
Pomed muombers were tested and most were Found podiive by tests for HBsAR Panel membors were tested and foand negatve for anth-HIV and asth HOV, " for diswase Is present,

Panel member 23 is no longer ovailuble, Dinin are offered for informntionad parposes caly,

For rescarch uie only. Not for use in disgnostic provedures. Datn are offered for informationsl purposes. SeraCare Life Sciences does not chaim that cthers can daplicate theee test resalis exnctly. Resulls were genermted using commercially

availsble tests, performed ot SeraCare Life Sciences and ad b d ies (L} by indivi b Iy wee these HBsA Its nre mese of duplicates unless caberwise noted, expressed ns sico or
Index, fing s i ioms. Ratios21.0 il jve, HBaAg o in ional Units (TU ) were determined with the Abbatt Archilect asay. b are undi i trom pl i
callected from asymptomatic plasma domore. Processing consiged of fillration. No preservatives were added.
* Drata represent one replicate.
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2. LASTIMOLAZIONE DI B7H INIBISCE L’ADESIVITA DI

CELLULE ENDOTELIALI VASCOLARI NEI CONFRONTI DI

LINEE CELLULARI TUMORALI E POLIMORFONUCLEATI
DI SANGUE PERIFERICO

2.1 INTRODUZIONE

2.1.1 L’ENDOTELIO NELLA RISPOSTA INFIAMMATORIA

L’endotelio vascolare consiste di un singolo strato di cellule che possono essere coinvolte nei
processi di angiogenesi, omeostasi, scambio di soluti e inflammazione.

L’infiammazione ¢ una risposta fisiologica a numerosi stimoli come infezioni e danno tessutale. Nel
corso della risposta inflammatoria sono prodotte varie citochine e altri mediatori inflammatori che
agiscono sui vasi sanguigni locali e inducono in primo luogo vasodilatazione, aumento della
permeabilita vascolare ed un’aumentata espressione di molecole di adesione (cell-adhesion
molecules, CAMs) endoteliali. Si dice allora che I'endotelio ¢ attivato o infiammato. Con la
vasodilatazione si ha I’aumento del volume di sangue nell’area interessata e la riduzione della
velocita del flusso ematico, mentre con ’aumento della permeabilita vascolare si ha un accumulo
di liquidi (edema) nel tessuto e lo stravaso di leucociti.

Linfociti, Monociti e Granulociti circolanti esprimono molecole che interagendo con le CAMs
consentono loro lo stravaso e il raggiungimento dei tessuti [1-3].

La maggior parte delle CAMs appartiene a quattro famiglie di molecole: la famiglia delle
Selectine, la famiglia delle Mucine, la famiglia delle Integrine e la superfamiglia delle
Immunoglobuline.

Le selectine sono caratterizzate da un dominio distale di tipo lectinico che permette a queste
molecole di legarsi a strutture glicidiche ricche di acido sialico spesso legate alle molecole di
tipo mucinico. La famiglia delle selectine comprende tre molecole dette L-selectina, E-selectina
e P-selectina.

La maggior parte dei leucociti circolanti esprime la L-selectina, mentre la E-selectina ¢ espressa
da cellule endoteliali attivate e la P-selectina ¢ espressa da piastrine ed endotelio vascolare
attivato [4].

Le mucine sono un gruppo di proteine intensamente glicosilate ricche di serina e treonina, che
interagiscono con le Selectine [5].

Le integrine sono proteine eterodimeriche (formate da una catena o € una catena ) espresse dai

leucociti. Diverse popolazioni leucocitarie esprimono diverse integrine, il che permette a queste



cellule di interagire con CAMs diverse, appartenenti alla superfamiglia delle immunoglobuline,
espresse dall'endotelio vascolare. Alcune integrine devono essere attivate per potersi legare con alta
affinitd ai loro ligandi [6-7]. Nella superfamiglia delle immunoglobuline sono incluse ICAM-1,

ICAM-2, ICAM-3, ¢ VCAM [8].

I neutrofili sono in genere le prime cellule che interagiscono con l'endotelio attivato e stravasano nei
tessuti. Lo stravaso sia di neutrofili sia di linfociti procede attraverso quattro fasi: rotolamento,

segnale chemotattico attivatorio, arresto e adesione, migrazione transendoteliale (Fig. 1 ).

Rolling Attivazione  Arresto Migrazione
Adesione transendoteliale
@® O, ©), @
A — o
Neutrofilo ( O ] I.-”’O‘\, .
g B\ ( in -
e = )
Endotelio () <> P (- }'gﬁ'c )
=)

Fig. 1 Fasi dello stravaso leucocitario.

Le molecole E-Selectina e P-Selectina si legano ai loro ligandi sulla membrana dei neutrofili, questa
interazione lega debolmente i neutrofili alle cellule endoteliali e la forza del flusso del sangue
circolante induce il rotolamento del neutrofilo sull’endotelio [9-10]. Mentre rotola il neutrofilo ¢
attivato da varie molecole chemotattiche, le quali possono essere presenti permanentemente sulla
superficie delle cellule endoteliali oppure essere secrete localmente da cellule coinvolte nella
risposta inflammatoria. Interleuchina 8 (IL-8) e MIP-13 sono due chemochine coinvolte in questo
processo di attivazione. Il legame di queste molecole chemotattiche a recettori sulla membrana dei
neutrofili innesca un segnale di attivazione mediato da proteine G associate al recettore. Questo
segnale induce una modificazione conformazionale delle integrine dei neutrofili, detta attivazione,
che ne aumenta l’affinitd per le molecole di adesione della superfamiglia delle Ig espresse
dall’endotelio [11-12]. Il legame delle integrine con le CAMs della superfamiglia delle Ig stabilizza
’adesione del neutrofilo all’endotelio.

I neutrofili fagocitano i1 patogeni invasori e rilasciano mediatori chemochinici, come la proteina
macrofagica inflammatoria (macrophage inflammatory protein MIP-1a e MIP-1p), che attirano i
macrofagi nella sede dell’inflammazione. I macrofagi attivati sono dotati di elevata attivita
fagocitica e sono capaci di rilasciare elevate quantita di mediatori e citochine coinvolti nella

risposta inflammatoria.
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I macrofagi tessutali attivati secernono IL-1, IL-6 e TNF-a che agiscono localmente favorendo la
coagulazione e ’aumento della permeabilita vascolare, inducendo una aumentata espressione di
molecole di adesione da parte delle cellule endoteliali dei vasi. In particolare, TNF-a stimola
I’espressione di E-Selectina, mentre IL-1 induce una aumentata espressione di ICAM-1 e
VCAM-1, che legano le integrine espresse da linfociti e monociti. I neutrofili circolanti, 1
monociti e i linfociti aderiscono alla parete dei vasi sanguigni riconoscendo queste molecole di
adesione e quindi attraversano la parete del vaso e passano negli spazi tessutali. Il risultato di
questo processo ¢ un influsso di linfociti, neutrofili monociti, eosinofili, basofili e mastcellule nel
sito di danno tissutale, dove queste cellule partecipano alla eliminazione dell’antigene e alla

riparazione del tessuto [1-2].

L’interazione con le cellule dell’endotelio vascolare svolge anche un ruolo chiave nella
formazione di metastasi tumorali per via ematica. Questo processo inizia quando le cellule del
tumore primario penetrano nei vasi sanguigni, si disperdono nel torrente circolatorio e quindi
stravasano in tessuti distanti rispetto alla sede di formazione del tunore primario [13-15]. Questo
stravaso sfrutta meccanismi e molecole identici a quelli coinvolti nello stravaso di leucociti. Le
cellule tumorali esprimono 1 ligandi delle Selectine che legano le Selectine espresse
dall’endotelio; questa prima interazione media il rolling delle cellule pre-metastatiche sulle
cellule endoteliali. Le integrine delle cellule cancerose, durate il rolling, sono attivate da
chemochine presenti nel microambiente e mediano un’adesione piu stabile ai loro ligandi
sull’endotelio iniziando il processo di trasmigrazione endoteliale [16].

L’interazione tra Selectine e ligandi partecipa alla progressione tumorale in due fasi: nella
formazione di aggregati con leucociti e piastrine e nell’ interazione con le cellule endoteliali che
inizia il processo di stravaso [17].

Le cellule tumorali esprimono sialomucine che agiscono da ligandi per le Selectine; queste
interagiscono principalmente con strutture glicidiche ricche di acido sialico spesso legate alle
molecole di tipo mucinico, tra queste molecole vi sono Sialyl Lewis-a, Sialyl Lewis-x, CD34,
MAdCAM-1 e CD44 [16, 18-20].

I ligandi sialilati sono fortemente espressi da cellule tumorali e in particolare Sialyl Lewis-a
(sLe-a) ¢ considerato un marker tumorale. L’anticorpo CA19-9 ¢ in grado di riconoscere in modo
specifico questa molecola ed ¢ attualmente in uso per la diagnosi del cancro all’intestino e al
pancreas [21]. E’ stato inoltre suggerito che ligandi per le Selectine trasducano segnali nelle

cellule tumorali [22-23].



2.1.2 LA MOLECOLA COSTIMOLATORIA H4/1COS

L’attivazione dei linfociti T rappresenta un evento centrale nella generazione della risposta
immunitaria ¢ ad essa consegue un’espansione clonale delle cellule immunocompetenti con
I’acquisizione di funzioni effettrici [24-25]. Tale fenomeno ¢ accompagnato da variazioni
nell’espressione di alcuni geni che codificano per molecole di superficie coinvolte nella
proliferazione cellulare, nelle funzioni effettrici e nelle interazioni cellula-cellula. Secondo il
modello d’attivazione del doppio segnale, i linfociti T necessitano, affinché siano indotte
proliferazione e differenziamento in cellule effettrici, di due distinti segnali: il primo € fornito in
seguito all’interazione del complesso MHC-peptide (presente sulla superficie delle APC) con il
TCR ed i corecettori CD4 ¢ CDS; il secondo ¢é fornito da molecole costimolatorie che
interagiscono con specifici ligandi espressi sulle APC [26].

CD28 ¢ la molecola con funzione costimolatoria positiva meglio caratterizzata, sia a livello
funzionale sia molecolare e riveste il ruolo pit importante nell’indurre attivazione di linfociti
naive.

Le molecole CD28, CTLA-4 (CD152) e ICOS appartengono alla famiglia di CD28 sono
caratterizzate da un singolo dominio IgV-like ed una breve coda citoplasmatica. Esse mappano
nell’uomo nella regione cromosomica 2q33 e questo suggerisce che i tre geni siano originati da
duplicazione genica [27].

CD28 e CTLA-4 presentano lo stesso motivo MYPPPY nella porzione extracellulare, che ¢
responsabile dell’interazione con i ligandi B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86); ICOS, presenta invece il
motivo FDPPPF, responsabile del legame con il suo unico recettore B7h ( B7rp1, GL50, B7H2,
LICOS) [28-29].

Nonostante 1’analogia a livello aminoacidico, le tre molecole differiscono da un punto di vista
funzionale. CD28 ed ICOS mediano segnali stimolatori per il linfocita, in sinergia o in momenti
e microambienti diversi della risposta immunitaria; CTLA-4 invece invia segnali inibitori che
tendono ad attenuare la risposta linfocitaria.

Le molecole B7 sono presenti sulla superficie di APC (Antigen Presenting Cell) professioniste
quali cellule dendritiche (DCs), macrofagi e linfociti B attivati. Da un punto di vista funzionale
B7.1 e B7.2 possono essere distinguibili piu per una diversa cinetica d’espressione, che per una
diversa trasduzione del segnale indotta nel linfocita. B7.1 ¢ espresso da DC solo in seguito ad
attivazione, B7.2 ¢ gia espresso a bassi livelli da DC inattivate e rapidamente indotto in seguito

ad attivazione [26].

H4/ICOS rappresenta il terzo membro della famiglia di CD28. E’ espresso in seguito

all'attivazione linfocitaria da linfociti CD8" ¢ CD4", come CTLA-4 ed intensifica tutte le risposte



basali dei linfociti T all'antigene: proliferazione, secrezione di citochine, espressione di molecole
che mediano l'interazione cellula-cellula. L'interazione di ICOS con B7h gioca inoltre un ruolo
importante nella cooperazione linfociti B/linfociti T [27]. H4/ICOS ¢ stata inizialmente descritta,
come H4, nel nostro laboratorio sia nel topo sia nell’'uomo [30-31]. Successivamente ¢ stata
clonata, come ICOS (inducible T cell costimulator), da altri autori [32]. Nel nostro laboratorio ¢

stato poi dimostrato che H4 ed ICOS sono la stessa molecola [33].

ICOS ¢ una molecola transmembrana di tipo I ed ¢ espressa in forma monomerica o come
omodimero. Nell’'uomo ¢ costituita da 199 amminoacidi e la forma dimerica ¢ probabilmente
data da legami disolfuro tra residui di Cisteina nella regione extracellulare in posizione
membrano-prossimale. Ogni catena ha una coda citoplasmatica di 35 amminoacidi, una regione
transmembrana di 23 amminoacidi ed una regione extracellulare di 141 amminoacidi con un
singolo dominio immunoglobulinico stabilizzato da due Cisteine conservate in posizione 42 e
109. La forma dimerica ICOS ha un peso molecolare apparente di 55-60 kDa, mentre le singole
catene 27-29 kDa.

La parte citoplasmatica lega la fosfatidilinositolo-3 chinasi (PI3K) tramite il motivo Tyr-Met-Phe-
Met, fino ad ora non sono stati identificati altri interattori della molecola, si pensa quindi che la
costimolazione mediata da ICOS sia per lo piu dipendente da PI3K, la cui attivita ¢ stimolata in
misura maggiore rispetto a CD28 [27].

