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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 è una delle infezioni più 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 è stato suddiviso in tre zone in base alla prevalenza dell’infezione: 

- Regioni iperendemiche, in cui l'infezione è praticamente universale: Sud-Est Asiatico 

(compresa la Cina), Pacifico Occidentale e Africa subsahariana. In queste zone il 

sovraffollamento nei singoli nuclei familiari e nelle comunità, la promiscuità e l’inosservanza 

delle più 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 è maggiore dell'8% (in rosso nella figura). 

- Regioni ad endemia intermedia quali Nord Africa, Medio Oriente, parte dell'Europa 

meridionale ed orientale e 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, l'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 è pari o inferiore al 2%. Anche in questi paesi tuttavia, la prevalenza di infezione e di 

portatori può 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] 

 

 

Fig. 1Distribuzione 
dell’infezione da HBV 
nel mondo. 
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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 l’Europa in tre pattern epidemiologici 

distinti:  

 
- un primo rilevabile nei paesi scandinavi e nel Regno Unito si caratterizza per i 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, l’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 l’HBsAg oscilla dall’1 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 più marcatori di infezione da HBV, intorno al 20% ed una 

positività media per HBsAg del 3% (oscillazioni dallo 0.5% nelle regioni del Nord, al 5% nel 

Sud). [3] 

Alla fine degli anni ottanta è 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 è 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 più 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 densità di popolazione, così come in 

aree urbane del Nord-Italia, in particolare nelle province di Bergamo e Brescia.[4]  

Se fino alla metà degli anni '80 l’infezione da HBV costituiva il più frequente fattore eziologico 

delle epatiti croniche, nell’ultimo decennio le migliorate condizioni socioeconomiche ed 

igienico-sanitarie, il calo della natalità (con il conseguente minore affollamento delle aule 

scolastiche e dei nuclei familiari), l’utilizzo sempre più diffuso delle siringhe a perdere, hanno 



 6 

progressivamente e considerevolmente modificato l’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 è ulteriormente scesa sino a livelli del 

13,7%. [5] 

1.1.2 VIE DI TRASMISSIONE 
 

L'HBV 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 l’infezione cronica sia per la forma acuta). Il 

rischio di contrarre l’epatite è direttamente proporzionale alla quantità del liquido infetto che 

entra in circolo e al livello di contagiosità del portatore dell’HBV che funge da serbatoio 

dell'infezione. Tra le complessità che contraddistinguono il virus e la malattia esiste anche la 

variabilità 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 più 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 più basse. Il sangue e i rapporti sessuali rappresentano quindi i 

modelli più efficienti di trasmissione del contagio.  Seppure in bassissime concentrazioni 

l’antigene di superficie dell’HBV (HBsAg) è 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 però associati ad un reale rischio di trasmissione dell’infezione.  Le principali vie di 

contagio per l'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 è estremamente frequente nelle aree geografiche ad elevata endemia, così come la 

possibilità che il contagio venga trasmesso dalla puntura di insetti riguarda essenzialmente le 

zone tropicali e si può 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 l’HBV ha un andamento endemico, oppure i 

sempre più frequenti viaggi di svago in zone esotiche spesso appartenenti alla fascia dei paesi in 

cui è più elevato il rischio di contrarre il virus. Le abitudini considerate “pericolose" sono senza 

dubbio i rapporti sessuali promiscui, dal momento che l’epatite B va considerata una delle 
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malattie sessualmente trasmesse più diffuse, ma non sono da meno nuove mode sempre più 

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 l'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 è: 0-1-6 mesi e non sono necessari i 

richiami. 

In Italia la vaccinazione del neonato è obbligatoria (Legge n 165 del 27 maggio 1991) e va fatta, 

per i 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 è 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 è obbligatorio per 

legge lo screening per HBsAg di tutte le gravide nel corso del 3° trimestre di gestazione. Il 

vaccino è comunque consigliato ai gruppi ad alto rischio quali: individui sessualmente attivi con 

più 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 più di 6 mesi in 

aree ad endemia elevata.[9] 

Il vaccino anti-HBV è 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 più del 95% dei soggetti vaccinati. L'immunogenicità è ridotta negli individui che hanno 
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più di 40 anni e negli immunocompromessi. In presenza di non responsività al vaccino, si 

consiglia la rivaccinazione con 3 ulteriori dosi di vaccino. In questi casi, di solito, circa la metà 

dei pazienti sieroconverte, nei restanti casi non c'è nessuna indicazione a ripetere un nuovo ciclo 

vaccinale, ma si può 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'entità 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 l'immunità 

sembra persistere ancora per molti anni .[11] 

 

1.1.4 I MARCATORI SIEROLOGICI dell'INFEZIONE da HBV 
 

HBsAg e anti-HBs  

L'HBsAg è l'indicatore sierologico più importante dell'infezione da HBV. Può 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 l'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 più di 6 mesi indica l'evoluzione verso una forma di infezione cronica. La 

scomparsa dell'HBsAg è 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'immunità a lungo 

termine. Alcuni pazienti, tuttavia, presentano il cosiddetto "periodo finestra" che corrisponde al 

periodo in cui l'HBsAg si negativizza, ma l'anti-HBs non è 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 

HBV 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 dell'HBV (HBcAg) è un antigene intracellulare espresso negli epatociti infetti e 

quindi non presente nel siero. Il corrispondente anticorpo (anti-HBc) è presente nel siero per tutta 

la durata dell'infezione: in fase acuta si tratta di IgM che nella fase finestra rappresentano l'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 più di 2 anni dopo l'infezione acuta e possano ricomparire nelle fasi di 
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riesacerbazione delle epatiti croniche. Le IgG anti-HBc persistono insieme con gli anti-HBs nei 

pazienti che guariscono e insieme con l'HBsAg nei pazienti che cronicizzano. La presenza isolata 

di anti-HBc in assenza di HBsAg o anti-HBs, è 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 è indicativo di tre situazioni: periodo finestra di un’epatite B acuta (in questo 

caso si tratta di anti-HBc di classe IgM), pregressa infezione da HBV guarita risalente a molti 

anni addietro (di conseguenza il titolo di anti-HBs è diminuito fino a non essere più 

determinabile); infezione cronica da HBV di lunghissima durata (di conseguenza il titolo di 

HBsAg è diminuito fino a non essere più determinabile). Ai fini della diagnosi differenziale può 

essere utile la determinazione dell'HBV-DNA che comunque, in alcuni pazienti con solo anti-

HBc, può anche risultare negativo.[10] 

HBeAg e anti-HBe  

L'HBeAg è in genere considerato marcatore di attiva replicazione virale ed infettività. E' 

riscontrabile in circolo nella prima fase dell'epatite acuta B, cioè durante la fase di attiva 

replicazione virale, pochi giorni dopo la comparsa dell'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 dell'HBV-DNA nel 

siero e 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, è 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 è indicativa di replicazione virale. Questo marcatore può 

essere rilevato nel siero con metodiche quantitative o qualitative i cui limiti di sensibilità 

dipendono dal test utilizzato: da 105 a 106 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 dell'HBV-DNA rilevata mediante tecniche non-PCR. Con la PCR 

infatti, l'HBV-DNA può rimanere determinabile nel siero per molti anni dopo la guarigione. 

Questo dato suggerisce la persistenza del virus dopo guarigione verosimilmente contenuto 
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all'interno 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 dell'HBV-DNA sierico determinata da metodiche non-PCR, che però 

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 dell'HBV-DNA sta nella predittività della 

risposta alla terapia virale in pazienti con infezione cronica. In caso di infezione da virus 

selvaggio, i pazienti con elevati livelli sierici di HBV-DNA pre-trattamento hanno minori 

probabilità di rispondere alla terapia con interferone.[15] Non è chiaro se questo vale per la 

terapia con analoghi nucleosidici. Infine l'HBV-DNA, in quanto indice di replicazione virale, è 

utile nella selezione dei pazienti con epatopatia cronica HBV-relata da candidare al trapianto di 

fegato. I pazienti HBV-DNA positivi infatti hanno una probabilità elevatissima di reinfettare il 

fegato trapiantato con conseguente prognosi negativa per la sopravvivenza sia dell'organo che 

del paziente.[12] 

 

1.1.5 IL VIRUS DELL’EPATITE B  
 

Il virus dell'epatite B (hepatitis B virus: HBV) è 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'HBV 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]  
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Struttura 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2 

Rappresentazione schematica delle particelle dell’HBV riscontrabili in sieri di pazienti infetti. 

 

 

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 i virioni infettanti dell'HBV e la loro presenza nel 

siero è 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 specificità 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 



 12 

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 e 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 1013 per ml.[17]  

L'involucro del virione è 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 è costituito 

principalmente dalla proteina S, mentre le proteine M e L sono presenti in minor quantità. 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 è l'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 reattività "HBsAg", non è infettiva in quanto non contente l'acido nucleico 

virale.[18] 
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Organizzazione 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 
Rappresentazione schematica del DNA del virus dell’Epatite B 
 
 
 
 
Il genoma dell’HBV è costituito da una molecola di DNA circolare a doppia elica incompleta, 

del peso molecolare di 2,3x106 dalton. Il doppio anello è formato da un filamento lungo a 

polarità negativa di dimensioni costanti (minus strand) e da un filamento corto a polarità positiva 

che può variare dal 15 al 60% della lunghezza della forma circolare (plus strand).  

