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VACCINI A VETTORE VIRALE

| vaccini a vettore sono virus chimerici generati in laboratorio che si basano su vettori di virus replicanti ("vivi"
nonreplicantio & R A T 3n{tui fodostaticuniti geni che esprimono proteine antigeniche per un agente patogeno
bersaglio® | vaccinia vettore virale COVIBL9 gia autorizzatutilizzano vettori virali non replicanti.

Per"replicante” & Q A v aSap&cka di un vettore virale di formare una progenie infettiva e quindi stabilire
un'infezione che si propaga nelle cellule del vaccinaientrela sola capgcita di esp[imere geniyirali e amplifica[e
il genoma virale a livello intracellualj dz £t ATFAOF Af @GSGHiG2NB 02YS G NB LI

| vettori virali, sia competenti per la replicazione dttiéettosi, sono particelle virali che possono infettare o
trasdurre le cellule bersaglio in un vaccinato per fornireesgrimere le proprie informazioni genetiche.

Mentre il termine "infezione" richiede che la replicazione virale avvenga all'interno di una cellula bersaglio, ;
semplice introduzione di informazioni genetiche viene definita "trasduzi¢méifezioneabortiva) 2

Di conseguenza, i vettori virali che infettano o trasducono cellule bersgapiartengoncentrambialla categoria
dei"vaccini genetici".

Vaccini in corso di sperimentaziordinica(draft landascape WH@6.04.2022) 3

Nonreplicanti

0ChAdOxiS- (AZD1222) (Covishieldnimpanzee A®) / AstraZeneca + University of Oxford
0Ad26.COV2.S / Janssen Pharmaceutical
oSputnik V*/ The Gamaleya CenteRussia

tViral Vectors in Veterinary Vaccine Development: A Textbook
Thiru VanniasinkapSuresh K. Tiko&iba K. Samal
2021 Edition:1st ed. Publisher: Springer International Publishing; Springer Pages:232 ISBN 13: 9783030519278

https://cellculturedish.com/upstrearmanufacturinggenetherapy-viralvectors2/
https://cellculturedish.com/upstrearmanufacturinggenetherapy-viralvectors/

Pushparajah D, Jimenez S, Wong S, Alattas H, Nafissi N, Slavcev RA.

Advances in genbased vaccine platforms to address the CGlApandemic

[published online ahead of print, 2021 JanAdlv Drug Deliv Rev. 2021;170:1141. doi:10.1016/j.addr.202110003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7789827/

Ewer KJ, Lambe T, Rollier CS, Spencer AJ, Hill AV, Dorrell L.

Viral vectors as vaccine platforms: from immunogenicity toaotp

Curr Opin Immunol. 2016 Aug;41:84. doi: 10.1016/j.c0i.2016.05.014. Epub 2016 Jun 7. PMID: 27286566.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/27286566/

Viralvectorbasedvaccine DNAbasedvaccineRNAbasedvaccine
- A landscape for vaccine technology against infectious disease, 92l tumor.
https://lwww.genemedi.net/i/vaccineseview

2Pinschewer DD.

Virally vectored vaccine delivery: medical needs, mechanisms, advantages and challenges.

Swiss Med WKkly. 2017 Aug 8;147:w14465. doi: 10.4414/smw.2017.14465.

https://smw.ch/article/doi/smw.2017.14465
https://smw.ch/journalfile/download/article/ezm_smw/en/smw.2017.14465/e3601a3230708b0a70e71bf64e46a676b0eefded/smw_2017.ptld&5
cljf

3 https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscapeof-covid-19-candidatevaccines

4 https://sputnikvaccine.com/aboutaccine/
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oCanSino AdBCoV- Recombinant novel coronavirus vaccine (Adenovirus type 5 vectognSino Biological
Inc./Beijing Institute of Biotechnology

0GamCOVIBbvac Adendbased (rAd2&+rAd5S) /Gamaleya Research Institute ; Health Ministry ofRussian
Federation

0GRAdCOV?2 (Replication defective Simian Adenovirus (GRAd) encodiRgiShéra + Leukocare + Univercells

0VXACoV21 Ad5 adjuvanted Oral Vaccine platforraaxart

0MVASARS-S /University of Munich (Ludwilglaximilians)

0hAd5SFusion+NETSD vaccindrmmunityBio, Inc.

0COHO04S1 (MVBARR-S) /City of Hope Medical Center + National Cancer Institute

oLV SMENMDC vaccine. (Dendritic cells are modified with lentivirus vectors expressingXSavidciigene SMENP
and immune modulatory genes. GTdre activated by I-MC presenting CowtB specific antigens)$henzhen
Genelmmune Medical Institute

0COHO04S1 (MVBARS-S)- Maodified vaccinia ankara (sSMVA) platform + synthetic SBR& / City of Hope
Medical Center + National Candestitute

0AdCLBCoV19 (adenovirus vectorellid Co., Ltd.

oChimpanzee Adenovirus serotype 68 (ChAd) anebsaffiifying mMRNA (SAM) vectors expressing spike alone, or
spike plus additional SAR®V2 T cell epitopes.Gritstone Oncology

0SCAd6-1, Adneviral vector vaccindletherex Pharmaceuticals Corporation

oModified Vaccinia Virus Ankara (MVA) vector expressing a stabilizedC2MrSpike protein/German Center
for Infection Research

o0PIV5 vector that encodes the SAB®/2 spike protai/ CyanVac LLC

0AZD2816; adenoviral vector ChAdOx platform and based on the Beta (B.1.351) veieaieneca + University
of Oxford

0AAV5RBDS vaccine (BCEbB0), A recombinant Adenovirtsssociated viral Vector (AAY encoding spike
protein/ Biocad

0Ad5triCoV/Mac or ChAdriCoV/Mac, new experimental adenovidsised vaccines expressing SARY2
spike, nucleocapsid and RNA polymerps#eins /McMaster University

0MVASARS-ST VaccindHannover Medical School

Replicanti

0DeINS122019nCoVVRBBOPT1 (Intranasal flbasedRBD) Jiangsu Provincial Center for Disease Prevention and
Control

oCovidl9/aAPQraccine. The CovitB/aAPC vaccine is prepared by applying lentivirus modification with immune
modulatory genes and the viral minigenes to the artificial antigen presenting cells (aARE®nzhen Gero
Immune Medical Institute

orVSVYSARS 0V2-S Vacine/ Israel Institute for Biological Research

oDendritic cell vaccine AROVIBLY. A vaccine consisting of autologous dendritic cells loaded with antigens from
SARE0V2, with or without GMCSF Aivita Biomedical, Inc.

0COVIVAC. Newcastle Disease Virus (NDV) expressing mesabchioeed prefusionstabilized/ Institute of
Vaccines and Medical Biologicals, Vietham

oNDVHXRS; A Live Recombinant Newcastle Disease Vauwred COVI9 VaccineSean Liu, Icahn School of
Medicine at Mount Sinai
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Sendal virus vector

‘iral vector (Mon-replicating)

Sendal virus vector

‘iral vector (Mon-replica ting)

Adenovirus-based

‘iral vector (Mon-replica ting)

Adeno-associated vinus vector [AAVEOVID)

‘Wiral vector (Mon-replica ting) MV A encoded VLP
‘iral vector (Mon-replica ting) MWVA-S
‘iral vector [Mon-replica ting) AdenoS-based

‘iral vector (Mon-replicating)

AdS S [GREVAX™ platform)

‘iral vector [Mon-replica ting)

Oiral AdS 5

‘iral vector (Mon-replica ting)

Adenovirns-based + HLA-matched peptides

‘Wiral vector (Mon-replicating)

MV A expressing structural proteins

‘iral vector (Mon-replicating)

Parainfluenza virus 5 [PIV5)-based vaccine expressing the spike protein

‘iral vector (Mon-replicating)

Recombinant deactivated rabies vines containing 51

‘iral vector (Mon-replicating)

Influenza A HIN1 vector

‘Wiral vector [Replicating)

Mewcastle disease vinus expressing the spike protein

‘iral vector (Mon-replica ting)

Newcastle disease vinus expressing membrane-anchored spike

‘iral vector (Mon-replicating)

Lenthviral \ector

‘iral vector (Mon-replicating)

Lenitiviral Vector

‘iral vector (Mon-replicating)

Lenitiviral Vector Retro-v LP Particles

‘iral vector [Mon-replica ting)

Ad 5 vector for intranasal administration

‘iral vector (Mon-replica ting)

Oral vaccine platform

‘iral vector (Mon-replicating)

Recombinant Adenowvirus Vector (Type 5) + Spike protein of SARS-Cov-2

‘iral vector [Mon-replicating)

Recombinant Adenovirus Vector (ChidOxl) + Spike protein of SARS-Co\-2

‘iral vector [Mon-replica ting)

Adenovirns-based

‘iral vector [Mon-replica ting)

Chimpanzee adenowirus vector expressing the RED-dimer withouwt adjuvant

‘Wiral vector |Replicating)

YF17D Vector

‘Yiral vector [Replicating)

Measles Vector

‘Wiral vector [Replicating)

Measles Vector

‘Wiral vector [ Replicating)

Measles Virus |5, N targets)

‘Wiral vector |Replicating)

Horsepow vector expressing 5 protein

‘Wiral vector | Replicating)

Live wiral wvectored vaccine based on attenuated influenza vins backbone (intranasall

‘Wiral vector | Replica ting)

Recombinant vaccine based on Influenza A winus, for the prevention of COWID-1% (intranasal)

‘Wiral vector | Replicating)

Attenuated Influenza expressing an antigenic portion of the Spike protein

‘Wiral vector [Replicating)

Influenza vector expressing RED

‘Wiral vector | Replicating)

Replication-competent W5V chimernic vins technology [VSVAG) delivering the SARS-CoV-2 Spike
[5] glycoprotein.

‘Wiral vector [Replicating)

Replicating W5\ vector-based DC-tangeting

‘Wiral vector [Replicating) WSV-5
‘Yiral vector [Replicating) WEV-5
‘Wiral vector |Replicating) WS\ vector

‘Wiral vector [Replicating)

W 2-deficient single replication [M25R] influenza vector

‘Yiral vector [Replicating)

Mewcastle disease vins vector (MDWV-5ARS-0oW-2/5 pike)

‘Wiral vector | Replicating)

Awian paramyxovins vector [APMY]

‘Yiral vector [Replicating)

Intranaszal Newcastle disease wvirus vector [rMDW-L5 1-F ARVET) expressing RED protein: rlDv-L51-
HMN-RBDYSARS-CoV-2

Viral wector | Replicating)
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APPROFONDIMENTO
Metodologie per il trasferimento genicoVettori basati sul virus aden@associato (AAV) pag 93
Dendritic celtbased COVI19 vaccines: A mini review
Cellule ricombinanti

APPROFONDIMENTO

[! wODh[! %Lhb9 59[[Q9{tw9{{Lhb9 T

Definizioni®

wCellula ospite(host cell)
¢ La cellula infettata dal virus

wCellula sensibile ad un virus
¢ La cellula che ha i recettori pguel virus

wCellula permissiva per un virus
¢g[+ OSttdzA Il OKS LISNNSGGS f 2zignégueBhsSy (12 RSt f QA

t2a8A0AfA SAAGA RStEtQAYFSIA2yS GANI S

wlinfezione produttiva la cellula € permissiva per la replicazione viralepggamerati e rilasciati nuovi virioni
¢ Morte della cellula e fine della produzione di virus
¢ Sopravvivenza della cellula e persistenza della produzione di virus

wlnfezione abortiva la cellula non & permissiva per la replicazione virale oppureus @ difettivo, non sono
prodotti nuovi virioni
¢ Possibile persistenza di (parte del) genoma virale

wlinfezione restrittiva la cellula € permissiva transitoriamente o solo in determinate condizioni occasionali
¢ Permanenza del genoma viralafézione latente) e possibilita di riattivazione

f Cassetta genica

Il transgene (nel nostro caso la proteina Spike del SARS trasformato in cDNAer essere incorporato nel
genoma del vettore) e gli elementi minimi richiesti per la regolazione della sua espressione (il promotore, cioé |
sequenza di DNA che attiva la trascrizione, e il segnale di poliadenilazione per la terminazione dellarieggscrizi
costituiscono insieme la cosiddettzassetta d'espressiongl'unita trascrizionale minima veicolata dal vettofe.

5Pertiwi D, Hafiz I, Nurhadi lllian D.

Dendritic cellbased COVHR9 vaccines: A mini review.

J.Res.Pharm. 2021; 25(6): 83®0.http://dx.doi.org/10.29228/jrp.78
https://jrespharm.com/uploads/pdf/pdf_MPJ_971.pdf

6 https://www.dbcf.unisi.it/sites/st13/files/allegatiparagrafo/2®4-2016/02_replica.pdf
“http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=419&Itemid=218

Terapia genicalnfoscience
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https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/978-88-470-1989-8_3.pdf
https://jrespharm.com/uploads/pdf/pdf_MPJ_971.pdf
https://www.infovac.ch/it/73-covid-list/853-5-cellule-ricombinanti
https://www.dbcf.unisi.it/sites/st13/files/allegatiparagrafo/28-04-2016/02_replica.pdf
http://dx.doi.org/10.29228/jrp.78
https://jrespharm.com/uploads/pdf/pdf_MPJ_971.pdf
https://www.dbcf.unisi.it/sites/st13/files/allegatiparagrafo/28-04-2016/02_replica.pdf
http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=419&Itemid=218
https://infoscience.epfl.ch/record/227326/files/Terapia%20genica_Treccani.pdf

VACCINI COVID A VETTORE: INGEGNERIZZAZIONE E RISCHI,

' UNA REVISIONE SCIENTIFICA.

TrattodawS$S32f I T A2yS RSttt QSalLINBaairzyS 3ISyaroll

La regolazione genica € un processo mediante il quale una cellula deeililigeni devono funzionaréontrollo
gualitativo) equanto(controllo quantitativo) funzionare (ad esempio: al 10%, 30%, 70% ...).

Questo processo € alla base della differenzid®ionOSft f dzf | NE> RSttt @ NRAFOAC
FffQF YOASYGSo

Differenziazione cellulare

E un processo mediante il quale cellule non specializzate (staminali) diventano specializzate, acquisendo funzi
e forme patrticolari.

Tutte le cellule dun organismo, pur essendo tra loro molto diverse (per forma e funzioni), hanno gli stessi gen
(chenSt Ol a2 RStfQdz2Y2 az2y2 OANDI ondnnndd vdzSadaz2 §
(circa 5000) e ne silenzia alfcirca 25.000).

| geni attivati possono essere di 2 tipi:

- Geni_costitutivi(housekeeping), che gestiscono le funzioni basali di tutte le cellule (ad esempio, la
aryiSair RSttS YSYONIyYyS OSttdzAZ F NARX RStfQwb! > RS

- Geni _regolati cioé quei geni la cui trascrizione e traduzione & soggetta a controlli (per cui possono
essere pill 0 meno attivati o silenziati).

Variabilita tissutale

E una caratteristica in base alla qualea stessa cellulpud assumere forma e funzioni diverse, a seconda dei
tessuti in cui si trova. Per esempio, il monocita (un particolare tipo di globulo bianco) migra dal sangue verso ve
tessuti (fegato, polmone, 0sso, cervello), assumendo in essi forme e funzionedivers

'RFEGGEFYSYyd2 EfQlFYoASYyGS

E un fenomeno in base al quale una stessa cellula in uno stesso tessuto pud modificare il suo stato funzional
morfologico in base alle condizioni ambientali esterne.

t SNJ SaSYLIA23 dzyl OSffdzZ I NARdAzOS tQFiGAGAGE RA &aAy
di carenza di ossigeno e riprende la sintesi proteica e riattiva la respirazione aerobica fu@@di & A ISy 2
essere nuovamenteisponibile.

http://omero.farm.unipi.it/matdidFarm/9/PrincipiBiolMolCapitolo7.pdf
https://www.docenti.unina.it/webdocentibe/allegati/materialedidattico/34155881

https://www.biopills.net/regolazioneespressionegenica/

Gene Regulation in Eukaryotes
https://www.csun.edu/~cmalone/pdf360/Ch20%20euk%20gene%20reg.pdf

https://didattica-2000.archived.uniromaz2.it//biolsvil/deposito/Expression_Regulation.pdf
[ NB3I2t+TA2yS RStfQSaLINBaarzyS 3Syaol
Epigenetica ed espressione genica monoallelica

http://www.bgbunict.it/html/barbagallo/lezioni/strutt_gene.pdf
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https://www.docenti.unina.it/webdocenti-be/allegati/materiale-didattico/34155881
https://www.biopills.net/regolazione-espressione-genica/
https://www.csun.edu/~cmalone/pdf360/Ch20-1%20euk%20gene%20reg.pdf
https://didattica-2000.archived.uniroma2.it/biolsvil/deposito/Expression_Regulation.pdf
https://www.dir.uniupo.it/pluginfile.php/158169/mod_resource/content/1/regolazione%20espressione%20genica.pdf
https://translate.google.com/translate?hl=en&sl=it&u=https://www.treccani.it/enciclopedia/terapia-genica_%2528Enciclopedia-del-Novecento%2529/&prev=search&pto=aue
https://translate.google.com/translate?hl=en&sl=it&u=https://www.treccani.it/enciclopedia/terapia-genica_%2528Enciclopedia-del-Novecento%2529/&prev=search&pto=aue
http://omero.farm.unipi.it/matdidFarm/9/Principi-BiolMol-Capitolo8.pdf
http://www.bgbunict.it/html/barbagallo/lezioni/strutt_gene.pdf
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mRMA inattivo

Rimodellamento n Controllo della maturazione H Controllo della stabilita dell'mRNA H Controllo post-traduzionale
della cromatina dell'attivita proteica
Controllo trascrizione u Controllo del trasporto E Controllo della traduzione dell'mRNA ﬂ Degradarione della proteinz

Curtis et al.]l nuovo Invito alla biologia.bl@ Zanichelli editore 2017

Regolazione genomica
La regolazione genomica comprende tutti quei processi di regolazione che intervengono sul DNA.

Modificazioni del DNA
Comprenanoi processi di:
-Amplificazione genicaumento di numero delle copie di un gene);

-Ricombinazione genidgeni o parti di essi che si combinano dando origine a trascritti etaipedivers);
-Delezione genicgperdita della funzione di un gene o di fadi esso)
- Inserimento di genomi virali

Controllo pretrascrizionalgepigenetico = a monte dei geni)
/| 2YLINBYRS dzyl aSNARS RA LINPOSaair OKAYAOA fAKSI GYA2ZRAGH
dei geni.

-Metilazione del DNA

{A GNI GO RStfQlF3AAdry It FOU Ndn2 y3A RiIstGRo RB&cohétide Soldle2 &
citosine che stanno vicino ad una guanina.-hutleotidi GG nonsono molto frequenti nel DNA, perd quando
presenti si tovano spesso raggruppati in clus{grappoli) e sono chiamasgole Cp&Citosinafosfato-Guanina).
Queste isole si trovano per lo piupnossimita delle regioni promoter e la loro metilazione determina un blocco
dei promoter eil blocco della trascriane del gene correlato.
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(A)  [Cytosine. ~ Uracil -
m’ o m
15 I §— GpC— 5
: - c
70N - N
N CH Deamination Hl( CH s
. —> T
2% 5D 4O oH
o 2\ NH/ ° o \NH 7
' Bl TPQ e’
i i i §— GpC—F§
Methylation (Efficiently recognized
/ by DNA repair system,
" excised and repﬁcad) DNA
duplication
s ¢
c Cc §— TpG — 3
N’ cH—cH. Deamination R P PG
| ] ; —p | I 3 33— ApC — &'
i | o NH
vy 5o CpG = 3
(forms mismatch with G 3— GpC — &
inefficiently recognized by
DNA repair system)

https://slideplayer.it/slide/568583/
le sequenze CpG sono sottorappresentate nel genoma (probabilmente per la tendenzamdetiicosina a venire deaminata e mutata in T) ma
abbondanti nelle regioni promotrici dei geni

Le sequenze di DNA che sono nag hanno la capacita di legare alcune particolari proteahe a loro volta
NRAOKALF YIRS OQK & d rgeflasiQved dago G 2 v S

Questidue enzimd | dza I y2 dzy O2YLI Gdl YSyid2 RA 1jdzSttl RSGSNYJ
essere letta e trascritta).

La metilazione del DNA pud essere ereditabile e reversibile ed & alla base del feri@Behd QA Y LINR y (i 7
RSttQAYIFIGGABITA2yS RSt ONRY2az2Yl - S RSt YvY2alAO0Aa

-[ ifAprinting genicoé un processo che blocca la funzione di una daliee copie di un gene (quello
paterno o materno).

Normalmente, la copia materna e quella paterna di un gene sono entrambe espressénoeieno

def QAYLINAY GAyYy AT dzylt RSt f Ssildhdzfaodeshisés FA Sy S YSGAL L

Anche nel caso del cromosoma X avviene una cosa simile, solo che non riguarda alcuni geni bensi ['inte
cromosoma.

Nei mammiferi, i maschi e le femmine differisconogremosomi sessuali. | maschi hanno infatti un cromosoma

X e un cromosoma Y, mentre le femmine hanno due cromosomi X. Questa differenza determina un problema
NBI2fI T A2yS RStftQSaLINBaarz2yS IASYAOFT Ay Fprésénfi du & S
entrambe le copie del cromosoma X, le sue cellule avrebbero il doppio di questi prodotti proteici rispetto al
maschio. Per risolvere questa situazione, nei mammiferi si € evoluto un meccanismo di compensazione ©
dosaggio, che inattivanda trascrizione duno dei due cromosomi X presenti nelle cellule somatiche femminili
AY Ll GGA G pengtt® di RBdere @uali nei due sessi i livelli di espressione dei geni legati a questc
cromosoma. Durante il periodo della tarda blastocisti imiagellula di un individuo di sesso femminile viene
inattivato casualmente uno dei due cromosomi X.

Di conseguenza, una parte delle cellule esprimera i geni del cromosoma X paterno e l'altra parte esprimera i ge
del cromosoma X maternonosaicismo di ggessiong.
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l'f Y2YSyid2 RSttQ2@23SySair Af ONRY2az2Yl aitSyidas
cromatina densa (corpuscolo di Barr), si riattiva affinché la cellula uovo possa avere al suo interno un cromosor
X funzionante e sia pronta per un eveneiécondazione.

Anche nel caso della spermatogenesi il singolo cromosoma X presente come corpuscolo di Barr si riattiva affinc
lo spermatozoo interessato possa avere, alla fine della meiosi, un cromosoma X funzionant& o un Y.

https://hmn.wiki/it/X -inactivation

Il processo e i possibili editell'inattivazionecasuale detromosomaXnelle cellule embrionali umane femminili in fasendtosi.

1. Cellula embrionale allo stadio iniziale di una femnin&romosoma X matern®. Cromosoma X paternd.

Mitosi e evento casuale di inattivazione del cromosoma X

5.1l cromosoma paterno viene inattivato casualmente in una cellula figlia, il cromosomanmaténattivato nell'altrss .1l cromosoma paterno e
inattivato casualmente in entrambe le cellule figlid cromosoma materno & inattivato casualmente in entrambe le cellule 8dflie possibili
combinazioni casuali di risultati

La colorazione dejati_tartarugatie calicoe una manifestazione visibile dell'inattivazione dell’X aBii neri e aranciordi un gene di colorazione della
pelliccia risiedono sul cromosoma X. Per ogni dato pezzo di pelo, l'inattivazione di un cromosoma X che gektedeteaimina il colore del pelo dell'altro
allele attivo.

- Modifiche degli iston?

Si tratta di modifiche chimiche a carico della estrenhtéerminale degli istoni. Questa estremita & formata da
una sequenza di 600 aminoacidi e sporge al fliori del nucleosoma (per questo motivo & chiamatehe coda).
Le principali modifiche a carico di questa coda sono:

-Metilazione che provoca una compattazione del DNA e un impedimento alla trascrifio®eS y' 1T A Y
NEBalLRyaloAfS RiSddnetila¢siSGAT T A2YS § fQ

-Acetilazione (aggiunta del gruppo acetile €ED), che impedisce la compattazione mende
trascrivibile il DNA[ QSy T A Yl OKS LINE Rdg Stheddietnli Sefioh ¢he lelinka/ S
f QI OS i Afiibnededcsfifsi §

8 https://www.treccani.it/enciclopedia/inattivazionalel-cromosomax_%28Enciclopedidella-Scienzee-dellaTecnica%29/

9Bassé SA, Barnett MP.

The role of dietary histone deacetylases (HDACSs) inhibitors in health and disease.
Nutrients. 2014;6(10):4278301. Published 2014 Oct 15. doi:10.3390/nu6104273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4210916/
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MaCP2 +
CiMA methyl Sin 3/Histone
transferase deactylase

Active Inactive
(open) (condensed)
chromatin @ chromatin

transferase

~~—— Histone acetyl tails

https://www.albertovannelli.it/sites/default/files/articles/epigenetica.pdf

-Fosforilazione(aggiunta di un gruppo fosfato), crea una forza repulsiva tra le cariche negative dei fosfo
istoni e quindi ua decompattazionalel DNALa sua azione finale € quella di favorire la trascrizione.

-Ubiquitinazioned 33 A dzy G RSt f QdzoAljdZA GAY Ll 0 Tl J2lafascbie O?2
dei geni.