Pur appartenendo alla stessa famiglia, CD28 e ICOS si differenziano in alcuni importanti aspetti.
CD28 ¢ espresso costitutivamente sulla superficie dei linfociti T, ICOS viene espresso solo in
seguito all'attivazione linfocitaria, come CTLA-4; la molecola ¢ gia espressa 24 ore dopo
l'attivazione. Entrambe inducono la sintesi di citochine (IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TNF-a), ma
soltanto CD28 stimola la sintesi di IL-2 ed IL-9 [34]. Inoltre ICOS non lega i ligandi di CD28 e
CTLA-4, B7-1 (CD80), e B7-2 (CD86), ma lega la molecola B7-h, I'unico ligando di ICOS (e
viceversa).

B7h ¢ espresso da linfociti B, monociti e dendritiche, ma anche da APCs non professioniste quali
fibrociti, cellule endoteliali, cellule epiteliali dei tubuli renali e cellule staminali embrionali [35-
38].

L'interazione di ICOS con il suo ligando gioca un ruolo importante nella cooperazione linfociti
B/linfociti T. In particolare ICOS ha un ruolo nel differenziamento e nello sviluppo della
memoria dei linfociti B, nello switch isotipico delle immunoglobuline e nella formazione dei
centri germinali [39-41]. Queste evidenze sono state confermate dal fenotipo di pazienti con

immunodeficienza comune variabile che presentavano perdita omozigote di ICOS [42].



Secondo un modello oggi accettato, inizialmente il legame di CD28 con i ligandi B7-1 o B7-2
espressi dai linfociti B avvia la comunicazione B/T; contemporaneamente ¢ indotta 1’espressione
di ICOS, la cui interazione col ligando modula la produzione citochinica dei linfociti T,
favorendo soprattutto la produzione di IL-4 e IL-10; in una terza fase viene espresso CTLA-4
che opera un’azione negativa sull’attivazione del linfocita T.

Nel topo Iattivazione di ICOS ¢ stata correlata con ’induzione della secrezione di IL-4 da parte
di cellule Th2 oppure della secrezione di IL10 da parte di cellule T regolatorie, ma pud anche
indurre secrezione di IFNy in cellule Th1 [43-45]. Nell’'uomo invece la costimolazione ICOS in
cellule Th naive promuove la secrezione di IFNy in presenza di IL-2 e IL-10 e secrezione di
TGF-B in sua assenza [46].

Le cellule endoteliali (ECs) esprimono molecole coinvolte nell’attivazione di cellule T e possono
agire come APCs semiprofessioniste capaci di attivare cellule T in determinate circostanze.
Queste molecole includono molecole MHC di classe I e II presentanti peptidi antigenici alle
cellule T, nonché molecole costimolatorie che modulano I’attivazione delle cellule T (DC40 e
LFA-3) ed altre molecole che appartengono alla famiglia di B7 (B7h, B7-H1 e B7-DC) [47]. La
capacita delle ECs di stabilire interazioni con le cellule T ¢ coinvolta nell’attivazione della
risposta immune adattativa di memoria, nel rigetto di trapianto e nel reclutamento di linfociti T
effettori antigene-specifici nei siti di infezione. Un aspetto speculare dell’interazione tra cellule T
ed ECs ¢ che anche le cellule T possono modulare la funzione delle EC. Questo effetto puo
essere mediato da citochine secrete da cellule T come IFNy capace di attivare le ECs, ma anche
da interazioni contatto-dipendenti, come quelle mediate dalla stimolazione di CD40 sulle ECs da

parte del suo ligando espresso dalle cellule T, che induce I’espressione di molecole di adesione e

chemochine da parte delle ECs [48].



2.2 SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato valutare gli effetti della stimolazione di B7h espresso dalle ECs
sulla loro capacita di sostenere I’adesione di cellule tumorali e infiammatorie, utilizzando una
forma solubile ricombinante di ICOS (ICOS-Fc).

Il lavoro originale ¢ riportato di seguito ( ALLEGATO 6).



2.3 ALLEGATO 6
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FIGURE L. BTh expression in HUVECs and colox carcinoma cell lnes.
Expression was mssessed by immunoflucsescence: using ae mt-HTh meA b
HIVECS were asalyand in testing conditions and afier a 20-B weatmint
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Tidtinn ottaliel with | ppfesl cortiol Fe (pot peaficann). sp < 0.05;
wup << L, versus comtrol. B, Pluosescen: micmscopy of HT2% cells ad-
berent to HUWVECS that wesr weatsd (night panely) ar not il panals) with
ICO%Fc ot low (X100 upper pomeln) ood high (A0, dmeer paneln
magnification
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s 10FE PCS. 10 LYl penicillin, and 14 pg'm] srepiomycin at 3TC in
5% CO-hemidified simesphere: they included HTS, DLDN, HCT16,
Caro-2 foolon carcinomal, RPMITUIL, JRE. MI4, PCF2 (melanomak,
HMC- | dmostocyiomal,. PCY iprostste concimoma ), and  Hep-032 iliver
SArTiRa)

Cll-sirface phenotype wis sssessed by inumunodliweescence ond flos
cylomery using the appropriate FITC- and PE-cosjugsicd mAb o BT
(BinLopend, Sem Diege, CA) NCAM- 1 (RinLagead), 1CAM.2 {Diachone
Research, Muschesier, L' K j MadCAM i Abcum, Combridpe. MA) CDH2P
{Tenmesnctnets, Friesogthe, Cemany ), CD31 (Cahag Laborasores, Burlie-
pame, CAL CD34 (Milenyi Biotec. Aubwm, CAL CD4Hy (Bender Med-
Sysens, Vierna, Awsrial, and siahy] Lewis X (Samta Crue Beoicchnodogy b
MIAB 1 CTGTE { lenmmusnobioniact, Almngdos, LUK ), ssly] Lewis & (Sants
Crue Biotechackogyh, sad WOAM-1 (Cabag Lshorstories) wene detacted
with FITC-conjugaied poat anti-mouse [ (Calap Laborsories); CDOIE
was also detecied by direct mmanofieoesconce wing FITC conjugated
anti-CTR2E (R&D Systems) sed Mouse 1gGl Bsotype Comtrol (R&D Svs-
e An-BCOS peab (CTRAA ) was panlind by affisty chromaiog-
by om protein G-Seph A faat -flow ool { Aumersham Biosciences,
Uppeala, Sweden) (roemn (b hybwidoma supermatans: il was detecisd with
FITC -comjugated gous anti-} Ig preabansbed with mowse and re Tg
(Caltag Labsorasorses), CVHAA BOOS amd BT h were also revealsd with e
Recombinunt Haman B7h-Fo Chimen (RED Syseem) o BOOS-Fe re-
spectively; both of them wene detecied with FITC -conjugated mowse antii-
humen-1pG (RD Pharmingen, 5San kse, CA)L Antpenic deasily was ex-
peewsnid o misn Meoresenoe inlensaty ratsn of Befal lymphocyles, doany e
folbowing formals: mesn fooecscence y of samsple histogenn jur
Mlll‘:l Rl TEEn oo IFETAIY of congral hislogmm l‘t\lrﬂ}
it |

Cywkine seunretion was sssesiecd 0 the cultare supernatanis ising a oy
toking protenn artay | Beo-Plea. Beo-Rad) smulisnmsdy meesanng 1L-15,
Lot TL-2, I, JL-5, CL-#, TL-7, IL-R, IL0, TL- 10, ML-12, DL-13, TL-|5,
IL-17. eotanin, fibeoblast growib facior (PGF) basic, [FN-y, IPN-imlocible
peotem 10 (1P 10, plateiet-denved growth facior bb {PDOGPBbE. RANTES,
THF-a, vawoler exdoibelisl greadh fwww (YEGFL GOSF GM-CSE,
MPC-J. MIF- 1o, and MIP-15

Cells-adhevian asray

HUVECs wene grvwn o conflience |n 24-well plates, wnihed, snd sested
for |l im MAIORD pilas. 1066 PO, n the wsieation experimenis, HUVEC s wene
trestedd or not with increasing concengrations of TO0S. Fo (0001 =2 pp'/ml b for
B i amd then jepwheted for | b with ench e cell liee 07 = 10" celld
well} { 161 or PMMNs (10F cellvwell L prelabeled wilh Ruoresoen chacetale
fus 50 eming thse 0-B incubation dme wes chosen s allow Tal] wsdimescssion
i the sdhering cells. Wi similer messls were ablafed with shirier 5§
cohation times {10 and 30 mim), After moabation, monsdheneni cells wene
remmvel by wuslung tlwee Emes wiih M99, The conter of such well was
analyoed by Muotescence inepe analyss (1T Adberent ovlls were couinbod

= imbibition
.

wa a1 nL [ 1
MO0 Fr pgimsl

FIGURE X Effect of BOS-Fo on sdhesivencss of [L- 1 fb-prescinaied
HUVEDS i HT29 el HUVECs were treated with 10 sghal 1110 Tor
24 h amsd then exposed or sol fo U00=-2 wgiml KOOS-Fe for an adkdifional
30 mnin and incolwied with HT29 for | b withos weshieg ool 1005-Fe
Iaita are expresed as mean = SEM (n = %) af the percestage of inkibition
verms sdhesion doected on IL- | f-trented FIUWVECS nis ireated with
PEOES-Fe. Addbesion 1o costim] HUVEDs was simmlar o thal reporied i Fig.
L und IL- 1 tresinser increased o by 142 = 5%, the borirontal line shows
thet e = SEM of sdhesion inbibition ohtaised with | pghmi comeol-Fe
(st skgnificusi]. sp < 008 sep < OO, versus coatrol.

BTh FUNCTION IN VASCULAR ENDOTHELIAL CELLS

FIGURE 4.  1L¥ect of MUVEC incubsatson for diflerent immes with K08

Fo on sthesiveness o HTIW cella, HUVECs wess pretreaied or sl with
titrmied amounts of CO0S-Fe (U061 000 008, 1, or 2 pgdml) for 10, 20, 3
and &} mis or 2 4, B or 24 b without wadimp o 1O05-Fe and then
ncubated with HT29 cells for | h. Dala ane expressed as mean . SEM
LA = 5ol the perceslape o inhalntion versus the conlial il Ul wis
alwiss amilar 16 thal reporied m Fg. L the honcontal Bne shows the
mean = SEM of siiesion inhihition shisined with | pgiml congml Fo,
i bl g slmiliir ol (e i Terent times (ol sagmaficant | =p << (LIS sap <
(L0, vesrsass comtrol

waing lmage Pro Plos Softvase for macnmagenp (veniaon S0 Media
Cybermstics, Bethesls, MDY, Sngle experimmntal pren were asayed in
uriplicate, and the SEM of the (hree replicaies was abwiys < | 9%, Data are
shwwm as peroemage of inhihition yersas the comim] sdhesion: measoed
m HUVECS m mested with BOOS-Fe! this comtnd adliesion was 40 =
4 pellimmsosoope fiekl (e = 17} for HT2Y cefl and m 2 similur range for
e ooty cedll nypes,

T s epemamee s, HLYEC s wene poesctivaied with IL-18 i 10 *ﬂ!“
for 24 b anl then exposed or e w0 BCDS-Fo for an sdditiosal 30 min. n

w“a - ““H &
1 5
- -
. 1
! » -
. . i
- 0 i
" _3- b 5|
J_ﬂ;ll ] i " o
G — | ———
e el

FIGURE 5 Effect of HT29 cell imcuhation lor different times with
OOS-Fe on adhesion o HUYEBECS. HT2 cells wiere peetneied or nol with
titested swousts o 1005 Fe (000, 00, 08, 1, or 2 pimlp for 3, &0, or
L3 men; washed: s incubaded with HLWVECs for 1 B Dl ase eupressed
B4 mizan * SFM jm = 5) af b pevoenisge of inbibition versus the oontml
adlbeswm thal wark always wmelar o thel reporied im Fig. 2: the hondongal
Bine slvrws il mess = SEM of sliwsion inhibiton obtained with | agfod
contral Fe, whisch was similar a0 the diffevent times (nod cignificam), sp <
(LS, eop = LD, versus comtrol
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fhose cxperiments, only 107 FviMsfacll were plated on HUVECS to avaid
excessive mihesion of PMNs thar oould ot b measumed by the micros
Imagang syaiem

7k xilemcing

T slence BTh gene expression, lentiviral particles enosdieg 2 trgels
wpecific T9-29 wi iplus bainpin) short haipin ENA (shRMNA; so- 500050V
ware asedl, according 10 the masslasteer’'s Inenecthons {Sants Crag Bhio-
iechnology ). Specibeity of silencing was checieed using cells treated with
Polvbrene cely {comtrol HUVECS) and cells tansdaced with shRINA
lentivital pardcdes imooding & soomnbled saguemce (SCE shRNA s
108060V}, wmahle to induce specific depmdetion of known celluler
mENA. Briefy 3 % 10 HUVEC shwell were seaded i 24-well plasid in |
mil 1199 i 2 FHS and cultursd overmphbt i Tl=20% conuence. Ther
W imfectious wnits of vimas, mixed wich 3 uafml PFolyboene (so- 1 342200
waore added to cach well. and oells were cultancd for an addtonal 72

Silencing of BT was sesemed o the prooein aed RINA levels. BT p
wirface expressaon was cvalunted by ditec? mmann beorcacener with PE-
crmjugated ansi-BTh mAb and Bow cytometry, BT RNA expression was
svalaated by KT-POR, Total BNA wis exsnctod wsing TRIil reagent
dlnvitropen, Caltibad, CA) and used (1.0 pg) as a tenyplace, fiest-strand
DA was synthesiaesd using a Superscript BT PCR kit (Invitrogen) with
the supplied olipoescieotide 16 primer. Ore cyele of tiemmsl rycling was
peformied a1 37°C for 60 min, 94°C for § niin, and 4'C fw 5 man, acd e
DA was subjeried w0 nested POR by two indeperdent sounds of POR
¢ papplied poimer mix (A and B, Santa Cruz Biotechnobogy;
- 106 9%-PR), acconding 5o 1he manufactarer’s instructions. The GAFDH
hirigekeeping pine wis GSad &8 o contiol fod cDNA poimaliesteon. The