Il genoma dell'HBV ha un'organizzazione molto compatta, vale a dire che ogni nucleotide si 

trova in una regione codificante e più della metà del genoma è tradotto da più 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 l'HBV può contare su un genoma poco ingombrante, ma particolarmente 

duttile, visto che la mutazione di un singolo nucleotide può cambiare più 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-S1, pre-S2 e S);  

- ORF pre-C/C che codifica per le proteine strutturali del core e per l'antigene e (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 è 

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 può così 

codificare per le tre diverse proteine di superficie: S, M ed L: la proteina L è 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 dell’HBV ove sono 

stabilmente rappresentate e sembrano svolgere importanti funzioni quali ad esempio 

l’assemblaggio del core a livello citoplasmatico, l’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 l'espressione delle tre proteine di superficie è 

estremamente variabile e dipende dalla fase della malattia (acuta o cronica) e dall’attività 

replicativa del virus.[19,20] 

 

Proteine del core  

Come per l'ORF pre-S/S, anche per l'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 è la proteina del core (HBcAg) che costituisce l'unità 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 l’antigene e l’acido nucleico virale.[21]  
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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 

dall’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 può 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 è pertanto un antigene nucleocapsidico non strutturale del 

virus, fisicamente e antigenicamente distinto dall’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 

dell'HBeAg è stata mantenuta in tutti gli hepadnavirus. E’ possibile che ciò 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 attività funzionali, prima fra tutte quella svolta nel processo di 

replicazione del virus, ma anche quella di più 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 l’esistenza, all’interno dell’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 è 

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 

attività di trascrittasi inversa indispensabile per dirigere la sintesi del DNA virale a partire 

dall’RNA pregenomico sintetizzato da una polimerasi dell’ospite. Un quarto dominio, 

localizzato all’estremità 3’ dell’ORF codifica per un H-ribonucleasi che serve a degradare 
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l’oligoribonucleotide posto all’estremità 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 proprietà transattivanti 

in grado di promuovere la trascrizione di diversi geni, non solo dell'HBV (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-α esercitando così una spinta proliferativa sulla cellula che, se non 

opportunamente controregolata e bilanciata dall’attività di altri geni ad effetto opposto 

(antioncogeni), può portare a situazioni estreme quali la trasformazione neoplastica. [26] 

La proteina X ha inoltre potere immunogeno ed è quindi capace di indurre nel soggetto infettato 

da HBV una risposta anticorpale. Tale risposta, fugace e abortiva nel soggetto con epatite acuta 

autolimitantesi, può persistere a titoli abbastanza elevati nell’epatite cronica HBsAg-positiva con 

persistente replicazione virale.  
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Replicazione 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig.4  

Rappresentazione schematica del ciclo replicativo dell’Epatite B. 

 

 

Il ciclo vitale dell’HBV è 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:  

• adesione e ingresso nella cellula ospite:  

gli eventi più precoci del ciclo dell'HBV sono ancora in gran parte ignoti per l'assenza di modelli 

cellulari in vitro. Il migliore modello sperimentale è rappresentato dall'infezione di epatociti di 
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anatra con DHBV: su queste cellule sono stati dimostrati almeno 104 siti di legame ad alta 

affinità. Il legame specifico a questi siti saturabili si accompagna all'adesione del virus a siti di 

legame non saturabili e a bassa affinità. Sulla base delle evidenze sperimentali si ritiene che, sia 

per l'HBV che per il DHBV, 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 è 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 affinità. 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 l'HBV sembra 

che ciò avvenga per endocitosi. Una volta nel citoplasma il DNA genomico deve raggiungere il 

nucleo, come questo trasporto possa avvenire è oggetto di numerosi studi. Le evidenze più 

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] 

• replicazione del genoma:  

la prima tappa della replicazione del genoma è la formazione del cccDNA che viene 

successivamente amplificato di circa 50 volte. La trasformazione del DNA virale in cccDNA e la 

successiva amplificazione prevedono una serie di reazioni enzimatiche che necessitano 

dell'intervento di fattori dell'ospite e della proteina virale L. Il cccDNA è 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 polarità positiva, le quali 

si distinguono per la differente lunghezza e funzione. Nell’evolversi del ciclo riproduttivo, una 

parte dell’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 
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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 

attività ribonucleasica. Una volta completato il minus strand, questo servirà da stampo per la 

sintesi della catena corta (plus strand) che ha luogo sempre all'interno della particella virale 

immatura.[27,29]  

• 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 così assemblate vengono trasportate nel reticolo di Golgi e quindi secrete mediante 

trasporto vescicolare. 

 

 

1.1.6 VARIABILITA’ GENETICA  
 

Rispetto ad altri virus il genoma dell’HBV sembra essere relativamente stabile con un tasso di 

variabilità circa 100-1000 volte più basso rispetto ai virus a RNA, ma 100 volte più alto rispetto 

agli altri virus a DNA. Questo dato si può verosimilmente imputare al fatto che le modalità 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 variabilità genomica piuttosto elevata. 

Al contrario il numero di mutazioni dell'HBV pari a  2 x 105sostituzioni/per sito/per anno è 

nettamente inferiore a quello di altri virus con meccanismi replicativi simili quali l'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 possibilità nell’ambito 
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degli stessi, di frequenti mutazioni con sostituzioni aminoacidiche senza però 

comportare importanti ripercussioni sulla biologia o sulla patogenicità dell’HBV. 

Mutazioni puntiformi e delezioni delle regioni pre-S1 pre-S2 possono invece riflettersi 

rispettivamente sull’assemblaggio del virione e sulle potenzialità oncogene del virus. 

[32,33] 

Sul piano clinico la variazione più importante a carico del gene S è quella riguardante il domain 

gruppo-specifico “a” altamente immunogeno, in particolare la regione tra gli aa 124 e 147. Tale 

domain presente in tutti i sottotipi virali dell’HBV, rappresenta il bersaglio verso cui è 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 già sviluppato, a seguito della 

profilassi vaccinale, anticorpi anti-HBs a titolo elevato (il bambino divenne HBsAg e HBeAg 

positivo portatore di epatite cronica). [35] Questa stessa mutazione è 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 l’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 capacità di legame degli anticorpi monoclonali o policlonali specifici. 

[34]  

Ogni tipo di mutazione del gene pre-S/S può 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]  

 

 

 
Fig.5  

Rappresentazione schematica della 

proteina HBsAg del virus 

dell’Epatite B. Nel cerchio giallo è 

evidenziata la regione variabile. 
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• Le varianti della regione preC si caratterizzano per l’incapacità di esprimere l’antigene 

nucleocapsidico “e” che rappresenta, assieme all’antigene del core, il naturale bersaglio 

della risposta cellulomediata dell’ospite, mantenendo comunque conservate le più 

importanti funzioni biologiche del virus quali la capacità di riprodursi e il potenziale 

patogenico. La mutazione osservata con maggiore frequenza nella regione pre-C è 

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 così l’arresto della sintesi della proteina virale.[41,42,43] In 

altre parole, in presenza di questo tipo di mutazione, la sintesi della proteina 

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” è un importante 

bersaglio della risposta immune sia cellulo-mediata sia umorale, pertanto la sua perdita 

può consentire al virus di sfuggire al sistema immune dell'ospite. In termini clinici la 

sieroconversione dell'antigene “e” con comparsa del relativo anticorpo è classicamente 

ritenuto un segno di marcata riduzione dell’attiva replicativa. Alcuni pazienti e portatori 

cronici del virus tuttavia, sviluppano l'anti-HBe, ma continuano a presentare replicazione 

del virus ad alto titolo. Questi pazienti sono appunto portatori della mutazione pre-core 

che è 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 attività. 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 severità 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] 
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• 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]  
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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 l’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 l’esigenza di aumentare le 

prestazioni dei loro test diagnostici per infezioni da HBV migliorando nello specifico: 

- la sensibilità analitica del test nei confronti del riconoscimento del marker HBsAg alla 

fine del periodo di incubazione 

- la sensibilità generale rispetto ai differenti genotipi 

- la specificità generica dello screening 

- la sensibilità nel riconoscimento dei vari mutanti HBsAg 

- il livello di automazione dell’analisi 

- il numero di analisi previste dal test. 

A livello generale i test diagnostici HBV si basano sull’utilizzo di anticorpi monoclonali o 

policlonali contro l’epitopo dominante “a” dell’HBsAg. 

La specificità 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 sensibilità dei test HBsAg è in continuo incremento, tanto che il limite di detection delle 

nuove licenze rilasciate in Europa è al di sotto dei 0,16 ng/ml. 

Tuttavia l’HBsAg può non essere rilevato in alcune circostanze: 

- durante il periodo finestra alla fine del periodo di incubazione prima che abbia inizio la 

sintesi dell’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 rilevabilità dei test in pazienti con infezione 

HBV cronica 

- in presenza di mutanti e varianti della regione S 

Lo scopo di questo lavoro è stato quindi mettere a punto un nuovo kit diagnostico che 

migliorasse le qualità di quello già in commercio risultando in grado di riconoscere tutti i mutanti 

HBsAg noti e che avesse un valore soglia più basso in modo da rilevare le piccole quantità di 
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HBsAg presenti in campioni di portatori considerati “Low-level”, mostrando di fatto di essere 

paragonabile o migliore rispetto ai kit dei più importanti competitor sul mercato. Inoltre che 

rispondesse alle caratteristiche definite dalla Commissione Europea per permetterne l’immediata 

commercializzazione nei paesi appartenenti alla comunità. 

