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2 ABSTRACT 
 

Aim of the study: HCMV has been reported to involve the adrenal gland and 
cause adrenalitis in immunosuppressed patients, but information in literature 
about the effect of human cytomegalovirus (HCMV) infection on adrenal function 
and its potential role in adrenal tumorigenesis is lacking. Aim of this study is to 
investigate the presence of HCMV in a large series of normal and tumor adrenal 
samples and to analyze whether HCMV infects and replicates in adrenocortical 
cells in vitro and the effects of HCMV infection on adrenocortical 
steroidogenesis, cell growth, and gene expression profile.  

Materials and Methods: The clinical investigation was performed on a  total 
of 127 human adrenal tissues, which were examined by real-time PCR for the 
presence of HCMV genome sequences. Adrenal samples included 20 normal 
adrenal tissues, 36 non-functioning adrenocortical adenomas, 16 cortisol 
producing adenomas, 12 aldosteronomas, 3 androgen producing adenomas, 16 
adrenocortical carcinomas (ACCs), and 24 medullary tumors. 

The in vitro study was performed on the human ACC cell lines NCI-H295R 
and SW-13 and in primary ACC cell cultures, which were infected with clinical 
isolates of HCMV and with the HCMV strain AD169. Expression of the HCMV 
early pp72 and late pp65 genes was evaluated in infected cells by 
immunofluorescence. Kinetics of viral replication in ACC cells was investigated 
by quantitative real-time PCR and plaque assay. Steroid hormone production in 
the supernatant of infected cells was measured by EIA. Evaluation of the impact 
of HCMV infection on host cell machinery was investigated in terms of 
cytopathic effect (microscope exhamination), cell cycle (analyzed by propidium 
iodide staining), apoptosis (through annexin-V test), and cellular proliferation (by 
BromoDeossiUridine test). Cellular gene expression profile after AD169 infection 
was assessed by quantitative RT-PCR and DNA microarray analysis in time-
course experiments.  

Results: Investigation of human adrenal tumors demonstrated the presence of 
HCMV genome sequences in 19% cortical adenomas, 12% pheochromocytomas 
and 1 normal  tissue, but not in malignant tumors. Moreover, HCMV sequences 
were significantly more frequently detected and at higher titre in functioning than 
in nonfunctioning adrenocortical tumors. In these tumors, expression of both early 
(pp72)and late (pp65) HCMV genes was demonstrated by immunohistochemistry.  

The in vitro study showed that both clinical isolates and laboratory strains of 
HCMV could replicate in ACC cells, as demonstrated by expression of early and 
late viral antigens and efficient production of infectious viral particles in infected 
adrenocortical cells, even if at lower levels than in fibroblasts. HCMV had a 
cytopathic effect on SW13 and NCI-H295R ACC cells, outlined by the presence 
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of apoptotic and vacuolized cells. Furthermore, it slightly: increased cellular S 
phase, inhibited cell proliferation, and induced apoptosis. The proapoptotic effect 
was markedly increased by co-treatment with etoposide, a topoisomerase II 
inhibitor.   

AD169 infection of NCI-H295R cells, which are able to produce all adrenal 
steroids, significantly increased production of cortisol and 17β-estradiol, but not 
of aldosterone. Conceivably, this effect was due to viral replication and/or viral 
gene expression rather than interaction of the virion with the host cell, since UV-
inactivated HCMV particles had not effect on steroidogenesis. Also, AD169 
infection of NCI-H295R cells, markedly induced CYP11B1 and CYP19 
expression, e.g., the genes encoding the key enzymes for cortisol and estrogens 
synthesis, and modulated expression of genes encoding the orphan nuclear 
hormone receptors DAX-1 and SF-1, that are involved in the transcriptional 
regulation of steroidogenic enzymes. Thus, the effect of HCMV infection on 
adrenal steroidogenesis seem to be mediated by induction of steroidogenic 
enzyme expression. Microarray analysis was employed to further elucidate the 
mechanism of induction of steroid hormone production. Interestingly, besides 
inducing genes promoting cell proliferation and tumor invasiveness and 
repressing tumor suppressor genes and pro-angiogenetic genes, in agreement with 
its oncomodulatory effects, HCMV infection markedly induced a cluster of 12 
genes in the first hours post-infection. Bayesian Gaussian Network analysis 
identified two crucial genes in the Bayesian Network structure, i.e., the genes 
encoding the purinergic receptors P2Y11 and P2X4, which play the role of dam 
genes controlling the modulation of the others. Since purinergic receptors are 
known to mediate induction of corticol production, upregulation of these two 
genes could be a key event responsible of the effects of HCMV infection on 
adrenal steroidogenesis. 

To investigate the effects of steroid hormones on HCMV replication, 
fibroblasts and ACC cells were treated during infection with hydrocortisone and 
with the inhibitor of steroidogenic enzymes aminoglutethimide. Hydrocortisone 
increased HCMV replication and yield in both fibroblasts and ACC cells, whereas 
aminoglutethimide enhanced viral release for infected cells.  