A - B

Cell comnis

T

peoducts were subjected to lecirophoresis oo @ 2% agaoss pel, samed
with echicham brosmide, and visualizsd v UV illumsinstion

Weatern bind mumlvres

HUYED s were tecaned wath [OOSFe or cortred mediam for Wimie al g 8
wwashed wi ol maedium, and incubated with contral meddum on
prmdoreradishyde-fied HT29 cells (1 % 10 welly ar pus-CEMG2 mab (45
ppfmll for 30 min on jce. HT2-stimalated HUWECs were incubabed as
IT'C for 2, 10, or 30 min, whersas and-CIM 2 B-stinyalated HUVECs wees
washed apd incubated with geal sntl-modse 1§ (Dako, Glostigp, Denmarki
for 1 mim oz 3T'C ke some expemments, HUVESs wens treaied with
osteopoiisin OF pafml) for 30 mis of ATP 10 pbd) Tor 3 min. Then, cells
weere bysed with bysis baffer contamizg 5(0mM Tris-HCLipH 7.4), 130mdd
Na(l. 5 mhkl EDTA. 1% Nomdet, phospimdsse, smd profease-ichihibor
alls, Call hysaies weld sefus on 104 SDS:PAGE pels amd
transferred on axtroccllalose Glters. Fiiers wore then Bocked by in-
cubaton with THS (10 mb Teis-HC [pH 790 and 150 mbl Nailli con
nondat malk and 1% Twees 20 for 1 h st foom Ssmperatare and
with ssti=phospleo-piR mbhit polyclomd Abs or anti=
e mA b, mllosed by chie apgrajmats HR-
seoandury reagent and de 1 by BCL. Densitometric analdysi was pey-
Formeed using y Mulsi-Amalvst ivession 1.1: Bio-Rad)

|

-1I.T-IIIE =

LAl

Sratistival amalyiis

Drita ape Eown a8 mesn = SEM. Sranisticall analysed were peiformssd with
Prismm 30 software {Graphlad Software, La Jolla, CAl asng ons-way
ANCAVA agd the Dumnsdt Teit

contmal BTh
HUYEC

ShEMNA

BTh GAPDH
FIGURE 6. The
b and W7h-F
A1 jagtnd

dives pod bind BT

alesion. ==p < 001, verses
AhRNA o seranihled SRMNA T
colls, B, Resals of
wlhexion. Bawl scdhesiom win mo) pifecied by sRNA tesiment
HINECs. £, Expresminn. of BTh

virfics cxprcadan evalunisd by insnmusedlucesicece

b, wagh

I1-r'|.l of PCOS-Fe on HT 29 adbhewing 1o HUVECS is depen
1 goes not inhiba
aE-BO0S mAb (U309 44; § peml) or BTe-Fo g2 upmd ) ar wik ™
for 1 b with HT29 cells wathout washing out twese reagents. Data are expressed as meean = S3EM (n = 6) of the perceniage of inhibstdon versas the
d, B=00, The IC0O%-Po efiec is inhibited ty sileccimg of BT on HUVECs. FIUVECS were i

1, and crémted o mal with JO0S5-Fe (] pefmlh;, teaealer, cells win washed and
aiheston assay, expuessed oz mean = SEM qu = §) of the peicentnpe of is

ap < (04, verms scrsenk

BTh

TSHCOS-Fe (1 /el asd Thes ins

sahated on wat w
kit Boe | howit
siom induced by TOOS-Fe versus the respecs
= HUWECS; 'p o< (h 08, versun wnie

= ahBNA-T

mENA (lefrl, evluated by ET-PCH, compared with GAPDH sxpression (night) for sach HUYEC prepamton. £, BTh

rom JODS—BTh interaction. A, Thi KOOS-Fo afles isinhibinas by ann-1005
TT2% adhrsion. HT2? cells wore progeated or mot for 30 min with 10058
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Resulis

B7h triggering infeibits colon carcimsmn coll line adlesion fo
HUVECs

We used the HT2%, HCTLIG (FEL and DL (19 oolon car-
cimoma cell bnes 1o asess whether B7h tripgenng modulatics can
cer ecfl sihesion to ECs

Expression of BTh and IC0S was assessed on HUVECs and 1he
cobm cacinoma cell lines; HUVECs were analyred at basal
conditions and afier 24 b of reamment with IL-1§ or TNF-a (hoth
at 10 mgfml). Expression was sssessed by indirect immunofive
rescence wsing the appropnsic mAb or soluble forme of the re-
spective ligands (i.e.. BTh-Fe and IC0OS5-Fo), Resuhs showed that
HUVECs expressed substantisl amouns of B7h as reponed by
Ehayyamian et al. {8k which were wpregulated upon trestment
with IL- 13 (Fig. 1) or TRF-c {dsta not shown); however, they did
not express BOOS {data oot shown). Simalurdy, all colon carcimoma
lines expressed substantisl smounts of B7h (Fig. 1) bat no 1008
(ilata nvod shavm ).

T ssieas the effeet of BT irgpering on tumor cell adbesion to
FCx, HUNVECSs wene trealed or nol with different concentrations of
ICOS-Fe (001-2 ugiml) or control Fe (1-2 pgfml) for 30 min
and then used iy e adbesion assay with each mumnor cell le. Fig.
2A shows that treatment with IOOS-Fe signibcantly inhibited ad-
besgion of HT29 amd, 1o a lesser cxtent, DDV in a conceniration:
dependeni minnmer, whereas it had no significant effect on HCTL 6.
Maximal inhibitions were 0 =+ 3% (ICg = 0031 wgdml) for HT29
and 35 = 4% (reached @ 2 ppfml of I008-Fe) for DLDL. Fig. 28
shows micrographs of the HT29 adhesion assays on antreated
HUVYECS (lefy pamels) or thode that were treated with | wpfml
ICOS- Fe (right paviels). HT29 cella adbering 10 control HUVECs
ksl their round shape and became enlarged by Banening on the
HUWEL layer. whereas the fewer HTI9 cells adbering 1o [005-
trented HUVECS maimtsinel] their small, moand shape. No effect
was detecisd nsing control Fe

To assess the effect of BTh L!:imurillg on activated HUVEC:, we
analyzed HT'29 adhesion w HUVECs preactivated with IL-1p for
24 b and then exposed or not to 1008 Fe or controd Fe for an
odditiomal 30 min. Activation with IL- 1B incressed HT29 adhe-
sian by 142 = 5% 2 il I005-Fo mnlubited this adlhesion iy
57 = 3%, which was similar o, but with a higher 1C50 HUVECs
nod treated with IL- 1B (I, = 0029 pa'ml; Fig. 3L No effect was
ietected using comtrol Fo

To knvestigaic the duration of the inbibiory cffect. we perfomed
the: adhesion assay om HUVECS pretreated for different times with
ICOS-Fe or controd Fe using HT29 cells (Fig. 4. Resuhs showed
thai adhesion inhibitiom was detectable afier 10 min of pretres
menil and reached [ saximam after 30 min; 1t decreased after 1 b
and was not significnnt after 24 h. but it incrensed again afier &
anil 24 b No effect was detected using comtrod Fo

The previois experiments were performmed withonl washing
IC05-Fe From the adbesion assay. Bocanse HUVECs and the tusvos
cell lincs expressed BTh, we performed expeniments to separicly
eealuate the 008 -Fe effect o each of them.

Imbtdalty, o restnet the effect to HUWVECS, they were pretreated oo
nect wiith BCOS-Fe (1 bl or control Fe (005 ppfml) for 30 min
washed or mol with [resh medinm twice, and them coincubaied
with HT29 cells in the sdhesion assay. Resuha showed that [C05-
F inlubited HT2Y adhesion to a similar extenl in washed (S0 =
My and unwashed (52 * 3%) HUVECs, which indicated tha
ICO5-Fe exerted a direst effect on them. No effect was detecied
with control Fo

Second, 1o restnet the effect 10 HT2? cells, they were pretreated
o mot witly JOOS-Fe or comtrol Fe For 30, 6d), or 120 min; washed

BTh FUNCTION IN VASCLILAR ENDOTHELLAL CELLS

twice; and then seeded on wireated HUVECS in the adhesion
aszay. Resuhs showed that 1O0S - Fe inlubited adbesion. even with
this prowocol (Fig. 3. The effect was time dependent, with max
imal effect (35 = %) o 60 min and & subsequenl decrease; the
effective concenimtions were in the [13-1 pgiml mnge. No effect
was detected using comrod Fe.

Third, we evaluaied the ICOS-Fo effert on HT29 adhesion o
FCS-coated plastic wells (ie., in a HUVEC-fiee ecll-adhcsion
masayl. H X cells were pretreated or not wath BOOS-Tc -2
pepfmnld) for 30 min and wsed in an adbesion assay on PCS-coated
plastic wells withowl washing oat 0005 Fe. Results shewed thay
1C05-Fe had no significant effect in this assay; sdbesion bnli-

Contr  HT2O2' HTZ% 0"

HI2% 3"

% we comtml

FIGURE 7. Effect of 1C05%Fe on p38 amd ERK phosphorviaton in-
disced By imferaction with HT29 cells. Resting HUVECS were treated o
mit with T wgfml DKOOS-Fe for 30 min and then bcafate] with para-
Sormabdeivde-fixed HTZ2Y cells for 2, 10, or 50 mn. Then, HUVECs were
Bysed, amd p38 and FRK phosphorylation wese asalyzed by Weatzm hlot,
Thae bar graphs show data {meas = SE ) zoomalized to f-actm, sxpressed
ns percentage inkdvition vemwas the conteal, from four experinests; me
sepresamtative gel i also shown HUVBC eamment with HTTO cells in-
duced phospiorylatiom of pi2 aftey 10 miz and FRE after 10 and 30 mir;
tsewe wers inhihited by HUVEC puctreniEen) witls T0%-Fe "’. = i
Mo < 001, versus control HUVECK, »p < (LOS; #=p < 001, vernes the
correspaniing cells not meated with [0S Fe
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Iwticms was [5 = 2%, 13 = 2%, 15 = 5%, and 10 = 4% umng 1, 1,
01, and 001 pefml ICOS - Fo, respectively.

T assess specificity of the 1005 -Fe effect and its dependence on
ihe inicraction with BTh, we |:l|:|fumurd twio scts of |:.'|.1chi||hrll1t-.

Frs, we evaluated [COS-Fo's effect on HTI9 adbesion in
the presence of reagents blocking s imteraction with B7h on
HUVECs snd by o mutated form of 1005-Fe ("™ 1005 Fe)
incapable of bimdang BYh (200 HUVECs were treaded for 30
mom with IO0S-Fe {1 pgfml) i the presence s absence of an
anti- JO0S mAb (CI98.44; 3 ppfmill or B7h-Fe (2 ppimld) or with
PIRI008 Fe (1 pgiml and (hen were incabsted for 1 h with
HTZY cells without washing oul these reagenis. Rembis showed
that ICOS-Fe inditsted M1 adbesion, whereas '™ 005 Fe
id mot; mwoseover, B7h-Fe and the anti-ICOS mAb subsiamzally
Idocked the 1008 Fe effect (Fig 64l

ICOSFe | + + i % .
ane T E ) : + + .
=il A ¢ N

75

Secomd. we evaluated whether the effect of 10D5-Fe was af
fected by shRNA -mediated silencing of BTh. HUVECs were in
embuted or not with BTh-shRENA or scrambded shRMA for 72 h amd
wsed in the adhesion ks y with HT29 eclls in the fi =T H amid
ahsence of ICODS-Fo (Fig, 68y B7h expression was analyzed
by RT-PCR (Fig. 6C) and swerface immonofuorscence (Flg.
G, RT-FCR showed that B7h mENA was substantinlly down
purdulated i BYh-shENA-treated colls amd ol in scramibbed
shENA-treated cell:. Immunofluorescence showed thae B soar
face expression was substantiably dowamodulated in B 7h-shENA
treated cells, and Some dovnnhilsbon was also delected iin
serambled shERNA-treated cells, which scemed 10 be an aspecilic
comsequence of lentiviml infection. The adhesaon expeniment
showed 1hat ICOS-Fo-mediated inhibition of HT29 adbesion was
sguificantly lower in BTh shRNA-resred HUVECS (6 = 3%)

Cell counis

FHGURE B. Bffect of 1C045-Fo on p3% and ERK phosphorylatson induced by E-selectin triggening. 4. Resting HUVECs were treated or not with 2 pgiml
TOOS-Fr for 30 min mxd then incebated with 45 ppiml enti=B-sdectin mAb cross-loked or not with ssti-mouse Ig Ab ot 4°C; after M0 min, cells were
incubatid fof apothir 10 min a1 37°C Then, e colls wers Tvsed, smi p2E aml ERK phosphiryvlation wess arodyveed by Westirn bhot. The bar prags shiw
dacn (mean = SEM) nomnadized 20 feactin, expresed as 1be peecermpe of inhilition versus comived, from four expeniments; one represeeinioe gel is also
showe. HUVEC westment with ani-E-aclectle mab induces phoaphorylasion of p38 and ERE, whdch is ingreased by croms-leking with setl-neouse Ip Ab;
this is imhibited by HUVEC pretreatment with 3006:Fe. "p < (0.05; "o << 001, versas control HUVECS; #»p < 001, versus the comesponding cells not
freated wiik BOOS-Fe, B, Surses sapresdon of E-srlecis by restieg HUYED S ssscusnd by disees dnemueodlusressence with apa-BT mAh
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than in scrumbled shRNA-treated (30 = 7% ) and untreated (32 =
4% HUVECs. In scrambled shRMA-treated HUVECs, IO0S Fo
mediated inhibition was slighly lower than in umtresied HU'WVECs,
bnit the dilfercnce was nol !ll.lu'l.l:til.‘a‘ﬂ}' ﬁiglﬁl'aul

B7h triggering alters ERK-mediated signaling m HUVECS

To ivestgate the mechanism of BTl-mediaicd inhibilion of
HUVEC adheaveness, we compared expression of cytokines and
adbesion molecabes in unactivated and IL-1 f-activated HUVECs
treated or nod with 1005 Fe

Cywokine secretion was asscescd in the cullure supernsianis
wsing o cyiokine protoin amay simolaneoasly measanng 1L- 15
IL-lra, IL-2, L4 IL-5, IL-6, O-7. IL-B IL-9. J0L-00; DE-12
IL-13, IL-1%, BL-17, eotaxin, FGF basde, TNy, 1P L0 PDGFbL,
RANTES, TNF-u, VEGE. G-CSE GM-CSF. MCP-1, MIP- Lo, and
MIP-1. Results showed that resing HUVECS secreted IL-Em.
eotaxin, FGF basic, [FN-y, TP-10, FDGFbb. and VEGE: IL-1§8
treated HUVECS upregulated 0 lra, 14, IFN -y, and [P 10 awl,
te a besser exient, [L-Y, eotaxin, FGF base, PDGEW, and YV ECGE,
bt treatment with IO05-Fe for 24 b had no effect on these se
cretion patterns (data no shown).