 

 

  COMPETITOR  sensibilità  specificità  metodo 
Abbot  ARCHITECT  0.05 IU/ml  99.87%  CMIA 
Siemens  Advia Centaur  100%  99.94%  CLIA 
BioMerieux  Vidas  0.12ng/ml  100%  IA 
Ortho  Vitros  0,16 ng/ml  100%  IA 
Roche  Elecsis  0.1 IU/ml  99.88%  IA 

 
Fig. 6  Tabella che mostra le percentuali di sensibilità e specificità 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 è in grado di eseguire in modo automatico l’analisi di campioni di fluidi 

biologici, quali ad esempio sangue o plasma.   Esso è in grado di riconoscere ed identificare 

automaticamente sia i campioni quando questi portino un opportuno codice a barre, sia i reattivi 

da impiegare per l’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 l’impossibilità da parte dell’utente di modificare le 

procedure operative o i protocolli ne fanno uno strumento chiuso, su cui non è possibile eseguire 

analisi con materiali prodotti da altri fabbricanti, al contrario di quanto può ad esempio accadere 

con un lettore di micropiastre. 

La tecnologia applicata per l’analisi è di tipo immunometrico, in cui l’esito della reazione 

analitica è 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 sensibilità 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 è costituito da due unità, entrambe tali da trovare posto su un banco. 

La prima è un personal computer con schermo sensibile (touch screen), nel quale risiede il 

software con l’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 unità costituisce l’analizzatore vero e proprio, in grado di eseguire l’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 l’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 è ricavato sulla sinistra per alloggiare fino a 12 rack portacampioni.  

Un lettore di codice a barre consente, quando siano etichettati, l’identificazione dei campioni. 

Area reagenti: un vano refrigerato a +15°C è ricavato sulla destra con fessure per ospitare fino a 

15 integral.   Un apposito dispositivo mantiene le microparticelle in sospensione per tutto il 

tempo che l’integral è a bordo della macchina.   Un lettore di codice a barre consente 

l’identificazione dell’integral quando sia etichettato. 

Bracci robotici: portano un ago di dispensazione ciascuno.   Quello di sinistra gestisce in genere 

i campioni, mentre quello di destra dispensa i reattivi.   Eseguita l’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: è al tempo stesso in grado di separare la fase solida per applicazione di un 

campo magnetico e di eseguire l’aspirazione del liquido di reazione e la dispensazione di un 

opportuno tampone di lavaggio.   Il numero dei lavaggi può 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. 
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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 l’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 H2O2 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, 

trasformerà i fotoni emessi dalla sostanza luminescente, in un segnale elettrico che viene via via 

amplificato. L’intensità del segnale elettrico è naturalmente proporzionale alla quantità di fotoni 

emessi dalla sostanza luminescente e quindi al tracciante legatosi alla fase solida. Una semplice 

elaborazione del segnale permetterà 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, più è basso più l’analisi è buona.. 

 

 

 
Fig.8 Schema di un comune integral utilizzato su LIAISON 

 

In figura è mostrato un Integral tipo in cui si possono distinguere: 

- MP ovvero le micro particelle coattate con l’antigene o gli anticorpi specifici in buffer 

salino 

- Cal1 ovvero il calibratore a concentrazione minore del test 
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- 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 è 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% 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 
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) è 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) è 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. 

IgG ID Use a.a. epitope HBs region

5C3 Solid Phase 124-147
conformational

“a loop”

121 Solid Phase 151-170
linear

Transmembrane

163 Solid Phase 31-50 
linear

Inner hydrophilic



 29 

 

Tracer: Anticorpi monoclonali anti-HBsAg aventi reattività 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

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 è un saggio diretto chemiluminescente 

(CLIA) a sandwich a due step. Confrontabile sensibilità per la rilevazione dei differenti mutanti e 

genotipi è assicurata dall’utilizzo di anticorpi monoclonali di topo diretti verso epitopi della 

regione altamente conservata interna dell’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 è legata ad 

un derivato dell’isoluminolo. Durante la prima incubazione, l’HBsAg presente nei calibratori, 

campioni o controlli si lega alla fase solida. Durante la seconda incubazione, gli anticorpi 

coniugati regiscono con l’HBsAg legato alla fase solida. . Dopo questa incubazione il materiale 

non legato viene rimosso tramite un ciclo di lavaggio. 

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

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

IgG ID Use a.a. epitope HBs region

124 Conjugate 124-147
conformational

“a loop”

320 Conjugate 124-147
conformational

“a loop”

128 Conjugate 121-130
linear

Surface
(Mainly

conserved)

111 Conjugate 61-69
linear

Inner hydrophilic

IgG ID Use a.a. epitope HBs region

124 Conjugate 124-147
conformational

“a loop”

320 Conjugate 124-147
conformational

“a loop”

128 Conjugate 121-130
linear

Surface
(Mainly

conserved)

111 Conjugate 61-69
linear

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

nei controlli. 

1.3.4 CLONAGGIO DI 10 MUTANTI HBsAg 
 

 

Antigeni mutanti HBsAg forniti dalla DIASORIN spa 

 

 HBsAg D144A  (404) 

 HBsAg G145R (393) 

 HBsAg P142L-G145R (421) 

 HBsAg P142S-G145R (422) 

 HBsAg T123N (011) 

 HBsAg T123N-T124S (012) 

 HBsAg P142L-F/Y143H-D144E-G145R (013)         

 HBsAg I110R-S117I-G119R-T123N (014) 

 HBsAg 122+DT (015) 

 HBsAg 122+DT-G145R (016) 

 
 

 

 

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 l’antigene T del Virus Vacuolante della Scimmia (SV40), 

necessaria per un’efficiente replicazione dei vettori plasmidici recanti l’origine di replicazione di 

SV40. 

 

Vettori di espressione eucariotici 

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

in pGA4 
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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: 

 XbaI 

 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 è stata condotta a 22° C per 2 ore.  

 

Trasformazione batterica 

Come recipiente dei plasmidi originati è stato utilizzato il ceppo batterico Escherichia coli, 

specie JM109 (Promega). A 100 µl di batteri competenti sono stati aggiunti 10 µl del prodotto di 

ligazione e incubati 10’ in ghiaccio. Successivamente è stato indotto uno shock termico a 42°C 

per 45’’. Le cellule sono state poi incubate 2’ in ghiaccio e 30’ con 900 µl di LB broth a 37°C. 

Infine sono state piastrate su piastre Petri contenenti terreno selettivo (LB-agar-ampicillina 50 

µg/ml) e lasciate crescere 12-18 ore a 37°C. 

Le colonie cresciute sono state scrinate mediante PCR. 

L’estrazione del DNA plasmidico è stata effettuata tramite QIAGEN 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-HCl pH 8.4, 500mM 

KCl), 0,5 μM di ciascun oligonucleotide, 0,2 mM di una miscela dei quattro nucleotidi, e 1,25 U 

Taq DNA polimerasi (5U/μl) (Invitrogen) e 2mM di MgCl2 . 

 

Le condizioni di amplificazione utilizzate sono le seguenti: 
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94°   5’ 

94°  30’’ 

TD 60-50° 30’’     35 cicli 

72 1’ 

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 i seguenti cicli di amplificazione: 

 

96°C 5’        1 ciclo 

96°C 20’’ 

50°C 5’’            25 cicli 

60°C 3’ 

 

Il prodotto della reazione è 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 4x106. Sono poi state trasfettate con metodo 

calcio/fosfato: 20 µg di DNA sono stati miscelati a 50 µl di CaCl2 (0,2M) e portati al volume di 

500 µl con acqua milli Q. Alla soluzione di calcio e DNA sono stati poi aggiunti goccia a goccia 

su vortex, 500 µl di tampone HBS (NaCl 280mM, Hepes 50mM, Na2HPO4 1,5mM). La miscela 

di trasfezione (1ml finale) è stata aggiunta al terreno di coltura. I surnatanti sono stati analizzati 

dopo 72 ore dalla trasfezione. 
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Saggio  ELISA 

ETI-MAK-4 (DiaSorin) 

Per valutare la positività all’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: l’attività enzimatica risulta pertanto proporzionale alla concentrazione di HBsAg 

presente nei campioni. 

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

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

(HRP) 

La misura dell’attività 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 è 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: 

 5,36ng/ml 

 1,89ng/ml 

 0,68ng/ml 

 0,21ng/ml 

 

La curva è 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:  

- PHA808-11 

-  PHA808-12 

- PHA808-14 

- PHA808-16 

- PHA808-18 

- PHA808-19 
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1.4 RISULTATI 
 

 
La ditta DiaSorin spa aveva già 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 l’uso di anticorpi diretti verso la porzione variabile dell’HBsAg rendeva il test 

poco sensibile per via dei numerosi mutanti del virus HBV individuati negli ultimi anni. 

Studi di mercato hanno quindi indirizzato l’azienda verso lo sviluppo di un nuovo test con 

prestazioni migliori rispetto al vecchio sia per sensibilità che per specificità, in modo da rendersi 

più competitivi sul mercato internazionale.  

Per prima cosa è stato indispensabile prevedere per il nuovo kit (che d’ora in avanti chiamerò kit 

prototipo) l’utilizzo di anticorpi che garantissero maggiore sensibilità al test. Questo è stato 

possibile attraverso la collaborazione con l’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 dell’HBsAg, un epitopo della regione idrofilica interna costante ed una 

porzione del dominio transmembrana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

IgG ID Use a.a. epitope HBs region

5C3 Solid Phase 124-147
conformational

“a loop”

121 Solid Phase 151-170
linear

Transmembrane

163 Solid Phase 31-50 
linear

Inner hydrophilic
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Gli anticorpi forniti dall’ALSI hanno la peculiarità di mantenere la loro reattività 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 dell’HBV. 