Il controllo pretrascrizionale é sfruttato anche dagli attivatoepressori, nonché dagli enhancesiﬁencer(vediﬁ
sotto)che, attt FSNB 2 Y2RAFAOKS RStft2 adlrdz2 RA 02 yspssoanun A 2
YSOOlIyAaY2 RA GALR O2YoAyl G2 NR2 odifstt sthuzdatorite@iGBRAFS G ( 2

Mechanisms linked to transcriptional activation
Acetylation (HATs)
Lysine methylation (H3K4, H3K6, H3K79)
Lysine de-methylation (H3K9, H3K27, H4K20)
Mono-ubiquination

De-acetylation (HDACs)

Lysine methylation (H3K9, H3K27, H4K20)
Lysine de-methylation (H3K4, H3K6, H3K79)
De-ubiquination (DUBs)

Mechanisms linked to transcriptional repression

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4210916/
Alcune delle modifiche chiave dell'istone che influenzano I'espressione genica. A sinistra c'é una rappresentazionendeiia chousa, in cui il DNA &
inaccessibile al macchinario trascrizionala ¢&rascrizione & quindi repressa. Modifiche a residui istonici specifici come l'aggiunta di un gruppo acetile a un
residuo di lisina (tramite un‘istone acetil transferasi o HAT) portano allo sviluppo della cromatina (come mostratalsstiatdella fjura), che a sua volta
consente il meccanismo trascrizionale per accedere al DNA, con conseguente attivazione trascrizionale. Al contrarion&dimoesta porzione acetilica
(attraverso un'istone deacetilasi, 0 HDAC) altera la configurazionesteléi riportando ancora una volta la cromatina alla forma chiusa. Nel caso della
metilazione dell'istone, I'effetto sulla conformazione della cromatina dipende dallo specifico residuo di lisina che vilete (oeme mostrato).

e
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Regolazione trascrizionaf®

In una cellula eucariotd gene codificante per le proteine € formato da sequenze che verranno trascritte
RFEftQSYyTAYlF wb! LREAYSNIaEA LL S LRA GNIR2GGS Ay LI
(Promotore),amplificare (Enhancer), diminuire (Silencer), cioé a regglateascrizione.

Regulatory sequence Regulatory sequence
e e ————————
Enhancer
/silencer Promoter 5'UTR Open reading frame /slencer
Proximal Core Start Stop

- F--4_ 1

MRNA poot-transaiption
modfication

Translation

https://plantlet.org/regulation-of-geneexpressiorAn-prokaryotesgeneralfeaturesand-significance/

La sequenza che viene trascritta in MRNA contiene le informazioni necessarie per la sintesi proteica (regione coddica)e tedire sottesequenze

non tradotte. La regione codificante & formata da eletinehiamati esoni intervallati da elementi non codificanti chiamati introni.

[ S &SIjdzSyT § NBI2fFINKNOA &2y2 &AlddzZ GS | Y2y dS RSt & ssibge dét fene) permbttertio R S f
tQlF g@A2 S della trasdBzibaef Le belunz&regolatrici prossimali, cioé vicine al sito di inizio della trascrizione, sono dette ipfEiemienti
promotori fondamentali sono il TATA box, il CAAT box e il GC box. Altri elementi regolatori distali, cioe lostemddaiizio della trascrizione, sono gli
enhancers e i silencers (i primi amplificano, i secondi reprimono la trascrizione)

t SNJ LRGSNI AYATAFNB 1 GNI&AONRTA2yS3T fQwb! L2t AYSN
TFIIB etc) che interagiranno con le varie parti del gene.

Il promotore contiene una sequenza di DNA chiamata T#okA posta ad una distanza di circa 25 nucleotidi a
monte del punto in cui deve iniziare la sintesi di RNA.

Il TATAbox viene riconosciuto e legato dal fattore di trascrizione TFIID.
Anche gli altrfattori di trascrizionefi NI A ldjstimsd RNA pofinderasi, si assemblano a livello del promotore.

I ljdzSadG2 Lidzyd2 Af FLOGG2NB ¢CLLI F2aTarMdodoltalefcle wdsd L
si stacchi dal complesso e possa arzila trascrizione.

| fattori di trascrizione possono essere attivati cat@vati selettivamente da altre proteine.

La trascrizione ha bisogopindi di:
¢ elementi che agiscono in CIS e
¢ fattori che agiscono in TRANS.

10https://www.vialattea.net/content/2698/
https://people.unica.it/patriziazavattari/files/2011/11/05_Trascrinie.pdf

http://lwww.unife.itymedicina/laboratoriobiomedico/insegnamenti/scienzgiologche/modulo-di-biologiaapplicata/aa-201516-biologia
applicata/trascrizione

https://www.dir.uniupo.it/pluginfile.php/158167/mod_resource/content/1/trascrizione.pdf
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Gli elementi che agiscono @IS sono le sequenze di DNA che si trovano in vicinanza della porzione di gene ¢
RS®S SaaSNB GNIXraONRGOHGF Ay wb! ® vdAYyRA Af tNRY2{2N
In TRANS agiscono dei fattori, normalmente proteine prodotte da altre sezZiziiAdiche degano alle sequenze
/ L{Z LISNI O2y(NRffFINB fQSalLINBaarzyS RSt 3ISySo

Fattori trascrizionali di base*!

guesto gruppo di molecole agisce formando dei complessi multiproteici che consentono alzoRiNérasi di
riconoscere i siti di attacco del promotordegarsi ad essi. Il complesso che si forma € costituito da sei fattori di
trascrizione e include una particolare proteina, la TATA binding protein (TBP), che possiede la specifica affinita |
il sito TATA sul promotore del gene.

| fattori di trascrizi’ S ol al t A &a2y2Y LL5X LL.X LL9Z LLCZ LLI®

- 1ID: comprende la TBP e i TAF, fattori assoailatiTBP, che la coadiuvano nello svolgimento della sua funzione
specifica. Il Fattore IID é responsalilés t € S3IF YS O2y Af ydzOft S2 RSt LINRY
attivatori o repressori e della formazione del complesso di inizio mediante il reclutamento dellpétingerasi
Il

- I1A: coadiuva la 11D nel riconoscimento dei siti promotori

- lIB:agisce come ponte di collegamento per permettere alla 11D di complessarsi con la polidegidsucarioti
f Qwb2t AYSNI aA y2y & Ay 3INIR2 RA fS3IFNB Af 5b! Ay
§ ySOSaal NAI LISNDOKS Lkaal | 9SYANB fQAYGSNITA2YyS

- IIH: i fattori di trascrizione generalidiquedd | 84S az2y2 O2YLX S&dai LINRBGESAOA
allo stesso tempo delle chinasi in gradoadjgiungere ungruppo fosfato alle estremita-@rminali delle
polimerasj causando il distacco dalla TBC Q A Yy AalluhgameRtS; sohddke elicasi capaci di determinare lo
svolgimento della molecola del DNA e la formazione della bolla di trascrizione e hanno infine la capacita
NBOf dzi NB It A Syl AYA RA NALINIYTA2ySS | yOKQSaar 7F;

- IIE: si unisce al complessoyti RA LLI S O2y(iNAROdzA a0OS A LINRPOSaah
2

a
-LLCY tQlFTA2yS RA [[dzSad2 FlLdG2NB RA GNFYaONRKI A2yS &
in quanto inibisce le interazioni non specifiche tra queste molecddead OdzN> yR2 OKS f Q
esclusivamente in corrispondenza del sito promotore.

| fattori generici TF formano un complesso con la TBP e la Polimerasi Il, detto Complessn o pra$simita
del sito promotore del gene (generalmergegnato dalla sequenza TATA):

Fattori di trascrizione specifici: attivatori e repressori

| fattori di trascrizione specifici agiscono come attivatori o repressori dei geni. Generalmente svolgono la propri
funzione legando specifiche sequenze di DNA aesgno trovarsi anche a notevole distanza dalla sequenza
O2RAFAOIY(GS LISNI fQYwb! @

Gli attivatori e i repressori sono in grado di reclutare i fattori di trascrizione generali, di interagire con molecole
mediatrici e di selezionare, in prossimita dei pronfé® = FlF GG2NA RA NAY2RSt € Y
regolatrice daparte di queste molecole avviene in genere mediante una combinazione di una o piu di queste
azioni specifiche

vdzZl yR2 Af aAdG2 RStfQlFGiAGI G2 NBxomBddNibgere eBgori cdidobier 1
molecole definite mediatori o coattivatori/corepressori.

11 https://www.chimicaonline.it/biologia/fattori-di-trascrizione.htm
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Uno schema di funzionamento classico che coinvolge tngoi A @ (42 NB LINBEPSRS OKS Af
DNA determini il ripiegamento tridimensiona®Sf 5b! > LB NIFYyR2 € QFGGAGF (2N
dS1jdzSyT 1o Ay LINP&aaAAYAGE RSt YSRAFG2NB of S$3I @asal f
dzy Ol YOAL YSyil2 O2yF2NXIT A2y S vy ativita@leld ttadcirloie2 NB OK
Le sequenze di attacco degli attivatori e dei repressori non sono sequenze casuali ma hanno lo specifico comg
di intervenire nella regolazione e sordefinite enhancersse hanno il compito di attivare o amplificare la
trasaizione esilencerse hanno invece il compito di sopprimerla. La collocazione di queste sequenze puo arrivare
ad essere distante anche 7Q000 copie di basi dal sito promotore.

Animazione
Transcription & Enhancers

activator protein

enhancer BINDING OF Folechog st
(binding site for GENERAL TRANSCRIPTION transcriptio
activator protein) FACTORS AND
RMNA POLYMERASE
S R

activator protein

general transcription
factars

TFIIA ’%OTF!IB s B =

TRANSCRIPTION BEGINS

©1993 GARLAND PUBLISHIN

gene regulatory sequences

w
-w, 4 o
spacer DNA @ o,

general transcription
factors

' gen: retgu.lattlru RMA polymerase
roteins

-

TATA box

[—
-— , start of
upstream promoter transcription

trascrizione ©1995 GARLAND PUBLISHING

https://lwww.cliccascienze.it/biologimolecolaree-genetica/regolazionalella-trascrizione/
https://www.vialattea.net/content/2698/
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Gli RNA eucariotici sono trascritti nel nucleo dove subiscono anche un processo di maturazione (processing)
Dt A Ywb! @Sy3az2y2 R2GFGA RA dzy OI LIIzO00A2 6Ol LOLGA ySR)
esportati selettivamente dal nucleo nel citoplasma per essere tradotti in proténseguito a un processo di
GaLX AOAYy3dé¢ OKS NAYd2 @S S aSldsSyl S y2y O2RATFTAOI yi

Animazione
5 prime capping del'mRNA eucariotico
mMRNA 5 prime cap and pol tail

mRNA Splicing

Piccoli RNA nucleari (snRNisglividuano il confine tra introni ed esor@ formano le piccole particelle
ribonucleoproteiche nucleari (sSnRNBIi snRNP formano il corpo centrale ddjgiceosomache provvede a
tagliare gli introni e ricucire gli esoni

mRNA procariotico estremita 5'
sequenza sequenza 7-metilguanosina del trascritto primario
5 codificante non o€dﬂicante 5 HO OH f 1
(FXPXP) * I B
| } } 3
CHA(PHPHPHCH,
I D '
proteina o proteina [ proteina y
OH
sequenza
non codifig
hY
CH,
cappuccio al 5'
OH
proteina
{4
CH,
OH
)
]
]
]
https://people.unica.it/patriziazavattari/files/2011/11/05_Trascrizione.pdf
Eimportante ricordare cheelnucleolod NS 3A 2y S LI NI AO2t I N¥SyidS RSy @&he OK
tlF aAyuSaAa S tQlaasyoftl3IaAaz RSE{S &adzodayy Audt NAO24A2

12 http://www.unife.it/medicina/scienzemotorie/minisitiL T/biologiaapplicataesercizidfisico/Materiale%20didattico/principdi-biologiae-genetica
20192020materialedidattico-prof-ssarizzo/organui-cellularinuclece-nucleolo

Peter Shaw, John Brown,

Nucleoli: Composition, Function, and Dynamics,

Plant Physiology, Volume 158, Issue 1, January 2012, Pagjds 44
https://doi.org/10.1104/pp.111.188052
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https://www.chimica-online.it/biologia/spliceosoma.htm
https://people.unica.it/patriziazavattari/files/2011/11/05_Trascrizione.pdf
https://www.chimica-online.it/biologia/nucleolo.htm
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http://www.unife.it/medicina/scienzemotorie/minisiti-LT/biologia-applicata-esercizio-fisico/Materiale%20didattico/principi-di-biologia-e-genetica-2019-2020-materiale-didattico-prof-ssa-rizzo/organuli-cellulari-nucleo-e-nucleolo
https://doi.org/10.1104/pp.111.188052
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Regolazione postrascrizionale®®
La regolazione posi N a ONAT A2yl fS & I FFARFGF | GdzidA | dgA L
MRNA) alla sua completa maturazione e trasporto nel citoplasma.

| principali processi di regolazione a questo livello sono:

-Splicing alternativo.
-Editing.
-Controllo dei nuclear bask& (complesso del poro nucleare)

-Controllo della stabilita e durata degli mMRNA nel citoplas@i. mRNA possono subire diverse forme di
degradazione quando raggiungono il citoplasma.
Le principali sono:

-Degradazione dipendente dalla coda PolLa coda polf influisce moltesulla stabilita e durata degli mRNA.
DSYSN} f YSYy(GSY LIAG 8§ fdzy3al S YI PaoNachdd PAA sdibisce BezNJ i
effetto di vari fattori) una progressiva emdenilazione (perdita di nucleotidi adenosinici) e quandadsice
troppo, la proteina viene degradata.

-Degradazione indipendente dalla coda P0liSi tratta di un processo di decapitazione (decapping) del
Ol LILJzOO0A2 Ay LRaAlT A2yS pQd Ly O2yaS3adsSyil aRAQOA
TalvoltalJSNB A GF 3t A LRaazy2 | GOSYANB | yOKS |t QAyGS

-Controllo della localizzazione degli mRNA nel citoplaginatato visto che nel moscerirDrosophila la
localizzazione citoplasmaticaideari mMRNA incide sullo sviluppo del moscerino.

-al A0KSNF YSY (12t QRIBS QYNBOESAYS aA €S3ty2 ffQYwb! = f
Questo fenomeno € associato alle prime fasi di sviluppo embrio8ake visto che la sintesi peita nelle prime

fasi di sviluppo embrionale dipende da mRNA precedentemente sintetizzati, bloccati ed accumulati cc
meccanismo del mascheramento proteico (infatti, pur utilizzando farmaci che bloccano la trascrizione, la sinte
proteica avviene ugualmea).

-Distruzione/inattivazione da parte dei SIRNA e miRidi Vaccini Covid 9 Piattaforme innovative Meccanismi
del danno: la Spikeda pag 51)

Video
Post Transcriptional Regulation
Biogenesis of miRNAs and mode of action
Gene Silencing by microRNA

13 https://didattica-2000.archived.uniromaz2.it//biolsvil/deposito/Expression_Regulation.pdf

14 Arlucea J, Andrade R, Alonso R, Aréchaga J.

The nuclear basket of the nuclear pore complex is part of a higitar filamentous network that is related to chromatin.
J Struct Biol. 1998 Dec 1;124(1}&doi: 10.1006/jsbi.1998.4054.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/9931273/

https://www.chimica-online.it/biologia/porinucleari.htm
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Regolaziondraduzionale
La regolazione traduzionale e soggetta a controllo da parte delle seguenti condizioni:
-Disponibilita dei fattori di inizio, di allungamento e di rilascio.
-Disponibilita di aminoactRNA.
-Regolazione da precursore (ad esempio, la sintesi della ferritina ect).
-Regolazione da prodotto (ad esempio, un eccesso di prodotto puo inibire la traduzione a diversi livelli).

Regolazione postraduzionale
Comprende tutti quei fattori che intervengorawpo la sintesi delle proteine (quindi dopo la traduzione).
Questo tipo di regolazione & soggetta a controllo da parte delle seguenti condizioni:

-Modifiche chimiche postraduzionali. (fosforilazione, ubiquitinazione, glicosilazione;nitosilazione,
metilazione, Nacetilazione, lipidaziongaonti disulfuro,proteolisi)*®

-Modifiche conformazionali postaduzionali.
-Destinazione.
-Distruzione lisosomiale.

-Distruzione ubiquitinadipendente.

Post-traduzionale

1. Modifiche chimiche e conformazionali
2. Destinazione (lisosomi, esterno, etc)
3. Degradazione

Traduzionale

1. Disponibilita dei fattori di inizio

2. Disponibilita di aminoacil-tRNA

3. Regolazione da precursore (es. ferritina)
4. Regolazione da prodotto

Post-trascrizionale

Capping e poliadenilazione

Splicing

Editing

Controllo dei nuclear basket
Controllo stabilita e durata dell’'mRNA
Controllo localizzazione dell’'mRNA
Mascheramento dell’'mRNA
Distruzione/inattivazione dell’'mRNA

Trascrizionale

1. Controllo dei fattori di trascrizione

2. Controllo degli attivatori, repressori, etc.

3. Controllo degli elementi regolatori
prossimali e distali

Qi Ov: b 0 1)

1. Modificazioni del DNA
2. Controllo pre-trascrizionale
Genomica *  Metilazione del DNA
*  Modifiche degli istoni

Biologia 41 Regolazione espressione genica
video

15 Qverview of PosTranslational Modifications (PTMs)
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https://youtu.be/yJuyX_DrQKA
https://www.thermofisher.com/it/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/overview-post-translational-modification.html?ef_id=Cj0KCQiAx9mABhD0ARIsAEfpavQju82mKhjs4T5v3cAuEZV2XyjZ_rF3W2KWwESwt2hmBw3tjtz3mYMaAr-QEALw_wcB:G:s&s_kwcid=AL!3652!3!386305949468!b!!g!!&cid=bid_pca_ppf_r01_co_cp1359_pjt0000_bid00000_0se_gaw_dy_pur_con&gclid=Cj0KCQiAx9mABhD0ARIsAEfpavQju82mKhjs4T5v3cAuEZV2XyjZ_rF3W2KWwESwt2hmBw3tjtz3mYMaAr-QEALw_wcB
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VIDEO
BiologiacwS32f T A2yS RStfQSaLINBaarz2yS 3¢
Regulation of Gene Expression: Operons, Epigenetics, and Transcription Factors
Transcription and Translation: From DNA to Protein
Eukaryotic gene control
Epigenetic Regulation of Gene Expression
Eukaryotic gene expression regulation: concept of chromatin
AP Biology Chapter 18 Eukaryotic Gene Requlti?ilO
Lec4 Prtein Synthesis & Pogtanslational Modifications
Post Translational Modifications

SINTESB 9 [ [ Q YDEICORONAVIRUS

Tratto dadll mondo sorprendente del genoma del SARB2¢ 16

| coronavirus hanno il genoma piu grande, circa 30 kilobasi, di tutti i vRINAa

Una volta che il coronavirus € entrato nella cellula, il suo genoma a RNA viene immediatamente tradotto ds
ribosomi e da proteine specifiche della cellula ospite. Si forma una poliproteina giganteppétth, codificata

dal gene replicagreplicase)a partire da due regioni del genoma virale che possono essere tradotte in proteine
RSGGS aO2N¥yAOA ROpentR8aiitgdaidines)l Lalpiidb § tagliaiahirwl6 proteine pitl piccole non
strutturali (nsp,non structural proteins}’

EdanotarecB RdzS RSt fS LINRPGSAYS LINERZ2 {EnSp5)Lshib ool NeSgjioll S |
RA LIMFod ¢dzidS €S mc yalLl azy2 ySOSaalNRARS LISNI f I
RNA messaggeri (MRNA) sggmomici virali (S8NA, i frammenti del genoma da cui vengono tradotte le proteine
GANIFtAOD | @GrttS RSt 3ISYyS NBLXAOFAAZ & O2y(iSydzil

A spike;

A envelope(proteina del rivestimento del virione);

16 https://sibbm.zanichelli.it/italiano/2020/08/23/genomaovid-19/

7E.J. Snijder, E. Decroly, J. Ziebuhr,

Chapter Three The Nonstructural Proteins Directi@pronavirus RNA Synthesis and Processing,
Editor(s): John Ziebuhr, Advances in Virus Research, Academic Press, Vol. 96, 2016;1R&ges 59
ISSN 0068527, ISBN 9780128047361,

https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2016.08.008

Sola I, Alimazan F, Zafiiga S, Enjuanes L.

Continuous and Discontinuous RNA Synthesis in Coronaviruses.

Annu Rev Virol. 2015;2(1):2@88. doi:10.1146/annurevirology-100114055218
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC6025776/

Dr.ssa Loretta Bolgad6.042022 18


https://didattica-2000.archived.uniroma2.it/biolsvil/deposito/Expression_Regulation.pdf
https://youtu.be/yJuyX_DrQKA
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https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2016.08.008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC6025776/
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A M (proteina di membranag)

A NOLINRPGOSAYl RSt ydzOf S20FLJAARSET OKS O2YLX Saal f Q

vdzSaGS LINRPGSAYS GAYLI OOKSGUGlIy2¢ Af 3ISYy2YlF @GANI S
Inoltre, sempre dal tratto a valle del gedellareplicasi, sono prodotte sei proteine &ssorie (3a, 6, 7a, 7b, 8,
10) il cui ruolo non & ancora del tutto chiafo.

STRUTTURA DEL SARS-CoV-2

gRNA
Legenda
~ E
Vs
ﬂ M

* N
STRUTTURA DEL gRNA E PROTEINE VIRALI
replicasi geni strutturali e accessori
A A
[ | !
0 5000 10000 15000 20000 25 000 29 903
L | | 1 1
, 7b 10?
5 ORF1a ORF1b SaEMSE 7aiaN 3'-UTR
| “ _Li”" -------
TRS-L — RSB
\ 5 AAAA....... ST
Jamm AARAA....... A
~Ewm AAAA....... ST
19 2 w 4 s s 1891011 om_ N ST
ns| 1 6 mm ARAA....... A
P I]I:I—II[l[II]II prfa P 1y
7h Bl v AR AA . ... A

https://sibbm.zanichelli.it/italiano/2020/08/23/genomaovid-19/

La maggior parte del genoma & occupato dal gégleareplicasi, che codifica per 16 nsp, prodotte dal taglio della poliproteina pplab. A valle, & presente
fOQAYF2NYIET A2 ysiutturdb eNdcdesSorid. JSIdNé § puy dsservare nella figura, oltre alla proteina pplab, viene prodotta anche una pioteina pi
corta, ppla, a partire dalla sola sequenza ORF1A. Abbreviazioni: L, LeaderTid@RScription Regulatory Sequence At The éreg@quenza regolatoria

della trascrizione al Leader); FRE ¢ NI} yAONR LIGA2y wS3dzZ I §2NE {SljdSy0S ' ¢KS .2R& 64a8s
genoma); ORF, Open Reading Frame (cornice di lettura aperta); S, Spike; dpeE{pveteina del rivestimento virale); M, Membrane (proteina della
membrana); N, Nucleocapsid (proteina del nucleocapside che complessa il gRNA); le sigle 3a, 6, 7a, 7b, 8, 10 inda@aressgenisp, non structural

18Paul S. Masters,

The Molecular Biology of Coronaviruses,

Advances in Virus Research, Academic Press, Vol. 66 28 19292,
ISSN 0063527, ISBN 9780120398690,
https://doi.org/10.1016/S00653527(06)660053.
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protein; PLP, Papainke Proteae (proteasi simile alla papaina); 3CL, Chymotryipi&ie Protease (proteasi simile alla chimotripsina); RdRp;deéndent
wb! LIRf&YSNIasS owb! LRtAYSNIaAA RALISYRSYydS RIEffQwb! 0T Ile@ndindcledsiHl & S
Mtase, Methyltransferase (metiltrasferasi); UTR, UnTranslated Region (regione non tradotta); ST, proteina strutturaksinA gmeessoriad?

La replicazione del genoma di SARE\2

[ Qwb! RSA @idaN®ui Im@BNANdEdungo. Si tratta di un filamento singolo positivo, letto dalle
a0 NUzG G dzNB RSLIzGF G6S €€, GNI RdzZ A2yS ySttl RANBIAZY
[ NBLX AOFT A2yS RSffQwb! X OA28 fI LINBRdZ A2yS RA LJ
viene prodotto pery i SN2 aANI T AS Ftfl airAyidaSair RA dzy FAELFYSyid?z
linea arancione tratteggiata nella Figura A), che serve da stampo per produrre un nuovo gRNA positivo.
Questo processo coinvolge principalmentel@NE G SA Yy Iy & RMAHPAIMeDERS LE Y BZE PGS F

OWRwLIZ S OKS a)\yﬁéﬁmil- At LINRY?2 FTALLYSyd2 yS3tki
Il legame & possibiler laF 2 NY' T A2y S RA &0 NHzi GddzNE O2 Y L3X Sé 8a OK.
NEBLX AOITA2YyS EINJ-IAS FffQF OGAOAYLFYSy(di2 RA Ff OdzyS L
A
5" ORF1a ORF1b (3 3a E M 67a 3'-U1'R
+ . AAAAAAAA....... 8RNA
C "l = = e - = = = e = = =JUUuUUU....... > intermedio
+ AAAAAAAA....... nuovogRNA
B

5

https://sibbm.zanichelli.it/italiano/2020/08/23/genomaovid-19/

A Sintesi continua del gRNA a partire da uno stampo intermedio neg&tlsempio di formazione di una struttur 02 YLJ S&&F RSt f Qwb ! 3
SR yaLkhs OKS O2yasdyids Af tS83FYS RA wRwL) I £t Q824 NB €al,2e20 and Sola &taIfRIABId, S
2011.]%

19Kim D, Lee JY, Yang JS, Kim JW, Kim VN, Chang H.

The Architecture of SARS\2 Transcriptome.

Cell. 2020 May 14;181(4):9921.e10. doi: 10.1016/j.cell.2020.04.011.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7179501/

Sola I, Aimazéan F, Zudfiga S, Enjuanes L.

Continuous and Beontinuous RNA Synthesis in Coronaviruses.