Surface e:ltp!us:i.uﬂ of TCAM-1, IEAMY, VOAM. 1, MadCAM,
E-selectin (CDG2E), CIGIF, CD15s (sialvl Lewis X0, sqal:d Lewis
A, DAL, CD4, ODAD, and O was nssessed by L
fieorercence and flow oyiemetry. Resuls showed tha snactivated
HUVECSs expressed CD31, BCAM- 1, ICAM-2, CDGIE, and BTh:
IL-Lf—treated HUYECs upregulsted B7h CDE2E, ICAM-1, and
VICAM- L. Treatment with 100G-Fe for 10, 20, or 30 min or 24 b
had no effect on these expression pattemns {data w1 shown)

An ahemative possilality is that BTh modulated the intrinsic
adbesiveness of adhesion molecules without affecting their ex
pressiom bevel. The interaction of HT29 cells with HUVECs
was shown o tigger o sgnaling pathway thromgh p38 o ERK
phosphorylation modulating EC function. To assess whether BTh
engagement aliers this signaling, HUVECS were treated o ot with
ICOS-Fe for 30 min and then incubsted with paraformaldelyde-
fixed HT2Y cells (Fig. 7). After 30 min cells were Ivsed, amd
P38 amd ERK phosphorylstion were analyzed by Westem blm
Hesihts showed that HT29 colls incuced p38 and ERK phos-
phorylstion in HUVECs; this cffect was inhibited in cclls pre-
treated with ICOS-Fe.

A key rols in HTI9 adhesion to HUVECs and subsequen
sigmabing 15 played by E-scloctin (213, which s cxpressed by ac-
tivated bat mot restrmy HLWVECS (22, 23} Our HUVECE expressed
low bewels of E-selociun (CDGZE), even in unactivaled conditions
(Fig. R, as also reported by other investigatoss (24, 15), which
indicaiod thar they were won fully rested, To assess whother BTh
cogapement alters sipmaling throwgh E-sclectin, HUVECS were
treated or wor with [O0SFe for 30 min and tsen incubated
with anti-F-selectin mAb cross-linked of not with anti-mouse
Ab (Fig. 8). After 3 min, cells wese lysed, and p38 and ERK
phosphorviation were analvzed by Western blot. Results showed
that E-selectin triggening indaced p3 and ERK phosphorylation
in HUVECs, and this effect was sirildngly inlubised in cells pre
treated with [C0OS-Feo

In HUVECs, ERK plmspl'lcrr_\-lahnrl can be miduced by several
stimuli in sddition 1o E-selectin, such #s osteopontin and ATF {16,
7). T assess penerality of the BTh effect on ERK activalion, we
evaluated osteopontin- and ATP-induced ERK phosphorylation in
HUVECs pretreated or mot with 100S-Fe. Resuhs showed that
cesteopontin and ATP induced ERK phosphorydation in HUVECs,
ani pretreatment with IO08-Fe inhibiied phosphorylstion induccd
by osteopontin but not that indwced by ATP (Fig. 9

BTh FUNCTION IN VASCLILAR ENDOTHELLAL CELLS

BTk rnggrn'.llg infaibits gl sion of PAWNT and soveral
mimar cedl lines 1o HUVECS

Because MMz use somilor mechanismas as tomor cells to adbere 1o
ECs, we assessed whether B7h wggenng abo inlkiblie FMN ad
hesion to HUVEC:

Expression of BTh amd [COS was evaluated in resting PMNa
and after thelr treament with IL-1f (10 ngtmal) for 1 b or FMLP
(LT M for 10 mdm by fluoresrence staindng witls the
respective mAb and soluble ligands. Results showed flat PRNs
did mon express BTh or 1008 in any condition (data not shown)

To nssess the effect of BTh tnggering on PMN adheson,
HUVECs were treated or nod with IL- 13 for 24 b and then exposed
to IOOS Fo for 30 min or 24 b before performing Use adhesion
aseay with resting PMNs withowt washing om IC05-Fe. The

A ICOSF: - + o ¥
Oireaganitin
PERK =

- = + +

Bacin [ ——

1

% wa contel
s E2EREREE

1 ¥ 1

FIGLRE ¥, Effect of 1005 on ERE phosphorviation nducsd by
osteoportin and ATP, Resting FILVEC: were trearded o mod wiith 2 japiml
MO0S-Fe for 34 min ad then incubshid with 5 pptmil estisoportin for 30
mim (A or B0 M ATF for 3 man (8. Thea, colls wene hysed, apd EHE
proapEoryintion were abyesd by Westem blot The har graphs shoo dats
imeae = SEM) pommalized to [f-actin, expressed as the percentage m-
Laitvizion. wersas the comtral, from four experiments; one sepresentadive gel is
alen ghown. A, HUVELD teatnmint with osteopontin inducies piospionyla-
tiom of ERK: this is inhibised by HUVEC pretreatment wich BOOS-Fe. B,
HUVED veatment with AT iedaces p'.uplu-l:hl.i.'.luu of ERK; thix is e
mwhibited by HUVEC pretmtment with W0O05-Fo. p < 005, veras
cortral HUVELD, = (1%, verwas celln treated wath enlzemostin oiily
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IOOS- Fe + 1L-1p

IC0%- Fe
FHGURE 10, Effect of HUVEC teatment with IO0S-F oo adbesave.
niss o Mz, HUPVECs were pietieated oo nos with IL-1P for 24 h and
then exponed b 05 pgfml 100S-Fe for 300 men on 4 & belors profosiming
the adbagion aumy for 10 min with reeieg PAMNe withoo washing aut
IO, Dinta e coqpeesscd as macan + SEM (v = 5) of the poccntage. of
inhbition versus the conmespoading control adbesion, which was 42 = 4
entlvfmicroscope Selds for HUVECS nos mested with B-1f mnd 121 = 18
ceflvimicroscope fields for H-lf=treated HINWVEC:. The hovizontl line
shows foe mean = SEM of adbesion mhihition obtmined with 1 pgpiml
ommtral Fo, which was similar at the diffoeet Hmes (po! spaificant). ssp <
14K, vemus conted,

IO Fo pre paration ased in these experiments was formsed by the
mouse [ Foy porticm to avoid inseraction with FoyR expressed
by FMNG, [n resting HUVECS, trestmemt with 0.5 ppfml I00S-Fe
imbulbvited PAMN adhesion by 42 2 I% {30 man) and 50 = 3% (24 h)
Treatmemt with IL- 1} increased PMN adbesion io HUVECS by
288%. and BOOS- Fo sill inbsldted sdbesion by #0 = 3% (50 min)
el 64 = 55 {24 b (Fig. 105,

Finally, we asscssed gemerality of the [COS-Fe effeer on ad-
hesion, of fumor cell lines to HUVECS using the Caco-1 (colom
carcivoma ). RPMIT931, JRE, M14. FCF (melanoma), HMC-1
{mastocytomal, PC3 (prostute carcinoma b, and Hep-G2 (liver car-
cinaima) cell haics. HUVEC: were treated o ol for 30 min with
IC0S-Fo aned then incabated with cach cell ine withomt washing
oal C08 Fe. Resplte showed that 1008 Fe inhibited adbesion a1
lagh levels {=40%) i PC3, Jiup’l’.‘i?, amd HMO-1 cells and =1
imtermeihate levels (30-4iF%) m JRS and RPMIT232 cells; the
effect waos wot sgmificamt {<25%) m M4, CaCo-1, and PCF2

0T

cells, Table | summarizes data olriained with all tnmoc cell lines
and shows their surfsce expression of B7h, CD62E. sislyl Lewis
A, and sialyl Lewis- X evalusied by flow cytometry. All cell finss
capressed B7h: mone cxpressed sialyl Lewis-X. All cell kimes
cxpressing sialvl Lewis A and E-selectin weee sensitive 1o 1005
Fo (HT29, HMC-1, DLD, and RFMILT93) The otber cell hnes
that were sensitive 10 [005-Fo expressed E-selectin bt not sialkyl
Lewis-A (PC3, Hep-GL amd TRE). Amoag the four el lines in-
wnative 1o [O05-Fo, two were from colon carcmoma and ox
pressed E-selectin bt not sialyl Lewis-A (HCTL 16 and CaCo-25c
the other two were lrom melanoma and did not express E-selectin
or sialyl Lewis-A (MI4 and PCF2)

Diseussion

This woek shevwed that B7h expressed by HUVECs tngrers signals
inhilting the capacity of FEC's to support adheston of cancer eclls
and PMNz, which supgess that it may modulate disemination of
cancer msetastases and beukocyle recruimenl wio iflamed lsses
i wivo

The effect of B7h tnpgerng was rapld; 11 was fully clective 30
man nfier exposune to [O0S-Fo bul was abeady detectabde after 10
and M0 min Tie effect was dependent oa 1005 hinding 10 BTh,
because it was nof displayed by control-Fe or ™ "™ 1008 -Fe, which
do not tnd B7R (200, and it was inhibeted by anti- FOOS mAb and
B7h-Fc. o well as by silencing of B7h om HUVECS. Moreover,
I0OS5-Fo preparations bearing o human or & mouss Fo portion,
which interact differently wish buman FeR, were similady effective
im inhitating tmor cedl adhesion i HUVECs (deta not shown ).

In the PMIN experiments, [COS-Fo necessanly exerted its in
hibitory effect on HUVECs because PMNe did not express BTh and
were il slained by 1008 -Fe. Moreover, no tnhibition of adbesion
was detected in experiments in which PMNs were incubated with
1005-Fe before performing the adbes@on sssny (data not shown )
By conirsst, in the tumior cell experiments, [COS-Fo mapght exert its
effect om HUVECS and numor cells because both expressed BTh
In line with this possbility, incabation of HUVECs or HT29 cells
with ICOS - Fe before performing the adbesion assay induced sim
ilar imhibition of adhesion

Bocause of the r:||.n.||l.||:‘|||.' of adhesion inhabition, it @ unll.\'ﬂ}'
that the effect was due 1o modulation of ranscripiion of gencs
coding for sidhesion molecoles or eyiokines. Moteover, we did not
detect any effect on expression of cytokines and adhesion mols
cales by HUVECs in the tme range betwoen L0 min and 24 h
afier treatment withe 100S -Foo Ssmalucly, 10068 e dhid not ol Fy

Tahle 1. Effecr of FOCESFe on adbenion of severs! fumor cell Jieer fo WEVECS
Senface Bagwessoa”
Adbesion Iehilvinos by
el Line Tuma Tygw  B7h  CDEME Sialyl Lewis A Siady) Lewis X s R

HT2% Colos + —+ - - +
HAMC-1 Mast cidl + + + - ++
[} Prostate a 4 - - ad
Hep-G2 Livisi ~+ + 3 = -+
DLl Caoloz i . - i
HFBAITOA2 Melanoma i i - i
IRE Ml * + = = +
HCTING Coloz i =i —

CaCin=2 Coloe . . - - =
M Melonoma '

o ) Melanoe '

S, MITR = 15 &, PR = 15-00 <=, MPLE = 10

MIFI-R, mesin Maodcscraoe imenity fatis,

—, © % inkdhithary; =, M-AF% ohilkieon; s+, =40 inhibidon
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expression of E-sebectin, P-selectin, MadCAM, BCAM- 1, ICAM-1,
sdalvl Lewis- A, amd sialyl Lewis-X in HT29 cefls {dsta not shown )