 
 

 
 

 

Fig.12 Rappresentazione schematica della proteina HBsAg del virus dell’Epatite B.  
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1.4.1 VALUTAZIONE DELLA CAPACITÀ 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 = Fab1 

- 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) 

- (Fab1+Fab2+Fab3)+micro particelle 

utilizzando il protocollo base del test commerciale, su 5 campioni positivi e 5 negativi. 

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

 

 

 

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

 

 

I risultati riportati nel grafico precedente (Fig.13) mostrano come l’utilizzo del solo Fab1 sia già 

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 è molto basso come 
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atteso, infatti i due anticorpi che sono diretti verso la porzione transmembrana ed interna 

dell’HBsAg non sono in condizione di legare l’antigene. La quinta colonna mostra il risultato 

ottenuto dopo aver coattato i tre anticorpi separatamente sulle particelle creando solo 

successivamente una miscela di particelle. Come si può osservare il risultato è paragonabile con 

quello ottenuto con il kit commerciale. Il migliore risultato è stato ottenuto applicando una 

metodica che nei laboratori DiaSorin aveva già 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 è deciso di procedere nelle prove utilizzando questa metodica 

di coating nella messa a punto del nuovo kit prototipo per l’identificazione dell’HBsAg. 

Per poter sfruttare la capacità del Fab2 e Fab3 di legare porzioni della proteina costanti per tutti 

le varianti del virus, l’ALSI ha sviluppato in contemporanea agli anticorpi un nuovo buffer (che 

d’ora in avanti chiamerò diluent) in grado di disgregare il doppio strato lipidico grazie 

all’utilizzo di ottimizzate percentuali di detergenti e rendere così disponibile all’attacco degli 

anticorpi anche le porzioni transmembrana e idrofilica interna dell’HBsAg. Gli stessi anticorpi 

sono quindi stati sviluppati secondo un protocollo coperto da brevetto, in modo da essere 

compatibili con i detergenti presenti nel buffer e mantenere la loro reattività 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 Fab1+Fab2+Fab3 e reagenti kit commerciale (buffer-tracciante) 

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

4- coating Fab1+Fab2+Fab3, nuovo buffer diluent e tracciante del kit commerciale  

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 14 Il grafico riporta i risultati 

ottenuti in termini di media 
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Come si può osservare nel grafico (Fig.14) l’utilizzo del nuovo buffer diluent, che di fatto 

permette l’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 più marcata. 
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1.4.2 VALUTAZIONE DELLA STABILITÀ DELLA FASE SOLIDA (CO­COATING) 
 
Una volta verificata e messa a punto la formulazione del kit prototipo in termini di anticorpi 

utilizzati, diluent e assemblamento dell’integral prototipo, è stato necessario procedere con le 

tappe di validazione indispensabili per la successiva commercializzazione. 

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

I test di stabilità conformi alle metodiche interne aziendali prevedono l’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 può osservare la fase solida non mostra perdite di reattività 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 stabilità dopo conservazione a 37°C e 45C° per 3 giorni hanno fornito lo stesso 

risultato che dopo 5 giorni (dati non mostrati). 

 

 
 

 

 

 

 

Fig. 15 Il grafico riporta i risultati 

ottenuti in termini RLU (Relative Light 

Units) media. 
 

La stessa prova è stata condotta per valutare la stabilità 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 è stato del tutto paragonabile dimostrando un’ottima 

stabilità anche del diluent. (dati non mostrati) 
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1.4.3 CONSEGUIMENTO DEL MARCHIO CE 
 
Dopo aver verificato la stabilità dei reagenti da utilizzare nel kit prototipo (che d’ora in avanti 

chiameremo LIAISON XL), per garantirsi la possibilità, una volta lanciato sul mercato il kit 

LIAISON XL, di poterlo commercializzare nei paesi appartenenti alla Comunità Europea è stato 

necessario validarlo in base a quanto specificato in un decreto della Commissione Europea: 

2009/565/CE riguardante le caratteristiche fondamentali di sensibilità e specificità dei test 

diagnostici. (ALLEGATO 1) 

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

HBsAg. 

 

 

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 HBsAg,subtype adw2, 

genotype A NIBSC code: 

00/588 

Specificity Unselected donors 

(including first-time donors) 

5000 

Hospitalised patients 200 

Potentially cross-reacting 

blood-specimens 

(RF+, related viruses,pregnant 

women, etc.) 

100 

 
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) 

- HBV 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 i 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) 
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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 II o Abbot ARCHITECT HBsAg).  

 
 

  Reference  method   
LIAISON  XL   Pos itive   Negative   Tota l 

Pos itive   424   0   424  

Negative   0   0   0  

Tota l  424   0   424  

 
Diagnostic  sens itiv ity  95%  conf idence   in terva l 

100%   (424/424)   99.14  –  100.0%  

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

sensibilità diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza 
 

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

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

riferimento, dimostrando una sensibilità del 100%.  

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

nei diversi intervalli di concentrazione. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 Il grafico mostra il numero di 

campioni (y) rispetto alla concentrazione di 

HBsAg (x) in termini di IU/mL 

(Internationanl Units/mL) 
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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 può osservare nella tabella seguente (Fig. 19) tutti i campioni sono stati valutati come 

positivi dal test, ovvero la loro concentrazione è stata definita come uguale o superiore a 0,05 

IU/ml. 

 
 
 
 

Antigen  
Subtype 

Number of  
samples 

Expected  
pos itive 

LIAISON  XL  
pos itive  resu lts 

ad  6  6  6/6 
ay  6  6  6/6 

Ayw2  1  1  1/1 
Ayw4  1  1  1/1 
Adq4w‐  1  1  1/1 
Adrq‐  1  1  1/1 
Ayw3+?  1  1  1/1 
Ayw1  1  1  1/1 
Adrq+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. 
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C. HBsAg Qualification panel QHA711 
 

Questo pannello fornito dalla Seracare BBI è costituito da 6 campioni, 5 dei quali a reattività 

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 i campioni hanno mostrato reattività nell’analisi tranne l’unico campione negativo che è 

risultato non reattivo come atteso. 

 

 

 

 

 
Panel   ID  Antigen  

Subtype 
HBsAg  

reactiv ity  
LIAISON  XL  

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 è evidenziato 

il campione negativo. 
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D. HBV Genotype Performance Panel PHD350 
 

Questo pannello è 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  

Genotype 
LIAISON  XL  

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. 
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E. HBsAg Low Titer Performance Modified Panel 
 
Questo pannello è costituito da 12 campioni di plasma con concentrazione di HBsAg prossima ai 

limiti di sensibilità 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

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

il campione negativo. 
 

 

In particolare i risultati ottenuti con i 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 è da considerarsi come  

positivo. 

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

quanto ottenuto con almeno uno dei metodi di riferimento. 

 
 
 
 
 
 

Panel   ID 
LIAISON  XL  

IU/mL 
HBsAg  
IU/mL* 

ABBOTT  
ARCHITECT  

S/CO 

ROCHE  
COBAS  
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   (‐)  ***   ***   ***  
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  
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F. HBsAg Mixed Titer Performance Panel PHA206 
 

Questo pannello è costituito da 23 campioni di plasma provenienti da pazienti che hanno 

contratto naturale infezione da HBV, con una reattività 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 i 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. 

 

Panel   ID 
LIAISON  XL  

IU/mL 

ABBOTT  
ARCHITECT  

IU/mL 
 

ROCHE  
COBAS  
S/CO 

 

Bayer  Advia  
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. 
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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 HBsAg,subtype adw2, 

genotype A NIBSC code: 

00/588 

Specificity Unselected donors 

(including first-time donors) 

5000 

Hospitalised patients 200 

Potentially cross-reacting 

blood-specimens 

(RF+, related viruses,pregnant 

women, etc.) 

100 

 
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 IU/ml sono stati considerati come 

reattivi ovvero positivi al test. 
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Il criterio di accettabilità  concordato con l’ufficio marketing dell’azienda per il kit LIAISON XL 

era che fosse in grado di individuare l’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 accettabilità definito dal decreto della Commissione Europea è che il test 

diagnostico non debba mai fornire risultati totalmente negativi per tutti i punti di una singola 

sieroconversione. 

 

 

I risultati ottenuti sono presentati nella tabella (Fig. 25) in fondo alla quale è indicato uno score 

di sensibilità per ogni test utilizzato, ovvero la somma di tutti i campioni positivi rilevati tra i 

diversi punti  delle sieroconversioni. Come si può osservare nella tabella, il kit LIAISON XL ha 

sempre riconosciuto come positivo almeno un punto per ogni sieroconversione, inoltre il totale di 

positivi rilevati è paragonabile con il metodo di riferimento, come richiesto dai criteri di 

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

Panel   ID  samples 

DiaSo rin        
Kit  L IAI SON  

XL  

Abbo t    
ARCHI TECT  

Ortho            
E IA  

Po s i t ive  
samples  

Po s i t ive  
samples  

Po s i t ive  
samples  

PHM904   3   2   2   1  

PHM906   5   4   4   3  

PHM908   8   3   3   2  

PHM909   6   4   3   2  

PHM910   6   4   4   3  

PHM912   9   2   2   2  

PHM917   3   1   1   1  

PHM918   3   2   2   1  

PHM920   6   4   4   4  

PHM921   6   6   6   6  

PHM924   5   3   3   2  

PHM925   5   3   3   2  

PHM926   8   6   5   3  

PHM927   6   5   5   3  

PHM928   7   4   4   3  

PHM929   9   5   5   3  

PHM930   5   4   4   3  

PHM931   6   4   4   2  

PHM932   16   8   7   7  

PHM933   5   4   4   3  

PHM934   6   6   6   5  

PHM935A   15   10   9   9  

6271   5   3   3   3  

6272   25   7   6   3  

6274   7   6   6   6  

6275   7   3   3   3  

6276   8   1   1   2  

6277   9   2   3   2  

6279   7   3   3   1  

6283   11   3   4   4  

6284   19   7   7   7  

6285   15   6   6   6  

Score     ‐   135   132   107  
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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 HBsAg,subtype adw2, 

genotype A NIBSC code: 

00/588 

Specificity Unselected donors 

(including first-time donors) 

5000 

Hospitalised patients 200 

Potentially cross-reacting 

blood-specimens 

(RF+, related viruses,pregnant 

women, etc.) 