Annu Rev Virol. 2015;2(1):2@88. doi:10.1146/annurevirology-100114055218
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC6025776/
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lf O2YyGNINR2X fF aAyidisSair RS3It A a3dwbh Ty AS &daAWwbLINPKES &
p dzy - aSljdzSyT+ RA 7n yid OKAIFYFGF [ SFRSNIo[uvx OKS
La sintesi discontinua deéggRNA dipende da sequenze, chiamate sequenze regolatrici della trascrizione (TRS
presenti a valle del Leader (FRSe che precedono ogni sgRNA (BRI e TRS contengono delle sequenze
conservate (CS, Conserved Sequences) dind, identiche per ilTRE. e per ogni TRB e che permettono

f QF LILI AL YSy (2 -IRcrld dequéntalcanplgnentare/BRECB, complimentary GS0 RSt f Q
AYGSNYSRAZ2 yS3alLGAG2 yIaoOSyidSs - dah oo ZRB{FQuraA Hi seguitd. LIA S
Questo processo assicura la produzione di ogni sgRNA, che e sostanzialmente una fusione tra la sequenza Le
FffQSaGNBYAGLE p RSt fQwb! @GANIt®B S t+ &aSljdsSyil RS
[ QAYGSNR LINRPOS&a2 N OKRNARSiaté galc@nipleski RgAGtRinal Un Bskerapio Idiy T |
questo meccanismo & mostrato neffggura B.

L ORFla ORF1b S 333 M N 7 3UTR

Fig. A

TRS-L

3'+)

5'(+)

CS-N

Fig. B
Continuous and Discontinuous RNA Synthesis in Coronaviruses: \Wideo 1

20Sola I, Almazan F, Zdfiiga S, Enjuanes L.
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Fig AStrategia del genoma del coronavirus per I'espressione di sgniR¥éhema superiore rappresenta il genoma del TGEV. Le lméedppresentano
I'insieme annidato di sgmRNA, ciascuno contenente una sequenza leader comune (nero) e un gene specifico da traductedyrigio s

Elementi chiave nella trascrizione del coronavitiis. TRS precede ogni gene ((B3® include la sequea centrale (C8B) e le sequenze fiancheggianti
L NRIFOATA p S el), dontdnénte fawequenzs dore 0S& pReSeNtk all'éstwefmita 5' del genoma, in una posizione esposta (riquadro
arancione nell'ansa TRS. La trascrizione discontia si verifica durante la sintesi del’RNA a filamento negativo (azzurro), quando la copiaBei TiRiSa

con il TR&. Le linee tratteggiate indicano la complementarita tra le sequenze di RNA a filamento positivo e a filamento negativo.

Fig. BModello per la formazione di strutture genomiche di ordine elevato che regolano la trascrizione del gene N. Lo schemapieiarre ppresenta

il genoma del coronavirus. La linea rossa indica la sequenza leader nell'estremita 5' del genoma. Il todiwnteTIRSE. La linea grigia con le punte di
freccia rappresentd RRIA nascente a senso negativo. La freccia blu curva indica il passaggio del modello alla sequenza direttrice duran@ifes trasc
discontinua. La linea arancione rappresenta la calghleader aggiunta al'lRNA nascente dopo il cambio del modello. Le interazioiRfA&a il pE
(nucleotidi da 26894 a 26903) e dE (nucleotidi da 26454 a 26463) e tra il BM nel dominio attivo (nucleotidi da 26412eal2BMT)ell'estremita 5' del
genoma ( nucleotidi da 477 a 486) sono rappresentati da linee continue. Le linee tratteggiate indicano la complemen¢esiguenze di RNA a filamento
positivo e a filamento negativo. Abbreviazioni: AD, predizione della struttura secondaria delaattiio; Motivo BM, B; c81, copia complementare del
B-M; cCSN, copia complementare del @8 CS., sequenza core conservata del leaderNCSequenza core conservata del gene N; dE, elemento distale;
pE, elemento prossimale; TRRSsequenza di regoliane della trascrizione del leader.

@ 5'-3' complex formation
I Bl An

a
@ Base-pairing scanning

Fig A

Continuous and Discontinuous RNA Synthesis in Coronaviruses.
Annu Rev Virol. 206 Nov;2(1):26588. doi: 10.1146/annurevirology100114055218.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6025776/
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| ~RNA
chaperone/o

SHE N , TRSB] g
3’ 5'
N
» TRS-LIE N3

Fig. B
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev.micro.60.080805.142157
Fig. AModello in tre fasi della trascrizione del coronavir{isFormazionelelcompless. Le sequenze di regolazione della trascrizione che legano le proteine
sono rappresentate da ellissoidi, la sequenza leader € indicata con una barra rossa e le sggjuwemeesono indicate con riquadri aranciofil) Scansione
di appaiamentodelle basi. L'RNA a filamento negativo & mostrato in azzurro; il complesso di trascrizione € rappresentato da un esagonuetidiiee
indicano la complementarita tra 'RNA gemico e il nascente filamento negatiytll) La sintesi del filamento negativo pud continuare a produrre un sgRNA
piu lungo (lll), oppure puo aver luogo una fase di cambio stamg@bcthe indicatanella figura B.La freccia spessa indica l'interruteonel modello
realizzato dal complesso di trascrizione per completare la sintesi di sgRNA a filamento negativo.

State A
State B

Il cambio di modello durante la trascrizione rappresenta uno spostamento di una sequenza nel genoma che fun
da modellod G S Y LI | BNAad alttdSniddelfo,Qa sequenza leaddrchaperonsR SRNA Qossono aiutare a
superare la soglia della barriera egetica associata a questi tipi di proce$sihaperondk SRNA Sono proteine

che legano I'RNA con un'ampia specificita e riducono l'energia di attivazione richiesta per una transizione tra du
stati?! Il cambio ditemplato durante la trascrizionélel CoV potrebbe essere interpretato come una transizione
tra due stati. Nel primo stato, si forma un duplex tra 'RNA a filamento negativo nascente e I'RNA a filament
positivo genomico utilizzato come stampo; nel secondo stato, I'RNA a filamento negatent@aé accoppiato

con il TRS della sequenza leader (Fig@)rd chaperonskR SRNASbtrebbero essere coinvolti nel cambio del
modello diminuendo I'energia richiesta per la transizione dal primo al secondo duplex.

| chaperonsk SRNASNO proteinecon la piu alta frequenza di lunghe regioni intrinsecamente disordifate.
Anche le protein€CoV N sono proteinaltamente disordinate @ & stato dimostratahela proteinaSARS oV N

ha attivita di chaperone dell'RNA in vitfd.

A&t GA RStfQwb! LIR2fAYSNIAA RALISYRSY:GS RFEffQwb!

[ aAydSar -RE tsds@nzibirentdriflentitaza+quella degli altri coronavirus umani. Tuttavia, Le
caratteristiche di alcuni dei suoi sgRNA suggeriscono meccanismi di sintesi alteaditiviellila infettata sono
sintetizzate nel complesso piu molecole di mMRNA detZdhedi molecole degli mRNdella cellula stessa, come
aS ftQSaLINBaaAzyS wbzataBigusa). OSft t dZA  NA @SyArAaasS a

I 92% degli sgRNAA CoV2 e prodotto secondo il meccanismo descritto nel paragrafo precedente e questi sono
principalmente rappresentati dagli mRNA per N, S, M, E, 3a, 6, 7a, 7b e 8 ZRijguna un certo numero di geni,

a funzione ignotahanno una struttura insolitaHigura2B).

2 Saibil H.

Chaperone machines for protein folding, unfolding and disaggregation.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2013 Oct;14(10):@20 doi: 10.1038/nrm3658.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4340576/

22\Woodson SA, Panja S, Santikgangos A.

Proteins That Chaperone RNA Regulation.

Microbiol Spectr. 2018 Jul;6(4):10.1128/microbiolspec.RO¥E6-2018. doi: 10.1128/microbiolspec.RVIR26:2018.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6086601/

2370iiga S, Sola I, Moreno JL, Alonso S, Enjuanes L.

Regulation of coronavirus transcription: viral and cellular proteins interacting with transcrgriating sequences.
Adv Exp Med Biol. 2006;581:31doi: 10.1007/978-387-330129_4.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7123242/
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Questo processo produce un certo numero di sgRNA a funziootigel ciclo vitale del virus, ma che possono
essere potenzialmente tradotti in proteine agli stessi livelli delle proteine accessorie.
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{2y2 adGridS ARSYGATFAOI @28Smavzikd Maturd Kb ¢ R&d dnedidentificaty, 8¢  /
tantomeno é stato chiarito il loro ruolo. Tuttavia, si pensa possano essere coinvolte nel controllo della stabilit:
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Gli asterischi corrispondono alla posizione approssimativa delle modifiche sul gRNA. Il numero di modifiche & mostratoilavdkse piu alto si osserva
in corrispondenza delle sequenze AAGAA.

Le caratteristiche biologiche del G&\sono in largaarte sovrapponibili a quelle degli altri Cd\bnostante cio,

il meccanismo di sintesi del suo RNA & molto complesso e, in alcuni casi sfugge ai meccanismi canonici.

Ly LI NIAO2tFNBT tQFfdF FNBIdzSyT I R al mééayismo d gagcriziotieNdiz
canonico potrebbe produrre varianti virali, un punto che merita particolare attenzione se pensiamo ai meccanisir
di farmacoeresistenza ed elusione del sistema immunitario che -2q6trebbe evolvere per sopravvivere e
propagasi.?*

2*Nakagawa K, Lokugamage KG, Makino S.

Viral and Cellular mRNA Translation in Coronayintected Cells.
Adyv Virus Res. 2016;96:1692. doi:10.1016/bs.aivir.2016.08.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC5388242/

Irigoyen N, Firth AE, Jones JD, Chung BY, Siddell SG, Brierley I.

High-Resolution Analysis of Coronavirus Gene ExpnessidcRNA Sequencing and Ribosome Profiling.
PLoS Pathog. 2016 Feb 26;12(2):e1005473. doi: 10.1371/journal.ppat.1005473.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC4769073/

Malone B, Urakova N, Snijder EJ, Campbell EA.

Structures and functions of coronavirus replicattbanscription complexes and their relevance for SARS2 drug design.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2022;23(1):29. d0i:10.1038/s4158®21-00432z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8613731/

V'kovski P, Kratzel A, Steiner S, Stalder H, Thiel V.

Coronavirus biology and replication: implications for SER82.

Nat Rev Microbiol. 2021;19(3):1850. doi:10.1038/s4157020-004686
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC7592455/

Hackstadt T, Chiramel Al, Hoyt FH, et al.

Disruption of the Golgi Apparatus and Contribution of the Endoplasmic Reticulum to theCBARReplication Complex.
Viruses. 2021;13(9):1798. Published 2021 Sep 9. doi:10.3390/v13091798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8473243/
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VACCINI COVID A VETTORE: INGEGNERIZZAZIONE E RISCHI,

UNA REVISIONE SCIENTIFICA.
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https://www.ncbi.nlm.nih.govlabs/pmc/articles/PMC7731901/

Simabuco FM, Tamura RE, Pavan ICB, Morale MG, Ventura AM.

Molecular mechanisms and pharmacological interventions in the replication cycle of human coronaviruses.
Genet Mol Biol. 2020;44 Suppl 1):220200212. Published 2020 Nov 23. doi:10.15904638GMB20200212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC7731901/
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Meccanismi molecolari legati alla produzione di proteioa strutturali (nsppe all'assemblaggio del complesso di replicazione e trascrizione(RARS
(RTC)Processo 1dopo il riconoscimento del recettore cellulare ACE2 (Angiotensin Converting Enzyme 2), il nucleocapside virale viegoenelasc
citoplasma per endocitosi, fusione dell'involucro virale, con la membrana cellul&mcesso 2la traduzione dei geni ppla e pplb dal genomeapped

e 3-poliadenilato (+) del virus produce le poliproteippla o pplab, queste ultime generate da un framestifti ribosomiQueste poliproteinezengono

quindi scisse dalle proteasi virali generando 16 proteiinali non strutturali (nsps), alcune delle quali vengono utilizzate per assemblare I'RTC, inclusa la
RNA polimerasi RNéipendente (RdRp o nsp12). Sono evidenzlatintgrventi farmacologici mirati a punti specifici del ciclo di replicazione dei coronavirus.
RTC: complesso di replica e trascrizione; RdRp: RNA polimeradideNdente.

VIRUS A REPLICAZIONE DIFETTIVA

aSO0lyArayYz2 RQITA2YyS

In netto contrasto con virus wildtype o vivi attenuati, i vettori virak replicazionedifettiva non riescono a
produrre nuove particelleirali infettive quando infettano o trasducono la cellula di un vaccinauttavia sono
comunemente classificati come vaccini "vii@hche se in base allaassificazione di viryitesi come virioni, non
sipossono considerare esseri viventj@ndi non ha significato distinguerli in vivi o uccisi. Wédicino Covid 9:

le piattaforme tradizionalparte primada pag 4, percheil principio immunogenico dei "vaccini genetici" consiste
nell'espression@le novodegli antigeni del vaccino nelle cellule del vaccinato.

L'antigene, che dovrebbe indurre una risposta immunitaria protettiva, non € necessariamente contenuto nell:
particellavirale ingegnerizzatd_ 'espressione dell'antigene € un proceske riproduce il cicleitale del virusin

vivo, pertanto i sistemi di vettori virali "carenti di replicaziongiesono in grado di replicare le loro informazioni
genetiche nelle cellule del vaccinatna non sono in grado di propagare l'infettivita nel vaccinptssonaguindi

anche essere definiti "carenti di propagazione".

Produzione

| vettori virali carenti di replicazione richiedono comunemente un substraliolare specifico per la produzione
(cellule di produzione) che, a differenza delle cellule di un vaccinato, consente la formazione di progenie infettiv
Pil comunemente, questo substrato cellulare é fatto per esprimere una o piu protieale chesono necessarie

per l'assemblaggio di particelle virali infettive. Tale espressione pud essere ottenuta metli@sftezione
transitoriao integrazione stabile di @mnenti genetici nella linea cellulare di produzione.

In tal modo, la linea cellular® in grado di complementaria transuno o piu prodotti genici virglche sono stati
eliminati dal genoma virale, convertendo il viingegnerizzatan un vettore carente di replicazione.

Di conseguenza, il vettorehe ne risultaé carente di replicazione perché la formazione di particelle infettive
dipende dallarans-complementazioneli uno (opiti) prodotti genicimancarti nelle cellule del vaccinats.

https://smw.ch/article/doi/smw.2017.14465

Funzionamento molecolare di vettori virali a replicazione difettiva.

| vettori virali con deficit di replicazione sono composti da tutte le proteimali strutturali (qui schematicamente: proteinerali strutturali 1 e 2) e
contengono il genoma virale. La produzione dei lotti (batch) viene eseguita nelle cosidu#litée"produttrici”, che esprimono una o piu proteivieali per

la transcomplementazione del genoma difettoso del vettore. In questo esempio, le cellule produttrici trasfettate stabilmente espdatiarioro cassetta

di espressione genomica la "peiba strutturale 2" virale.

I genoma del vettore € privo di "proteina strutturale 2" e codifica solo per "proteina strutturale 1" e "antigene vacdinatite la produzione in batch (a
sinistra e al centro), le particelle vettore infettive infettaredellule produttrici, amplificano il loro genoma e producono la "proteina strutturale 1" e |
"antigene del vaccino". Si formano nuove particelle infettive, contenegéiribma e la proteina strutturale 1 (espressa dal genoma del vettore) e la proteina
strutturale 2 (espressa dal genoma della cellula produttrice). Dopo la somministrazione a un vaccinato, queste padice#eviti di replicazione
infetteranno le cellule del vaccinato, determinando I'espressione della proteina strutturale 1 eosidmll'antigene del vaccino. Tuttavia, a causa della
mancanza della proteina strutturale 2 nelle cellule del vaccinato, non si possono formare ulteriori particelle infetinfezerfe non si propaga.
L'espressione dell'antigene del vaccino nelle ¢elilel vaccinatpporta alla risposta immunitaria desiderata.

%Giacca M.

Metodologie per il trasferimento genico.

Terapia Genica. Springer, Mila¢gD11) https://doi.org/10.1007/97&88-470-1989-8_3
https://link.springer.com/chapter/10.1007/9788-470-1989-8_3

https://it.wikipedia.org/wiki/Terapia_genica#Gli_adenovirus
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Profilo di sicurezza

La mancanza di replicazione in vivo dégpsomministrazione a un vaccinat@a importanti implicazioni per Q dza 2
clinioo in quantqg se si esclude la reversione virae garantisce un livelldi base di sicurezzper i paziente
maggiore rispetto ai vaccini con vettori replicanti

Sebbene gli eventi avvetsia & 2 OA | (véttorl per tepizig@nicbisano essere imprevedililj IGhfezione
incontrollatae lamalattiaconseguentesono documentate eappresentano una preoccupazione primaria per tutti

i farmacia base di virus e sono escluse se un vettore & ca@ptévodi replicazione.

o\

26Hyvarinen A, Yongabi F, Mékinen K, Wahlfors J, Pellinen R.

Recombination of replicon and helper RNAs and the emergence of propagatiopetent vectors upon Sindbis virus vector production.
Int J Mol Med. 2013 Aug;32(2):422. doi: 10.3892/ijmm.2013.1395. Epub 2013 May 28. PMID: 23716190.
https://lwww.spandidospublications.com/ijmm/32/2/410

Bett AJ, Prevec L, Graham FL.

Packaging capacity and stability of human adenovirus type 5 vectors.

J Virol. 1993 Oct;67(10):59P1. doi: 10.1128/JVI.67.10.595821.1993. PMID: 8371349; PMCID: PM0O238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC238011/

2TWilson JM.

Lessons learned from the gene therapy trial for ornithine transcarbamylase deficiency.

Mol Genet Metab. 2009 Apr;96(4):151 doi: 10.1016/j.ymgme.2008.12.016. Epub 2009 Feb 10. P19I11285.
https://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S109671920800499X?via%3Dihub

No authors listed

Highdose AAV gene therapy deaths.

Nat Biotechnol2020 Aug;38(8):910. doi: 10.1038/s415820-0642-9. PMID: 32760031.
https://www.nature.com/articles/s41587020-06429

Hinderer C, Katz N, Buza EL, Dyer C, Goode T, Bell P, RichmamhKMVils

Severe Toxicity in Nonhuman Primates and Piglets FollowingDdigih Intravenous Administration of an AdeAssociated Virus Vector Expressing
Human SMN.

Hum Gene Ther. 2018 Mar;29(3):2288. doi: 10.1089/hum.2018.015.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5865262/

Wu C, Dunbar CE.

Stem cell gene therapy: the risks of insertional mutagenesis and approaches to minimize genotoxicity.
Front Med. 2011;5(4):35871. doi:10.1007/s1684011-0159-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3508510/

Baum C.

Parachuting in the epigenome: the biology of gene vector insertion profiles in the context of clinical trials.
EMBO Mol Med. 2011 Feb;3(2):75doi: 10.1002/emmm.201000110.
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Cio facilita le sperimentazioni clinicheteQ | dzii 2 Njpef ludo luhahyls garanzia disicurezzadiventa
prioritaria per i vaccini da utilizzare in una popolazione sana che non €& a rischio imminente di malattie grax
prevenibili con il vaccine quindii sistemi di vettori virali con replicaziomlfettiva sono solitamente preferiti
rispetto a quelli replicanti

VETTORI VIRALI COMPETENTI PER LA RERINEA

aSOO0FyAayY2 RQITA2YyS

Analogamente ai vettori virationreplicaziondifettiva, quelli competenti per la replicazione sono vaccini genetici
e richiedono substrati di cellule eucariotiche per la produzione.

Per definizione, tuttavia, non dipendono dalla complementazienguindi non richiedono alcunaodificazione
genetica delle déule di produzione.

Produzione

| vettori virali competenti per la replicazione sono prodotti su linee cellulari eucariofebendo le GMGood
Manufacturing Practice¥é analogamente ai vaccini vivi attenuati per morbillo, parotite e rosalmprocessii
produzione industrialali routine da molto tempagia discussinel documentoVaccino Covid9: le piattaforme
tradizionali parte prima

Di conseguenza, i vaccini umani attenda® y 2 R QpeylaivettdiBliZzzasondn particolare perchéprocessi
di produzione sono gia stabiliti, garantendo costi ragionevolmente bassirdatkrie prime e dei reagenti

Profilo di sicurezza

Leconsiderazioni sulla sicurezza sono al centro di ogni programma di sviluppo clinico basato sulla tecnologia ¢
vettori virali replicanti Potenziali preoccupazioni e limitazioni normative possono emergere dafatiosi
indipendenti:la sicurezza del paaite ela sicurezza ambientale. Dipende da ogni vettore specifico e dal suo
contesto d'uso se la diffusione ad altri individui o nell'ambiente rappresenta una possibilita e/o un rischio.
Lagammanaturale dell'ospié e le vie di trasmissione deéttore \irale aiuteranno a stabilire una valutazione del
rischio ambiental. Il fatto che questi vettori sianglassificatorganismi geneticamente modificati deve essere
preso in considerazione e implica una legislazione aggiuntiva.

La sicurezza del pazientedettata dal profilo di rischio del virus parentale combinazione con eventuali
modifiche potenzialmente attenuanti introdotte.

A volte, il processo di modificazione genetica pezare il vettore ingegnerizzataioé l'introduzione di un
antigene vacinale, puo di per sé provocare un certo livello di attenuazione vifale

In altri casi, vengono apportate mutazioni o delezioni attenuanti specifiche, con l'obiettivo di migliorare la
sicurezzaer i paziente®.

https://ww w.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC3377063/

28Gomez PL, Robinson JM.

Vaccine Manufacturing.

Plotkin's Vaccines. 2018;%D.e1. doi:10.1016/B978-323357616.000055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7152262/

2°Baldo A, Galanis E, Tangy F, Herman P.

Biosafety considerations for attenuated measles virus vectors used in virotherapy and vaccination.
Hum Vaccin Immunother. 2016 May 3;12(5):111@ doi: 10.1080/21645515.2015.1122146.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4963060/

30Buller RM, Smith GL, Cremer K, Notkins AL, Moss B.

Decreased virulence of recombinant vaccinia virus expression vectors is associated with a thymidineekjatige phenotype.
Nature. 1985 Oct 3Nov 6;317(6040):818. doi: 10.1038/317813a0. PMID: 4058585.
https://www.nature.com/articles/317813a0

31Brun J, McManus D, Lefebvre C, Hu K, Falls T, Atkins H, Bell JC, McCart JA, Mahoney D, Stojdl DF.
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L'uso di virus animali, che si sa qpevede che non causino malattie negli esseri umani, puo rappresentare
un'ulteriore opzioneda valutare®.

Una delle strategie pill comunementeilizzateconsisteperoy St f Q diYadairs \AvRattenuati clinicamente
convalidati come vettorfpoliovirus, morbillo, febbre gialla¥®

A seconda del contesto clinico di utilizzo, tuttavia, anche virus abbastanza patogeni per I'uomo, come
citomegalovirus replicante, vengono prasiconsiderazione ai fini della somministrazionedeicino®*

MECCANISM3 9 [INMUNOGENICITA DEI VACCINI A VETTORE VIRALE

DEFINIZIONI

[ Q! b ¢ L D9bidalatapacitBR St £ Q | dycormbm& sirSnanieraspecificacon anticorpie
recettoripert QF yiA3ISySo

[ QL aa! b h D9nbta anthé dorle POTERBMUNOGENGNdicala capacittR St t QFdf G A 3Sy S
indurre unarispostaimmunitaria

| vaccini a vettori viali sono autoadiuvanti

Il sistema immunitario dei mammiferi si & evoluto per riconoscere in modo efficiemegs infettivie perattivare
potenti risposte innate e adattive alle infezioni. Di conseguenza, sono stati identificati pitl sensori innati e percor
che coordinano I'immunita ai virus. A seconda della loro natura e della strategia di replicazione del genoma, so
coinvolti recettoridiversidi riconoscimento di pattern.

Identification of genetically modified Maraba virus as an oncolytic rhabdovirus.
Mol Ther. 2010 Aug;18(8):1440 doi: 10.1038/mt.2010.103.
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2927055/

Mineta T, Rabkin SD, Yazaki T, Hunter WD, Martuza RL.

Attenuated multimutated herpes simplex vires for the treatment of malignant gliomas.
Nat Med. 1995 Sep;1(9):938. doi: 10.1038/nm099838. PMID: 7585221.
https://www.nature.com/articles/nm0995938

82Agnand;ji ST, et al

Phase 1 Trials of rVSV Ebola Vaccine in Africa and Europe.

N Engl J Med. 2016 Apr 28;374(17):1:647 doi: 10.1056/NEJM0a1502924.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5490784/

33Mandl| S, Sigal LJ, Rock KL, Andino R.

Poliovirus vaccine vectors elicit antigspecific cytotoxic T cells and protect micamgt lethal challenge with malignant melanoma cells expressing a
model antigen.

Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Jul 7;95(14)3P1doi: 10.1073/pnas.95.14.8216.

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC20956/

Monath TP, et al Brighton Collaboration Viral Vector Vaccines Safety Working Group (V3SWG). Live virus vaccines bised@rea yaccine
backbone: standardized template with key considerations for a risk/benefit assessment.

Vaccine. 2015 Jan 1;33{@2-72. doi: 10.1016/j.vaccine.2014.10.004.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4656044/

Tangy F, Naim HY.