An ahemative possibility was thet Bh inggering modulated
function of some adhesion molecules withow affecting thear ex-
pressiom. Lmitially, we focused on E-selectin becouse of reporis
indieuting its pivodal robe in sdhesion of oar colon carcinoms cell
Times to HUWECSs (21). E-selectin binds sialyl Lewis-X amd, with
ks elficicncy, sialyl Lewis-A facosylated carbohydrates borne
by several ligands expressed ot the cell surface. E-sclectin amd it
ligands can be expressed by leukocyies. BCs. and tamor cells. and
their reciprocsl interaction plays 2 key obe n leukocyle homing
and magration imto tissues, as well as in tissue disscinination of
tumew mictastasis. Becrmtment of cireulating leukocytes and can-
cer cells indo tissues is o muhistep process subsequently invodving
cell rolling on the EC surface, medisted by selectins: sciivation of
intcgring from a low- 10 a high-sdbesive conformation, mediated
by chemokines; coll anest, modiated by intcprms; and cxirava-
satica, mediated by imepring and other malecules, such as CIN31.
IAM-A, and U, However, this underestimates the comglie ity
of the process, because several adhesion molecules play roles in
the mubtiple stegs. Moreover, cell adbest may be modulated
by controlling the expression levels of different adbesion mole-
cibes amil, for soase of thew, thedr conlomationnal state, as well
us their spatial distribution in specialized membane structores,
which may compartmentabize different adbesion molecules o
specific regiom of the plasma membrane and favor their oo
operation with other receplors and sipnaling molecules. These
structures include microdomnaing organized by lipid afis or by
tetraspaning, which recrmt or exclode differemt surface recepiors
acconding to the cell functional sate. This topoepraphic organiza
ton requires A fimely repulsied cellular evioskeleton that also
enables the recruitment of signaling isenmediates and secondary
mesgengers that leasd 10 cell activation (28, 2%9),

E-selectin may play o role in this spatial orgamization becanse it
miggering in ECs induces a sipnal causing its phosphorylation and
recriitmemt ido lpud rafts a1 the eoll surface, as well as activation
of the ERK and p3f axiz, leading io cvtoskeleion modifications
with dizruption of the VE cadhern/B catendn complex and for.
mation of siress fibers; this increases endothelial permeability and
cmables irnsendothelial migration of cancer cells (21, 30-34)
Our finding that E-sclectin signaling through ERK and p3& was
inbilited by pretresiing HUVECs with I00S Fo saggests that
interference with this signaling pathway may be a mechanism of
the antiadbesave effect of B7h iggering. Prelingnary capenmcnts
suggest that this cffect is medisted by B Th stgmaling and not stene
interference, becanse o mosovalem form of 005 Fe dsplavs
substantially lower mhibiuy activity than the divalen form {(data
e shevamih

The pomsibality that B7'h triggeming targeted the E-sclectin fumc-
uon was supported by the evidence that sensitivity to ICOS. Fo o
related with expression of sialyl Lewis A in the colon carcinoma
cell limes anel with expression of E-selectin in the melanoma cell
times. Howeves, this was mot & general effect becanse HOTL 16 and
Caco-1 expressed E-selectin but were wd semsitive o JO0S-Fo
Therefare, 1he effect oo E-selectin signaling is unlikely 1o be the
only mechanizm of B7h-mediated imhibition of adbesion; olher
receptors may be involved, Becamse the MAPK pathway is i
volved in the signsling of several receptors {adhesion and cyiokine
receptorsh, BTl riggering migly theaetically inflsence maltiple
mtracellular pathways. This possihility is supported by our ob-
servation that FC05-Fe slso inhibited ERR phosphorylation -
doced by osteopontin, o ghooprotsin displaying adbesive and
eviokine famctions. Osicopomtin imeracts with o varisty of cell-
surface receplors, including several infepring and CDeM. Binding

BTh FUNCTION IN VASCULAR ENDOTHELIAL CELLS

of osteopontin 1o these cell-surface receptors stinmlates cell ad-
hesion‘migration and triggers several signaling pathways, inclad-
ing the ERK pathway (260, By comtrust, BTh iriggenng did not
inhilit ERE phosphorylation isduced by ATE kiewn to interact
with PY2 recepiors (217, which suggesiz that BTh preferentinlly
modulates signaling through adhesion moleceles. Inriguingly, os-
teopontin is produced by several cell tvpes, including cancer cells,
and i1 s iwvodved in mctastasis o s mination.

The kinetica of the 1005 Fo-mediated tnhibition of adhegon,
which lost its effect after 1-4 b but regained it after 8 and 24 b
might be cansed by receplor desensilization: ofber investgalons
showed that 1008 binding induced rapld shedding of B7h from
the surface of B colls (35) but we did mot detect this down-
modnlation in car HUWECs (dana not shown).

Most research on IO0S lunction has imvestigated 118 capacily 1o
trnsdoce signals modalating T odl function, whereas this work
shows that a signalng rode may also be plaved by the B7h side
of the [ODS-B7Th imteraction. A similar bidirectional effect was
sbown for CD28 on T cells imteracting with B7.1 and B7.2 on
APCs, which are the prmilotypic molecules of the CINE amd BT
Tammilics, CI2K 18 well known to deliver key costimalabory signals
Tor T cell sctivation, bat B7.1 and B7.2 were also shown 1o
rramsdoce reverse sipgnals modelaing APC function. Ouwr finding
that B7h also may modulate signaling in ECs introduces the
possibility thal it may play a large role i the immane and in-
flammaiory respomse, becanse it is expressed by several immmne
and nonimmune cell types.

The capacity of B7h to inhibit HUVEC adhesivencss depicts
a ecemanio for [COS function because it sugpests that, during their
extrvisation into inflamed tisswes, IOOSY T cells may b
stantially modulate BC sdhesivencss upon ingpering of B7Th For
instance, by inhibiting PMN adbesion, this intesaction may ay
a rolbe in the switch from an scwie-type inflammation driven by
FMNz and maocrophapges to 0 cheonic-type inflammption driven
by Iymphocyics and mecrophages. Moreover, becanse repulmony
T wells capress hagh bevels of 1004, their interaction with B7h on
ECs may play a role in the anti-inflamnsatory activity of these
cells in wivo.

ICOS-Fo has been used a: an immunomodulatory drag in sev-
cral pathologic conditions in mice with etcrogencois results. It
exacerbates cxperimental anioimmune encephalomyelitis in the
priming phase but inldbte it in the efferent phase. awd it anennates
experimental sutoimmans myccanditis. Morzover, il increases al-
lograft survival or aceclerales repoction i dhiferom experime mal
sektings. These effects have generslly been ascribed to bockade of
ICOS-BTh lmeraction; however, the presem stiady sugpests that
thiey may be dise, in part, o 1005 Fe-medisted stimulation of BTh
on ECs, which may modulsic loukocyle roomiuncot and in-
flammation. Moscover, the effect of IO0S-Fe on BC adhesivencss
mighn inhdbin tssne dissemination of amor netastases. However,
before ing therapeatic uses of 1006 Fo, more work is
needed to explore the global effect of B7h inggenng om extrava-
sation of differemt lenkocyte populations, sagiogencsis, and on
the mmliple cell types expressing B7h in tissues, inclading im-
miuse cellls {e.5.. APCs and mast cells) and nomdmamume cells (e.5-
epithelial cells and Gbrollasis),
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3. L'ENDOCANNABINOIDE 2-ARACHIDONOILGLICEROLO
ATTIVAPIASTRINE UMANE ATTRAVERSO RECETTORI
DI TIPO NON-CB1/CB2

3.1 INTRODUZIONE

Gli endocannabinoidi (EC) sono una nuova classe di mediatori lipidici endogeni che mimano
alcuni degli effetti psicotropici, ipnotici ed analgesici dei cannabinoidi, i costituenti naturali
della Cannabis sativa. I cannabinoidi endogeni comprendono ammidi, esteri ed eteri di acidi
grassi poliinsaturi a lunga catena derivanti dall’acido arachidonico.

I maggiori esponenti di questa classe di molecole sono I’arachidonoiletanolammide
(anandamide o AEA) [1], ammide tra acido arachidonico ed etanolammide, ed il 2-
arachidonoilglicerolo (2-AG) [2,3], acido arachidonico coniugato con glicerolo.

L’AEA , isolato per la prima volta da un cervello di maiale nel 1992 [1], secreto sia dalle cellule
neuronali che da quelle del sistema immunitario, media una serie di tipici effetti cannabici quali
nocicezione, catalessia e ipoalgesia. La sua azione si esplica principalmente attraverso il legame
con il recettore cannabico di tipo 1 (CB1) ma anche con il recettore cannabico di tipo 2 (CB2)
comportandosi come un agonista parziale [4-6]. Aree con elevata espressione del recettore CB1
come I’ippocampo, lo striato e il cervelletto, producono anche elevati livelli di AEA [1,7,8]. A

livello periferico € espresso in organi come la milza, ireni, la pelle e I'utero [8,9].
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Fig. 1 Struttura chimica della molecola AEA

Il 2-AG ¢ l'unica specie di monoacilglicerolo con I’acido arachidonico in posizione 2 del
glicerolo. E’ stato a lungo considerato come prodotto della degradazione dei fosfolipidinositoli
e come possibile fonte di acido arachidonico in cellule stimolate [10]. Non gli era stata attribuita
nessuna attivita biologica fino al 1995 quando fu isolato da cervello di ratto [11] e classificato
come ligando endogeno dei recettori cannabici sia CB1 che CB2 con cui si comporta come un
agonista pieno [12]. E’ presente in diversi tessuti come quelli del sistema nervoso [13], del
cuore [14], del fegato, della milza [13,14], dei polmoni [13], dei reni [13,14], nel plasma [13],

del colon e dell’ intestino tenue [15,16].
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Fig. 2 Struttura chimica della molecola 2-AG

Gli endocannabinoidi vengono generalmente prodotti all'interno delle cellule neuronali
attraverso diverse vie biosintetiche. A differenza di altri neuromediatori non vengono
immagazzinati in vescicole ma vengono sintetizzati on demand a partire da precursori
fosfolipidici di membrana (N-arachidonoil-fosfatidil-etanolamine e diacilglicerolo) [17-20]. I1
processo di biosintesi ¢ attivato da uno stimolo che provoca la depolarizzazione della membrana
cellulare.

In particolare per ' AEA il meccanismo comunemente accettato prevede l'idrolisi enzimatica,
catalizzata da una fosfolipasi di tipo D (PDL) , di un precursore fosfolipidico, I'N-arachidonoil-
fosfatidiletanolammina [21].

Il 2-AG, come anche I’AEA, viene prodotto dalle cellule a partire da precursori di membrana
per essere poi rilasciato nel versante extracellulare. Esso appartiene alla famiglia dei
monoacilgliceroli e come tale la sua sintesi ¢ strettamente associata al metabolismo dei
triacilgliceroli e principalmente all’attivazione di una fosfolipasi fosfatidilinositolo-specifica
(PLC). 1l 2-AG infatti pud essere sintetizzato a partire dai fosfatidilinositoli attraverso una
rapida idrolisi mediata dalla PLC e una successiva idrolisi del risultante diacilglicerolo per
mezzo della diacilglicerolo lipasi; oppure puo essere il prodotto dell’attivita della PLA, seguita
dalla PLC [13,22,3].

I1 2-AG puo essere prodotto anche a partire dalla fosfatidilcolina attraverso la PLC o la PLD
seguita dall’azione della fosfatasi dell’acido fosfatidico. In alternativa esso puo derivare dalla
conversione dell’acido fosfatidico o lisofosfatidico. L’utilizzo delle diverse vie di sintesi
dipende dai tipi cellulari o tessuti e dai diversi stimoli a cui essi sono sottoposti [3].

Dopo essere stati prodotti gli endocannabinoidi possono diffondere attraverso la membrana
citoplasmatica e legarsi ai recettori della stessa cellula che li ha prodotti; oppure possono essere
rilasciati nel fluido extracellulare e raggiungere altri siti bersaglio [24].

CB1 e CB2 sono i due principali recettori cannabici conosciuti ed entrambi appartengono alla

superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G. Sono costituiti da 7 a-eliche transmembrana



e un dominio N-terminale con potenziali siti di glicosilazione localizzato nella porzione
extracellulare ed un dominio C-terminale con siti di fosforilazione localizzato nell’intracellulare.
Il recettore umano CB1, costituito da 472 aminoacidi, ¢ espresso in maniera predominante nel
sistema nervoso centrale, ma anche nel sistema nervoso periferico, nel sistema immunitario, nel
cuore e nei tessuti vascolari [24-30] Principale caratteristica di questo recettore ¢ la
conservazione nel corso dell’evoluzione [27,31].

Il recettore umano CB2 invece ¢ costutito da 360 aminoacidi. I due recettori hanno un omologia
del 44%, che diventa del 69% se si considera il solo dominio transmembrana. Questo recettore ¢
esclusivamente presente nel sistema immunitario, solo recentemente la sua espressione ¢ stata
notata anche nel cervello [32], ¢ infatti abbondantemente espresso in tutti i tipi di leucociti, come
linfociti B, natural killer e macrofagi/monociti, ed ¢ noto il suo coinvolgimento nella risposta
immunitaria come anche nelle reazioni inflammatorie [33].

L’attivazione di questi recettori inibisce la formazione di cAMP mediante I’accoppiamento a
proteine Gi, portando ad una diminuzione dei processi fosforilativi dipendenti da proteina chinasi
A. Tuttavia altri studi hanno scoperto che 1 recettori per 1 cannabinoidi sono anche accoppiati a
canali ionici mediante proteine Golf, quindi in grado di inibire I’entrata del Ca2+ attraverso N
[34], P/Q [35] ed L [28] canali del calcio. In altri lavori ¢ descritto I’accoppiamento di CB1 e
CB2 alla cascata delle MAP K (miogeno-activated protein kinase), alla fosfatidilinositolo 3-
chinasi, alla via di segnalazione della ceramide e alla produzione di ossido nitrico [36-40]. Infine
alcuni studi hanno rivelato che in determinate condizioni il recettore CB1 pud stimolare la
formazione di cAMP attraverso I’accoppiamento con proteine Gs [41].

In aggiunta a questi classici recettori cannabici, studi eseguiti su topi privi dei recettori CB
hanno rivelato I’esistenza di altri bersagli degli endocannabinoidi che sono stati collettivamente
denominati recettori non CB;/CB; ovvero GPR119 e GPRS55 [42]. Diversi ricercatori hanno
ipotizzato la presenza di questi recettori sulle cellule celebrali ed endoteliali. Tuttavia le
proprieta molecolari ed il significato fisiologico di questi ipotetici recettori cannabici non sono

ancora state comprese.