100 

 
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 è stato  

Abbot PRISM HBsAg assay .  

Tutti i 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 IU/ml sono stati considerati come 

reattivi ovvero positivi al test. 

Il criterio di accettabilità è una specificità diagnostica del 99.9%. 
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  Expected  resu lts   
LIAISON  XL   Pos itive   Indeterm.  Negative   Tota l 

Pos itive   0   0   1      1  

Negative   0   0   5200   5200  

Tota l  0   0   5201   5201  

 
 

Diagnostic  specif icity   95%  conf idence   in terva l 

  99.98%   (5200/5201)   99.89  –  100.00%  

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

sensibilità diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza 
 

 

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

rispetto al metodo di riferimento, ma il criterio di accettabilità è stato comunque raggiunto. 
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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 HBsAg,subtype adw2, 

genotype A NIBSC code: 

00/588 

Specificity Unselected donors 

(including first-time donors) 

5000 

Hospitalised patients 200 

Potentially cross-reacting 

blood-specimens 

(RF+, related viruses,pregnant 

women, etc.) 

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 accettabilità per la specificità diagnostica su di una popolazione aperta sono del 

99,5%. 

 

 

Specificity- Hospitalised patients 
 

 

  Reference  method 

LIAISON  XL   Pos itive   Negative   Tota l 

Pos itive   4   0   4  

Negative   0   386   386  

Tota l  4   386   390  

 
 

Diagnostic  specif icity   95%  conf idence   in terva l 

100.0%   (386/386)   99.05  –  100.0%  

 

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

riportata la sensibilità diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza 
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Specificity- Potentially cross-reacting blood-specimens 
 

Pregnant women 
 
 

  Reference  method   
LIAISON  XL   Pos itive   Negative   Tota l 

Pos itive   0   0   0  

Negative   0   100   100  

Tota l  0   100   100  

 
Diagnostic  specif icity   95%  conf idence   in terva l 

100%   (100/100)   96.38  –  100%  

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

riportata la sensibilità diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza 
 
 
 
 
Dialysis patients 
 
 
 
 

  Reference  method   
LIAISON  XL   Pos itive   Indeterm.  Negative   Tota l 

Pos itive   2   1   0   3  

Negative   0   0   275   275  

Tota l  2   1   275   278  

 
Diagnostic  specif icity   95%  conf idence   in terva l 

99.64%   (277/278)   98.00  –  100.0%  

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

la sensibilità diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza 
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High Risk Subject Population 
 
 

  Reference  method   
LIAISON  XL   Pos itive   Indeterm.  Negative   Tota l 

Pos itive   4   0   1   5  

Negative   0   0   138   138  

Tota l  4   0   139   143  

 
Diagnostic  specif icity   95%  conf idence   in terva l 

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 è inoltre 

riportata la sensibilità diagnostica con il relativo intervallo di tolleranza 
 
 
 
Come si può osservare nelle tabelle sopra riportate (Fig. 29-32)  relative ai risultati ottenuti sulla 

popolazione aperta, il kit LIAISON XL ha dimostrato una specificità diagnostica media del 

99,73% , ovvero nell’intervallo di accettabilità richiesto. 
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Cross Reactions 
 
Il kit LIAISON XL è 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. 

 

 

 

Condition 
Number of expected 
negative samples 

LIAISON XL 
positive result 

Parvovirus B19     15   0  

Rubella  vi rus   15   0  

VZV    14   0  

EBV  VCA   15   0  

HSV ‐1/2    11  0  
Toxoplasma    10   0  

Borrel ia     7   0  

CMV    10   0  

Anti ‐nuclear (ANA)    10   0  

Syphil i s  total  Ab    16   0  

HAV  tota l  Ab  7   0  

HIV  Ag  /  Ab   14   0  

HCV  tota l  Ab  6   0  

HAMA  20   0  

HTLV ‐I/I I  (+)   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 è stato necessario verificare la sua reattività anche 

rispetto ad un pannello di mutanti dell’HBsAg. In letteratura sono ormai documentate diverse 

mutazioni dell’antigene HBsAg ed è proprio nel riconoscere queste che molti test già sul mercato 

risultano poco sensibili.  
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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 è deciso di produrre un pannello di 10 tra i più comuni mutanti identificati 

ricombinanti. La decisione di produrre mutanti ricombinanti deriva dalla oggettiva difficoltà di 

reperire campioni naturali di sieri contenenti l’antigene mutato.  

La DiaSorin ha quindi richiesto il clonaggio di 10 mutanti identificati dal marketing come i più 

significativi, all’interno di un vettore di espressione che permettesse la produzione delle proteine 

ricombinanti da una linea cellulare eucariotica. L’obbiettivo richiesto è stato di consegnare 

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

μg/ml . 
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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 I110R‐S117I‐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 P142S‐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  

è stato innanzitutto necessario individuare gli enzimi di restrizione migliori.    

 

A                                                                            B 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

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. 
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Una volta scelti come enzimi per il clonaggio BamHI e XbaI: 

- Entrambi i DNA sono stati digeriti; 

- Gli 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) 

 
 

 

Fig. 36 In figura è 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 

è 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 è stata fatta crescere su 

terreno selettivo ed è stato estratto il DNA plasmidico. 

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

di espressione eucariotico pcDNA3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificazione della linea eucariotica che meglio si presta alle condizioni di espressione 

delle proteine ricombinanti dell’HBsAg 

Per esprimere i mutanti HBsAg è stato necessario identificare la linea cellulare eucariotica che 

desse i 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 più comune mutazione documentata. A 

48 ore dalla trasfezione il surnatante raccolto è stato analizzato mediante il kit ELISA ETIMAK-

4 fornito dalla DiaSorin, in grado di rilevare la presenza dell’antigene HBsAg. 

 

 

Fig.37 La figura mostra lo schema del sub 

clonaggio del cDNA codificante le 

proteine mutanti HBsAg. 
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Fig. 38 Il grafico mostra l’espressione della proteina HBsAg-G145R in tre linee cellulari eucariotiche (HeLa; 293T; 

HepG2) sotto forma di assorbanza valutata tramite ETIMAK-4.  

 

Tutti i 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 può osservare una buona e del tutto confrontabile 

capacità di espressione della proteina ricombinante essendo tutti valori delle assorbanze superiori 

al valore soglia del kit anche nella diluizione 1:100. Essendo però 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 più 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 l’espressione dei mutanti 

HBsAg, è stato necessario mettere a punto anche la tempistica di trasfezione, al fine di ottenere 

la migliore resa in produzione delle proteine ricombinanti. Infatti se  è vero che con il passare del 

tempo le proteine ricombinanti si accumulano nel surnatante di coltura delle cellule trasfettate, è 

anche possibile che con il tempo vengano degradate e quindi la concentrazione risulti infine più 

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 i 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. 

 
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 densità ottica del campione utilizzando in kit ETIMAK-4.  
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Come si può vedere nei grafici sopra riportati (Fig.39), il maggior livello di espressione delle 

proteine ricombinanti nel surnatante è 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 . 
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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  PANEL ID  ng/ml 
HBsAg T123N   # 1/10  1800 
HBsAg T123N‐T124S   # 2/10  210 
HBsAg P142L‐F/Y143H‐D144E‐G145R   # 3/10  26 
HBsAg I110R‐S117I‐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 P142L‐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 i mutanti la cui concentrazione risulta insufficiente 

 

Come si può 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 μg/ml) mentre  le 

concentrazioni medie  calcolate in  3 diversi test ELISA su surnatanti raccolti dopo tre diverse 

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

 

 

Per indagare le ipotesi che potessero spiegare tale risultato è 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 qualità della preparazione del DNA.  

1) Tutti i DNA codificanti per i mutanti sono quindi stati sequenziati ex-novo. Il DNA che 

codifica per i 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 è 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 capacità 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 l’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 l’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 più alta come controllo 

positivo. Come anticorpi primari sono stati utilizzati tre anticorpi forniti dalla DiaSorin: 

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

- MoAb 4b5 anti HBsAg 2 LIA (monoclonale) 2μg/ml 

- IgG antiHBs (policlonale) 2μg/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 μg/ml. Il 

campione 7/10 è stato considerato come controllo positivo. 

 

 

Come si può 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 aspecificità nel 

controllo negativo, è tuttavia decisamente superiore rispetto a quanto atteso in base alla 

quantificazione ottenuta in ELISA, dove ad esempio il campione 2/10 risultava 5 volte più 

concentrato del 3/10. 