Live attenuated measles vaccine as a potential multivalent pediatric vaccination vector.
Viral Immunol. 2005;18(2):3126. doi: 10.108&im.2005.18.317.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/16035943/

34Hansen SG, et al

Effector memory T cell responses are associated with protection of rhesus monkeys from mucosal simian immunodeficiehaylefiges.
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Come gia discuss®l documentdmmunopatologia®, i sensori degli acidi nucleici includono il recettore Tiké

(TLR) 3, TIIRTLR8 e TLR9 nell'endosoma, nonché molecole di riconoscimento citosolico come i recettori RIG
simili RIA (gene | inducibile dall'acido retinoico), MDABIte5 delmelanoma associato alla differenziaziore)
sensori @&l DNA come cGAS (GMIMP sintaiciclico)2®

Dopo il legame dei genomi viradjuesti recettori attraversd b( ¢ (fattore nucleare "potenziatore della catena
leggera kappa" delle cellule B attivate) e le chinasi della proteina attivata dal mitogeno (dRpno la
produzione di citochingro-infammatorie e chemochin&. Inoltre, lavia del segnalelel fattore diregolazione
dell'interferone (IRF) 3 e delllRF7 porta all'induzione dell'interferone di tipo 4IYfEN
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lllustrazione schematica dell'induzione del gene dell'interferone di tipo | (IFN) da parte di fattori regolatori IFNI (ieéf)cmimento innato degli acidi
nucleici citosolici. | geni IFN di tipo |, in particolarellFR &2y 2 Ay R20G4GA GNI YAGS Ul RFEGAHFI GZNBECO2Y i @Y &Y
segnalazione TLR3 e TLR4 e tramite la proteina di rispastarfa di differenziazione mieloide 88 (MyD88) a valle di TLR7ie di segnalazione TLR9.
Inoltre, il percorso TRIF segnala esclusivamente a IRF3 per indurre l'espressione del gede INWC T LJdz5 | yOKS S&aasSNB 024
l'induzionedel gene IFN di tipo | indottdal recettoredell'acido retinoico (RI) -simile(RLR) 4. Nel percorso MyD88, IRF1, IRF5 e IRF7 formano un complesso
con MyD88. Tra gli IRF legati a MyD88, IRF7 e fondamentale per I'induzione robusta dell'IlFN dilépzellulel dendritiche plasmacitoidi (pDC). IRF5 &
parzialmente coinvolto nell'induzione del gene IFN di tipo | nelle pDC, mentre IRF1 € importante per I'espressionediéigio IFhelle DC convenzionali
(cDC). Al contrario, IRF8 € coinvolto nell'espione dei geni IFN di tipo | nei pDC, ma non si lega a MyD88. IRF3 inoltre non si lega a MyD88, ma & coinvol
nell'induzione del gene IFN di tipo | mediata da Listeria monocytogenes nelle pDC.

Questi programmi di trascrizione indotti da virus attivaleocellule che presentano I'antigereistruiscono il
sistema immunitario ada#ttivo ad indurre potenti rispostedi cellule T helpedi tipo 1 (Th1l) , comprese le cellule
T CD8 %

“OKervevan J, Chakrabarti LA.

Role of CD4+ T Cells in the Control of Viral Infections: Recent Advances and Open Questions.
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Per questi motivi vaccini a vettore virale sono generalmente "aaidiuvati". Il significato di questo termine si
riferisce alla constatazione che l'attivita adiuvante é "intrinseca", senza necessita di integrazione.

[ &renuazione ela replicazionedifettiva possono imitare l'infliammazione sistemica, prevenendo, o almeno
riducendo sostanzialmente, la sensazione soggettiva di malattia che deriverebbe da un'infezione naturale
A livello cellulare e nei micrecompartimenti tissutalin cuii vaccinia vettoreattenuati vengono veicolatile vie
cellulari di attivazione innata possofimnzionare abbastanza normalmenfiuttavia,la capacita di replicazione e
il livello di attenuazione non possono predfeilmentele capacita auteadiuvanti dei vaccini con viragtenuati
replicanti, ma vavalutatacaso per casé'

PARTICELLE VIRAIATTIVAZIONBELLE CELLULE T CITOTOSSICHE

[ QA Yy RdZl xdlyeST CRSifotbsSiche (CTL) rappresentano un importante correlato di protezione contro
molti tipi di patogeni intracellulari, nonché contro i tuméi

Di conseguenza, una robusta immunita CTL & un elemento chiave che dovredriegpesdotto per ottenereuna
potente protezione contro una serie di agenti patogeni, e I'immunita CTL € piu potentemente indotta dai virus.
In quanto "sistema drasportogeni® naturalé, i virus sfruttano il meccanismo di traduzione della cellulatespi
per l'espressione genica.
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| prodotti genici sono sintetizzati nel citosol delle cellule irftte i suoi frammenti peptidici, attraverso il
proteasoma e il trasportatore associato al complesso dell'antigene (TAP), hanno accesso dir€xtb &Ll NJ (
caricamento del peptiddel complessenaggioredi istocompatibilitadi classe R Sdsgit@(MHC).

Questo processo € denominato "presentazione direttd".

Classical MHC | Pathway
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Presentazione classica dell'antigene distals

Il percorso classico monitora il sé e le proteine estranee che vengono sintetizzate dalle(Eekhalel) Le proteine espresse destinate alla degradazione
vengono coniugate con l'ubiquitin&ase 2yeguita dalla degradazione proteasoméf@se 3)I peptidi lunghi vengono tagliati dalle peptidasi citosoliche.
Una frazione di peptidi (rosso) viene traslocatd lume delllER tramite TAPassaggio 4)Alcuni peptidi lunghi subiscora rifilaturain ER da ERAPRe
molecole MHC | di nuova sintesi si associano prima alla chaperone calnexina e poi tramite tapasin a TAP nel PLC nbgeliplegiide traspdato con
TAP(Passaggio 5)i complessi MHC |: peptide vengono trasportati attraverso la via secretoria alla membrana plagRedigaggio 6)love vengono
presentati ai linfociti T citotossici CD8lrasportatore associato all'elaborazione dell'antigeMAK), reticolo endoplasmatico aminopeptidasi (ERAP),
complesso di caricamento del peptide (PLC), compartimento intermed®diR (ERGIC).

Nel caso invece deiacciniinattivati, si ha l'assorbimentomediante fagociosi degli antigenipeptidici, la
degradazione nel proteasoma e la presentazi@uecomplessi MHC di classe dllé cellule professionalidi
presentazione dell'antigene (AP@gdiante il processo di crogsiming (o crosgpresentazione)*
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Diverse vie di elaborazione dell'antigene per le molecole MHC di classe | ellé mplecole MHC di classe | presentpaptidi derivatiprincipalmente da
proteine sintetizzate a livello endogeno di origine propria o patogena. Queste proteingono degradate in peptidi dal proteasoma e quindi trasportate
attraverso i trasportatori delle molecole di elaborazione 'deligene (TAP) nel reticolo endoplasmatico per il caricamento sulle molecole MHC di classe I.
b) Al contrario, le molecole MHC di classe |l presentano protieesntrano nella cellula attraverso la via endocitica. Durante la maturazione delle reolecol
MHC di classe Il, viene impedito loro di legarsi agli antigeni endogeni nel reticolo endoplasmatico per associazioatecanaariante (li). | complessi
catena invarianteMHC di classe Il (MH@i)Isi spostano attraverso il Golgi fino al compagnto MIIC / CIIV dove la catena invariante viene degradata a
CLIP (per il peptide a catena invariante associato alla classe Il). CLIP viene quindi rimosso dai comMesSidCLl&sse 1l (MHCLIP) e scambiato con il
peptide antigenicoc) Le celluledendritiche possono endocitare gli antigeni di altre cellule e presentarli in modo crociato ai linfociti T citotossicL&€D8
dipendenza TAP di tale presentazione incrociata indica che implica la diversione degli antigeni cellulari nella via malevieih#@® di classe |, sebbene i
meccanismi per questa deviazione siano ancora indefiniti. Nella maggior parte dei casi, questi antigeni verranno ancéeti pretgeercorso di
presentazione MHC di classe Il per il riconoscimento da parte dei linfoeipariCD4 +. (MIIC, MHC Il compartimento di carico; CIIV, vescicole MHC I1.)

Di conseguenza, la potente attivazione, espansione e differenziazione delle risposte CTL (induzione CTL) da [
di vaccinia vettore virale attenuati €, almeno in parte, dovuta all'espressione di antiganiettori in APC
professionali come le cellule dendritiché attraverso il processo di presentazione diretta o di cross

Cruz FM, Colbert JD, Merino E, Kriegsman BA, Rock KL.

TheBiology and Underlying Mechanisms of CsBsssentation of Exogenous Antigens on MH@lecules.
Annu Rev Immunol. 2017;35:1496. doi:10.1146/annureimmunol041015055254
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Immunol Rev. 2005 Oct;207:183. doi: 10.1111/j.0102896.2005.00301.x.
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Baker K, Rath T, Lencer WI, Fiebiger E, Blumberg RS.
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Cell Mol Life Sci. 2013 Apr;70(8):133¢ doi: 10.1007/s0001612-11008.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3609906/
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presentazione*® E interessante notare che le cellule dendritiche possormasgntemente essere infettate o
almeno trasdotte da una gamma molto ampia di viamehe in assenza del recettore virale specifico, e cid pud
servire come strategia per attivare le risposte antivirali delle €TL
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https://smw.ch/article/doi/smw.2017.14465

Meccanismi di attivazione immunitaria da parte di vaccini a vettore vitaeparticelle di vettore di vaccino infettano le cellule dendritiche (DC) di un
vaccinato. In questo schema, le particalievettore vengono assorbite dall'endocitosi mediata dal recettore e all'interno dell'endosoma rilasciano il loro
genoma nel citoplana della DC. Se il genoma virale viene esposto all'interno dell'endosoma piuttosto che essere rilasciato nel citoplzstioa, Tod

like (TLR) lo rilevano. Una volta all'interno del citoplasma, il genoma virale viene amplificato e rilevato d&skeris@iLJ I & Y G A OA RA | OA R
wh! Kk 5b!é¢0®

9y GiNIrYOS tS @OAS aS3ayltly2 |GGN OSNE2 OAS 0O2VYdzyA O2YSnetplinf@hntatore@a . S
anche nella produzione di interferone dipéi | Complessivamente, questi eventi portano all'attivazione funzionale della cellula dendritica.
Contemporaneamente, verranno espresse le informazioni genomiche virali, portando alla sintesi di pris&din&lna parte di essa viene degradata dal

Viral vaccines and CTL response.
J Biomed Biotechnol. 2010;2010:141657. doi: 10.1155/2010/141657.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20379365/

Ahlers JD, Belyakov IM.

Memories that last forever: strategies for optimizing vaccireell memory.
Blood. 2010;115(9):1678689.d0i:10.1182/blood200906-227546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2920202/

46Shen X, Wong SB, Buck CB, Zhang J, Siliciano RF.

Direct priming and crosgriming contribute differentially to the induction of CD8+ CTL following exposure to vaccinia virus via different routes.
J Immunol. 2002 Oct 15;169(8):4222doi: 10.4049/jimmunol.169.8.4222.

https://www.jimmunol.org/content/169/8/4222.long

4"Freigang S, Probst HC, van den Broek M.

DC infection promotes antiviral CTL priming: the 'Winkelried' strategy.
Trends Immunol. 2005 Jan;26(1):83doi: 10.1016/}.it.2004.11.013.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/15629404/

Ludewig B.

Dendritic cell vaccination and viral infecticanimal models.

Curr Top Microbiol Immunol. 2003;276:1294. doi: 10.1007/978-662-065082_9.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/12797449/

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04685603
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proteasoma e i frammenti peptidici risultanti vengono convogliati attraverso il trasportatore associato alla presentazionggaeléa(TAP) nel reticolo
endoplasmatico (ER). All'interno dellER, questi peptidi virali vengono caricati su molecole MH€edj dlas vengono quindi esportate sulla superficie
cellulare per la presentazione alle cellule T CBgecifiche del virus. L'attivazione funzionale simultanea del DC da parte dei sensori innati di cui sopra
garantisce un priming efficiente delle celldleCD8.

Come discusso soprajaccinavettore viralesonocostituiti da un virus ricombinante ingegnerizzatee consente

la produzione endogena di livelli elevagilithntigenevaccinalenel caso del SAR V2 la proteina Spike, da parte
RStftS OStftdzA S 2aLAGA LINGhSe§ugnzafivdizione tdidively dlévat Si/ r&poste! t /
immunitarie umorali e cellulaf®. Grazie allaaturale capacita deiettori virali di infettare le cellule ospite per

la presenza di componenti virali che stimolano il sistema immunitario inr@testi vaccini non richiedono
adiuvanti*,

Dopo l'infezione delle cellule ospiti,\iettore virale replicantegenera una progenie infettiva che consente di
amplificare e produrre la sequenza antigenica in ogni ciclo di replicaione

| vettori virali replicativi comuni includono il virus del morbillo (MV), I'adenovirus (Ad) e il virus della stomatite
vescicolae (VSV). Sebbene questa piattaforma conferisca alti livelli di immunogenicita, il potenziale ritorno alla
virulenza rimane un problema di sicure?za

| vettori virali non replicativinvecenon sono in grado di produrre progenie infettivia,quantotutto il materiale
geneticonecessariger la replicazione viene rimosso, garantendo un profilo di sicumaigieore.

Tuttavia, a causa della carenza di replicazione, sono necessarie dos\@te gder conferire I'immunita, che
possonoprovocare reazioni immunitarie indesideratentro ilvettore stesso.

| vettori virali non replicativi piu comuni includoadenoviruges. Adenovirus umano sierotipo 5 (Ad5) e sierotipo
26 (Ad26), adenwirus-associat (AAV), alphavirus e virus vaccinia Ankara (MVA) modifitato
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Vaccines (Basel). 2014;2(3):62411. Published 2014 Jul 29. doi:10.3390/vaccines2030624
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“Sebastian S, Lambe T.

Clinical Advances in Vifdectored Influenza Vaccines.
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https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6027524/
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Curr Opin Biotechnol. 2007 Dec;18(6):58 doi: 10.1016/j.copbio.2007.10.010. Epub 2007 Dec 11.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2245896/

52Choi Y, Chang J.

Viral vectors for vaccine applications.

Clin Exp Vaccine Res. 2013;2(2t03. doi:10.7774/cevr.2013.2.2.97
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3710930/

53Pinschewer DD.

Virally vectored vaccine delivery: medical needs, mechanisms, advantages and challenges.
Swiss Med WKly. 2017 Aug 8;147:w14465. doi: 10.4414/smw.2017.14465. PMID: 28804866.
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Key features of replicating and non-replicating vaccine vectors

Viral vector Type Insert Advantages Disadvantages
Adenovirus Non-replicating; ds DNA 7-8kb  Common features: Prior immunity to Ad5
Targets mucosal inductive sites High doses needed
Infects dividing, non-dividing, and to elicit immunity
dendritic cells
No integration
Physically and genetically stable
Specific for non-replicating vector:
Safe
Long history of gene therapy use
Multiple serotypes and chimeric forms
Adenovirus Replicating ds DNA 3-4kb  Specific for replicating vector: Small insert size
Common features above Concem for intranasal
Low dose, mucosal delivery administration
Persistent immunity
Induction of immune modulators
Safe as an oral vaccine
Adeno-associated virus Non-replicating; ss DNA <5 kb Resistant to acid; physically stable Difficult production uses
Alternate serotypes available helper virus
Tropic for dendritic cells Possible integration
Non-pathogenic Prior immunity to
prevalent AAV2
Alphavirus Non-replicating; +ss RNA  <8kb No integration Safety concems regarding VEE
Does not elicit anti-vector immunity Difficult to produce
Targets dendritic cells
Highly immunogenic
Herpesvirus Non-replicating; ds DNA <50kb Infects many cell types; targets mucosa  Prior immunity
Durable immunity Lesser immunogenicity
Induces Th1 responses Difficult to manufacture
Measles virus Replicating; -ss RNA >5kb Persistent immunity Prior immunity
Infects dendritic cells, macrophages
No integration; genetic stability
Poxviruses: Vaccinia Replicating; ds DNA >10kb  Excellent immunogenicity with history Safety concems in immune
of eradicating smallpox compromised
Poxviruses: NYVAC; MVA  Non-replicating; ds DNA >10kb  Excellent immunogenicity; more Prior immunity
immunogenic than avian poxviruses
Poxviruses: ALVAC; FPV Non-replicating; ds DNA >10kb  No prior immunity Less immunogenic than
mammalian poxviruses
Vesicular stomatitis virus Replicating; -ss RNA >5kb No integration; high level expression Safety; potentially
Ease of production neurovirulent
No prior immunity Attenuated forms less
Mucosal administration immunogenic

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2245896/

| vettori adenoviralisono stati ampiamente studiati per la loro applicazione come vettori di rilascio genico. Sona
virus a DNA a doppio filamento, lineari, senza involucro con una capatitbghiorazionedel transgene fino a 8
kbps. La maggior parte delle cellule umane mssere facilmente infettata con vettoadenovirali poiché
esprimono i recettoradenoviralisula superficie cellulare (coinvohiel legame Ha cellula ospite) e i recettori di
ingresso dell'integrina (per I'endocitosi e l'ingresso virdijora, sorm i vettori virali piu comuni utilizzati negli
studi clinici per vaccini, terapia genica e applicazioni oncologitimversiadenovirusnon umani, comeguelli

54Lee C.S,, Bishop E.S., Zhang R., Yu X., Farina E.M., Yan S.
Adenovirusmediated gene delivery: potential applications for gene andlzzdiedtherapies in the new era of personalized medicine.
Genes Dis2017;4:4%63. doi: 10.1016/j.gendis.2017.04.001.
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derivati dagliscimpanzé (ad esempio ChAd3, ChAd6, ChAd63), sono in fase di sperimentamaodel§wmani
e animali®

LA STABILITA DEI VACCINI A VETTORI VIRALI: STRATEGIE DI CONSERVA

Le condizioni di conservazione dei vaccini vérakttoredipendono fortemente dalle caratteristiche particolari di
ciascun virus ricombinante, che determineranno la stabilita del vaccino e di conseguenza la sua durata

Alcuni virus, inclusi glidenovirus sono piu sensibili alla degradazione termica, causamdgoerdita di infettivita

56

L'esposizione a cicli dongelamento e scongelamente l'ossidazionela partedei radicali liberi sono altri fattori

che possono promuovere linstabilita virale e la degradazfnBertanto, la determinazione delle cdmitni di
conservazione ottimali per la distribuzione di vaccini a base virale € cruciale per mantenere |'attivita farmaceutic
a lungo terminé®,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5609467/

Stasiak A.C., StehT.

Human adenovirus binding to host cell receptors: a structural view.

Med. Microbiol. Immunol. (Berl9020;209:32§333. doi: 10.1007/s0043019-006452.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7248032/
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Curr. Opin. Biotechno2007;18:546556. doi: 10.1016/j.copbio.2007.10.010.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2245896/

Colloca Sgt al

Vaccine vectors derived from a large collection of simian adenoviruses induce potent cellular immunity across multigle specie
Sci Transl Med. 2012 Jan 4;4(115):115ra2. doi: 10.1126/scitransimed.3002925.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3627206/
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Adenovirus vectors for gene therapy, vaccination and cancer gene therapy.
Curr Gene Ther. 2013;13(6):42323. d0i:10.2174/15665232136661311250%6
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https://pubmed.ncbinim.nih.gov/12587128/

57 Pelliccia M., Andreozzi P., Paulose J., D'Alicarnasso M., Cagno V., Donalisio M.

Additives for vaccine storage to improve thermal stability of adenoviruses from hours to months.
Nat. Commun2016;7doi: 10.1038/ncomms13520
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5141364/

58Bell K.N., Hogue C.J., Manning C., Kendal A.P.

Risk factors for improper vaccine storage &ehdling in private provider offices.
Pediatrics2001;107doi: 10.1542/peds.107.6.e100.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/11389298/

Jones K.L., Drane D., Gowans E.J.

Longterm storage of DNAree RNA for use in vaccine studies.
BioTechnique2007;43:67§681. doi: 10.2144/000112593.
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4526277/

Chen Y., Liao Q., Chen T., Zhang Y., Yuan W., Xu J., Zhang X.

Freezedrying formulations increased the adenovirus and poxvirus vaccine storage times and antigen stabilities.
Virol. Sin2020:1%;8. doi 10.1007/s1225@®20-002501.

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7372743/
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In generale, i vaccini viralh vettori autorizzati sono conservati a circaB2C oa basse temperature di
congelamento (da80 a-55°C) con una durata di oltre un antfo

Formulazioni liquide contenenti saccarosio, polisorb&te inibitori dell'ossidazioneadadicali liberi sno state
impiegate pewaccin avettore adenovirale,e hanno dimostrato una perdita minima di infettivita delQ | RSy 2 @
e stabilita prolungata per 24 mesi a 4°C

Una strategia di disidratazione corfeeliofilizzazione pud aumentare la stabilita del vaccneettore virale ed
eliminare la necessita donsenare il prodotto congelatc>*.

Agenti potettivi come il polietilenglicole (PEG) e il destrano applicati durante la liofilizzazione possono protegger
il virus dai danni e aiutare a mantenere l'attivita viréle

La liofilizzazionén saccarosio ha dinstrato una perdita minima del titolo virale per un periodo di 1 anno se
conservataa 4 ° €.

/ wL ¢ L/ LWMITA2IONI DEI VACCINI A VETTORI VIRALI

| costi di sviluppo clinico dell'ordine di diverse centinaia di milioni di dolanio comuni alla maggior parte dei
vacciniad usoprofilattico, e la produzione GMP, i test di rilasalel lotto e l'approvazione normativa sono
particolarmente onerosi per i prodotti a vettore virale.

Inoltre, alcune limitazioni sono intrinske agli agprocci vaccinali a vettori viradi sono discusse di seguito.

Immunita anti-vettore
Dal punto di vista dellimmunogenicita e dell'efficacia, un limite dei sistemi di somministrazione del vaccino viral
consiste nellinterferenza derivante d@ilA Y'Y dzy AZSt] G 2yNISAé @

Lo stesso fenomeno pud manifestarsi essenzialmente in due modi:

Immunita anti-vettore preesistente

Gli individui immuni al viruparentalewild type, da cui derivd vettore vaccinale virale, tendono a rispondere
pocoalla vacmazione. Questo fenomeno € stato notato in modo prominente negli studi sui vaccini contro I'HIV
che si basavano su vettori basati su adenovirus 5 (Ad5).

Quando confrontati con individui sieronegatpar Ad5, i partecipanti allo studio con immunita amtipale ad Ad5
hannopresentato una risposta scarala vaccinaziom®.

59Evans R.K., Nawrocki D.K., Isopi L.A., Williams D.M., Casimiro D.R., Chin S.
Development of stable liquid formulations for adenovitssed vaccines.

J. Pharm. S&200493:2458,2475. doi: 10.1002/jps.20157
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/15349956/

60Kraan H, van Herpen P, Kersten G, Amorij JP.

Development of thermostable lyophilized inactivated polazcine.
Pharm Res. 2014;31(10):262829. doi:10.1007/s1109614-13596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4197379/

61 Croyle M.A., Cheng X., Wilson J.M.

Development of forralations that enhance physical stability of viral vectors for gene therapy.

Gene Ther2001;8:128%1290. doi: 10.1038/sj.gt.3301527

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/11571564/

62Flatz Let al

Genebased vaccination with a mismatched envelope protects against simian immunodeficiency virus infection in nonhuman primates.
J Virol. 2012 Aug;86(15):7760. doi: 10.1128/JVI.0059F2.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3421661/

McElrathMJ, et al
Step Study Protocol Team. HIWaccineinduced immunity in the tesbf-concept Step Study: a casehort analysis.
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pud comprendere meccanismi sia umorali che cellutari.

Esperimenteffettuati con iltrasferimento del siero negli animali hanno dimostrato che l'infezione da Ad5, che in
alcune aree del globo e abbastanza comune, provoca "anticorpi interferentBlobeanol'immunogenicita dei
vettori basati su Ad%*

Epresumibile cheuesti anticorpneutralizino le particelle del vettore viraldel vaccinaendendole non infettive

e innescando la loro degradazion2 YS | @@ASyS 0O2y f QAY T Sorgi 3¢fvBno y I i
principalmente peprevenire la reinfezione virafe.

Immunita anti-vettore indotta dalla vaccinazione

Poiché & maggior parte dei vaccini richiegl somministrazioni per ottenere una protezione immunitaria
ottimale e spesso sono necessarie vaccinaziomiafiiamoregolari per mantenere I'immunita nel corso degli
anni, linduzione dell'immunitd antvettore in seguito alla vaccinazione primaria, rappresentata
principalmente da anticorpi interferenti, pud ridurre drasamente l'efficacia delle immunizzazioni di
richiamo.

| produttori dei vaccinihanno trattouna serie di conclusioni da queste osservazioni.

In primo luogo, sembra vantaggioso sfruttareiius con bassa sieroprevalenmalla popolazione umana,
evitando cosi I'immunita amn¥ettore preesistente®

Per ridurre al minimo gli effetti dannosi dell'immunita afrgttore indotta dalla vaccinaziongrimariasulla
vaccinazionedi richiamq si dovrebberocreare dei vettorivirali che non riescono a suscitare guantita
significative di anticorpi interferentf’

Lancet. 2008 Nov 29;372(9653):18P205. doi: 10.1016/S0146736(08)61595.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2774110/

63Schirmbeck R, Reimann J, Kochanek S, Kreppel F.

The immunogenicity of adenovirus vectors limits the multispecificity of CE&8 Tesponses to vectencoded transgenic antigens.
Mol Ther. 2008 Sep:16(9):1648. doi: 10.1038/mt.2008.141.
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1528016%2816%2932050

Roberts DMet al

Hexonrchimaeric adenovirus serotype 5 vectors circumventgxisting antivector immunity.
Nature. 2006 May 11;441(7090):228. doi: 10.1038/nature04721.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/16625206/

64Flatz Let al

Development of replicatiomlefective lymphocytic choriomeningitis virus vectors for the induction of potent CD8+ T cell immunity.
Nat Med. 2010 Mar;16(3):3345. doi: 10.1038/nm.2104.