L’ubiquitaria presenza degli endocannabinoidi correla con il loro ruolo di modulatori di diversi
processi fisiologici. Come gia descritto in precedenza gli endocannabinoidi sono rilasciati in
seguito a richiesta dopo depolarizzazione cellulare o stimolazione recettoriale in maniera calcio-
dipendente. Una volta prodotti agiscono sui recettori presenti sulle cellule circostanti il sito di
produzione, indicando una loro proprieta di mediatori locali. La loro ampia presenza nel sistema

nervoso centrale suggerisce un ruolo fondamentale nella trasmissione sinaptica [41,42,44]. Molto



importante ¢ 1’azione presinaptica attribuita agli endocannabinoidi supportata dall’elevata
concentrazione di recettori CB1 nelle terminazioni presinaptiche e un ben documentato effetto
inibitorio di agonisti CB1 sul rilascio di GABA, glutammato, acetilcolina e noradrenalina [45,46]
Effetti inibitori sono stati dimostrati nei confronti di neuropeptidi come la corticotropina e la
colecistochinina [47,48]. L’inibizione presinaptica del rilascio del trasmettitore ¢ associata
all’azione inibitoria degli endocannabinoidi sui canali del calcio presinaptici attraverso
’attivazione dei recettori CB1.Tale inibizione adotta due forme di plasticita sinaptica a breve
termine denominati DSI (depolarization-induced suppression of inhibition) e DSE
(depolarization-induced suppression of excitation) [49,50].

Altre forme di modulazione della trasmissione sinaptica coinvolgono I’induzione della plasticita
sinaptica a lungo termine ovvero LTP (long-term potentiation) e LDT (long-term depression).
L’attivazione dei recettori cannabici bloccano I’LTP nelle sinapsi ippocampali [51] e inducono
I’LTD nello striato [52] e nel nucleus accumbens [53].

Gli effetti cellulari degli endocannabinoidi hanno un profondo impatto sui maggiori sistemi
fisiologici che controllano le funzioni corporee. Oltre alla modulazione periferica del sistema
immune, il sistema vascolare, gli organi di riproduzione, la motilita ed il metabolismo intestinale,
gli endocannabinoidi regolano processi di percezione come la nocicezione [54] e 1 processi visivi
nella retina [55]. Altre funzioni coinvolgono la regolazione dei nuclei basali e dei circuiti
cerebellari [42].

I recettori per gli endocannabinoidi sono abbondantemente espressi anche in determinate aree
dei tessuti linfoidi, come una zona marginale della milza, la cortex dei linfonodi e la corona
nodulare delle placche del Peyr’s [33]. CB2 ¢ il recettore maggiormente espresso nei tessuti
linfoidi. L’mRNA del recettore CB2 ¢ assente solo nei neutrofili umani [56]. Tale distribuzione
suggerisce che CB2 giochi un ruolo essenziale nel corso dell’infiammazione e della risposta
immunitaria. La maggior parte degli studi mostra che la somministrazione di cannabinoidi ha
effetti inibitori sulle cellule del sistema immunitario, ma alcuni piu recenti hanno dimostrato che
gli endocannabinoidi hanno un effeto stimolatorio sul sistema immune e sono importanti
nell’omeostasi o nel controllo delle reazioni immunitarie. Questa apparente contraddizione ¢
probabilmente dovuta ad una risposta bifasica relativa alla concentrazione dei ligandi. Inoltre
cannabinoidi derivati dalle piante come THC, agiscono come agonisti parziali a livello dei
recettori, quindi antagonizzano gli effetti del 2-AG. In particolare il 2AG induce attivazione di
p38 MAPK, INK e p42/p44 MAPK nei leucociti, stimolando di fatto la reazione infiammatoria.
Questa attivazione gioca un ruolo cruciale nell’aumento di produzione di chemochine [57] e

migrazione cellulare 2-AG dipendente [58]. Questo endocannabinoide ¢ inoltre in grado di



indurre cambiamenti morfologici nelle cellule del sistema immunitario, come 1’estensione di
pseudopodi e una rapida polimerizzazione dell’actina [59]. Altro importante effetto sui leucociti
riguarda I’adesione cellulare [60].

11 2-AG prodotto nei tessuti vascolari partecipa a regolazioni fisiologiche delle funzioni vascolari
come la diminuzione del tono vascolare attraverso 1’attivazione del recettore CB1 espresso sulle
cellule della muscolatura vascolare, sulle cellule endoteliali o sulle porzioni terminali dei nervi
periferici [61]. Tuttavia alcuni effetti del 2-AG possono anche essere mediati dai metaboliti
dell’acido arachidonico da esso derivanti [62,63].

Alcune linee di ricerca attribuiscono un ruolo agli endocannabinoidi nella fisiologia oculare.
Infatti il recettore CB1 ¢ espresso nei tessuti oculari come retina, trabecolato e processi ciliari.
Un possibile ruolo potrebbe essere I’intrinseca regolazione della pressione intraoculare [64].

I recettori cannabici sono anche espressi in diversi tessuti gastrointestinali come il colon,
I’intestino e lo stomaco, per cui il recettore CB1 potrebbe essere coinvolto nella regolazione
della motilita intestinale [65].

Ci sono inoltre evidenze del fatto che il 2-AG giochi un ruolo nella proliferazione e
nell’invasivita di alcuni tipi di cellule cancerose in particolare nel cancro al seno o alla prostata.
[66,67]

Il recettore CB2 ¢ inoltre presente in un comune sito di integrazione virale, Evill, ed ¢
overespresso in leucemie mieloidi murine indotte da retrovirus [68].

Anche le piastrine sono coinvolte nel rilascio [69] e nel metabolismo degli endocannabinoidi,
sono infatti in grado di riassorbire I’anandamide mediante un sistema stimolato da donatori di
ossido nitrico [70]. Partendo da questo presupposto ¢ stato inoltre suggerito che le piastrine siano
di elevata attivita del FAAH, infatti le piastrine sono in grado di riassorbire 2-AG in maniera
idrolisi dipendente, non ¢ pero ancora chiaro il meccanismo e I’esistenza di possibili trasportatori
¢ ancora sconosciuta. Ci sono evidenze sul fatto che gli endocannabinoidi promuovano 1’attivita
piastrinica, indicando che possono essere trombogenici [70-72].

Infine recenti studi hanno suggerito un nuovo ruolo fisiologico degli endocannabinoidi come
molecole segnale responsabili del controllo della proliferazione e del differenziamento sia a
livello centrale [73] che periferico [74].

E’ noto che gli endocannabinoidi abbiano una funzione nella regolazione della proliferazione e
nel differenziamento di cellule mieloidi e linfoidi [75-77].

Recentemente ¢ stato riportato che il 2-AG agisce attraverso recettori CB2 causando migrazione

di cellule ematopoietiche [78]. Tuttavia i meccanismi molecolari attraverso i1 quali gli



endocannabinoidi sono coinvolti nel differenziamento ematopoietico sono ancora in fase di

analisi.

La degradazione degli endocannabinoidi avviene per mezzo di due specifici sistemi enzimatici:
I’idrolasi delle ammidi degli acidi grassi, denominata FAAH (enzima di membrana che
appartiene alla famiglia delle serine-idrolasi) [79] e la lipasi dei monoacilgliceridi, o MAGL [80]
anch’essa una serina idrolasi presente sia nelle membrane che nelle frazioni citosoliche [81, 82,
80, 83]. Entrambi questi enzimi agiscono liberando acido arachidonico

11 2-AG puo essere metabolizzato non solo attraverso enzimi catabolici, ma anche anabolici. Puo
essere ad esempio metabolizzato ad acido 2-arachidonoil lisofosfatidico (LPA) attraverso
I’azione di chinasi specifiche [84-85]. Questa via ¢ probabilmente importante per il riciclo del 2-
AG a formare glicerofosfolipidi come il fosfatidilinositolo (IP) [86].

In particolari condizioni di inattivazione di MAGL e FAAH I’AEA e il 2-AG possono essere
substrato della ciclossigenasi 2 (COX2). Le ciclossigenasi (COX1 e COX2) catalizzano la
conversione dell’ acido arachidonico in prostaglandine (PGs), trombossano e prostacicline
[87,88].

I prodotti dell’ossigenazione da parte delle COX2 di 2-AG e AEA sono idrossiendoperossidi,
analoghi della prostaglandina H2 (PGH2-G e PGH2-EA) [9,10]. Questi metaboliti non sono in
gradodi attivare i recettori cannabici, ma sembra che agiscano attraverso un nuovo sito di legame

di cui esiste evidenza farmacologica ma non molecolare [89,90].
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Fig. 3 Biosintesi, azione e inattivazione dell’AEA e del 2-AG. La via di sintesi delle due molecole € mostrata in
azzurro, mentre la via di degradazione in rosa.
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3.2 SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato investigare gli effetti del 2-AG, I’endocannabinoide piu
rappresentato nei tessuti perferici, sulla regolazione della funzionalita piastrinica e sulla
differenziazione di linee cellulari ematopoietiche. Infatti diversi tipi di cellule, come quelle
dell’endotelio vascolare e le piastrine umane, producono 2-AG in seguito a stimolo.

In particolare ci si proponeva di comprendere i meccanismi molecolari attraverso cui il 2-AG
interagisce con le piastrine umane in assenza di plasma. E’ noto che le piastrine sono in grado di
metabolizzare attivamente gli endocanabinoidi e che il trasportatore di membrana anandamide e
le idrolasi degli acidi grassi sono presenti e attivi nelle piastrine umane. Inoltre ¢ stato dimostrato
che il 2-AG viene rilasciato dalle piastrine attivate durante I’emostasi, I’infiammazione ed in
associazione con diverse malattie vascolari. Quindi il 2-AG potrebbe effettivamente partecipare
alla regolazione della risposta e della funzionalita piastrinica.

Infine ci si proponeva di studiare il coinvolgimento degli endocannabinoidi nella
differenziazione di progenitori ematopoietici. Per questo scopo sono state utilizzate cellule di
eritroleucemia umana (HEK), una linea cellulare bi-potente che esprime sulla superficie antigeni
sia della linea eritroide che megacariocitica.

Il lavoro originale ¢ riportato di seguito (ALLEGATO 7).
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Summary. Backeround: Theendocarmabinoid 2-aracki donoyl-
Elyoerol (2-AG) 15 an endogenous Lipid that acts through the
activation of Gprofein-coupled cannabinmd. receptors and
plays ssssnfial roles in many physiclogical confexts. In the
cardiovascular systermn 2-AG is gererated by both activated
endothelial cells and platelets, and participates in the regulation
of inflarnmation and thromboss. Although hornan platelets
actively metabolize endocanmabinoids, 2-AG also birds to
platelet snface and leads to cell activation. Ofjective: To
irmvestigate the biclogical consequence of 2-AG feractions
with Inrnan platelets and to clarify the roe of cannabinoid
receptors. Mehods Gelfiltered plafelets were sfimul afed with
2-AGin the presence or absenos of various inhibitors. Flatelet
agaregation and secefion were measired in a haniaggegom-
efer. Calenmn ion movements were measued in FURA-2
loaded platelets Thromboxans A, (TxAg) gereration was
evaluafed as Thrormmboxane By accurnulafionwith a cornmercial
EIA assay. fesultsr 2-AG induced platelet shape change,
agaregation and secrefion with a dose-depetdent mecharisin
that required engagement of platelet TrA; receptors. 2-AG
caused also cytosolic caloium increase, however, it was totally
dependent on availability of TxA;. Indeed 2-AG was able o
inducs a robust gensration of TxA; through the cycloorygenase
pathway. Treafnent of platelets with inhibitors of meno-
acylglyoeral lipase and faffy acid amide hydrolass did not
affect the activafion mduced by 2-AG Mareover, neither
CB; and CB; proteims nor CBy/CB, mRMNAs were defected in
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platelefs. Comnefusions: 2-AG can be considered a new physo-
logic platelet agonist able fo indoce full platelst activafion
and aggregation with a non-CBi/CE; receptor-mediated
mecharsmm.

Keywords: 2-Arachidonoylglyeerol, canmakinoid receptors,
platelets, thramboxare A,

Introduction

2-Arachidonoylglyesral (2-AG) 1s 2 natural rmonoacylglyosrol
1solated 1995 from rat brain [1] and canme gut [2] as an
erdognous ligand for the cannabineid receptors. Henee 1t was
called endocarmabincd. Two major cannabinoid receptors
have been descnibed, both of whuch belong to the superfaruly
of G-protem-coupled receptors. The fivst receptor, named CBy
[type-1 cannahinoid receptor}, 1s mainly located in the rervous
systern [1] The second one was called CB; (fype-2 carmabinoid
receptor). It 1s almost exclugvely present m the rnrnure systerm
[4], though 1ts expression 1 braiv has recently been detected [5]

In addifion o these well-characterized moeptors, thers are
multiple lines of evidence that suggest the exstence of several
types of non-Chy, non-CB; canmabmod receptors [6] For
exarnple, several mvestigators have proposed the ooourrencs of
a pufafive carmamad rmceptor i the bram and m the
endotheliven [7] ¥et, the detals of the molecdar properties,
as well as the physiclogical significance of thess putative
carmabinoid receptors, remam armbimios,

2-AF 1s a derivafive of arachidonic acid corpugated with
glycerol. It can be formed from arachadomic and-contaimmng
membrane phospholipids or Iysophosphatdic and. Ones 2AG
1s formed, it can diffise fhrough the plasma membrare and
target the CB receptors of the same ccll where it was formed or
it can activate CB receptors of other identical or different cell
types after being released to the extracellular fluid In addifion,
2-AG can be transported inside the cells, possibly by a specific
upfake systern. Despite the inoreasing munber of experimental
data from pharmaccological studies [8], litfle is known concern-
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mg the moleodar properties of the popored 2-AG fans-
porter. Argrway, 2-AG 18 rapidly metabolized by different cell
types to wield arachidonic acid and glyeerol. The most
inportant mecharnisn of degradation of 2-AG 15 catalyred by
2 ronoacylglyosrol Lpase [2,10] but 2-AG can also be
hpdralyzed by fatty acd armds hedrolase [11]

Because of its wide distribufion fhroughout the body, 2-AG
physiologeally . plays esserfial roles. in diverse biological
systerns. For exampls, several hives of ewvidence mdicate that
2-AG plays an poportant role as a wtogade messehger
moleculs in the regul afion of synapne transrisaon [12] 2-AG
1s also wwolved m the regilaion of vanous types of inflam-
matory reacfions and imenune msponses. In fact, maty
mflanmatory cells amd prnure-competent cells, sweh as
macrophages [%] and dendnfic cells [13], generate 2-AG when
strmuilated, and release 2-AG mito the exfracellular fhud. The
rleased 2-AG then bids fo the CB; receptor expressed on
othier inflarnmatary cells or rormune commpetent cells, moreases
the production of chernokanes [14] and ggers direct rmgration
of macrophage-like cells [15], dendrific oells [16], Blamphooytes
[17], cosinophils [18] and natwal ldller cells [19], thereby
stirmilating inflarmmatory reactons and TMriee responses.