Gli anticorpi IgG 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, è 

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 reattività nei confronti dei 

surnatanti in esame, avvalorando l’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 

l’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 è stato 

necessario verificare la reattività 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. 

 

 
Fig. 42 La figura mostra i risultati ottenuti analizzando i dieci mutanti con il kit LIAISON XL, con il kit già in 

commercio LIAISON HBsAg e con il competitor ARCHITECT. 
 

La tabella (Fig 42) mostra che come atteso il nuovo kit LIAISON XL è stato in grado di 

identificare come positivi tutti i 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 l’incapacità 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 l’esigenza, per 

diventare maggiormente competitivi sul mercato, di migliorare i propri prodotti riguardanti 

l’identificazione della molecola antigenica HBsAg marker precoce delle infezioni da HBV. 

La small protein, meglio conosciuta come HBsAg, è una molecola di superficie che costituisce 

l’involucro lipoproteico del virus dell’Epatite B e contiene il sito maggiormente 

immunodominante del virus. Questo sito denominato determinante “a” è comune a tutti i 

sierotipi e genotipi del virus insieme con gli epitopi sierotipici che determinano i maggiori 

sottotipi dell’HBV: dw, yw, dr e yr.[48] 

Il determinante “a” è localizzato tra gli aminoacidi 124 e 147 all’interno della regione idrofilica 

maggiore (MHR) [51]. La sua struttura terziaria è cruciale per il riconoscimento da parte del 

sistema immunitario.  

Variazioni naturali, dovute all’eterogenicità genetica, o 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 affinità 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 è 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 necessità del virus di eludere il sistema immunitario. Questi mutanti 

hanno perciò 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, è 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 e 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 è in grado di fornire una quantificazione dei campioni da 0,05 a 250 IU/ml e fornisce una 

specificità del 99,86% nei confronti di donatori di sangue, del 100% nei confronti di pazienti 

ospedalizzati ed una sensibilità del 100%. 

I criteri di accettabilità interni all’azienda definiti dal marketing per la messa a punto di un kit 

LIAISON XL per l’identificazione della molecola antigenica HBsAg, si sono pertanto basati 

sulle performance del competitor HBsAg ARCHITECT ovvero: una sensibilità analitica uguale o 

inferiore a 0,05 IU/ml, una specificità superiore al 99 % ed infine una sensibilità del 100%. 

Per poter poi avere la possibilità di un’immediata commercializzazione del kit LIAISON XL per 

l’identificazione dell’HBsAg almeno a livello europeo è stato indispensabile rispondere anche 

alle caratteristiche richieste dal decreto della Commissione Europea 2009/565/CE, che prevede 

l’analisi di un cospicuo numero di campioni sia positivi che negativi. 

Per migliorare le caratteristiche di sensibilità del kit già in commercio, è stato indispensabile 

prendere in considerazione l’utilizzo di un nuovo pannello di anticorpi monoclonali, che 

contrariamente a quelli comunemente utilizzati nei test diagnostici per il riconoscimento 

dell’HBsAg, fosse in grado di riconoscere porzioni costanti della proteina e che quindi 

eliminasse la possibilità di andare incontro all’identificazione di falsi negativi, dipendente 

dall’incapacità di riconoscere determinate mutazioni della proteina. L’obbiettivo non è 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 è 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 l’eventuale ingombro sterico e migliorare la possibilità 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 stabilità in base a quanto definito dalle normali procedure di accettabilità 

interne all’azienda. Entrambi i 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 è poi proceduto con la validazione del 

kit LIAISON XL riguardo alla sensibilità, analizzando un totale di più di 500 campioni positivi 

tra campioni di sieri di pazienti e pannelli commerciali, dimostrando infine una sensibilità del 

100%. Inoltre sono stati analizzati 32 pannelli di sieroconversioni per le quali il kit LIAISON XL 

ha rispettato pienamente i criteri di accettabilità 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 specificità 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 specificità paragonabile a quella 

ottenuta dal competitor ARCHITECT. 
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Infine per completare la validazione del kit LIAISON XL è stato  indispensabile analizzare 

anche un pannello di campioni di mutanti HBsAg. Per l’oggettiva difficoltà nel reperire sieri di 

pazienti positivi ad HBsAg mutati, è 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 l’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 T123N-T124S e 

122+DT-G145R, e T123N-T124S e P142L-F/Y143H-D144E-G145R rispettivamente. 

In conclusione si può 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 è quindi pronta al lancio sul mercato europeo del kit sostituendolo a 

quello gia in commercio. 
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1.6 ALLEGATO 1 
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1.7 ALLEGATO 2 
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1.8 ALLEGATO 3 
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1.9 ALLEGATO 4 
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1.10 ALLEGATO 5 
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2. LA STIMOLAZIONE DI B7H INIBISCE L’ADESIVITÀ 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 infiammazione. 

L’infiammazione è una risposta fisiologica a numerosi stimoli come infezioni e danno tessutale. Nel 

corso della risposta infiammatoria sono prodotte varie citochine e altri mediatori infiammatori che 

agiscono sui vasi sanguigni locali e inducono in primo luogo vasodilatazione, aumento della 

permeabilità vascolare ed un’aumentata espressione di molecole di adesione (cell-adhesion 

molecules, CAMs) endoteliali. Si dice allora che l'endotelio è attivato o infiammato. Con la 

vasodilatazione si ha l’aumento del volume di sangue nell’area interessata e la riduzione della 

velocità del flusso ematico, mentre con l’aumento della permeabilità 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 è espressa 

da cellule endoteliali attivate e la P-selectina è 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 α e una catena β) espresse dai 

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

affinità ai loro ligandi [6-7]. Nella superfamiglia delle immunoglobuline sono incluse ICAM-1, 

ICAM-2, ICAM-3, e 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 ).  

 
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 è 

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 infiammatoria. Interleuchina 8 (IL-8) e MIP-1β 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’affinità 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 

l’adesione del neutrofilo all’endotelio. 

I neutrofili fagocitano i patogeni invasori e rilasciano mediatori chemochinici, come la proteina 

macrofagica infiammatoria (macrophage inflammatory protein MIP-1α e MIP-1β), che attirano i 

macrofagi nella sede dell’infiammazione. I macrofagi attivati sono dotati di elevata attività 

fagocitica e sono capaci di rilasciare elevate quantità di mediatori e citochine coinvolti nella 

risposta infiammatoria. 
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I macrofagi tessutali attivati secernono IL-1, IL-6 e TNF-α che agiscono localmente favorendo la 

coagulazione e l’aumento della permeabilità vascolare, inducendo una aumentata espressione di 

molecole di adesione da parte delle cellule endoteliali dei vasi. In particolare, TNF-α stimola 

l’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, i 

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 è 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 i 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 più 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) è considerato un marker tumorale. L’anticorpo CA19-9 è in grado di riconoscere in modo 

specifico questa molecola ed è 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].  
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2.1.2 LA MOLECOLA COSTIMOLATORIA H4/ICOS 
 
L’attivazione dei linfociti T rappresenta un evento centrale nella generazione della risposta 

immunitaria e ad essa consegue un’espansione clonale delle cellule immunocompetenti con 

l’acquisizione di funzioni effettrici [24-25]. Tale fenomeno è 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 é fornito in 

seguito all’interazione del complesso MHC-peptide (presente sulla superficie delle APC) con il 

TCR ed i corecettori CD4 e CD8; il secondo è fornito da molecole costimolatorie che 

interagiscono con specifici ligandi espressi sulle APC [26].  

CD28 è la molecola con funzione costimolatoria positiva meglio caratterizzata, sia a livello 

funzionale sia molecolare e riveste il ruolo più 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 è 

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 l’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 più per una diversa cinetica d’espressione, che per una 

diversa trasduzione del segnale indotta nel linfocita. B7.1 è espresso da DC solo in seguito ad 

attivazione, B7.2 è già 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+ e CD4+, come CTLA-4 ed intensifica tutte le risposte 
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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 è stata inizialmente descritta, 

come H4, nel nostro laboratorio sia nel topo sia nell’uomo [30-31]. Successivamente è stata 

clonata, come ICOS (inducible T cell costimulator), da altri autori [32]. Nel nostro laboratorio è 

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

ICOS è una molecola transmembrana di tipo I ed è espressa in forma monomerica o come 

omodimero. Nell’uomo è costituita da 199 amminoacidi e la forma dimerica è 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 più dipendente da PI3K, la cui attività è stimolata in 

misura maggiore rispetto a CD28 [27]. 

Pur appartenendo alla stessa famiglia, CD28 e ICOS si differenziano in alcuni importanti aspetti. 

CD28 è espresso costitutivamente sulla superficie dei linfociti T, ICOS viene espresso solo in 

seguito all'attivazione linfocitaria, come CTLA-4; la molecola è già espressa 24 ore dopo 

l'attivazione. Entrambe inducono la sintesi di citochine (IL-4, IL-5, IL-10, IFN-γ, TNF-α), 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, l’unico ligando di ICOS (e 

viceversa).  