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3247638/

85Sumida SMet al

Neutralizing antibodies to adenovirus serotype 5 vaccine vectors are directed primarily against the adenovirus hexon protein.
J Immunol. 2005 Jun 1;174(11):748® doi: 10.4049/jimmunol.174.11.7179.
https://www.jimmunol.org/content/174/11/7179.long

66 Barouch DHet al

Immunogenicity of recombinant adenovirus serotype 35 vaccine in the presence-ekigting antiAd5 immunity.

J Immunol. 2004 May 15;172(10):6280doi: 10.4049/jimmunol.172.10.6290.
https://www.jimmunol.org/content/172/10/6290.long

Ewer Ket al.

A Monovalent Chimpanzee Adenovirus Ebola Vaccine Boosted with MVA.
N Engl J Med. 2016 Apr 28;374(17):1:485doi: 10.1056/NEJM0al1411627.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5798586/

8”Penaloza MacMaster P, et al

Development of novel replicatiedefective lymphocytic choriomeningitis virus vectors expressing SIV antigens.
Vaccine. 2017 Jan 3;35(1P1doi: 10.1016/j.vaccine.2016.11.063.
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5147735/
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In alternativa, & possibile sviluppare strategie per rendere le particelle del vettore del vaccino meno
suscettibili alla neutralizzazione degli aurpi.® Una combinazione di questi approcci dovrebbe, in linea di
principio, superare i limiti imposti dall'immunita antettore preesistente o indotta dalla vaccinazione.

Un'ulteriore strategia per superare limmunita amtettore indotta dalla vadoazione, consiste in
combinazioni divettori eterologh. Le risposte all'immunizzazione primaria da vettore adenovirale sono
comunemente potenziate daettori virali alternativi come quelli a base di poxvirus o rabdovirus nella
vaccinazionali richiamo déta anche"prime-boost eterologa” #°

Un esempio nei vaccini COVIB é lo Sputnik V, primo vaccino autorizzato in RugSia.

La combinazione di due principi attivi im prodotto vaccinale introduce, tuttavia, un ulteriore livello di
complessita, in particolare per quanto riguarda la produzidn€ | dzi 2 NA T T T A2y S | ff QA
e la somministrazione del vaccisolarga scala

Conseguenze dell'immunizzazione di individui con o senza l'immunita da vettore adenovirale umano (HAd) preesisten&esiarsuatilizzando un Ad
non umano o un vettore HAd raro. (a) L'immunizzazione di un individuo con alti liselfndiita al vettore HAd preesistente portera alla neutralizzazione
del vettore HAd in presenza di anticorpi neutralizzanti HAd preesistenti, abbassando cosi la trasduzione del vettorkultetispig, portando a livelli
ridotti di transgene espressi@ seguita da livelli piu bassi delle risposte immunitarie transgpeeifiche. (b) Negli individui con livelli non significativi di
immunita del vettore HAd, l'immunizzazione con un vettore HAd portera a robuste risposte immunitarie innate e addttatxuppo di risposte
immunitarie cellulari specifiche del vettore, in modo significativo le cellule T CD8, eliminera le cellule trasdotteodel (@tL_'uso di un vettore Ad non
umano o di un vettore HAd raro in individui con o senza immunita dneeHAd preesistente avra eccellenti risposte immunitarie transeggpeifiche.

88Kreppel F, Kochanék

Modification of adenovirus gene transfer vectors with synthetic polymers: a scientific review and technical guide.
Mol Ther. 2008 Jan;16(1):-2®. doi: 10.1038/sj.mt.6300321.
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1528016%2816%2931358

89Po| JGet al

Maraba virus as a potent oncolytic vaccine vector.

Mol Ther. 2014 Feb;22(2):42129. doi: 10.1038/mt.2013.249
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3916044/

Flatz L, Genbased vaccination with a mismatched envelope protects against simian immunodeficiency virus infection in nonhuman primates.
J Virol. 2012 Aug;86(15):7760. doi: 10.1128/JVI.0059FP.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3421661/

70 https://sputnikvaccine.com/aboutaccine/

Dr.ssa Loretta Bolgad6.042022 43


https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1525-0016%2816%2931358-2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3421661/
https://sputnikvaccine.com/about-vaccine/

VACCINI COVID A VETTORE: INGEGNERIZZAZIONE E RISCHI,

UNA REVISIONE SCIENTIFICA.

(a) Individual with significant level of preexisting HAd vector
immunity

Preexisting vector
neutralizing antibodies

I
* n L Vector neutralization

Immunization with an HAd vector
carrying a desired transgene cassette

Reduction in HAd vector
e G G transduced cels

Preexisting vector-specific

CD8" T cells Lower level of transgene expression

Elimination of vector ~ MEESSSN)  Reduced levels of transgene-specific

) transduced cells humoral and CMI responses

Individual with nonsignificant level of HAd vectorimmunity

ﬂ Macrophages Dendritic cels

lnnale immune response . . %%
* and antigen presentation I \

* Development of vector- Development of robust
specific humoral and CMI  transgene-specific humoral
Immunization with an HAd vector responses and CMI responses
carrying a desired transgene cassette l

Elimination of vector- < CDA 'roeu CD8' Teols  CD4' Teels CD8" Teells

~1 .00:0 0000
00 "00 00

'N- otbodes

Bcels

Short ived transgene
expression

( Individual with no or hlqh level of HAd vectorimmunity

Macmphages Dendritic cells
——
Innate immune response . ’ %
and antigen presentation I \

Development of vector- Development of robust
specific humoral and CMI  transgene-specific humoral

Immunization wn.h a rare or nonhuman respunsas and CMI responses

Ad vector carrying a desired transgene
cassette

Elimination of vector- _ CD4* Tcells  CD8* T cells CD4" T cells CD8"* T cells

‘“’“““’"*"*'s ooo - 0000

Short Irved transgene i M;&éf .. . . .Mmg celis

expression
p TN e
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8510854/

Dr.ssa Loretta Bolgad6.042022

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8510854/

=)\ FEDERAZIONE

RINASCIMENTO
ITALIA

COMPLESSITA DI PRODUZIONE

Per natura, i virus dei mammiferi richiedono generalmente cellule eucariotiche e spesso di mammiferi per |
produzione. Sebbene il lavoro con bioreattori GMP su larga scala sia diventato una routine industriale neg
ultimi decenni, pud ancora rappresentaun importante fattore di costo. L'equilibrio tra la dose efficace del
vaccino e le rese di produzione per volume di coltura (compresi i processi di purificazione) & solitament
indicativo della fattibilita commerciale di un vaccino a vettore in un datmgpamma di prevenzione di una
malattia.

| sistemi a vettori con deficit di replicazione tendono a mostrare una dipendenza dalla dose pil marcatz:
rispetto a quellcompetenti per laeplicazionee di conseguenza le rese di produzione sono spesd$attare
limitante piu evidente.

| processi di purificazion@ongono ulteriori criticita, in particolare per i vaccini attenuati, per i quali
I'infettivita virale deve essere preservat& per escludee la presenza di agenti infettivi avventizi nei lotti di
vaccini’t sono necessari test approfonditi su linee cellulari e prodotti, restringendo la gamma di linee cellulari
idonee a poche selezionate comunemente disponibili.

In linea di principio, potrebbro essere generate nuove linee cellulari immorzadte, ma lo sforzo e il tempo
necessari per la loro generazione dal tessuto umano primario, la loro selezione basata su caratteristich
biologiche favorevoli, la loro caratterizzazione e l'eventuale dee&ine normativa sonaotevoli e il
successo € incerto. Di conseguenza, il processo di generazione di una nuova linea cellulare & dissuasivo
la maggior parte dei programmi vaccinali, e un piccolo numero di linee cellulari piuttosto vecqghiadi di

uso consolidatalomina il campo.

In definitiva, la rivoluzione in corso nell'ingegrezazionalel genoma dei mammifef? mediante tecnologie
CRISPotrebbe quindi rappresentare un punto di svolta anche per la vaccinazione a vettori¥irali.

" Victoria JG, Wang C, Jones Mt8ng C, McLoughlin K, Gardner S, Delwart EL.

Viral nucleic acids in livettenuated vaccines: detection of minority variants and an adventitious virus.
J Virol. 2010 Jun;84(12):6088. doi: 10.1128/JVI.026910.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2876658/

Petricciani J, Sheets R, Griffiths E, Knezevic I.

Adventitious agents in viral vaccines: lessons learned from 4 case studies.

Biologicals. 2014 Sep;42(5):228. doi: D.1016/j.biologicals.2014.07.003. Epub 2014 Aug 16.
https://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S1045105614000748?via%3Dihub

Klug B, et al Brighton Collaboration Viral Vaccine Vector Safety Working Group.

Adventitious agents and live viral vectored vaccines: Considerations for archiving sampésgiédd materials for retrospective analysis.
Vaccine. 2016 Dec 12;34(51):663625. doi: 10.1016/j.vaccine.2016.02.015.
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5130882/

Pennathur S.

Application of Risk Assessments in the Design of the Overall Viral Control Strategy Used during the Manufacture anfil\esdfique Vaccines.
PDA J Pharm Sci Technol. 2011-New;65(6):73@. doi: 10.5731/pdajpst.2011.00851.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22294607/

Khan AS, et al

Report of the second international conference on next generation sequencing for adventitious virus detection in biolbgicgft and animals.
Biologicals. 2020 Sep;67:94.1. doi: 10.1016/j.biologicals.2020.06.002.

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7351673/

72Komor AC, Badran AH, Liu DR.

CRISPBased Technologies for the Manipulation of Eukaryotic Genomes.

Cell. 2017 Apr 20;169(3):559. doi: 10.1016/j.cell.2017.04.005. Erratum for: Cell. 2017 Jan 12);26&@.
https://lwww.cell.com/cell/pdf/S00928674(16)31465.pdf

730koli A, Okeke MI, Tryland M, Moens U.

CRISPR/Cagglvancing Orthopoxvirus Genome Editing for Vaccine and Vector Development.
Viruses. 2018 Jan 22;10(1):50. doi: 10(3810010050.
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CARATTERTICHE DEI VETTORI ADENOVIRALI

Gli Adenovirus contengono numeraosi geni virali che, nelle piu regengrazioni di vettori (detti ad alta capacita

o helperdipendenti o gutless), sono statbmpletamente rimossi.

| vettori gutless, cheontengono solo le sequenze terminaertite (ITR, Inverted Terminal Repeats), il segnale
di incapsidazione e la cassettfespressione, richiedono un virus helper (difettivo per l'incapsidazione) che
fornisca intransle proteine virali necessarie pkx sintesi della particella virale infettiva nella cellptaduttrice.

Il virus helper puo poi essere rimosso dalla preparazi@ieettore medianteun processo di purificazione, con
efficienza superiore al 99,9%. Tultti i vettori adenovsalio in grad di trasdurre efficientemente anche cellule
non mitotiche e di determinaralti livellid'espressione del transgene

La durata variabile e comunque non permaneui@l'espressione del transgene € imputabile all'assenza di
integrazione esoprattutto allarisposta immune contro le cellule trasdotte, un fenomeno assai rilevante nei vettori
di prima e seconda generazione che mantengono ed esprimono a basso livello alcwiviaeni

| vettori gutless, che non esprimono proteine virali neldlula trasdotta, sonanolto meno immunogenici dei
vettori adenovirali di precedente generazione@sentono un‘espressione prolungata del transgene

La somministrazione del vettore deve essere ben tollerata e priva di effetti tossici acuti. Ndl gatori virali,

in particolare, deve essere garantita la perdita di patogenicita del virus parentale, che € principalmente legata al
replicazione e all'espressione delle proteine virali.

Inoltre, va considerato che I'impiego di un vettogenetico pud determinare effetti avversi a lungo termine nella
cellula e nell'organismo, tra i quali I'induzione di risposte autoimineita ricombinazione con virus endo@an
grado di generare una nuova forma virale potenzialmente trasmissdulae sapprofondira in seguito

| vaccini a vettore viralamangono nel nucleo cellulare in forma di episoma, cioé come molecole di DNA extra
cromosonico competentiper la trascrizionel.a natura episomale non permetperoa questi vettori dduplicarsi

dopo ripetute divisioni cellularie cid limitain manierasostanziale la stabilita di questi sistemi in assenza di
specificisistemiper la replicazione autonoma e la localizzazione nucleare.

Una volta giunto nel nucleo cellulare, il vettore vde permettere una espressione robusta, continua o
eventualmente inducibile del transgene.

Molti vettori incorporano nella cassetta d'espressione un promotore di origine virale che induce alti livelli di
espressione in certi tipi cellulari (ad esempiorbpotore/enhancer @l CMV citomegalovirusil promotore di
SV40 - Simian Virugl0; o il promotore della regione LFRong Terminal Repeatlegli onceRetrovirus), oppure

di origine cellulare (ad esempio promotori del genellai -actina, del fattore EFh  RA | £ f dzy 3| Y
trascrizione, o del gene per I'enzima glicolitico R@isfogliceratochinasi). Questi ultimi promotori sono molto
utilizzati poiché dirigono I'espressione costitutiva e ubiquitaria dei transgeni, sono cioe attivi sempre e
virtualmente in tutti i tipi cellulari’*

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5795463/

Tang N, Zhang Y, Pedrera M, Chang P, Baigent S, Moffat K, Shen Z, Nair V, Yao Y.

A simple and rapid approach to develop recombinant avian herpesvirus vectored vaccines using CRISPR/Cas9 system.
Vaccine. 2018 Jan 29;36(5):7282. doi: 10.1016/j.vaccine.2017.12.025.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5783714/

Tang N, Zhang Y, Sadigh Y, Moffat K, Shen Z, Nair V, Yao Y. Generation of A Triple Insert Live Avian HerpesvirusWectisied) \CiRRISPR/C&s®ed
Gene Editing.

Vaccines (Basel). 2020 Feb 21)®7. doi: 10.3390/vaccines8010097.

https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7157232/

Vilela J, Rohaim MA, Munir M.

Application of CRISPR/Cas9 in Understanding Avian Viruses and Developing Poultry Vaccines.
Front Cell Infect Microbiol. 2020 Nov 24;10:581504. doi: 10.3389/fcimb.2020.581504.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7732654/
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BIOLOGIA MOLECOLARE E CICLO REPLICATIVO DEGLI ADENOVIRUS

Gli adenovirus sono virus a DNA senza involucro che trasportano DNA lineare a doppia elica di circa 35kb scor.
nel 1953.”° Sono i pitl grandiirus privi di involucro.

Sono distinguibili 49 sierotipi che possono essere ulteriormente classificati in sottogruppiddg i hase alle

loro proprieta diemoagglutinazione

SEnders JF, Bell JA, Dingle JH, Francis T JR, Hilleman MR, Huebner RJ, Payne AM.
Adenoviruses: group name proposed for new respiratoagt viruses.

Science. 1956 Jul 20;124(3212):210 doi: 10.1126/science.124.3212.119.
https://science.sciencemag.org/content/124/321119
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Oncogenic potential

Hemagglutination Transformation
Species Groups Types Tumaors in animals in call culture %o GC Associated disease
HAdV- IV (litde or none) 12,18, 31 High Positive 46— Cryptic enteric infection
A 47
HAdV- I {complete for 3,7,11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 Moderate Positive 49— ConjunctivitisAcute respiratory
B monkey 51 diseaseHemarrhagic cystitisCentral
erythrocytes) nervous system
HAdV- II (partial for rat 1, 2,56 Low or none Positive 55 Endemic infectionRespiratory
C erythrocytes) symptoms
HAdY- 11T {complete for 8, 9,10, 13, 15, 17, 19, 20, 22- Low or none Positive 55= Keratoconjunctivitis in
D rat erythrocytes) 30, 32, 33, 36=39, 42-49, 51, 53, (mammary 57 immunocompromised and AIDS
54 tumors) patients
HAdY- 111 4 Low or none Positive 58 ConjunctivitisAcute respiratory
E disease
HAdY- II1 40, 41 Unknown Megative 51 Infantile diarrhea
F
HAdY- Unknown 52 Unknawn Unknown 55 Gastroenteritis

G

https://basicmedicalkey.com/adenoviridae/
Schemi di classificazione per gli adenovirus umani (HAdV, getastadenovirup

| tipi diadenovirus piu studiati sono il tipo 2 (Ad2) e il tipo 5 (Ad5) che sono membri del sottogruppo C.

Questi sierotipi di adenovirus sono stati utilizzati per l'ingegnerizzazione dei primi vettori adenovirali, poiché
stato scoperto che questi tipi non sonesaciati a malattie gravi nel'uomo e sono quindi adatti per applicazioni
in vivo.”®

Struttura del virione’”

Il virione dell'adenovirus ha una struttura virale unicansiste di un capside a simmetria icosaedrica, con un
diametrodi7omnn yYS &Syl LISNAROILAARSET S RSttt QlF OAR2 ydz
Il capside e formato da 252 capsomeri di cui 240 esoni e 12 pentoni collocati ai vertici; all'apice di ciascun verti
si trovauna fibra che facilita I'attacco alle cellule bersaglio.

Gli esoni contengono anche diverse regioni ipervariabili e sono i principali obiettivi degli anticorpi neutralizzanti
Nei vettori adenovirali, questi siti possono essere progettati per trasportanédene del vaccino.

76 Ballay A, Levrero M, Buendia MA, Tiollais P, Perricaudet M.

In vitro and in vivo synthesis of the hepatitis B virus surface antigen and of the receptor for polymerized human serimfaedbunecombinant human
adenoviruses.

EMBO J. 1985 De6;3(13B):3865.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC554741/pdf/emboj002-0211.pdf

Karlsson S, Van Doren K, Schweiger SG, Nienhuis AW, Gluzman Y.

Stable gene transfer and tissgpecific expression of a human globin gene using adenoviral vectors.
EMBO J. 1986 Sep;5(9):23&5.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmdarticles/PMC1167123/pdf/emboj00172331.pdf

7" Terapia genica. Mauro Giacca © Springerlag Italia 2011 pag &%
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%2F9783-470-1989-8_3.pdf
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Le proteinellla si trovano nella superficie interna del capside e aiutano nell'assemblaggio e stabilizzazione del
regioni dei vertici e anche nell'assemblaggio del genoma virale; le protéimellegano il guscio esterno del
capside al guscio icosaedrico interno; le proteifid aiutano a legare insieme gli esameri e sono fondamentali
per la stabilita del capside virale.

Le proteineV, VIl e X sono associate al genoma del DNA e costituiscono il nucleo del virione,lenpriteina
terminale si lega a ciascuna estremita del genoma del DNA.

Capside
. 240 unita trimeriche
® Esone(ll) ‘720 copie l(capsomero esonico)
m Pentone : 12 unita pentameriche
=~ (base; Ill) 60 copie (capsomero pentonico)
@ : . 12 unita trimeriche
Fibra (IV) |36 copie »(capsomero pentonico)
f la 60 copie
@ Vi 1360 copie  Proteine associate
e Vi 130 copie all'esone
[ ] IX 240 copie
Core
. Si lega covalentemente
® 7w Z2coPiealle estremita del DNA
O v 160 copie
. Proteine associate al
@ wi 630 copie |\ a
C mu 100 copie

https://link.springer.com/chapter/10.1007/9788-470-1989-8_3
{ G NHzG G dzNF RSt GANR2YS RA | RSYy20ANdza® Lf OF LJAARS RA protdn gitdrkliNadegipalk | dzy
t0Saz2yS OLINRPGSAYl LLOX tF o6FasS RSt LiSkteigeyndorio/, LLO S £+ FAONI oL+x0T O

#LLLE L- S LLLF® ! QAynDNNheareR Boppiodilanmeht@ciicdarta Attaccaia®gvalevitemeRSdle ddeie Slidmgibteina
terminale TP. Il DNA virale si associa anche alle proteine VI, mu, 8¥; uQ dzf G A Yl F2NYyAa0S dzy € S3FYS &l NHzi G dzNT
proteina VI. La tabella a destra riporta la relativa abbondanza di queste 11 proteine strutturali

Organizzazione del genoma

Il genoma € costituito da una molecola lineare di DNA a doppio filamento, di 36 kb nel caso di Ad2 e di Ad5, c
porta alle estremita due sequenze ripetute identiche, denominatwerted terminal repeat (ITR; 103 bp nel
caso di Ad2d Ad5); queste regioni fungono da origini di replicazione del DNA virale.

Il genoma contiene:
A OAYljdzS dzyAidt GNIAONRTA2YIFEA LINBO20AX | GGAQGIGS
(E2A ed E2B), E3 ed E4);
A due unita trascrizionalhtermedie(IX e IVa2L4 intermedio ed E2 tardiyo
A una unita trascrizionale maggiore tardiva (major late, ML) che & processata per generare 5 famiglie
MRNA tardivi mediante processamento paistscrizionale (da LALS).

Tutte queste unitdi NI & ONR T A a2
dS02yRI RSA &AASNRGALIAO 3ISYyA
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Per convenzione, la mappa del genoma di adenovirus & presettgta/ A f 3SyS 9wm! F £t Q
IASy2YlFET S O2YLINBYRS [[dZAYRA dzy QS&G NBYAGL GaAiyiradNt
A causa della piccola dimensione del genoma, gli adenovirus impiegano diverse strategie per sfruttarlo
massimo. Ad esempio, coddico le proteinedi entrambi i filamenti di DNA, impiegano lo splicing alternativo e
dzi At ATTFy2 RAGSNES Y2RAFAOITA2yA RSttS O2RS RA LR
Nei vettori adenovirali non replicanti, il gene E1 viene eliminato per renderli difettosi nella rephieaai modo

che possa infettare le cellule ospiti ma non moltiplicarsi.

Come si vedra in seguito, per la produzione di vettori adenovigali replicanti, vengono utilizzate le cellule
trasfettate con E1 come HEK293 e PER.C6 per consentire la produzione di vettori adenovirali con difetto
replicazione’®

https://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352304217300272

La struttura del genoma e le principali unita di trascrizione dellAd5 umano. Il genoma Ad5 e composto da 36 kb di ENAdogze elica, mostrato

anche in unita di mappa (mu). | géxd5 vengono trascritti temporalmente come unita iniziali (unita E1, E2, E3 ed E4) o unita tardive (da L1 a L5) in entrambe
le direzioni. La parte superiore dei geni elencati viene trascritta da sinistra a destra, mentre la parte inferiore dengerdscritta da destra a sinistra,

come indicato dalle frecce tratteggiate. | prodotti del gene E1 sono coinvolti nella replicazione del virus. La regisneédi2sa in E2A ed E2B. Queste
proteine forniscono il meccanismo per la replicazione del DNAewr# conseguente trascrizione dei geni tardivi, che codificano principalmente proteine
strutturaliperf QI & & S e \irks A.@rhaggior parte delle proteine E3 sono coinvolte nella modulazione della risposta immunitaria delle cethiée infet

e non sono essenziali per la produzione virale in vitro.

"8https://link.springer.com/chapter/10.1007/9788-470-19898_3

Lee CS, etal

AdenovirusMediated Gene Delivery: Potential Applications for Gene andBaskd Therapies in the New Era of Personalized Medicine.
Genes Dis. 2017 Jun;4(2):@3. doi: 10.1016/j.gendis.2017.04.001.
https://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352304217300272

Sayedahmed EE, Elkashif A, Alhashimi M, Sambhara S, Mittal SK.

Adenoviral VecteBased Vaccine Platforms for Developing the Next Generation of Influenzin&&ac
Vaccines (Basel). 2020 Oct 1;8(4):574. doi: 10.3390/vaccines8040574.
https://www.mdpi.com/2076393X/8/4/574/htm

Walther, Wolfgang & Stein, Ulrike.

Viral Vectors for Gene Transfer.

Drugs. (2000). 60. 24A1. 10.2165/000034920006002600002.
https://www.researchgate.net/publication/12338027_Viral_Vectors_for_Gene_Transfer

Sharon, Davi& Kamen, Amine.

Advancements in the design and scalable production of viral gene transfer vectors: Advancements in viral vector desigiuetiahpr
Biotechnology and Bioengineering. (2017). 115. 10.1002/bit.26461.
https://www.researchgate.net/figure/Adenovirustructure-and-vectordesigna-Structureof-adenovirusvirion-showinglinear_fig2_320006566

Cell Culture Adenovirus Technigues
https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/cell_culture_adenovirus_techniques.php

Adenovirus vector systerd\denovirus production and transduction
https://lwww.genemedi.net/i/adenovirugpackaging

Chen YH, Keiser MS, Davidson BL.

Viral Vectors for Gene Transfer.

Curr Protoc Mouse Biol. 2018 DedB€58. doi: 10.1002/cpmo.58.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30485696/

7 Shakti Singh, Rakesh Kumar and Babita Agrawal (November 5th 2018).

Adenoviral VecteBased Vaccines and Gene Therapies: Current Status and Future Prospects, Adenoviruses, Yulia Desheva, IntechOpen,

DOI: 10.5772/intechopen.79697.
https://lwww.intechopen.com/books/adenoviruses/adenoviraéctorbasedvaccinesand-genetherapiescurrentstatusand-future-prospects
https://lwww.researchgate.net/publication/328875899_AdenovirgkectorBased_Vaccines_and_Gene_Therapies_Current_Status_and_Future_Prospects

Russell WC.

Adenoviruses: update on structure and function.

J Gen Virol. 2009 Jan;90(Pt 12a. doi: 10.1099/vir.0.003080@.
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.19497
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Ciclo replicativd®

Il ciclo replicativo degli adenovirugpér convenzione diviso in due fasi, separate dal processo di replicazione del
DNA virale. Gli eventi precoci (early)y AT Al y2 AYYSRALFGFYSyidS R2L2 f QSy
guestiincludono il legame del virus alla superficie della celluisd@ebimento), lapenetrazione del virus nella
OSttdzA = Af GNIALRNI2 RSt debdetdi g pidedeiSl prgdstli deiygeaOdreSozi =
02y aSyl 2y 2 espreSsiieiddiNger2 WiBli, stimolano la replicazione del DNA viradeicono la
LINEANBaaAz2zyS RSt OAOf 2 OSf f dzf luNdSsErie difal®i @@htiycellulai @dn LJ2
potenziale funzione antivirale.