Sewveral types of cells, such as nirnan vascular endothelial cells
andd hurman platelets, generate 2-AG when strmiated [20.21] It
1snotewarthy that kornan plaelets ssem to be parbcularly active
m metabolizng endocannabimodd meleoules. In fact, ananda-
rmde mernbrane transporter and fatty amd armde hpdrolase are
present and active in hnrnan platelets [2223] Momover, 2-AG
was fourd to be mwleased from acfivated platelets dunng
hernostags and mflarnmation as well as m assomation with
different vascular dissases. Henee, 2-AG may parficipate m the
regulation of platelet response and fimefion

To better understand the role of 2-AG n the regulation of
platlet fanctionality we wmvestigated the molecular mecha-
nisrns by which 2-AG mteracts with hornan platelets m the
ahsence of plasma. We found that 2-AG activated platelets
through non-CByCE; cannabinoid receptors and mduced a
massive thramboxare A; gereration, wiach i tum caused
cytoplasmic Ca** rleass, granule sscrefiom and fill platelet

agaregation.

faterials and methods

Aatarials
2-Arachidonoylglveerol  (2-AG), M-awhidonoyl-maleirmide
MNAMY, (3 -(arnnocarbongl)1,1-biphenyl]-3 5l ko pclohexy] -

cathamate (JRBS%7), arachidoric acd, arachiodonogl
ZChloroethylamide (ACEA), (2-mmethyl-1-propyl-1H-indol -
Jyl)-1mapkthalenyl-tethanons (TWH 015 and ani-CBy
anfibody were obtamed from Cayman Chernicals (Ann Arbor,
MI, TISA}. Sepharose CL-2B, phosphooeatire (CF), oeafine
phosphokmase (CFK) and asporin [ASA) were purchased
from Sigma-Aldrich Co. (8t Lowis, MO, TISA). FURA-2-AM
and thrornbin were from Calbiochern (San Diego, CA, TISA}Y
Drigitonin was from Fluka (Buchs, Switzerlandy ([[15-[1a, 2a
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2} 3o, da]] 7-[3-[[2-[(Fherylarmmo) carbonyl] rbordrazno]-7-
oxabicyelo [22.1] bept-2-yl]-5-heptanolc aad]] (SO22,548) was
from Alezas Biochernicals (Lausen, Switserand). CHROMNO-
LUUME reagent was from CHRONO-LOG Corporafion
Hawertowry, PA, TIEA) Ana-CBy anfibody was from Santa
Cruz Botechnology (Santa Chee, CA, TISA) The CH,
carmabinoid receptor anfagomst SR141716 and the CB,
carmnabinod receptor antagomst SR 144528 were gifts of Sano-
fi-Awernhs Recherche (Montpelher, Franee). Thromboxare B
Biotrak Assay kit was pwchased fromn Amesham (Little
Chalfont, UK} RETROsmpt KIT and RMNA queous KIT wers
from Ambion (Austin, T3, TISA}Y

Platalat preparation

Hurnan platelets were 1sclated from penpheral blood as
described by Woro ez 2l [24] Flakelets were 1solated by gel-
fitraticn and sluted wiath HEFPES bhuffer (10 mna HEPES,
137 mora NaCl, 22 mr KO, 12 e NaHCO,, pH T4y
Flatelet count was typically adjusted to 3 3¢ 107 oells/mL unless
othermse stated.

Maasurameants of platalat aggragation and sacration

Sarnples of gel-filtered platelets were pre-warmed at 37 *Cima
honi agaregometer under corstant strring, then added with
10 ppa 2-AG or welucle (EtOH 0.05%). The mbubitors were
added at the indicated fime before stirmulation with 2-AG.
Transmittance of platelet samples was mortored contrmousy
wp to at least Srmmoin a2 Chronolog hum-agmegometer.
Measurernent of platelet secreficn was camed out by adding
the CHREONO-LTIME reagent & mun after 2-A G The release
mwaction was quantified companng the chermhormnescenes
ggnals measued n platelet sarples with that obtaned affer
Lysis with 0.05% digitorn of sarples contamng the sams
rumber of platelets.

Measurement of citasalic Ca®* concantration

Flatelets were prepared essenfially as desoribed above with
shight modifications. Flatlet-nch plasma was moubated with
I s FURAZ2AM a 3I7*C for W rmin before finther
processing. Flatelets were then 1solated by gel filtration and
elued with HEFES buffer contaming 5.5 mna gluicose: Flatelet
count was ther adusted to 2 X 108 oellsfmnl. Measwwement of
aytosolic Ca® *was performed in a PerkinBlmer spectrofiuo-
rmeter, m the presnce of 2 ma EGTA, as previously
described [25] FURA-2 fluorescence signals were calibrated
accordmg to the method of Pollock er af [26]

Measurament of TwAy production

Sarnples of gel-fitered human platelets (0.3 mL, 2 % 10%mL)
were simulated at 37 *C with arachidomc acd, thrombin or
10 pre 2-A G after freatrnent with inbibitors as indicated. The
reaction was stopped by quickly freeming the sample ina dry
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108 ethanol bath After thawmg at room ternperabure, the
sarnples were centnfiged at 3000 x g for 10rmn at 4 *C fo
remove Iysed platelets. The supetmatants were collected ard
used fo meanre the confent of fhromboxane B, the stable
metabolite of thromboxane Ag, as mdicated by the manma-
facturer’s mstruchions.

Iamunablotting

Membranes of gelfilErd placlets were prepared by lyas of
platelets with digitornn, essentially as described by Moro ar af
[24]. Mernbrare nich fractions were separated by SDS-FAGE
on 10% polyacrylarmde gel, transferred to PYDF membrans,
and probed with ant-CB; or ang-CB; antibodies. All platelst
mernbrane sarples were also probed for fhe pressnce of
mtegrin iy as pogtve control (data not showry. Tnmurnore-
active bands were detected by an ECL racom

RMNA ewtraction, ravarsa trapsorimtion and polymearass chatn
reaction [FCR)

Flatelets were prepared esssrfially as described abeowe wath
shight modifications. Flatelet pellets were resuspended 1n assay
buffer and prepared as descibed m CTMS MicroBeads Kitin
order to rernove cont@rnnatng leukocytes. Total RINA was
1solated and reverse-transoribed vang cormmertial kits accord-
g to the mamifacthrer’s nstuctions. cDMNA was arnplified
Frimers were designed from conserved regions of uman CBy
and CB; sequences (GenBank acoession nurnbers T 016083
and W 001841, respectively). The primer sequEnCes Wers:
CB,forward S ACTTCCACGTOTTCCACOGC-Y  and
CBymverse 5-CFCAGTGCCTTCACAAGAGGY, CH,-
forward F-CATGGCATGOACTIGCTGTC-T and Chy-
reverse SCACACTTCT TCCAGTGAGCC-3 - Amplification
of GATDH cDMNA was performned as condrol. The prirmers
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were  GAPDHAforward  S-TCCCTGAGCTGAACGGG-
AAG- T and GATDHyeverse S-G0AGOAGTGOETGETC-
GCTGT- 3

Statistical analisic

Diata reporfed are the means £ SEM of at least thres
mdependent expenments, each performed m duplicate. Stans-
tical analysas was performed by the Students r-test. Sigrificant
differences were acospted at 2 < 001

Results

2-AC inducad platalet ageregatron In a dose-depandant
mannar

It has been shown that m platelet-nch plasma 200w 2-AG
mdueed full platelet agmegation [23] Flasma protens, mamly
alburmm, can bind endocannabincids, this exerfing a buffer
effect that could modify some rmolecular aspect of the
mteraction between 2-AG and platelets. To avod  thas,
plasma-free gel filtered human platelets, precondifiored at
37 *C with stinmg, were added with moeaang anounts of
2-AG and aggregation was monifored In the absenes of
plasma, 2-AG mwluced both shape change and platelet
aggregation in a dose-dependent manrer [Fig. 1) Mo over,
whilst the aggregation mduced by 0.5 1 pne 2-AG was
substanfially reversble, lngher doses of 2-AG caused a robust
and nreversible agmegation that was maxunal at a concenfra-
ton of 2-AG as low as 10 e The aggmegation caused by
10 pra 2-AG was comparable with that obtamed with high
doses of thrombin (data not showny In the absenee of plasma,
we found that doses of 2-AG higher than 10 pra did not
activate platelets to a major extent (data not showny. Therefores,
10 g 2-AG was used i all the frther investigations

10 4G (m)

Fig. 1. Effect of A0 on aggregation of gel-filtered platelets. Flatelers were stimulated wath different concentranons of 2-AC and aggregation was
meaaired in a lurniag pregoroeter for S mam, at 37 °C, under simng conditions. Rembs are expreased as increass in light frananision {A) Agoregaton

traces from one experToent repreentative of thres 1

1 t=. {B) Ageregation vahes abtained m three independent sxpermaents are

pEIInA
reported as roeans & SEM of transeittance rosamired 3 roan after 2-A0 addition,
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2-AC actvated platelets with a Tud-dapandeant mechamomn

Flatelet agonsts cause platelet shape change and aggregation n
assocaton with the gereration of thromboxane A; [TaAs) and
the seceton of gramie conferts, mcluding ADF, that
srengthen cell reponses. To ummestigate the mk of thes
roolecules on 2-A G -dependane platelet activation, samples of
gelfiltered platelets were pretreated wrth 10 pot aspim, a
evelooxygenase midbiter, or & ped SO0 58, & peaifie teom-
boxane A; moeptor anfagomsst Under these condifions,
sggegation mdueced by 1-AQ was completely prevented
indicating that 2.AG trggers platelet agmegation and confribe
ufes to shape changs wath a TxAs-dependent mechamen
(Fig 24}

It 15 known that TadA; reoures mleawed ADF to agzregate
plawlets [17]. Accordingly, we Tound that plakelets preincubat-
ed with the ATHF scavengers CPCCFK and then strmilated with
2-AQ od not aggregate at all, whale they were stll able to
rmodify fherr shape (Fig 24}

We next moeshigated the robe of 2-AQ on gramule secretion,
an mporiant everd that ooous Upon exposiie to actwaing
agonists. As shown in Fig 1B, surmlation of platelets with
1) et 2-ACH induoed 8 sigruficant ATF secretion. However,
S02%9.548 also blocked 2.AG-mdured platelat secrenon, sug-
gesting that TeAs receptor actvation as well 15 essenfial for
ATF release induced by 2-AC (Fig. 2B} Pwthermoe, pre-
treatrment of platelets wath aspmn totally intuteted the ability of
2-A3 to induee the platelet releass reaction. Therefore, platelet
smoetion mdoced by 2AG 15 dependent o both Toks
gneration and TxA; receptor activation it it was mdepen-
dent of ADP. I fact, the remeoval of secreted ADYF wich CFf
CFK dd not affect 2-AGandoced mamtion (Fig. 2H)

Finally, to further mvestigate the signaling pathways for 2-
AS-mediated platelet activation, we analyzed whether 2-A0
wag shile to indecs Ca” * motilization from cytesolic stores in
FURA-2loaded platelets m the presence of 2 moa EGTA

The endocamnabinosd 2-A0 tggered & signficant inoeas
m the miracelular cytoplamatic Ca’*level, which was com-
pletely whabited by both aspnn and $00%,548 (Fag. 205

These results demorstrated that i 2-ACG-strmulated plate.
lets, ©=a"* mebilization was promoted by the TrAs produced
from arachidonic add trough the cyclooxygenase pathway

Addition of CPCFR to platelets did not cause any reduchon
aof the miracelhular Ca®*increase induced by 240 (Fig 203,
demorustrating that, even whern secreted ATIF was neutralized,
the increase of cytosoliz Ca®t pergsted m platelets stmulated
with 2-AC Hence, Ca** mobilization is an ATF-indeperedent
event and 15 conastent with 3 Tah-dependent mecharasm of
platelet activation,

2-A5 fnduced TwAj generation

Lipomn expasure to activating agorusts, platelets release arach-
doric sod from membrars phospholipids and e onvert it into
TxA; by sequential cocpgenation via cyclooxygenase and Tads
gmthae The released TrA; acts as 3 posittws feedback
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Fg. L 2-Al-indnced ploset aggregation swmtion and Ca° " iremase
1w dependent on. Txdy generation. Sxples of gel-filtered plateets wers
ameavkated wath 10 s 2 AC {2z indicared by the arrows) alone o7 m
azmeciatinm wath 1K) P asprin (ASA), T Teds recepror ammagonis
50029, 248 (500 er % oo creatine phoaphar (OF) and 40 Ul aestine
phaghakinaes ({CFE). 30 ar OF OPE. were added 10 ar 2 roan before
atiradation with 2240, repeatively. Treatment wath aspinn was pea-
fomned for ) mn ot 37 °C before shmudston {A) Aggregaton was
meznmed im a o grregomeer for 4 mm, az 37 °C, onder siromg oone
chitoms. Besulkts are e d asi m light 1 izdon (B hea-
aureprent of platelef secr=tion was carred out, after 2 oron of simalation
wath 2-AG by mesmunng the ATF releass nang the OH ROMNO-TUME
magert. The aanvatan of platelets was paflarned m s hunas ggregarmets
4137 7C wath srrmg. The maamiem vahie 100% ) represents £TF mlease
upan calhdar Ly wzh (55% dygitanm. ({5 Intracefubir O™ "maear
waz megnmed nsing FURA-2aaded plassletz presaaread at 37 °C n the
meenee of 2 o BGTA The waces are mpresentative. of those ddepen-
dem experumerns.

medister i the recuifment and activation of additional
platelets to the prmary haemostafic plug.