B7h è 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].  
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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 è indotta l’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 l’attivazione di ICOS è stata correlata con l’induzione della secrezione di IL-4 da parte 

di cellule Th2 oppure della secrezione di IL10 da parte di cellule T regolatorie, ma può anche 

indurre secrezione di IFNγ in cellule Th1 [43-45]. Nell’uomo invece la costimolazione ICOS in 

cellule Th naive promuove la secrezione di IFNγ in presenza di IL-2 e IL-10 e secrezione di 

TGF-β 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 l’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 

capacità delle ECs di stabilire interazioni con le cellule T è 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 è che anche le cellule T possono modulare la funzione delle EC. Questo effetto può 

essere mediato da citochine secrete da cellule T come IFNγ 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 l’espressione di molecole di adesione e 

chemochine da parte delle ECs [48]. 
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2.2 SCOPO DEL LAVORO 
 
Lo scopo di questo lavoro è stato valutare gli effetti della stimolazione di B7h espresso dalle ECs 

sulla loro capacità di sostenere l’adesione di cellule tumorali e infiammatorie, utilizzando una 

forma solubile ricombinante di ICOS (ICOS-Fc). 

Il lavoro originale è riportato di seguito ( ALLEGATO 6). 
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2.3 ALLEGATO 6 

 

 

 



 115 



 116 



 117 



 118 



 119 



 120 



 121 



 122 



 123 



 124 

 
 

 



 125 

2.4 BIBLIOGRAFIA 
 

1. Luster AD, Alon R, von Andrian UH. Immune cell migration in inflammation: present 

and future therapeutic targets. Nat Immunol 2005;6:1182–90. 

2. Ley K, Laudanna C, Cybulsky MI, Nourshargh S. Getting to the site of inflammation: the 

leukocyte adhesion cascade updated. Nat Rev Immunol 2007;7:678–89. 

3. Rao RM, Yang L, Garcia-Cardena G, Luscinskas FW. Endothelial-dependent 

mechanisms of leukocyte recruitment to the vascular wall. Circ Res 2007;101:234–47. 

4. Vestweber D. Selectins: cell surface lectins which mediate the binding of leukocytes to 

endothelial cells. Semin Cell Biol 1992;3:211–20. 

5. Varki A. Selectin ligands. Proc Natl Acad Sci U S A 1994;91:7390–7. 

6. Gahmberg CG, Valmu L, Fagerholm S, Kotovuori P, Ihanus E, Tian L, Pessa-Morikawa 

T. Leukocyte integrins and inflammation. Cell Mol Life Sci 1998;54:549–55. 

7. Kim M, Carman CV, Yang W, Salas A, Springer TA. The primacy of affinity over 

clustering in regulation of adhesiveness of the integrin {alpha}L{beta}2. J Cell Biol 

2004;167:1241–53. 

8. Springer TA. Traffic signals on endothelium for lymphocyte recirculation and leukocyte 

emigration. Annu Rev Physiol 1995;57:827–72. 

9. McEver RP. Selectins: lectins that initiate cell adhesion under flow. Curr Opin Cell Biol 

2002;14:581–6. Salas A, Shimaoka M, Kogan AN, Harwood C, von Andrian UH, 

Springer TA. Rolling adhesion through an extended conformation of integrin 

alphaLbeta2 and relation to alpha I and beta I-like domain interaction. Immunity 

2004;20:393–406.  

10. McEver RP, Cummings RD. Role of PSGL-1 binding to selectins in leukocyte 

recruitment. J Clin Invest 1997;100:S97–103.  

11. Kobayashi Y. Neutrophil infiltration and chemokines. Crit Rev Immunol 2006;26:307–

16.  

12. Salas A, Shimaoka M, Kogan AN, Harwood C, von Andrian UH, Springer TA. Rolling 

adhesion through an extended conformation of integrin alphaLbeta2 and relation to alpha 

I and beta I-like domain interaction. Immunity 2004;20:393–406. 

13. Fidler, I. J. (2003). The pathogenesis of cancer metastasis: the “seed and soil” hypothesis 

revisited. Nature Reviews Cancer, 3(6), 453–458. 

14. Pantel, K., & Brakenhoff, R. H. (2004). Dissecting the metastatic cascade. Nature 

Reviews Cancer, 4(6), 448–456. 



 126 

15. Kaplan, R. N., Rafii, S., & Lyden, D. (2006). Preparing the “soil”:the premetastatic 

niche. Cancer Report, 66(23), 11089–11093. 

16. Zetter BR (1993) Adhesion molecules in tumor metastasis. Semin Cancer Biol 4:219–

229. 

17. Honn, K. V., Tang, D. G., & Crissman, J. D. (1992). Platelets and cancer metastasis: a 

causal relationship. Cancer and Metastasis Reviews, 11(3–4), 325–351. 

18. Vestweber, D. (1993). The selectins and their ligands. Current Topics in Microbiology 

and Immunology, 184,65–75. 

19. Varki, A. (1992). Selectins and other mammalian sialic acidbinding lectins. Current 

Opinion in Cell Biology, 4(2), 257–266. 

20. Sperandio, M. (2006). Selectins and glycosyltransferases in leukocyte rolling in vivo. 

FEBS Journal, 273(19), 4377–4389. 

21. Magnani, J. L. (2004). The discovery, biology, and drug development of sialyl Lea and 

sialyl Lex. Archives Biochemistry and Biophysics, 426(2), 122–131.  

22. Laferriere, J., Houle, F., Taher, M. M., Valerie, K., & Huot, J. (2001). Transendothelial 

migration of colon carcinoma cells requires expression of E-selectin by endothelial cells 

and activation of stress-activated protein kinase-2 (SAPK2/p38) in the tumor cells. 

Journal of Biological Chemistry, 276(36), 33762–33772. 

23. Reyes-Reyes, M. E., George, M. D., Roberts, J. D., &Akiyama, S. K. (2006). P-selectin 

activates integrin-mediated colon carcinoma cell adhesion to fibronectin. Experimental 

Cell Research, 312(20), 4056– 4069.  

24. Janeway CA jr, and Golstein, P. Lymphocyte activation and effector functions. 1993. Curr. 

Opin. Immunol. 5:313-23.  

25. Janeway CA jr , and Bottomly, K. Signals and signs for lymphocyte response. 1994. Cell. 

76:275-85. 

26. Sharpe AH, Freeman GJ. The B7-CD28 superfamily. 2002. Nat. Rev. Immunol. 2:116-26. 

27. Rudd CE, Schneider H. Unifying concepts in CD28, ICOS and CTLA4 coreceptor 

signalling. 2003. Nat. Rev. Immunol. 3: 544-56.  

28. Stamper, C.C., Y. Zhang, J.F. Tobin, D.V. Erbe, S. Ikemizu, S.J. Davis, M.L. Stahl, J. 

Seehra, W.S. Somers, Crystal structure of the B7-1/CTLA-4 complex that inhibits human 

immune responses. 2001. Nature 410: 608-611. 



 127 

29. Wang S., G. Zhu, K. Tamada, L. Chen, J. Bajorath. Ligand binding sites of inducible 

costimulator and high avidity mutants with improved function. 2002. J. Exp. Med. 195: 

1033-1041. 

30. Redoglia V, Dianzani U, Rojo JM, Portoles P, Bragardo M,  Wolff H, Buonfiglio, D, 

Bonissoni S, and Janeway CA jr. Characterization of H4: a murine T lymphocyte activation 

molecule functionally associated with the CD3/TCR. 1996. Eur J Immunol. 26: 2781-89.  

31. Buonfiglio D, Bragardo M, Bonissoni S, Redoglia V, Cauda R, Zupo S, Burgio VL, 

Wolff H, Franssila K, Gaidano G, Carbone A, Janeway CA jr, and Dianzani U. 

Characterization of a novel human surface molecule selectively expressed by mature 

thymocytes, activated T cells and subsets of T cell lymphomas. 1999. Eur J Immunol. 

29:2863-74. 

32. Hutloff A, Dittrich AM, Beier KC, Eljaschewitsch B, Kraft R, Anagnostopoulos I, and 

Kroczeck RA. ICOS is an inducible T-cell co-stimulayor structurally and functionally 

related to CD28. 1999. Nature. 397:263-66. 

33. Buonfiglio D, Bragardo M, Redoglia V, Vaschetto R, Bottarel F, Bonissoni S, Bensi T, 

Mezzatesta C, Janeway CA jr, and Dianzani U. The T cell activation molecule H4 and 

the CD28-like molecule ICOS are identical. 2000. Eur. J. Immunol. 30: 3463-3467. 

34. Parry RV, Rumbley CA, Vandenberghe LH, June CH, Riley JL. CD28 and inducible 

costimulatory protein Src homology 2 binding domains show distinct regulation of 

phosphatidylinositol 3-kinase, Bcl-xL, and IL-2 expression in primary human CD4 T 

lymphocytes. 2003. J. Immunol. 171:166-74. 

35. Ling V, Wu PW, Finnerty HF, Bean KM, Spaulding V, et al. Cutting edge: identification 

of GL50, a novel B7-like protein that functionally binds to ICOS receptor. 2000. J. 

Immunol. 164:1653-57. 

36. Yoshinaga SK, Whoriskey JS, Khare SD, Sarmiento U, Guo J, et al. T-cell costimulation 

through B7RP-1 and ICOS. 1999. Nature. 402:827-32. 

37. Wang SD, Zhu GF, Chapoval AI, Dong H, Tamada K, et al. Costimulation of T cells by 

B7-H2, a B7-like molecule that binds ICOS. 2000. Blood. 96:2808-13. 

38. Aicher A, Hayden-Ledbetter M, Brady WA, Pezzutto A, Richter G, et al. 

Characterization of human inducible costimulator ligand expression and function. 2000. 

J. Immunol. 164:4689-96. 

39. Coyle, A. J., Lehar S., Lloyd C., Tian J., Delaney T., et al. The CD28-related molecule 

ICOS is required for effective T cell dependent immune responses. 2000. Immunity. 