La fase precoceura circa 5 ore, dopo di che inizia la replicazione del genoma viraleneanera concomitante,

la fase tardiva (late) di espressione, che consiste nella trascrigéhdé ISy A G NRAGA S  Ql
ciclo replicativo si completm 20-24 ore nelle cellule HeLa; alla sua fine, ogni cellula ha generatol€i+d&®

nuove particelle virali infettive.

Lt OAOft2 NBLI AOFIGADG2 KI AYyAT A2 O2Ft (1dl IR A2NNIDBIAAYSS ylifs
porzione @erminale della proteina dellE A 6 NI £ OKS LINB G NHzRS |t f QS aeind&diy 2
superficienota come CAR (Coxsackie/Adenovirus Receptor), che funge anche da repetto@oxsackievirudi
GALR2 .3 RIF OdzA Af y2YS® Ly &aS3adzAd2 I+ 1jdzSadQAayidSNI
meccanismo diendocitosf SRAF G Rl NBOSGGi2NB Ittt QAYyiUSNYy2 RA @S
I 90% dei genomi virali internalizzasce quindi dalle vescicole di endocitodivallo degli endosomi precoci,
grazie alla proprietendosomolitica della proteindella base del pentone, propri@stimolata dalla progressiva
acidificazionadegli endosomi. Una volta nel citoplasma, le paitevirali sono trasportate nelucleo in maniera
FOGAGES AFNHZGFYR2 f QAY G Bedchllilz y S RSEf Q8azy8 02y A
Concomitante al processo di internalizzazione, avviene un progrefisassemblaggio del virione, mediato dalla
dissociazione degradaziongroteolitica dei suoi costituenti. Un complesso costituito dal DNA virale, associato

80 Giacca M. (2011) Metodologie per il trasferimento genico. In: Terapia Genica. Springer, Milano.
https://doi.org/10.1007/97888-470-1989-8_3

https://biologyreader.com/lifecycleof-adenovirus.html
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covalentemente alla proteina TP, insieme con le proteine basiche Vlp&pgide mu passa quindi dal citoplasma
al nucleo.
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https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.003087

Primi eventi nell'infezionga) Adenovirus sulla membrangasmatica (PM), gli esoni peripentonali sono in roglspl. egame dei pentoni alle integrine e ai
recettori seguito da fagocitogic) Una vescicola fagocitaria (endosoma/lisosoma) e rottura della particella di adenovirus che rilascia esoni peripfetonali

e VI e rivela il nucledd) Rottura dell'endosoma/lisosoma e rilascio nel citoplasma del guscio esonico con un nucleo metastabile (DNA del viridlcon TP,
V, Mu e possibilmente proteasi)e) Guscio esonico al poro nucleare (NP) con nucleo @reevilasciato nel nucledf) Nucleo nel nucleo mirato alla
cromatina cellulare. | passaggi chiave nell'induzione della risposta immunitaria sono indicati ilNMssgembrana nucleare.
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https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31283442/

Ingresso di AdV nelle cellule epiteliali. lledjso schematico raffigura una sequenza di eventi implicati nel processo di ingresso cellulare delle particelle di
Ad\(C, che porta alla veicolazione del genoma virale nel nucleo e allinfezione (pasd@ygiGli eventi cellulari particolarmente rilevaper questo
processo sono indicati con numeri romani. Abbreviazioni: AdV, adenovirus; ASMase, acido sfingomielinasi; Ca2+, ioeRcatetett@re AdV del
coxsackievirus; Cer, ceramide; Crm1, mantenimento della regione cromosomica 1; Imp, importdEiéneomplesso dei pori nucleari; Nup, nucleoporina,;
PM, membrana plasmatica; SM, sfingomielina.

Non appena il genoma di adenovirus entra nel nucleo, inizia la fase di trasclziegwe. Questa fase ha 3
obiettivi primari, ovvero quelli di:

1) indurre lacellula ospite ad entrare nella fase S del ciclo cellulare e generare quiadnhiente cellulare
ottimale per la replicazione del virgquesta funzione esercitatadai prodotti dei geni E1A, E1B ed E4;

2) proteggere la cellula infettata ddiF NA A A &0 SYA RA RA T&ani E1IA FIeAVE RN f S
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3) sintetizzae proteine virali indispensabili per la replicazione del DNA vggeneE2.

¢dziGA S GNB jdzSadA 20ASGGAGA RA LISvifdeangdata Bal draddddo deli A ¢
gene E1AE interessante riportare che le proteine adenovirali E1A e VIl influenzano in modo significativo sia
ASYy2YA GANIYfA OKS fI ONRYIGAYIlI RSt QéndleduanSctentianel 5 b
nucleo. E1A e la prima proteina piaita durante l'infezione ed é stata implicata nell'avvio della trascrizione e
nella rimozione della proteina VII dai genomi virali in arrivo.

In particolare, E1A interagisce da lato con diverse proteine cellulari che controllano il ciclo cellulareli qua
fQ2yO0232LIWNBAaaNE2 F yR2 {&d ¥ 3 RBIA &idda dversi comfoheatiSdel {
complesso basale di trascrizione, tra cui-atiivatori trascrizionali e iston@cetiltrasferasi p300/CBP e P/CAF,
diversi fattori di trascdioneR St t I OSft tdzZ ' = S S LINRBUSAYS tRasfizionas RA |
di una serie di geni cellulari e della maggior parte dei geni virali.

[ LINBOGSAYIl =LL dGFNRA@GI aA €S3r +tttlF ONRBYFGAYLlF RS
nella cromatina®!

La presenza delle proteine E1A nella cellula ha anche la caratteristica di atiivareteina p53, tramite

f QF G0XAMETEONRS A2y £ S RSt (OKSy G2ha 2 LALANSSGAEI2 NIS  aLiimadolely C ¥ S

conseguenze di questa attivaziodd QA Y RdzZl A2y S RA LR LG2aAr yStfl OSft¢
di adenovirus svolgono attiéiinti-apoptotica: i due prodotti generati dajene E1B (EXBBK, che si lega e inattiva
p53 e E1B19K, un omologo del gereellulare antipoptoticoBah 0 St LINRPGSA Yl 9n 2 NF
inattiva p53.

Adenovirus
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https://www.ibg.uu.se/digitalAssets/147/c_1476€01-k_rapportsibekciftci.pdf
Un modello semplificato delle vie metaboliche p53 e gRB f £ QA y T ST 02 RS yiREBEpBEHaNE RitGdcate rispettivamente dalle proteine E1A
ed E1B.

81K|einberger T.

En Guard! The Interactions between Adeiuses and the DNA Damage Response.
Viruses. 2020;12(9):996. Published 2020 Sep 7. doi:10.3390/v12090996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7552057/
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[ QF OOdzydzt 2 RSA LINPR2GGA RSA 3SYy delladase doréplichziona@d dgeno@aN
virale. Questa inizia dalle ITR alle destremita del genoma e continua in entrambe le direzioni; il processo,
catalizzatoRI f £ I 5b! LRt AYSNIAA GANIfSI NROKAERESnonate f ¢
fQAYGSNIT A2y S RA dzyd NRUISMRalleRR. FlL G G2NR OSft f dzf I NA 6
[ QFf fdzy3F YSyiG2 RSt 5b! yS2aDBPicheishiégh al INA, eNidl Gttore SeRufre
NFLL® ! ff QAYAT A2 RSt f iziaaNdBelldf trasOrizibnée? gbrd tar@\& di adénbvirus. @A NI f ¢
Questi sonoorganizzati in un unico lungo trascritth circa 29.000 nt, che viene successivamente processato
YSRALI yiS ditigigmiiddéniakidnee spliging alternativi per dare origine a una sem@&aiA.

Questi possono essere raggruppati in 5 fami@lie] p 0 & dzf f | odi 5ad®ersRsfi tli fpdlatEniationd. T 2
[ QSALINBAaA2YS RAe cantaliata da upalzpetifich pramiitbre, O MNajoi laté promoter (MLP),
attivato dal fattore di trascrizione cellulare USF/MLTF e transattidat&1A.

La traduzionedegli mRNA generati da 45 porta alla sintesi delle proteine strutturatlel virione.

[ QAYOlF LJAAREFYSY (2 RSt 3ISy2VYaSBHAINT S SRRANLISYIRIGA RRIEX Gy (
0 L) RI f fasi8siaidei@@nora) che consiste in una serie di sequenze ricche in AT.

Dopo l'infezione da adenovirus, pud verificarsi una delle tre diverse interazioni con le ellule.

La prima é ihfezione litica che si verifica quando un adenovirus entra nelle cellule epiteliali umane e continua
attraverso un intero ciclo di replicazione, che si traduce in citolisi, produzione di citochine e induzione dell:
risposta inflammatoria dell'ospité?

La seconda é uinfezione cronica o latenteche spesso comporta un'infezione asintomatica del tessuto linfoide.
Infine, nei ratti & stata osservata unieasformazione oncogenicaDurante l'oncogenesi, il ciclo di replicazione
viene troncato e il DNA adenovirale viene myii integrato nel DNA della cellula ospite. Successivamente,
l'adenovirus produce potenti protein&€1A che immortalizzano le cellule primarie dei roditori alterando la
trascrizione cellulare, portando infine alla deregolazione dell'apoptosi e alla tnaazone maligna.

https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6938402/

Impatto di E1A e della proteina VIl sulla cromatina ospite. L'E1A e la proteina VIl adenovirali influenzano significatiiangariomi virali che la cromatina
dell'ospite. Il DNA virale e legato dalla proteina simile all'istone VIl quando entraclebn&1A é la prima proteina prodotta durante l'infezione ed e stata
implicata nell'avvio della trascrizione e nello spostamento della proteina VII dai genomi virali in entrata. E1A leginked@ibacetiltransferasi p300/CBP
dell'ospite per interompere I'acetilazione degli istoni e alterare la trascrizione dell'ospite per promuovere la replicazione virale. La Jib&speessa in
ritardo lega la cromatina dell'ospite e sequestra il pericolo che segnala le prét&l@B nella cromatina.

82 Adenovirus
Updated: Apr 15, 2021
https://femedicine.medscape.com/article/211738verview

83 Russell WC.

Adenoviruses: update on structure and function.

J Gen Virol. 2009 Jan;90(Pt 12 doi: 10.1099/vir.0.00308@.
https://lwww.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.003087

Flatt JW, Butcher SJ.

Adenovirus flow in host cell networks.

Open Biol. 2019(2):190012. doi:10.1098/rsob.190012
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6395880/

Pied N, Wodrich H.

Imaging the adenovirus infection cycle.

FEBS Lett. 2019 Dec;593(24):381448. doi: 10.1002/1873468.13690.
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/1873468.13690

Berk AJ.

Recent lessons in gene expression, cell cycle control, and cell biology from adenovirus.
Oncogene. 2005 Nov 21;24(52):763% doi: 10.1038/sj.0nc.1209040.
https://lwww.nature.com/articles/1209040
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The viral life cycle

Virus life cycle
La natura dei virus

CONFRONTO TRA INFEZIONE ACUTA E INFEZIONE CRONICA

| virus che causano infezioni croniche costituiscono una parte stabile ma poco riconosciuta del nostr
metagenoma: il nostro viroma. Le continue risposte immunitarie tengono a bada questi virus cronici evitandc
danni immunopatologici ai tessuti persistentente infetti. L'impronta immunologica generata da queste risposte

al nostro viroma definisce il normale sistema immunitario. Il risultante equilibrio dinamico ma metastabile tra il
viroma e l'ospite pud essere pericoloso, benigno o addirittura simbiotico.

Questi concetti richiedono che riformuliamo il modo in cui assegniamo le eziologie alle malattie, in particolare
guelle con una componente infiammatoria cronica, nonché il modo in cui progettiamo e interpretiamo gli studi di
associazione sull'intero gena e come vacciniamo per limitare o controllare il nostro viroma.

84\/irgin HW, Wherry EJ, Ahmed R.

Redefining chronic viral infection.

Cell. 2009 Jul 10;138(1):30. doi: 10.1016/j.cell.2009.06.036.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.036

Zuniga El, Macal M, Lewis GM, Harker JA.

Innate and Adaptive Immune Regulation During Chronic Viral Infections.

Annu Rev Virol. 2015 Nov;2(1):593. doi: 10.1146/annurevirology100114055226.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC4785831/
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Il nostro metagenoma include tutti gli organismi che vivono su di noi o in noi. | batteri che ci colonizzano possor
variare dall'essere simbionti, opportunisti e patogeni, con I'equilitsei@li esiti estremi dell'infezione determinati
dall'immunita dell'ospite e la virulenza batterica.

E noto che i batteri commensali regolano la risposta immunitaria dell'ospite e la fisiologia sistemica. Men
riconosciuti sono i contributi al nostro metagenoma dai virus che stabiliscono l'infezione cronica e gli elemen
retrovirali che infestano i nostcromosomi. Il modo in cui la natura dinamica delle interazioni tra questo viroma
interno e l'ospite imprime il nostro sistema immunitario, e forse la nostra fisiologia piu in generale, € stato tenuto
in scarsa considerazione.

Alcune infezioni cronicheoso cosi comuni che qualsiasi impronta immunologica di questi ggeptitenziale
contributo di questi virus alla malattia € oscurata dal fatto che fanno parte della normale flora della maggior parte
degli esseri umani. Pertanto, per analizzare questetsgondamentale della nostra biologia & necessaria una
ridefinizione dell'infezione virale cronica che ponga le basi per nuovi e interessanti esperimenti.

Tutti noi trasportiamo, nel bene e nel male, molti passeggeri virali per tutta la vita.

L'infeziore virale acuta € un processo di non equilibrio, mentre l'infezione virale cronica & un processo in equilibri
dinamico e metastabile. Durante l'infezione acuta, sia l'ospite che il virus cambiano continuamente fino a quand
I'infezione non viene risolta,acide l'ospite o diventa cronica.

Alcuni genheivirus o nel sistema immunitario sono specifici di nicchia in quanto funzionano durante l'infezione
acuta ma nomjuellacronica. Il mancato funzionamento di questi geni del sistema immunitario o I'evasiqmm
efficace dell'immunita da parte dei geni virali pud avere conseguenze devastanti. Al contrario, durante l'infezion
cronica, i geni virali e dell'ospite si bilanciano a vicenda.

Comprendere ame alcuni virus riescano a persistere nonostante l'ispi@nante armamentario immunitario
dell'ospite, senza causare malattie conclamate, & grande sfida della ricercaimmunobiologia.

La nostra comprensione dell'immunita dell'ospite e della virulenza virale deriva in gran parte da studi sull;
risoluzionedell'infezione acuta (Figura 1).
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https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.036

Quando un virus entra nell'ospite, c'é una fase iniziale di non equilibrio di infezione acuta. Durante questa fasegie eiraliee immunitarie competo

per il predominio. Supponendo che l'ospite sopravviva, si raggiunge un punto decisionale in cui l'infezione viene elahiaata oronica. Questo punto

di decisione puo essere raggiunto molto presto nell'infezione per i virus che possono statiififezione latente, nel qual caso l'infezione € permanente
indipendentemente dal decorso dell'infezione acuta. Se si verifica il recupero, il sistema immunitario deve ripristimagsi@di 'antigene e ristabilendo
'omeostasi immunitaria. Se l'equilio si sposta verso l'infezione cronica, una nuova serie di strategie virali e dell'ospite interagiscono per definire un
equilibrio metastabile in cui la replicazione virale e tenuta sotto controllo, ma il virus non viene eliminato.

Laclearance dell'antigene viralelelle cellule effettrici e delle citochine consente al sistema immunitario di
ripristinare uno stato non infetto ma dotato di memoriahe include cellule B e T di memoria quiescenti
rapidamente riattivabilinonché plasmacellule che producono continuamente anticorpi.

Gli studi sullinfezione acuta sono stati estremamente preziosi per definire la virulenza virale e l'immunité
dell'ospite. Tuttavia, le regole "virdle "R Sdsit€) chegovernand'infezione virale acuta rispetto a quella cronica
differiscono notevolmente.

Ad esempio, mentre le cellule T CD8 che riconoscono i peptidi presentati dalle molecole del complggisoe

di istocompatibilita classico (MHC) sono importanti sia durante l'infezione acuta che cronica, le risposte dell
cellule T CD8 limitate dalle molecole MHC non classiche svolgono un ruolo importante nel controllo di alcur
infezioni virali cronich&

85Braaten D.C., McClellan J.S., Messaoudi |., Tibbetts S.A., McClellan K.B ;2\igiich., Virgin H.W.

Effective control of chronic gamni@erpesvirus infection by unconventional MHC classdapendent CD8 T cells.
PLoS Patho@006;2: 394407

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.0020037

Swansa PA 2nd, Pack CD, Hadley A, et al.

An MHC class {testricted CD8 T cell response confers antiviral immunity.
J Exp Med. 2008;205(7):164857. doi:10.1084/jem.20080570
https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC2442642/
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Due eveti sono fondamentali per stabilire un'infezione virale cronica (Figura 1).

In primo luogo, il virus deve eludere I'immunita sterilizzante (I'eliminazione compédtards).

In secondo luogo, il sistema immunitario deve adattarsi alla presemzitnua di risposte infammatorie guidate
dall'antigene viraleal fine di limitare la replicazione virale a un livello accettabile senza danneggiare i tessulti
permanentemente infetti. Se il sistema immunitario non € in grado di eliminare il virusctatianmunitario
eccessivalle cellule portatrici dell'antigene del virus provoca l'immunopatologia.

Pertanto, la sottoregolazione daltispostanfiammaoria durante le infezioni virali croniche pud comportare una
riduzione del danno tissutale, almener virus non citopatici.

L'immunopatologia puo essere grave nei modelli animali ed é stata implicata nelle infezioni croniche uman
causate dal virus dell'epatite B (HBV) e dal virus dell'epatite C {HCV)

E importante rendersi conto che i virus ctippendono da un ospite vivente ma cronicamente infefper la
propria sopravvivenza devono evitare accuratamente i meccanismi che sopraffanno I'immunita e uccidono i lor
ospiti. In effetti, dato il rapido ritmo dell'evoluzione virale, & logi@msareche i virus relativamente beniguial

punto di vista clinicononostante abbiano instaurato un'infezione cronica, si sarebbero evoluti in una maggiore
virulenza se cio fosse stato vantaggioso.

E importante sottolineare che anche quando l'ospite e il viom®sn un equilibrio metastabile, I'infezione cronica

e dinamica, con l'ospite e i processi virali bilanciati sul filo del rasoio in modo tale che piccoli cambiamenti possotl
interrompere I'equilibrio con conseguenze sfortunate.

Questo dinamismo ha effettili fondamentale importanza sull'ospite, inclusa l'impostazione di un livello di
citochine nei tessuti e nel siero che puo alterare la funzione dell'immunita innata, delle cellule presentant
l'antigene (APC) e dei linfociti. Un esempio del lasso di tengoessario per stabilire tali relazioni viene dagli
herpesvirus, che derivano da un virus ancestrale condiviso da uccelli, rettili e manfféehanno quindi
condiviso piu di 100 milioni di anni di coevoluzione con il loro attoggste.

Data la lunghzza di questa relazione genetica, € altamente probabile che gli adattamenti sia nel genoms
dell'ospite che in quello virale aumentino la nostra capacita di coesistere con questi passeggeri secolari.
Queste complesse interazioni tra virus e ospite formano una rete intricata di geni e processi interdipendenti ch
devono essere compresel dettaglio molecolare s& Q A y intSryeRir senza causare danni.

Virus persistenti: vecchi nemici e nuovi pasgeg

Sarebbe piu appropriato classificare i virus che stabiliscono l'infezione cronica in base ai meccanismi utilizzati y
stabilire la persistenza, ma questi saab oggi parzialmente noti

Di seguito verrannalassificati in base allarevalenzastimata dell'infezione umana cronicper enfatizzare |l
contributo del nostro viroma al nostro metagenoma (Tabella 1, Figura 2).

Moretta L, Romagnani C, Pietra G, Moretta A, Mingari MC.

NKCTLs, a novel HiErestricted Fcell subset.

Trends Immunol2003 Mar;24(3):13@!3. doi: 10.1016/s1472906(03)0003D.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/12615209/

86 Guidotti LG, Chisari FV.

Immunobiology and pathogenesis of viral hepatitis.

Annu Rev Pathol. 2006;1:53. doi: 10.1146/annurev.pathol.1.110304.100230
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/18039107/

8”McGeoch DJ, Rixon FJ, Davison AJ.

Topics in herpesvirus genomics anlution.

Virus Res. 2006 Apr;117(1):204. doi: 10.1016/j.virusres.2006.01.002.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/16490275/

Renner DW, Szpara ML.

Impacts of Genoma#Vide Analyses on Our Understanding of Human Herpesvirus Diversity and Evolution.
J Virol. 2017 Dec 14;92(1):e00908 doi: 10.1128/JV1.009687.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC5730764/
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I numeri nella Figura 2 sono estrapolazioni all'intera popolazione terrestre gteNalenzastimata di anticorpi
antivirali nel siero (sieroprevalenza) (Tabella 1).

Poiché i dati sulla sieroprevalenza sono spesso ottenuti solo dai paesi sviluppasitttiichelle infezioni croniche
sull'umanita nel suo insieme €& scarsamente caratterizzato. Questa € una carenza importante nella nostra attua
comprensione del metagenoma umano. Tuttavia, un calcolo approssimativo rivela che ci sono molti miliardi
infezioni virali croniche negli esseri umani, con ciascuno di noi che dSBHE2 infezioni croniche (Figura 2,
Tabella 1).

Alcuni di questi virus sono cosi comuni che sarebbe difficile trovare pazienti di controllo non infetti per studi pe
identificare le @sociazioni virali con la malattia gli effetti sul sistema immunitario "normale”.

Il fatto che la maggior parte di noi non mostri sintomi evidenti di queste infeontrassegna questi virus come
parte del metagenoma degli individui normali. Questservazionaon intende sminuire ifatto che alcuni di
questi virus causano malattie umane. Piuttosto, richiama I'attenzione sulla necessita di considerare seriamen
cosa significano queste infezioni per gli esseri umani senza una malattia eyilénteecessita di comprendere

le malattie croniche che sono considerate "non virali" in base alla nostra incapacita di confrontare gli individu
infetti con quelli non infetti.

https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.036

Nella prima colonna sono mostrati i virus noti per infettare cronicamente gli esseri umani, il loro tipo di acido nuteacio gruna stima della preaiza
dellinfezione negli esseri umani. Colonne aggiuntive elencano i siti noti di infezione persistente e le malattie adbiotéierse. Quando i numeri di
incidenza non sono chiaramente disponibili in tutto il mondo, vengono sostituite le stimieStat Uniti. Per molti virus, i siti specifici di persistenza sono
definiti in modo incompleto. Le sindromi cliniche associate presentate non costituiscono un elenco esaustivo. SNC, sisismeenérale.
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Table 1. Chronic Virus Infections in Humans

Disease during Chronic Infection

Virus, Primary Nucleic  Major Site of Acute Infection  Within Normal Hosts  Within Immunocompromised  References
Acid, Estimated Percent Persistence Examples Hosts
of Humans Infected (Organ or Cell)
Endogenous retrovirus-  All Mot applicable Unknown Unknown Seifarth et al., 2005; Virgin,
es (ERV), DNA, 100% 2007b
Anellovirus/Circovirus,  Many tissues Unknown Unknown Unknown Davidson and Shulman,
DMNA, 90%-100% 2008; Ninomiya et al.,
2008; Hino and Miyata,
2007
Human herpesvirus 6  Lymphocytes?  Roseola Unknown Meningoencephalitis, sec- Straus, 2000; Yamanishi et
(HHV-6), DNA, =90% ondary infections, immuna- al., 2007
modulatory?
Human herpesvirus 7 Lymphocytes?  Roseola Unknown Unknown Straus, 2000; Yamanishi et
(HHV-7), DNA, >90% al., 2007
Varicella zoster virus Sensory ganglia Chicken pox Herpes zoster Disseminated disease, hepa-  Zerboni and Arvin, 2008;
WVZV), DNA, =90% neurons and/ titis, pneumonitis Straus, 2000
or satellite cells,
Iymphocytes
Cytomegalovirus (CMV), Myelomonocytic Mononucleosis  Rare Disseminated disease, vas- Mocarski et al., 2007
DMA, 80%—90% cells culitis, pneumaonitis, retinitis,
hepatitis, gastroenteritis,
meningoencephalitis
Epstein-Barr virus Pharyngeal Mononucleosis  Burkitt’s lymphoma,  CNS lymphomas, oral hairy Rickinson and Kieff, 2007;
(EBV), DNA, 80%-80% epithelial cells, nasopharyngeal carci- leukoplakia, lymphoproliferative Straus, 2000; Kieff and
B cells noma, nen-Hodgkin's  disease Rickinson, 2007
lymphoma
Polyomavirus BK, DNA, Kidney Unknown Unknown Hemorrhagic cystitis (post Zur, 2008
T2%-98% bone marrow transplantation),
nephropathy (post kidney
transplantation)
Palyomavirus JC, DNA, Kidney, CNS Unknown Unknown Progressive multifocal leuko-  Zur, 2008
72%-98% encephalopathy
Adeno-associated virus  Many tissues Unknown Unknown Unknown Gao et al., 2004; Berns
(AAV), DNA, 60%-90% and Parrish, 2008; Sch-
nepp et al., 2005a, 2005b;
Chen et al., 2005; Erles et
al., 1999; Blacklow et al.,
1968
Herpes simplex type Sensory ganglia Pharyngitis, Cold sores, encephali- Increased severity of same dis- Straus, 2000
1 (HSV-1), DNA, neurons encephalitis, tis, keratitis eases, pneumonitis, hepatitis
50%—70% keratitis,
Adenovirus, DNA, up Adenoids, ton-  Upper respira-  Unknown Enteritis, hemorrhagic cystitis, Garnett et al., 2002; Wold
to 80% sils, lymphocytes tory infection, pneumonitis, hepatitis, others  and Horwitz, 2008
gastroenteritis
Herpes simplex type Sensory ganglia Genital herpes  Genital herpes, en- Increased severity of same Straus, 2000
2 (HSV-2), DNA, neurons cephalitis diseases
20%—50%
Kaposi's sarcoma Endothelial cells, Unknown Castleman’s disease, Kaposi's sarcoma, primary ef- Ganem, 2006
herpesvirus (KSHV) or B cells Kaposi's sarcoma fusion lymphoma
human herpesvirus 8,
DNA, 2%-60%
Hepatitis B virus (HBV), Hepatocytes Hepatitis Cirrhosis, hepatocel- Same dissases McGovern, 2007; Re-
DNA, 350 million, ~5% lular carcinoma hermann and Nascimbeni,
2005
GB virus C, RNA, Lymphocytes Unknown Unknown Unknown Stapleton et al., 2004;
1%—4% Berzsenyl et al., 2005
Papilloma virus, DNA,  Epithelial skin Unknown Papillema, cervical Increased severity and inci- Leggatt and Frazer, 2007,
<5% cells and other mucosal dence of same diseases Howley and Lowy, 2007

carcinomas
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Table 1. Continued

Disease during Chronic Infection

Wirus, Primary Nucleic
Acid, Estimated Percent
of Humans Infected

Major Site of Per- Acute Infection
sistence (Organ Examples
or Cell)

Within Mormal Hosts

Within Immunocompromised
Hosts

References

Hepatitis C virus (HCV),
RMA, 170 million,~2.5%

Human immunodefi-
ciency virus (HIV-1 and
HIV-2), RMA, 33 million,
~0.5%

Hepatitis D virus (HDV),
RMA, 15 million, ~0.2%
Human T cell leukemia
virus type 1 (HTLV1),
RMA, 10-20 million,
~0.2%

Xenotropic murine leu-
kemia virus-related virus
XMLV), RNA, unknown

HTLW I, 11, IV, RNA,
unknown

Polyomavirus MC, DNA,
unknown

Polyomavirus KI, DNA,
unknown

Palyomavirus WU, DNA,
unknown

Rubella virus, German
measles, RNA, rare

Parvovirus B19, DNA,
rare

Measles virus, RNA,
rare

Coxsackie, RMA, rare

Hepatocytes Hepatitis

CD4+ T Acute febrile

cells, monocyte/ iliness

macrophages

Hepatocytes Unknown

T cells Unknown

Prostate Unknown

T cells Unknown

Merkel cell Urknown

carcinoma

Lung Unknown

Lung Unknown

CNS Rubella, arthritis

Bone marrow Fifth disease,

erythroid pro- arthritis

genitors

Neurons and Measles

supporting cells

in CNS

Myocardial cells Hand foot and
mouth disease,
herpangina

Cirrhosis, hepatocel-
lular carcinoma

AIDS

Exacerbation of
chronic HBV infection
Adult T cell leukemia
(2%—6% of carriers),
tropical spastic para-
paresis, myelopathy,
uveitis, dermatitis
Prostate Cancer?