I s stdy we have dernomstrated fhiat 2-A0 caused platelet
shape change, ion, and prormeted the release of gramke
ermtents and Ca® * mobilization. As all these events required the
preserce of TrA; we investigated whetter 2-A G per2d was sble
to promo® Tad; pereration. TaB; levels (the stabie metabolite
of TrAz ) weere e anured in unstirred human plageiets moubated

141
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Fig, 3. 2-AC mduced T2A; peneration. Human platelets wers 1ot at
37 °C untreated or prancubated for 10 minwith § pea S022, 548 {500
ar 2 rom with 5 s OF and @) nmtgfad (P before strmlation with
14) pra 2-AG, Treatmoent with 100 [ aspirm {ASA) was paformed for
) rodn at 37 °C before ginulation with the saree donse of agonist. At

3 moin after the addinon of 2240, the reaction was stopped by quckly
freezing the sampls m 2 dry 1oe ethanal bath. After thawing at mom
ternperature, TorB; was measured accarding to the mamfactre’s
instrctions. ¥alues are roeans & SEM of s mdependent cpedments
(R = Q01 ve 2-A5).

at 37 *C wath or without 10 pra 2-AG and nhibitors, as
maticated. We found that the endocannabimmd 2-AG caused a
robust TxB, production (15028 ng vs 692 ng of resfing
platelets), through the activation of the cyclo oxygenass pathway
(Fig. 3. Indeed, treatrnent of platelets with aspivin simaficantly
impaired 2-AG-anduced Tx B, production (85% intdbition). Itis
noteworthy that, upon blockads of the TxA; receptor or
machvation of secreted ADT, the armomt of TxB; produced was
sirnilar to that found i platelets freated with 2-AG alone

Contributron of 2-AC metapofism to platalet activation

2-AG can be metabolized to arackudoroe acid by monoacyl-
glyozrol lipase [,10] and fatty and armde hydrolass [11] The
proaggregant action of arachidorne acmd has besn well estab-
lished, because its metabdlism by cyelooxygenase and lipoxs-
genase leads to the formation of vanous biologcally active
lipnds such as TxAg. In order to evaluate the confribution of
2-AG retabolisn to platelst activation we used NAM [28.22]
and TTRBZ9T [30,31], nreversble inhibators of monoacsyl-
glyoerol lipase and fatty acid anude hydrolase, respectiwely
In platelets treated wath WAM (140 1ng 3 pna) and TTRBSST
(1 40 ppay, alone or m combination, neither platelet agmega-
fion (Tahls 1y nor TxB, production induced by 2-AG (Fig 4A)
were modified In addifion, the production of TxB, induced by
10 jpt arachideomic acid was lower than that caused by an
identical amount of 2-AG (Fig. 4B}, while 10 pne 2AG and
1 WfmL throambin produced sirnilar ameunts of TxB, with
sirilar kinefics (Fig 4B} Accordingly, arachidome acid, even

Table 1 Effect of MACL and FAAH inhikators on 2-AG-dspendent
platelet ageregatian. Saroples of gel-filtersd platel=ts were pretreated ornat
with MAR and URB397, alone or mcambmatian, for § mn before
stroulation with 19 pra 2240, at the mdicated das=s. Ageregatinn was
roamtarad far S ran, at 37 70, mder shormg condrinne Resilts are

as % of ageregation =+ SEN cornpared with 2- A ageregation
{100%). The vales are represertative of three iIndspendent epenimemnts

Spmificance

Inhibitars Apgrepatian % {F)
None 100

MAR 140 naa £5.54 4 1134 L. TAE
MNAR 1 pwa G451 4 2183 .BLS
NAL 2 pna BT.87 4 21.14 00.247
NAT 2 416 & 346 {.383
URBIYT 1 P54f & BT 813
URBSYT 10 pa 91E% 4+ BB .51
UERBIYT 4 pa 445 & hE4 (.74
NAW 2w + DED 10 g 10224 & 337 0.927

whenused at S-fold hogher concentration, was unable to induce
platelet aggregation to the same extent as 2-AG (Fig. 4C)

2-AC alfgted platelet activation through non-CE ' CE;y
receptors

It was shown that human plaelets are able to bind and
acomnulate 2-AG [23] Endocanmahinoids act through the
acfivafion of G-protem-coupled receptors, OB, and CB,. To
mrwestigate the role of CB receptors on 2-A G-anduced platelet
agaregation, hnan platelets were prercubated wath 1 pra
SRI141716 and SR144528 and then stimulated with 2AG. As
showm n Fig 5A, SR141716 and SRI144528 did not prevent
platelet agmegation induced by 10 p 2-AG We found that
CB rmecoeptors antagomst mibubited 2-AG-dependent platelet
agaregation only at a eoncentration (20 e ngher than ther
reported affiities for OB receptors [7] The satne results were
alsa obtamed for ATP rleass and Ca” " mokilizaton [data not
shoam).

In addittion, 50 i ACEA, a selective CB, agomist [32] and
200 mra TWHOLS, a selective CB; agorust [33], failed to induce
platelet aggregation (Fig, 3A).

Accordingly, wrmunoblottnig analysis did not wveal the
pressnoe of clasacal canmatinod receptors m platelet mem-
brares (Fig. B}. Moreower, arnplification and electrophoress
of cDMNA syrfthesized from RMNA 1solated from homnan
platelets did not show the pressnos of bands of the expected
size for both carnmabinad CBy ard CB; <DIVA (Fig 5Ch

Discussion

The avalable mformaton concerrmg 2-AG 1s still sparse and
rather fragmertary evenin the cass of the tnervous and rmune
systerns. In addifion, the physiological fimefions of 2-AG m
sewverdl other biological cornfexts such as the reproductive and
hernatologeal systerns remam elugve.

In the present work we shed light on the effects of the
endocarmabineid 2-AG on homan platelets. First of all we

@ 2008 International Socety on Thromboss and Haemostass
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Fig. 4. Conmbution of 2-AC mstaboliam to plateet acttvation. f4]
Ileagwenent of ToBe gmeratonin platelets pretreated ar not with 2 pw
MANS and 10 pra DRB 597 for 5 mon and then evwentually stivonla ted with
10 pra 2-A0G for 30 = at 37 °C The reactinns were stopped and TxB,
comtent was reasurad accordmpg ta the rnamfactire’s memeton Vahes
are means = SEM of three indspendent deterromations. {8) hMeasire.
reert of TxH,; gereration in platelets stiromlated with 10 pa A& 1 0oL
thrarten {Thr), or 16 ph 2-AG. Peacions were stapped at the indicated
tinee and TxBz cantent was romasured asin {B). Values are romarns + SEL
af three 1 t determinatians, {0 Flatelets were stimlated with
141 pva 2240 ar wath different concentrations of arachodame acad {AA).
Agpregation was measured n 2 lmdaggrepameter for 5 mn, at 37 75,
unider sirrng conditinns  Fesilts are spressed as increase in light trans-
roozsion and they are repreentative of at least thee different epenroents
performed with platelsts from different donars.

demonstrated that 2-AG promotes shape change and full
aggregation of gel-filtered platelets, associated with seoretion of
grarnile content and oytosclic Ca® * ircrease. Thess effects wers
observed at concentrations of 2-AG as low as & 10 pra. All
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these platelef responses were dependent on TxAg fomaton
and engagernent of its receptor. In fact, 2-AG pey 22 ehoifed a
amuficant production of TrA,, which m fun figgered fill
platelet achivation.

It has besn shown that 2AG can be mtermalized and
metabolized to arachidone acd mdifferent cell fypes, mchud-
ing human astrocytoma [B] ard maecrophages [%] Therefore,
also m platelets, 2-AG might be metabolized to arachidome
dnd and confrnbute fo TxA, formation. Howevsr, we hawve
dernonstrated that preneatment of platelets wath inhibitors of
motoacylglyosrol hpass and fatty acid armde hopdrolass, which
prevent the degradation of 2-AG, did not mbibit the agoega-
fion and TxA. producton caused by 2-AG. I is noteworthy
that the knefics of TrA; production i thrombin and 2-AG-
strnulated platelets were identical and different from that
chserved m platelets teated with 10 pra arachidome acid.
Moreover, platelet strmilation with lngh doses of arachidome
acid did not msult i the sarne lewel of aggregation as that
irwtuced by 2-AG. Although these results do not nie ouf the
possibility that 2-AG metabolites parfiapate m 2-AG-depen-
dent platelet activation, they are strongly suggestove of the
existence of different pathways through which 2-AG leads to
platelet activation.

Inplatelets stirmilated by strong agorusts, arackudornic acid is
wleased from membrane phospholipids by the enzamatic
activity of cPLA; and rapidly coreerted mfo TrAg, a poent
platelef agomist.

The activity of ¢cFLA; 15 regulated by at least two major
mechariams. The first one mvolves the intracslular Ca’t-
dependent translocation of cFLA; from the cytosd fo the
mermbranes [34] The scond major regulatory mecharsm for
cPLA 15 through phosphorylation of ssnne-50%, mediated by
ERK1j2 [35]

It has been shown that delfa 9-tethrahydrocarmabinol
[THC)y, the major psychoactive carnabinod, and ananda-
rmde, phosphorylate and activate cPLA, [36,37] Moreover,
activation of ERK12 m rmsponse to 2-AG has been
documented [8].

We have demnonstrated that 2-AG depends on generated
TrAs to cause calonan mokilization, kence this calouam
mwsowroe cannot be mspongble for cPLA, activafion by
2-AG. Howewer, it cammot be excluded that 2-AG 15 akle to
induce a local Ca®*movement through platelst plasma
mernbrane, not detectable by the istnoments but sufficent
for the activaion of cFPLA;. Finally, if 15 also posable that
2-AG activate cFLA, n a Ca“-indspendem manrer, as
already suggested for other hiological systems [34]

Maccanore 2l previously showed that 2-AG binds o
bornan platelets m a saturable, tume and temperature depen-
dent manrer [23] This mnplies fle emstence of a platelet
moeptor for 2-AG that could signal TxAg; production.
Othersnse, the dossdependert effect of 2-AG on platelet
agaregation strengthens this hypothesis. Tnfil now, two
carmabincid receptors have been well charackrized, the type-
1 and type-2 carmabinoid receptors. We investigated whether
the effects of 2-A G on platelet activation are mediated by these
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Fig. 5. The rale of CB receptars an 2- ACHnduced platekt ageregation. {A) Ageregation was moeasred in a hrodageregoroeter for 5 mm, at 37 °C,
under stiming conditions. Platelets were stiroulated with 1) pr 2- AG alane NONE] or in assciation with 1 pra SE141716 {8F1) and SR144528 [SR2),
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reported {H) Mermbrane-rich fractions were prepared from platelets as deserbed in biaterals and rosthods" and analyeed by toromabdatting with
ant+CB, ar anti- CH. antibodies. Positive controls for OB, and CB; receptars are tatal lysates of subentanews adiposs tizmeand Iirkat T eells respectively
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water teroplate. Amoplification of GAFDH cDINA was paformoed as control. Besnlts are mmesentative of at east four different e perments.:

well knowm rweoeptors. We foumd that the specific CB-receptor
antagornists are able to block 2-A Gamdueed platelet achvation
only at high concentration Maoreowver, selecive OB agorusts
failed to 1nduce platelet aggregation These data are indicative
of the abseneoe of dasacal OB reoeptors m humman platelets
Thus hypotheas was confirrned by the absence of exther CR,; or
CH, mRMNAs in lannan platelets and CR, and CB, receptor
proteins m platelet membrane rich fractions.

The results reported here show that 2-A G can be considered
a new physologic platelet agomst able to mdues full platelst
activation arwd agmegation twough a puarported “platelet-type”
carmabmod receptor. This finding is not unprecedented. It was
already shown that platelets exbibit specfic hinding of the
synthefic cannabmoid radiohgand, 3H-CP55940, which 15
consistent wath the expression of a CB-fype receptor, but the
binding charactenstes did not fif wito the casacal CB,; and CB,
classification [23] Mowover, reports from literatine demon-
strate that several effects of endocannabmeords are notmediated
by CB; or CB; meeptors [6,7] This can be explared by the
existenioe of addifional carmabinoid targets, which have corne
to be kmown collectively as non-CB)/CB; reoeptars. Recently,
two orphan GPCRs have emerged as nowel cannabirncid
receptors. These are GFPR112, a rceptor for oleoylethanola-
mide, and GFRSS, whuch 15 achvated by various cannabinod
melecules [6] Despite mntenss msearch efforts, the molecular
1denfity and fissue distribufion of these non-CBq B, receptors
remain mostly unclzar
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