13:95-105. 



 128 

40. McAdam, A. J., R. J. Greenwald, M. A. Levin, T. Chernova, N. Malenkovich, V. Ling, 

G. J. Freeman, and A. H. Sharpe. ICOS is critical for CD40-mediated antibody class 

switching. 2001. Nature 409:102-105. 

41. Tafuri, A., A. Shahinian, F. Bladt, S. K. Yoshinaga, M. Jordana, et al. ICOS is essential 

for effective T-helper-cell responses. 2001. Nature 409:105-109. 

42. Grimbacher B, Hutloff A, Schlesier M, Glocker E, Warnatz K, et al. Homozygous loss of 

ICOS is associated with adult-onset common variable immunodeficiency. 2003. Nat. 

Immunol. 4:261-68. 

43. Yagi, J., Y. Arimura, U. Dianzani, T. Uede, T. Okamoto, and T. Uchiyama. Regulatory 

roles of IL-2 and IL-4 in H4/inducible costimulator expression on activated CD4+ T cells 

during Th cell development. 2003. J. Immunol. 171:783-794. 

44. Nurieva, R. I., J. Duong, H. Kishikawa, U. Dianzani, J. M. Rojo, I. C. Ho, R. A. Flavell, 

and C. Dong. Transcriptional regulation of Th2 differentiation by inducible costimulator. 

2003. Immunity 18:801-873. 

45. Feito, M. J., R. Vaschetto, G. Criado, A. Sanchez, A. Chiocchetti, A. Jimenez-Perianez, 

U. Dianzani, P. Portoles, and J. M. Rojo. Mechanisms of ICOS costimulation: effects on 

proximal TCR signals and MAP kinase pathway. 2003. Eur. J. Immunol. 33:204-214. 

46. Mesturini, R, Nicola, S, Chiocchetti, A, Bernardone, IS, Castelli, L, Bensi, T, et al. ICOS 

cooperates with CD28, IL-2, and IFN-gamma and modulates activation of human naïve 

CD4+ T cells. Eur. J. Immunol. 2006;36, 2601–12. 

47. Choi J, Enis DR, Koh KP, Shiao SL, Pober JS. T lymphocyte-endothelial cell 

interactions. Annu Rev Immunol. 2004;22:683-709. 

48. Rushworth, S.A., C.A. Bravery, and S. Thompson. 2001. Human CD154 induces 

activation of porcine endothelial cells and up-regulation of MHC class II expression. 

Transplantation. 72:127-132. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 129 

3. L’ENDOCANNABINOIDE 2-ARACHIDONOILGLICEROLO 
ATTIVA PIASTRINE 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 l’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 l’ippocampo, lo striato e il cervelletto, producono anche elevati livelli di AEA [1,7,8]. A 

livello periferico è espresso in organi come la milza, i reni, la pelle e l’utero [8,9].  

 
Fig. 1 Struttura chimica della molecola AEA 

  

Il 2-AG è l’unica specie di monoacilglicerolo con l’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 attività 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]. Il 

processo di biosintesi è attivato da uno stimolo che provoca la depolarizzazione della membrana 

cellulare. 

In particolare per l'AEA il meccanismo comunemente accettato prevede l'idrolisi enzimatica, 

catalizzata da una fosfolipasi di tipo D (PDL) , di un precursore fosfolipidico, l'N-arachidonoil-

fosfatidiletanolammina [21]. 

Il 2-AG, come anche l’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 è strettamente associata al metabolismo dei 

triacilgliceroli e principalmente all’attivazione di una fosfolipasi fosfatidilinositolo-specifica 

(PLC). Il 2-AG infatti può 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 può essere il prodotto dell’attività della PLA1 seguita 

dalla PLC [13,22,3].  

Il 2-AG può essere prodotto anche a partire dalla fosfatidilcolina attraverso la PLC o la PLD 

seguita dall’azione della fosfatasi dell’acido fosfatidico. In alternativa esso può 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 α-eliche transmembrana 
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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, è 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 è la 

conservazione nel corso dell’evoluzione [27,31].  

Il recettore umano CB2 invece è 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 è 

esclusivamente presente nel sistema immunitario, solo recentemente la sua espressione è stata 

notata anche nel cervello [32], è infatti abbondantemente espresso in tutti i tipi di leucociti, come 

linfociti B, natural killer e macrofagi/monociti, ed è noto il suo coinvolgimento nella risposta 

immunitaria come anche nelle reazioni infiammatorie [33].  

L’attivazione di questi recettori inibisce la formazione di cAMP mediante l’accoppiamento a 

proteine Gi, portando ad una diminuzione dei processi fosforilativi dipendenti da proteina chinasi 

A. Tuttavia altri studi hanno scoperto che i recettori per i cannabinoidi sono anche accoppiati a 

canali ionici mediante proteine Golf, quindi in grado di inibire l’entrata del Ca2+ attraverso N 

[34], P/Q [35] ed L [28] canali del calcio. In altri lavori è descritto l’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 può stimolare la 

formazione di cAMP attraverso l’accoppiamento con proteine Gs [41]. 

In aggiunta a questi classici recettori cannabici, studi eseguiti su topi privi dei recettori CB  

hanno rivelato l’esistenza di altri bersagli degli endocannabinoidi che sono stati collettivamente 

denominati  recettori non CB1/CB2 ovvero GPR119 e GPR55 [42]. Diversi ricercatori hanno 

ipotizzato la presenza di questi recettori  sulle cellule celebrali ed endoteliali. Tuttavia le 

proprietà 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 già 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 proprietà di mediatori locali. La loro ampia presenza nel sistema 

nervoso centrale suggerisce un ruolo fondamentale nella trasmissione sinaptica [41,42,44]. Molto 
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importante è l’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 è associata 

all’azione inibitoria degli endocannabinoidi sui canali del calcio presinaptici attraverso 

l’attivazione dei recettori CB1.Tale inibizione adotta due forme di plasticità 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 l’induzione della plasticità 

sinaptica a lungo termine  ovvero  LTP (long-term potentiation) e LDT (long-term depression). 

L’attivazione dei recettori cannabici bloccano l’LTP nelle sinapsi ippocampali [51] e inducono 

l’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 motilità ed il metabolismo intestinale, 

gli endocannabinoidi regolano processi di percezione come la nocicezione [54] e i 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 è il recettore maggiormente espresso nei tessuti 

linfoidi. L’mRNA del recettore CB2 è 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 più 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 è 

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, JNK 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 è inoltre in grado di  
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indurre cambiamenti morfologici nelle cellule del sistema immunitario, come l’estensione di 

pseudopodi e una rapida polimerizzazione dell’actina [59]. Altro importante effetto sui leucociti 

riguarda l’adesione cellulare [60].  

Il 2-AG prodotto nei tessuti vascolari partecipa a regolazioni fisiologiche delle funzioni vascolari 

come la diminuzione del tono vascolare attraverso l’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 è espresso nei tessuti oculari come  retina, trabecolato e processi ciliari. 

Un possibile ruolo potrebbe essere l’intrinseca regolazione della pressione intraoculare [64]. 

I recettori cannabici sono anche espressi in diversi tessuti gastrointestinali come il colon, 

l’intestino e lo stomaco, per cui il recettore CB1 potrebbe essere coinvolto nella regolazione 

della motilità intestinale [65]. 

Ci sono inoltre evidenze del fatto che il 2-AG giochi un ruolo nella proliferazione e 

nell’invasività di alcuni tipi di cellule cancerose in particolare nel cancro al seno o alla prostata. 

[66,67] 

Il recettore CB2 è inoltre presente in un comune sito di integrazione virale, Evi11, ed è 

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 l’anandamide mediante un sistema stimolato da donatori di 

ossido nitrico [70]. Partendo da questo presupposto è stato inoltre suggerito che le piastrine siano 

di elevata attività del FAAH, infatti le piastrine sono in grado di riassorbire 2-AG in maniera 

idrolisi dipendente, non è però ancora chiaro il meccanismo e l’esistenza di possibili trasportatori 

è ancora sconosciuta. Ci sono evidenze sul fatto che gli endocannabinoidi promuovano l’attività 

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

di cellule ematopoietiche [78]. Tuttavia i meccanismi molecolari attraverso i quali gli 
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endocannabinoidi sono coinvolti nel differenziamento ematopoietico sono ancora in fase di 

analisi. 

 

La degradazione degli endocannabinoidi avviene per mezzo di due specifici sistemi enzimatici: 

l’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  

Il 2-AG può essere metabolizzato non solo attraverso enzimi catabolici, ma anche anabolici. Può 

essere ad esempio metabolizzato ad acido 2-arachidonoil lisofosfatidico (LPA) attraverso 

l’azione di chinasi specifiche [84-85]. Questa via è 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 l’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 è mostrata in 

azzurro, mentre la via di degradazione in rosa. 
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3.2 SCOPO DEL LAVORO 
 

Lo scopo di questo  lavoro è stato investigare gli effetti del 2-AG, l’endocannabinoide più 

rappresentato nei tessuti perferici, sulla regolazione della funzionalità 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 è stato dimostrato 

che il 2-AG viene rilasciato dalle piastrine attivate durante l’emostasi, l’infiammazione ed in 

associazione con diverse malattie vascolari. Quindi il 2-AG potrebbe effettivamente partecipare 

alla regolazione della risposta e della funzionalità 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 è riportato di seguito (ALLEGATO 7). 
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3.3 ALLEGATO 7 
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