Unknown

Merkel cell carci-
noma?

Unknown
Unknown

Progressive rubella
panencephalitis
Aplastic crisis in
hemaolytic anemia,
hydrops fetalis,
chronic bone marrow
deficiency
Subacute scleros-
ing panencephalitis,
measles inclusion
body encephalitis

Myocarditis

Same diseases

AIDS

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

Red cell aplasia

Unknown

Unknown

Rehermann and
MNascimbeni, 2005; Lemon
et al., 2007

UMAIDS, 2008; Kuritzkes
and Walter, 2007

Taylor et al., 2007

Matsuoka and Jeang,
2007; Lairmore and
Franchini, 2007

Urisman et al., 2006; Dong
et al., 2007

Matsuoka and Jeang,
2007; Lairmore and
Franchini, 2007

Zur, 2008
Zur, 2008
Zur, 2008
Hobman and Chantler,

2007

Berns and Parrish, 2008;
MNeorja et al., 2008

Griffin, 2007

Chapman and Kim, 2008;
Whitton and Feuer, 2004

https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.036
I numero di esseri umani infettati da diversi virus cronici & stimato dalla percentuale di esseri umani portatori diemindeevirus (Tabella 1), assendo

che la popolazione mondiale sia di 6,75 miliardi [popolazione mondiale 2009]. Ove disponibile, viene utilizzata la stimelagiferiore della prevalenza
dellinfezione della Tabella 1. Per I'adenovirus, la situazione non & chiara e la prevdétinfezione cronica € arbitrariamente fissata all'1%. Per alcuni
virus nella tabella 1 che contribuiscono al nostro viroma, la prevalenza dell'infezione non é sufficientemente defirstepemelusa nel grafico. Questi
includono il virus correta al virus della leucemia murina xenotropica (XMLV), il virus della leucemia a cellule T umana (HTLV II, IlI, IVa@rusdiiten

Kl e WU. Le stime nel grafico sono approssimative in quanto applicano i dati sulla prevalenza nelle popolaziostuiditiztéino ad oggi alla popolazione

umana globale.
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Poco si sa di alcuni dei virus cheloitano. Cio e dovuto al focus della ricerca sui virus che causano malattie in
un'alta percentuale di individui infetti. Molte delle infezioni virali croniche piu diffuse causano solo raramente
malattie, non sono associate ad alcuna malattia o causano ttealg@rincipalmente negli individui
immunocompromessi (Figura 2, Tabella 1).

Al contrario, alcuni dei virus meglio conosciuti come HCV, HBV e virus dellimmunodeficienza umana (HIV) sc
di grande importanza medicena infettano una percentuale inferiore della popolazione umana rispetto alle loro
controparti meno virulente (Figura 2, Tabella A)tri virus raramente stabiliscono un'infezione cronica, ma
guando lo fanno songarticolarmentedannosi Ad esempio, il wis del morbillo pud causare una malattia
neurogenerativgrogressivg Tabella 1).

E importante sottolineare che il numero di virus persistenti riconosciuti &€ aumentato con I'avvento delle nuove
tecnologieR Q A Y Rrol8chlgieSAd esempio, ci sono cingpeliomavirus uman#® di cui ipoliomavirus JC e BK
inizialmente scoperti infettano tra il 72% e il 98% degli esseri uffiani.
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E probabile che la maggior parte degli esseri umani porti molti o tutti questi cinque virus e quindi porti infezion
croniche da poliomavirus nel sistema nervoso, nei reni, nei polmoni e nella pelle (Tabella 1).
Esistoncanchemolti poliomavirus animali e l'infezione da poliomavirus € altamente specifica per sfecie.

Cio suggerisce una coevoluzione prolungata degli esseri umani con almeno cinque diversi poliomavirus.

Allo stesso modo, gli otto herpesvirus umani conosciuti soncessimente efficienti nello stabilire infezioni
croniche; la maggior parte di noi porta molti herpesvirus per tutta la vita (Tabefa 1).

| nuovi poliomavirus non sono i nostri unici passeggeri riconosciuti. Gli anellovirus e i virus ¢8roelsticone
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i virus adeneassociati (AAV¥, sono ora riconosciuti per infettare la maggior parte degli esseri umani entro la fine
dell'infanzia(Tabella 1).

Molti tessuti umani ospitano genomi AAV come sequenze integrate nel DNA genomico o come episomitircolari
I 2y f QdelseduehAatnento del genoma ad alto rendimento aumentera significativamente il numero di
virus umani conosciute il numero di vius che contribuiscono al nostro metagenoma attraverso l'instaurazione
di un'infezione cronica.

Tipi di infezione virale cronica

| virus hanno sviluppato strategie altamente efficaci per stabilire un'infezione cronica nonostante la presenza ¢
unarisposta immunitaria antivirale dell'ospite attiva. Pertanto, dovrebbero essere visti come macchine molecolar
altamente sofisticate che ci hanno "studiato" molto piu a lungo di quanto non le stiamo studiando
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VACCINI COVID A VETTORE: INGEGNERIZZAZIONE E RISCHI,

UNA REVISIONE SCIENTIFICA.

Esistono tre strategie generali per l@zione virale cronica: replicazione continua, latenza e riattivazione e
invasione del genoma seguita da diffusione verticale di generazione in generazione.

Le differenze tra queste strategie hanno profonde implicazioni per il sistema immunitario e plegivie
immunologi che progettano modi per prevenire o controllare le infezioni virali croniche dannose. Queste diverst
strategie virali espongono i genomi virali a forze evolutive distinte, determinando differenze molecolari
significative tra i virus chgersistono attraverso meccanismi diversi.

Replicazione produttiva continua

La replicazione continua dipende dalla generazione di virioni infettivi nonostante I'immunita antivirale in corsc
(Figura 3). | virus in questa categoria includono HIV, HBV eéfiésseri umani, il virus dellimmunodeficienza
delle scimmigSIV) nei primati non umani e il virus della coriomeningite linfocitica (LCMV) nei topi.

La replicazione continua puo generare fino &particelle al giorno per HBV e HEV.

C'é un'enorme opportunita per lI'evoluzione del genoma del virus durante tali infezioni. | virus che persistonc
attraverso la replicazione continua esprimono proteimgali potenzialmente antigeniche necessarie per
l'assemblaggio e il rilascio virale hcoonseguente stimolazione antigenica continua dei linfociti (Figura 3).

La replicazione continua ha altri effetti sul sistema immunitario: bassi livelli di danno tissutale e stimolazione c
citochine inflammatorie e molecole eximolatorie possono altere il normale sistema immunitario.

Alcuni virus, tuttavia, sono molto efficaci nell'evitare la generazione di tali segnali infiammatori. Ad esempio
l'infezione da HBV pud procedere per settimane senza alcuna induzione signifaeltivamunita innata o
adattativa in un approccio "invisibile" per stabilire I'infezione crofitca.

https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.036

Processi di infezione virale acuta e cronica

I virus utilizzano una serie di strategie per l'infezione acuta e cronica. (In alto) La strategia utilizzata durante éinfe@si traduce nell'espressione di
antigeni associati alla produzione di nuovi virus. (Medio) Quando un virus persiste atréaveeplicazione produttiva continua, vengono prodotti gli stessi
antigeni espressi durante l'infezione acuta, ma il virus ha I'opportunita di evolversi sotto la selezione immunitariadpeeprious che esprimono neo
antigeni e hanno capacita patogetiche alterate.

(In basso) Contrariamente ai due processi precedenti, i virus che persistono tramite latenza e riattivazione possono getiigeareassociati alla
replicazione produttiva, ma possono anche entrare in stati trascrizionali in cui veegpressi antigeni associati all'infezione latente. Nel caso piu estremo,
non vengono espressi antigeni, con conseguente silenzio immunologico. Potrebbe esserci pit di un programma genico listateiara &d € probabile
che i programmi genici di latea siano specifici del tipo di cellula. Quando questi virus si riattivano, riavviano un programma di replicazione pextluttivo
esprimono ancora una volta antigeni virali associati alla produzione di nuovi virus.
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Infezione latente e riattivazione

La latenza cellulare (qui denominata latenza) non €& né la replicazione virale lenfaregdaza di acido nucleico
virale senza la capacita di riattivarsi. Piuttosto, la latenza e uno stato trascrizionadigdrele unico di un virus

in cui il ciclo produttivo di replicazione, e quindi I'espressione della maggior parte o di tutti gérang silete

ma puo ricominciare (Figura 3). La latenza cellulare non deve essere confusa con la latenza clinica, un term
usato alternativamente per descrivere il tempo che intercorre tra l'infeziomesegni di malattia o un ospite
portatore di unvirus latente.

La natura della latenza € influenzata dal virus, dalla cellula infetta e dall'ambiente immunologico dell'ospite
Possono esserci diverse forme trascrizionali di latenza per un dato virus, che riflettono diversi modelli ¢
espressione genica antigenica. Ad esempio, il virus di Epst®arr (EBV) utilizza tre distinti programmi di
espressione genica di laten%a.

Lo stato di differenziazione della cellula infetta latente &€ una variabile essenziale nella latenza e nella riattivazion
Ad esenpio, i papillomavirus infettano in modo latente le cellule staminali epiteliali e avviano diversi programmi
di trascrizione virale mentre le cellule della pelle si differenziano e si spostano verso la superficie del corp
determinando infined desquamane di uno strato di cellule metabolicamente morte pierti virus infettivo®
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Contrariamente ai virus a replicazione continua, i virus latenistondonall'immunita adattativeconuno stato
trascrizionale e antigenicamente quiescente. EBV pu0 stliétenza nei linfociti B alla memoria con
espressione non rilevabile di RNA codificanti proteine, almeno fino a quando la cellulatinfatitate non si
divide®® Non esiste un meccanismo immunitario noto per riconoscere tali cellule infette da virus latenti; queste
cellule non possono essere eliminate a meno che il virus non possa essere indotto a esprimere l'antigene.
Questo spiega l'eccezionale successo desvihe prendono di mira le cellule longeve per la latenza. Esempi di
qgueste cellule includono neuroni (HSV, virus varicella zoster o Va¥)cellule staminali ematopoietiche
(citomegalovirus o0 CMV), cellule staminali epiteliali (papillomavirus) e itinfletia memoria (HIV, EBV, KSHV o
herpesvirus associato al sarcoma di Kaposi) (Tabella 1).

La capacita di stabilire un'infezione immunologicamente silente ha ovvie implicazioni per la fattibilita di vaccir
preventivi o terapeutici. Prevenire queste eafoni richiederebbe il blocco immunitario dell'infezione prima
dell'instaurazione della latenza o l'induzione di una risposta immunitaria che puo sia innesceattiilazione

virale dalla latenza che eliminare le cellule infette ora visibili (Figura 3).

La cinetica dell'instaurazione della latenza immunologicamente silente & poco conosciuta a causa del
complessita degli studi sulla storia naturale dell'infezione nelluomo e della difficolta di quantificare le cellule
infette latenti anche utilizzandotecnologie molecolari avanzate. Il rapido instaurarsi di una latenza
immunologicamente silente, come pud verificarsi durante l'infezione da HIV, potrebbe rendere impossibile i
raggiungimento dell'immunita sterilizzante. | meccanismi responsabili dellbasta infezione latente o
produttiva e il processo di riattivazione sono poco conosciuti per molti virus. Cio limita la considerazione di com
si potrebbero eliminare le cellule infette laterf

| virus che stabiliscono la latenzariattivano in modo intermittente per generare nuovo virus infettivo da
diffondere all'interno e tra glospiti, generando cosi un'ondata di antigene. La riattivazione aboriveerifica
frequentemente per herpesuis°* come EBV e CM¥? e forse altri virus.
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In questo processo, i virus esprimono parte del programma del gene di replicazione produttiva che codifica per
antigeni che possono attivare il sistema immunitario, ma la riattivazione \te@eotta prima della generazione

del virus infettivo. Frequenti eventi di riattivazione completa o abortiva provocano una stimolazione immunitaria
ripetitiva, una situazione che puo essere simile a quella osservata durante la replicazione continua.

Infezione cronica della linea germinale

I genomi dei mammiferi sono cronicamente "infettati" da un numero enorme di elementi retrovirali endogeni
(ERY®) che si diffondono verticalmente da una generazione ospite all'altra come genomi virali integrati o0 genom
parziali nei cromosoniR Sdshite33

Alcuni ER¥sono competenti per la replieione ma moltialtri sono difettosj pero anche gli ER'8 difettosi
possono esprimere proteine. Gli ERWhani di oltre 30 lignaggi costituiscono forse 8% del genoma uman?
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Gli ER¥'sono trascritti in una varieta di tessuti normali e matétie possono proliferare all'interno del genoma
sia per produzione di virus che reinfettano il genoma sia per retrotrasposifbne.
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HERV proteins expressed in tissues and cultured cells?

HERV
family Protein(s) expressed Tissue
HERV-K Gag-Pro-Pol Testicular cancer, melanomas, myeloproliferative disease, breast
cancer, placenta
Env GCTs, melanoma, ovarian cancer
Rec, Np9 GCTs, melanoma
SAg EBV-infected B cells, IDDM(?)
Particles GCTs, melanoma, myeloproliferative disease
HERV-W Gag Brain, normal tissue, MS lesions, schizophrenia
Env (syncytin-1) Brain, placenta, breast cancer
Particles? (MSRV, LM7) MS patient B cells and leptomeningeal cells
HERV-E Env Ovarian cancer, psoriasis, normal skin, interstitial lung disease
HERV-R Env Placenta, ovarian cancer
HERV-H Intact ORFs for Env Unknown but immunosuppressive in experimental systems
proteins
Particles? (RGH-2) Transformed lymphocyte cultures from MS patients
HERV-FRD  Env (syncytin-2) Placenta
HRES-1°¢ Gag-related protein Brain, liver, T-lymphoblastoid cell lines
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Amplificazione della sequenza HE®RMn cellule germinali. L'acquisizione iniziale delle sequenze MER\étata dovuta a uiradizionale processo di
infezione retrovirale. L'RNA virale & stato trascritto inversamente e il dSsDNA provirale & stato integrato nel genoretuteltespite rispettivamente dagli
enzimi virali della trascrittasi inversa (RT) e dell'integrasil({ld§pressione integrata del provirus ha fornito mRNA virali, che hanno generato nuovi inserzioni
HERWN (stelle rosse) attraverso (i) retrotrasposizione mediata da L1: meccanismo di copia e incolla in cui gli mRNA viediitsasmitti inversamente

da L1 RT e inseriti in una nuova posizione genomica, generazione di pseudogeni elaborati-a4 Kif Rhfezione: gli mRNA provirali sono stati tradotti

e le proteinederivate assemblate in una particella virale matura, che dopo la sua uscita avpsttb® reinfettare la stessa cellula; (iii) <is
retrotrasposizione: gli mRNA di HERMavrebbero potuto essere utilizzati come modelli per ulteriori eventi di trascrizitiegrazione inversa, portando
all'acquisizione di nuove inserzioni in assenzandifase extracellulare. A causa dell'accumulo di mutazioni nel tempo, gli ultimi due meccanismi potrebbero
aver richiesto proteindornite in trans da un virus helper. Come mostrato nella tabella che riporta il numero di inserzioni dWHIBRVAscunromosoma,

la formazione di pseudogeni elaborati mediata da L1 era responsabile dell'acquisizione di circa i 2/3 delle sequenzé/di HERV

Gli ER¥possono avere due effetti sul sistema immunitafio.
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In primo luogo, possono codificare antigeni deilule B o T Gli anticorpi contro un tale antigene codificato
da ERY¥contribuiscono all'arterite spontanea nel ceppo SL/Ni dei topi di laboratétio.

Una proteina antigenica ERV & espressa anche in topi diabetici non obesi in concomitanzavidapdo del
diabete!'?
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In secondo luogo, i superantigeni codificati ghER$ possono modellare il repertorio dei linfocitif.

Questi superantigeni possono stimolare direttamente i linfociti T portatori di forme specifiche del recettore dei
linfociti T, con conseguente eliminazione dei linfociti T stimolati. LEEB/umano codifica per un superantigene
che seleziona negativamente specifiche cellule T umane e la cui espressione &€ aumentata dall'infezione da EE
dall'interferoneh  6-b G'®

Questo e un punto molto importante quando si considera il ruolo dell'infezione virale cronica nel plasmare i
sistema immunitario umano. Le interazioni tra virus cronici, come nell'esedati&BV che induce I'espressione

di una proteina ERV immunoregaiae, possono definire il repertorio di rilevamento dell'antigerseghrte dei
linfociti T5 A BSNRA addzRA KIFyy2 NARAO2YGENI (2 dzadnfedicne|@ente I A :
da EBV e attivazione di HERV's
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Modello proposto per I'attivazione di HERV. L'espressione di HERV puo essere indotta da fattori ambientali e fattdtedell'osp

Potential mechanisms for HERV-induced disease

Mechanism Agent

Direct action of HERV protein =~ HERV-K Rec and Np9
HERV-K SAg
HERV-W Env
HERV-H Env

Autoimmune/immune response HERV-K

HIAP
Insertional mutagenesis< LINEs
Murine ERVs
Modulation of cellular HERV-E
gene expression HERV-L
Interaction with HERV-K
exogenous viruses HERV-W
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ansertional mutagenesis by HERVs has not been described, but analogous mutations have been reported for murine ER\gangfspersed
nuclear elements (LINEs) in humans

Putative association of human diseases with retroviruses?

Disease Reported evidence Retrovirus(es) implicated
Cancer
Breast cancer EM, PCR, RT, FISH, Ab MPMV, MMTV, HERV-K
Lymphoma PCR MPMV, HRV-5
Lung adenocarcinoma Ag Betaretrovirus
Thymoma EM Unknown
Ovarian carcinoma EM, PCR, Ab, Ag HIV-like, HERVs
Melanoma EM, PCR, RT, Ab HERV-K
Myeloproliferative disease EM, PCR,RT HERV-K
Testicular tumors EM, PCR, RT, Ab HERV-K
Prostate cancer PCR, Ag, FISH XMRV
Neurological disease
Schizophrenia PCR HERV-W, HERV-K
Motor neuron disease PCR, RT HERV-W

MS
Chronic fatigue syndrome
Autoimmune and inflammatory
RA
SLE
Mixed connective tissue disease
SS
PBC
Graves' disease
IDDM
Psoriasis
Systemic sclerosis
Alopecia areata
Other
ICL

Osteopetrosis

EM, PCR, RT, Ab, Ag

EM, RT

EM, PCR

EM, PCR, Ab
Nab

EM, PCR, RT, Ag
EM, PCR, Ab, Ag
EM, PCR, Ab
PCR, RT

EM, PCR, Ab, Ag
Ab

Ab

EM, Ab, RT
EM

HERV-W, HERV-H

“JHK-retrovirus”

HRV-5, HERVs
HRV-5, HERVs, HIAPs
HIV-related?

HIAPs, HRV-5
MMTV-like

HFV, HIAP

HERV-K

HERV-E

HIAP-I

HIAP-I

HIAP-II, HICRV

Unknown

9Ab, antiretroviral antibodies; Nab, neutralizing antibodies; Ag, retroviral antigen.
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Strategie virali per l'infezione cronica

| virus hanno sviluppato una moltitudine di strategie per eludere il sistiemmaunitario e persistere nell'ospite.
Alcuni fanno affidamento sul ruolo dei singoli geni virali che hanno effetti mirati sulle cellule infette o sul sistems
immunitario stesso. Altri si basano su meccanismi specifici di tropismo e patogenesi che remeftinacke il
sistema immunitario. La posizione, la tempistica e I'entitd della risposta immunitaria rispetto alla velocita d
replicazione e diffusione del virus & un fattore determinante dell'eventuale esito dell'infezione virale (clearance
rispetto all'nstaurazione dell'infezione cronica) (Figureetli soprgpag 44. 114

Tropismo virale e privilegio immunitario

| virus persistono in specifici tipi cellulari durante l'infezione cronica, un fatto con importanti implicazioni per la
comprensione del fallimentdell'immunita sterilizzante. Il programma di espressione genica virale, e quindi gli
antigeni espressi, posso differire da un tipo di cellula all'altro, in particolare per EBRWirus che persistono
tramite latenza/riattivazione (Figura 3). Ad esempio, i geni espressi da EBV nei linfociti B e nelle cellule epiteli
durante l'infezione cronica possono diffier. 11
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E importante sottolineare che le cellule bersaglio surrogate studiate in vitro per valutare limmunita o la
vaccinazione potrebbero non riflettere la gerarchia di dominanza antigenica delle cellule primarie infettate in vivo
Inoltre, i meccanismi immunofttori possono essere pit 0 meno efficaci a seconda del tipo specifico di cellula.
Le linee cellulari utilizzate in vitro potrebbero non riflettere queste interazioni immunitarie tespeoifiche.

I R S &S YHelped\drus infirino 68 (MHY y = ¢ stahilisoe (a latenza sia nei linfociti B che nei macrofagi.
La citochina interferone  ¢!LOCbNX 32t | €t € F43dSyil I RA 4+ 1 xcy S AYAOo]
minimi sull'infezione latente dei linfociti B Inoltre, le proteinecontenute nei granuli "litici" dei linfociti T
citotossici possono partecipare all'inibizione della riattivazione dellHSV dai neuroni senza causare la lisi de
cellula bersaglid!’ Insieme, questi fattori complicano I'estrapolazione degli studi immunoldgigiitro alla
situazione reale nei tessuti durante l'infezione cronica.

La specificita del tipo cellulanéguardo lefunzioni del gene virale e dell'ospite contribuisce a una maggiore
efficienza del sistema immunitario in alcuni tessuti rispetto ad @ttrmunoprivilegio). Questo € un importante
contributo al mantenimento dell'infezione virale croni€d Ad esempio, il sistema immunitario non riesce a
SEAYAYIFNB [/ ax RI f leNibrgeastithe delle grangi artérgzdntyednaltl tessiti viene
eliminato in modo efficiente'!®
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L'immunoprivilegio probabilmente contribuisce alla persistenza dellHSV nei neuroni peadiatenza del
papillomavirus nelle cellule epiteliali. Il tratto genitourinario € un luogo particolarmente difficile da controllare
per il sistema immunitario e pud essere infettato in modo persistente da virus della leucemia a cellule T uman
(HTLV), citomegalovirus @mo (HCMV), KSHV, EBV, HIV, LCMV, HSV e poliortavirus.

Il tropismo cellulare pud avere altri importanti effetti in vivo. Ad esempio, il clone LCMV 13 stabilisce in modc
efficiente un'infezione persistente nei topi immunocompetenti, in parte a causa aetrspismo per le cellule
reticolari fibroblastiche e le cellule dendritich&.1 virus cronici comunementeolpisconopit di un tipo di
cellula*® ad esempio VZ¥ttaccadi preferenza neuroni e i linfociti T, EBV i linfociti B e le cellule epiteli Iy

le cellule T e i macrofaginoltre, iprocessi immunitari che si occupano della riattivazione dell'HSV nei neuroni
possono essere distinti da quelli che controllano la replicazione dellHCV negli epatociti. Pertanto un approcc
immunologicaa"taglia unica" potrebbe non essere efficace nell'eliminare o controllare una determinata infezione
persistente.

Privilegio immunitario e tolleranza immunologic&®
Poiché c'é una notevole sovrapposizione nei meccanismi della tolleranza immunologica, in particolare n
meccanismi della tolleranza periferica, e del privilegio immunitario, la domanda da porsi & se il concetto ¢
privilegio immunitario aggiunga qualcosba nostra comprensione dell'immunita.
In effetti, il privilegio immunitario, al contrario della deviazione immunitaria indotta dal tessuto, descrive una
proprieta del tessuto e ha valore in quanto aggiunge un terzo elemento ai nostri concetti giailogpaty di
meccanismi di tolleranza. Pertanto, ci sono due principali meccanismi esl@dati di tolleranza sistemica che
coinvolgono meccanismi centrali e meccanismi periferici, in cui le calitdelanti esaminano i tessuti per
I'antigene estraneamentre sopprimono o eliminano le cellule con il potenziale di rispondere all'autoantigene.
Questi meccanismi sono sotto il controllo genetico, la cui complessita viene sempre piu rivélata
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Il terzo braccio della "regolazione immunitaria locale" basata sui tessuti € un altro modo per descrivere il privilegi
immunitario e, come é stato dimostrato nel corso di molti anni, ha una gerarchia che probabilmente & correlats

alla forza o al numero dneccanismi regolatori espressi da ciascun tessuto: quindi, la retina e il parer
cerebrale possiedono molte delle caratteristiche tra cui barriere ert@dsutali pronunciate, relativa assenza

chima
di

linfatici, numero minimo di APC in grado di present&astigene in situ e un‘ampia gamma di inibitori solubili e
legati alle cellule del sistema immunitario, che in circostanze normali hanno la capacita di promuovere l'induzion

delle cellule Tregolatrici. E anche possibile che alcune di queste cellulgdlaterie siano "residenti” in tessuti

normali non infiammati, come la pelle, e contribuiscano al microambiente immunosoppressivo géfierale.

Le proprieta e le caratteristiche di ciascun tessuto possono avere un'influenza molto maggiore sulla rispos:

immunitaria rispetto a quanto precedentemente considerato, e il tessuto stpssoesseredescritto come un
NEI2tFG2N8E RSEEIPNARALRAGE It GLISNARO2f 2¢ @
Infine, € anche importante considerare quando e dove si stabilisce il privilegio immunitario durantegpce

se questo ha un'incidenza sul fatto che gli antigeni espressi all'inizio dello sviluppo abbiano maggiori probabili
di indurre tolleranza centrale rispetto agli antigeni che sono espressi piu tardi nell'ontogenesi, per cui l'ignoranz

immunologicgpud essere l'unica via per prevenire |'auattivita. Ad esempio, alcuni antigeni retinicgmedgli
antigeni neurali compaiono nell'occhio in via di sviluppo poco dopo la formazione della vescicola ottica,

mentr

altri antigeni potrebbero non essere mpletamente espressi fino a dopo la nascita. Cio vale in particolare per gli
antigeni fotorecettori fortemente autoantigenici, che non sono completamente espressi nella retina fino a dopo
la nascita, momento in cui il sistema vascolare ialpeleneabileha lasciato il posto alla formazione della barriera

emato-retinica anatomica e funzionale, impedendo l'accesscsistema immunitaricad antigeni legati Ha
membrana.’*’Questo problema ha implicazioni diffuse ed € meglio considerato nel contesto delbsgpre dj
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ntigeni "nuovi" o "tardivi", ad es. durante la puberta, nei tumori e nel feto in via di sviluppo. La toIIeraréza agl
utoantigeni "tardivi" € attualmente spiegata dall'espressione genica promiscua nelle cellule epiteliali del timc
idollare'?®

Evasione virale e sovversione dell'immunita

Poiché esiste un vantaggio in termini di sopravvivenza per i virus che vengono elinpesitbdi prolungati, non
sorprende che molti virus abbiano geni che svolgono un ruolo specifico di nicchia durante l'infezione cronic:
L'esistenza di geni specifici di nicchia che hanno ruoli specializzati durante l'infezione cronica & ben dimostrata ¢
geni di latenza di EB¥P che sono specializzati per prolungare linfezione dei linfociti B di memoria e per
risponckere e regolae l'attivazione e la differenziazione delle cellule B.

Questi geni svolgono molteplici funzioni, tra cui il mantenimento ef@oma virale, la regolazione della
segnalazione del recettore dell'antigene delle cellule B regolazione del ciclo cellulare e dell'apoptashne
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specifici di nicchia per l'infezione cronica, svolgono un ruolo nella riattivazione dalla latenza ma sono men
importanti per l'infezione acut&!

LevOA Of A-gefesRrSsthanno sviluppato la capacita di interagire con una gamma pit ampia di chinasi cicline
dipendenti rispetto ai loraspitiomologhi pitl vicint?2 Allo stesso modo, le proteineherpesvirus Be2 si sono
evolute per averenterazioni altamente efficaci con meccanismi dellanorte OS t f dzf dspitdSe IR Eef £ Q
dell'autofagia che non sono soggette ai normali meccanismi di regolazione della celluld@spite.

Questi sono esempi del tipo di adattamento specificnidchia fawrito dalla coevoluzione prolungata del virus e
dell'ospite.

| virus codificano un'ampia gamma di geni che consentono loro di eludere I'immunita durante l'infezione acuta
cronica*®* Questi geni possono contribuire allinstaurarsi di un'infezione cropievenendo I'eliminazione
dell'infezione acuta o cronica (Figura 1).
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| geni di evasione immunitaria virale possono agire

(1) diminuendo l'espressione delle molecole necessarie per il riconoscimento dei linfociti T o delle cellule
naturalkiller (NK) %

(2) inibendo la presentazione dell'antigen&s
(3)agendo come agonisti 0 antagonisti di citochine e chemocKine

(4) bloccando gli effetti intracellulari antivirali o proinfiammatori di interferoni o altre citochine. Le cellule NK
ellFNh 2 a2t AGFYSYGdS NAGSYydziS AYLRNIIFYGA RdzZNI yaGS f
persistente da herpesvirug®
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Anche le infezioni virali da coronavirus sono favorite da potenti meccanismi immunoevasori che agiscono s
Y2t GSLIX AOA aLISGiA RSt UAYYdzy AQD¥2 e ik gradbd di indbrre inA teinfestdi A
di citochine, alterare le risptes dell'interferone e sopprimere la presentazione dell'antigene su entragiMHC
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Ingresso virale ed evasione immunitaria. Rappresentazione grafica dei meccanismi riportati-Gid$2RIB rilevamento immunitario ed evasionérale

nelle cellule ospiti. (1) coinvolgimento del virus in ACE2 e fusione nella membrana cellulare, (2) rilascio di matetiedevgateenel citoplasma, (3) fase
tardiva del ciclo virale: replicazione e rilascio virale, (4) fattori di restrizioliegfgte che interferiscono con il virus ciclo vitale: BST2 che impedisce il rilascio
virale, (5) rilevamento immunitario dell'ospite dei componenti virali, (6) traslocazione nucleare di diversi fattori régt@tannescano programmi
trascrizionali pecitochine preinfiammatorie, ISG e IFN; e il loro rilascio (7). (8) presentazione antigenicd; Bl orrispondente controazione virale che
potenzialmente influenza l'induzione delle risposte immunitarie.

Le cellule sondnoltre dotate di meccanismi che consentono loro di rilevare e rispondere rapidamente ai virus.
Questi meccanismi di difesa si basano in parte sui recettori che monitorano il citosol per la presenza di aci
nucleici atipici associati all'infezione da virus. etemri simili a RIG rilevano le molecole di RNA che sono assenti
nell'ospite non infetto. | recettori del DNA avvisano la cellula della presenza anormale di quell'acido nucleico ne
citosol. La segnalazione da parte dei recettori dell'RNA e del DNAgarbvaluzione di fattori di restrizione che
impediscono la replicazione del virus e stabiliscono I'immunita antivirale intrinseca delle cellule.

Alla luce di questi formidabili ostacoli, i virus hanno sviluppato meccanismi di evasione, mascherandtute str
dell'acido nucleico riconosciute dall'ospite, sequestrandosi lontano dal citosol o prendendo di mira i sensol
dell'ospite ei regolatoriper la disattivazione o la degradaziotie

In aggiunta ai meccanismi sopra descritti e studiati da tempo, nell'ultimo decennio & stato dimostrato che pit
virus a DNA e RNA producono miRNA noti come miRNA vi@iRNA) in modo da eludere la risposta
immunitaria dell'ospite"*

Per un approfondientosu questo argomentda A NA Y| yRF FA LI N} INF FA RSRA
Ol LJA Bigtf@dmednnovative Meccanismi del danno: la Spéke

La formazione del viroplasma @I 3aANB I T A 2y S LINE ilti®wadidne idrduvitariaY SOOI yA &Y
Molti virus si replicano all'interno di microambienti subcellulari o "rairganelli" chiamati fabbriche di virus o
"viroplasma". La formazione di queste struttucomporta il riarrangiamento delle membrane delle cellule ospiti

e del citoscheletro e induce un "effetto citopatico” indicativo dell'infezione da virus. Si ritiene generalmente che
le fabbriche e il viroplasma creino una piattaforma per concentrarepéaasi proteihe, i genomi dei virus e le
proteine ospiti necessarie per la replicazione e allo stesso tempo separare fisicamente i siti di replicazione da u
miriade di difese antivirali cellulari. La sovversione delle vie del traffico di membranaiellemdormazione di siti
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di replicazione pud aggiungere ulteriori beneficif t QA y F S, rdllentarlo iDtkadbrio Qi proteine
immunomodulatorie sulla superficie delle cellule infette per protedgeatalle risposte immunitarie, mentre
I'interruziore del citoscheletro puo aumentare il rilascio di virus dalle celttfle.

Le molecole e le attivita associate a questi compartimenti sono diverse ma inclséammrecomponenti che
dirigono la replicazione e l'espressione del genoma viraléorhaazione di compartimenti in cui i genomi virali
vengono replicati e assemblati & stata descritta per i virus RNA a senso negatRbA a doppio filamento
(dsRNA) @ RNA (+) a senso positivo.

Nel caso di genomi di RNA a filamento positivo di unetzadi famiglie di virustra cui i coronoviru§®e il SARS
Cowv2 ' la replicazione dellRNA & associata a un'‘ampia riorganizzazione e generazione di strutture membrano
singole o doppie cooptate da complessi di replicasi virale (RC) associati mitzrana. Gli RC formati da virus
RNA (+) sono stati oggetto di intense indagini ed & per queste famiglie di virus che sono disponibili maggic
informazioni incluse in diverse revisidfiil virus a RNA e DNA che si replicano nel citoplasma formano fadbrich
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virali o viroplasmache richiedono la rilocalizzazione degli organelli, la riorganizzazione del reticolo endoplasmatice
(ER), l'apparato di Golgi, I'endosoma, il lisosoma, i mitocondri o altre membrane cellulari e cambiamenti nell
distribuzione e nellalinamica del citoscheletro. Nel caso di virus a DNA che si replicano nel rmaies,gli
adenovirus)a formazione di RC non sembra richiedere strutture membrajmogaepiuttosto una riorganizzazione
delle componenti nucleari che accompagna la formazionguesti compartimenti. Questa riorganizzazione
include la ridistribuzione della cromatina e dei componenti dei domini nucleari, come i corpi nucleari della
proteina dellaleucemia promielocitica (PML) (PNAIB), i corpdi Cajal (CB), i granuli di interonatina (I1G) o il
nucleolo.

L'assemblaggio e la replicazione del virus possono verificarsi anche in fabbriche di virus vicino al centro
organizzazione dei microtubuli (MTOC). Queste inclugono privedi membrane cellulari e assomigliano a
inclusioni chiamate aggresomi che si formarfdMaIOC in risposta all'aggregazione proteica.

Le inclusioniaggresomichecome i corpi di Lewy e Mallory sono un segno patologico delle malattie da
ripiegamento errato die proteine e proteggono le cellule dal danno associato all'aggregazione proteica.
Aggresomi e fabbricheirali condividono molte caratteristiche in comuniga cui il reclutamento di mitocondri,
chaperoni cellulari e il confinamento all'interno di gabbidilamenti di vimentina riorganizzaii®

Molti virus vengonareicolatialf MTOC dopo essere entrati nelle cellule e, in comune con gli aggregati proteici, ciod
comporta il riconoscimento da parte della proteina motoria dei microtubuli, la dineina. E possibile che i virus
appaiano estranei o mal ripiegati sulle cellule e stimolina risposta aggresnica 14’

Sebbene le cellule di solito eliminino rapidamente &tutture potenzialmente citotossiche per garantire la
sopravvivenza, € noto che diversi virus sfruttano il processo di aggregazione per aumentare la replicazior
I'evasione immunitaria e la virulenza.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7232513/

Formaionedi aggresomindotta da virus. L'attivazione della via aggmescae il risultato di una via di degradazione del proteasoma sopraffatta o bloccata.
Gli aggresomi si formano attorno al'MTOC nella regione perinucleare della cellula mediante ilttrasipor di proteinediretto verso I'estremita inferiore

alla gabbia della vimentina. HDACG6 & importante per I'aggregazione di proteine virali e/o cellulari mal ripiegate/ulgcliviBOC. Queste proteine sono
collegate alla dineina, una proteina moa, e allHDAC6, una molecola linker con attivita di deacetilasi. Gli aggresomi formati vengono eliminati da un
evento di fusione autofagosord@sosoma chiamato aggrefagia. HDACS, istone deacetilasi 6, MTOC, centro organizzativo dei microtubutplBR, ret
endoplasmatico.
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Il processo altamente regolato di smaltimento degli aggregati pud avvenire attraverso il sistema usiquitin
proteasoma (UPS), l'autofagia mediata da chaperone (CMA) o attraverso la macroautofagia, che viene anc

chiamata aggrefagia quando il substrato & un aggredéto.

18 amark T, Johansen T.
Aggrephagy: selective disposal of protein aggregates by macroautophagy.
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con conformazione errata supera la capacita di questi due sistemi, le proteihgpiegate vengono attivamente
trasportate lungo i microtubliiversogliaggresomt*®che si accumulano attorraiMTOC e vengono poi eliminate
RFEfEQFdzi2FI 3AL @

I grandi virus a DNA citoplasmatici utilizzano fabbriche virali simili ad aggresomi come impalcature per facilital
la replicazione e l'assemblaggi®®, mentre, ad esempio, gli adenovirus e gli herpesvirus promuovono
l'aggregazione degli effettori immunitari cellulari e dei trasduttori di segnale per sopprimere il loro effettore
antivirale o funzioni di segnalaziote.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/aticles/PMC7232513/

Interazione tra aggregati e inclusioni cellulari indotti da virus. La replicazione dei virus innesca lo stress ER. &ibripaseardi BiP/GRP79 nel citoplasma

e la successiva attivazione della rispadtdle proteine non ripieg& (UPR). Cio alla fine potrebbe portare alla rimozione delle prot®issiche da parte
dell'autofagia. In alternativa, l'infezione da virus attiva direttamente le risposte immunitarie innate in grado di caussstoltraduzionalee la formazione

di granuli di stress (SG). Le protea@lulari e/o virali possono apparire come proteimal ripiegate o tossiche e vengono reclutate nella via del chaperon

per il ripiegamento produttivo e/o nella via proteasomale. Tuttavia, quaiuiesti percorsi vengono bloccati, le proteimal ripiegate vengono sequestrate

negli aggresomi e vengono eliminate dall'autofagggrefagia. BiP/GRP78, proteina immunoglobulinica legante/proteina regolata dal glucosio 78, ATF4,
attivazione del fatto8 RA G NI AONRT A2y S nx SLCuhI FLFEOG2NB RA AYATALT A2y &rodiadl NR 2
AGO2aArgonaute, G3BP Ras GTPaaftivante proteinal legante le proteine, PERK, chinasi del reticolo endoplasmatde slla proteina chinasi.
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Mutazione e selezione di varianti virali

Le RNA polimeragli virus a RNA sonsoggette a erroricompreso il SARSov2, e contribuiscono in modo
determinante all'infezione cronica attraverso la generazione di quasispeglazionidi virus con sequenze
diverse che possono eludere il sistema immunitario o sviluppare nuove proprieta patogenétiche

152Domingo E, Perales C.

Viral quasispecies.
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Jary Agt al

Evolution of viral quasispecies during SARS?2 infection.
Clin Microbiol Infect. 2020 Nov;26(11):1560E360.e4. doi: 10.1016/j.cmi.2020.07.032.
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Oltre alle mutazioni pntiformi, in diversi virus sipossono verificae duplicazioni, delezioni, eventi di
ricombinazione e persino acquisizione genomica degli mRNA dell'é%pite

Forsei meglio studiati sono i mutantiidvirus in grado di eludere il sistem@nmunitario con un ruolo ben
consolidato nell'evasione delle risposte immunitarie adattati?eln particolare, drante l'infezione da HCV, HIV

o SIV, queste mutazioni si accumulano negli epitopi delle cellule T CD8, un processo associato alla progressi
della malattia d f £ QS @rialédalat&no e dal controllo mediato dalle cellute®T

Sono state trovatemutazioni di evasioneimmunitaria nelle proteine virali che inibiscono piu fasi nella
presentazione dell'antigene, inclusa la generazione proteasomica del peptide, il legame dei peptidi alle moleco
MHC di classe | e il riconoscimento denpless peptide-MHC da parte del recettore delle cellulé®T.

Senza entrare nel dettaglio di questo meccanismo, in quanto sara trattato in un altro capitolo, va tenuto present
che le basi modificate agiscono come marcatori di R&lPper ridurre le risposte immunitarie innate allRNA
cellulare endogené®” E noto che oltre 170 diversi tipi di modificazioni enzimatiche del'RNA si verificano negli
RNA stabili, come tRNA e rRNA, dove molti contribuiscono alla loro elevata stabilitanigzatho le attivita di
guesti RNA. Diversi tipi di modificazioni delle basi sono state trovate anche negli mMRNA eucariotici, definit
modificazioni epitrascrittomich&®, Le modificazionielle basiilevate nel'mRNA includono la deaminazione da
adenosira a inosina (da A a |) e la deaminazione da citosina a uracile (da C anmtilBldenosina (m6A), N1
metiladenosina (M1A), 5 SGAf OAG2aAyl 6pY/ 03X S LA $dde2Mateldirgiiegte 6
modifiche influenzano le risposte immunitariinnate allRNA™ con implicazioni nella cancerogenesi
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Yy St t QAy @ Sen@lio Asvildpoydil alattismeurologiche, autoimmuni e cardiovascolaf?, inoltre la
comprensione di questi effetti & stata fondamentale per lo sviluppo di teragai eacciniamRNAcontro il SARS
Cowv2. 161

Risposte immunitarie durante l'infezione virale cronica

Le strategie virali sopra descritte per il mantenimento dell'infezione cronica sono bilanciate dagli effetti della
risposta immunitaria specifica del virus, stabilendo cosi un equilibrio metastabile tra ospite e patogeno.

E ben noto che esiste una commagete di regolazione che inibisce attivamente le risposte immunitarie durante
le infezioni virali croniched e essenziale per due ragioni principali.

Il primo motivo élariduzione delfeccessivammunopatologia. Cio €& particolarmente importante periEposta

dei linfociti T CD8 che possono causare enormi danni ai tessuti uccidendo le cellule infette e rilasciando citochi
infammatorie. Pertanto, non sorprende che la citotossicita e la produzione di citochine come il fattore di necros
tumorale (TNJ siano strettamente regolate durante le infezioni cronicheche queste funzioni siano spesso
ridotte o perse nelle cellule T CD8 che rispondono a virus persigkegtirad).

Il secondo motivo & quello di regolare lo straordinario potenziale proliferativo dei linfociti Fsgecsfici.

Durante la fase acuta dell'infezione, i linfociti T specifici del virus possono raddoppiare di numeresagei &
subire 34 raddoppiamerital giorno %2 chesi traduce in un aumento di 10 volte al giorno. Se questo livello di
proliferazione dovesse continuare incontrollato, si avrebbe un numero astronomico (e potenzialmente
catastrofico) di cellule T specifiche del virus in un tempo molto breve (Fgucpadro).
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E fondamentale porre un freno a questa notevole capacita proliferativa. In effetti, un segno distintivo delle cellule
T virusspecifiche durante le infezioni croniche € una capacita notevolmente ridotta di proliferare in risposta
all'antigene'®®

E importante sottolineare che, nonostante questa ridotta capacita proliferativa e una diminuzione di alcune
funzioni effettrici (descritte di seguito), le cellule T specifiche del virus svolgono un ruolo cruciale nel controll
della replicazione virale e qudi nelmartenere sotto controllo il nostro viroma. Ad esempio, questoanifesta

per le infezioni da EBV e HCMV, cosi come per l'infezione da HIV nei controllori ;'diglgettoinsieme unico di
individui con infezione da HIV che sono in grado dtdira I'infezione da HIV a un livello molto basso per lunghi
periodi (Figure 1 e 4)Tuttavia, durante l'infezione progressiva da HIV, HCV o HBV, la disfunzione dei linfociti
puo diventare cosi profonda che i linfociti T non sono in grado di contr@féioacemente la replicazione virale.
Pertanto, ci sono vari gradi di funzione e disfunzione nei linfociti T durante le infezioni persistenti.

https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.036

Durante l'infezione virale, le cellule T naive sono innescate dall'antigene, dalla costimolazione e dall'infammazidfezgrerialisi in cellule T effeici.

Se l'infezione viene eliminata e I'antigene e l'infiammazione vengono eliminati o sostanzialmente ridotti, alcune di ejiidstd effettrici funzionali
possono ulteriormente differenziarsi in cellule T di memoria altamente polifunzionali. Qeedkike T di memoria sono in grado di coprodurre piu citochine

(ad esempio, IFN £ ¢ -B)Cdiventarjdo citolitiche e proliferando vigorosamente. Queste cellule hanno anche un'elevata capacita di sopravvivenza e
vengono mantenute per lunghi periodi issenza di antigene. Nell'uomo, le cellule T specifiche per il virus del vaccino o il vaccino contro il virus della febbre
gialla vivo attenuato hanno queste proprieta. Al contrario, durante un'infezione cronica, I'antigene e l'infammaziorterpedipola fase effettrice e

questi fattori possono influenzare la funzione dei linfociti T. Durante alcune infezioni persistenti, i livelli di antigsnagpessere bassi e possono
svilupparsi cellule T CD8 virsigecifiche che possiedono molteplici funzid@ueste cellule potrebbero anche esprimere bassi livelli di molecole inibitorie
come PBL. Nell'uomo, i linfociti T CD8 specifici per CMV possono talvolta esistere in un tale stato di funzionalita. All'aure#iatatigehe o della carica

virale, i linfodti T diventano meno polifunzionali, perdendo le funzioni effettrici in modo gerarchico. L'espressione dei recettori piltitaumentare in

questo contesto. Le cellule T CD8 specifiche per EBV nellluomo potrebbero essere un esempio di questdltilaoldi@en I'aumento della carica virale e
dell'antigene, i linfociti T diventano sempre meno funzionali, mancando occasionalmente molte, se non la maggior parfenzefie effettrici.
L'espressione del recettore inibitorio aumenta e la suscettilil'apoptosi diventa maggiore. In queste fasi di disfunzione sono state descritte cellule T CD8
specifiche per HIV, HCV e HBV. In definitiva, se la gravita o la durata dellinfezione & elevata o prolungata, i Vimirssfpexifici possono essere
completamente eliminati, portando alla perdita delle risposte dei linfociti T xpexifici. La disfunzione dei linfociti T pud peggiorare progressivamente
anche durante la stessa infezione all'aumentare della carica virale e/o dei segnali inibitorie Neewlisfunzione puo essere invertita nelle prime fasi
dell'esaurimento, diventa pitl permanente con il progredire dell'esaurimento e le cellule diventano piu differenziate terfaisale. (Riquadro) E
fondamentale limitare la proliferazione delle cédu durante le infezioni croniche. Nella cinetica tipica di una risposta delle cellule T CD8 all'infezione virale
(linea blu), il numero di cellule T antigespecifiche raggiunge il picco a circa una settimana dopo l'infezione prima di diminuire r@gdeagione guidata
dall'antigene non e sottoregolata durante le infezioni persistenti e le cellule T continuano a dividersi €gare; # numero di cellule T antigesspecifiche
raggiungerebbe rapidamente livelli catastrofici (linea rossa).
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Fig. 4

Risposte dei linfociti T

Nel considerare la natura delle risposte dei linfociti T durante l'infezione cronica, € utile iniziare con lz
comprensione delle risposte all'infezione acuta. La differenziazione delle cd#ildememorialT CD8 e CD4 in
seguito a infezioni virali acuteoa alla formazione di cellule di memoria di alta qualita e di lunga duiféta.
Queste cellule T hanno diverse propriéd&damentaliche consentono loro di conferire un'immunita protettiva.

La principale tra queste proprieta € la capacita di persistéuego termine in assenza di antigene e di rispondere
rapidamente alla riesposizione al patogeno. Questa risposta di richiamo € caratterizzata da una rapid
elaborazione delle funzioni effettrici come citotossicita e produzione di citochine/chemochiné&em@nione
accompagnata da aumenti sostanziali del numero di cellule T e migrazione delle cellule T effettrici verso i siti

infezione®®
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