Conclusions: The results of this study conducted with clinical specimens 
suggests that the adrenal gland could be a reservoir of HCMV and that hormone 
overproduction by the adrenal gland could represent a trigger for virus 
reactivation. These results of the in vitro study demonstrate for the first time that 
HCMV infects and replicates in human adrenocortical cells. HCMV infection 
stimulates adrenal cortisol and estrogen production by modulation of 
steroidogenic enzyme expression. These data represent the basis for further 
investigation on the implication of HCMV infection on adrenal diseases. 
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3 RIASSUNTO 
 

Scopo dello studio: Nonostante in letteratura sia riportato che l’infezione da 
citomegalovirus umano (HCMV) coinvolga la ghiandola surrenalica nei pazienti 
immunosoppressi, mancano studi in letteratura sugli effetti dell’infezione da 
HCMV sulla funzione surrenalica e sul suo potenziale ruolo nella tumorigenesi 
surrenalica. Lo scopo di questo studio è quindi quello di ricercare la presenza di 
sequenze genomiche di HCMV in un’ampia casista di tumori surrenalici e di 
tessuti surrenalici normali ed inoltre di valutare se HCMV sia in grado di infettare 
e replicare in cellule corticosurrenaliche in vitro, valutando gli effetti 
dell’infezione sulla steroidogenesi surrenalica, sulla proliferazione cellulare, e sul 
profilo di espressione genica.  

Materiali e Metodi: Lo studio clinico è stato eseguito su un totale di 127 
tessuti surrenalici umani, esaminati per la presenza di sequenze genomiche di 
HCMV mediante real-time PCR. I campioni surrenalici includevano 20 surreni 
normali, 36 adenomi corticosurrenalici non funzionanti, 16 adenomi secernenti 
cortisolo, 12 aldosteronomi, 3 adenomi secernenti androgeni, 16 carcinomi 
corticosurrenalici (di cui 14 funzionanti e 2 non funzionanti) e 24 tumori della 
midollare del surrene (inclusi 21 feocromocitomi benigni, un feocromocitoma 
maligno, 2 ganglioneuromi).  

Lo studio in vitro è stato effettuato sulle linee di carcinoma corticosurrenalico 
(ACC) umane NCI-H295R ed SW-13 e su colture primarie di ACC, le quali sono 
state infettate con isolati clinici di HCMV e con il ceppo di laboratorio HCMV 
AD169. Mediante immunofluorescenza è stata valutata l’espressione del gene 
precoce di HCMV pp72 e del gene tardivo pp65. Mediante real-time PCR 
quantitativa e saggio delle placche è stato titolato il virus per valutarne la cinetica 
di replicazione nelle cellule corticosurrenaliche. Nel sovranatante delle cellule 
infettate sono stati dosati gli ormoni steroidei con saggi EIA. L’analisi 
dell’impatto dell’infezione da HCMV sul “macchinario” cellulare è stata valutata 
in termini di  effetto citopatico (esame al microscopio), ciclo cellulare (analisi con 
il test del propidio di ioduro), apoptosi (tramite saggio con annexina-V) e, infine, 
proliferazione cellulare (attraverso il test della BromoDeossiUridina). Il profilo di 
espressione genica cellulare dopo infezione da AD169 è stato valutato con real-
time RT-PCR quantitativa e con analisi dei DNA microarray in esperimenti di 
time-course. 

Risultati: La ricerca nei tumori surrenalici umani ha dimostrato la presenza 
di sequenze genomiche di HCMV nel 19% degli adenomi, nel 12% dei 
feocromocitomi, in 1 tessuto normale, ma in nessuno dei tumori maligni. Le 
sequenze di HCMV sono state inoltre riscontrate più frequentemente ed in numero 
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più elevato nei tumori corticosurrenalici funzionanti piuttosto che in quelli non 
funzionanti. In questi tumori, è stata dimostrata l’espressione sia delle proteine 
precoci (pp72) sia di quelle tardive (pp65) con analisi immunoistochimica.  

Lo studio in vitro ha rivelato che sia gli isolati clinici sia il ceppo di 
laboratorio di HCMV impiegati  replicavano nelle cellule ACC, come dimostrato 
dall’espressione sia di antigeni virali precoci (pp72) sia tardivi (pp65). L’analisi 
della cinetica di replicazione nelle cellule ACC mostrava un’efficiente produzione 
di particelle virali infettive, anche se a livelli assai inferiori rispetto ai fibroblasti, 
usati come controllo. L’infezione con HCMV ha dimostrato avere un effetto 
citopatico nelle cellule di ACC NCI-H295R ed SW13. Inoltre ha causato un lieve 
aumento della fase S del ciclo cellulare, inibizione della proliferazione cellulare, 
ed induzione dell’apoptosi. L’effetto pro-apoptotico è risultato particolarmente 
aumentato dal trattamento simultaneo con etoposide, un inibitore delle 
topoisomerasi II.  

L’infezione con AD169 delle cellule corticosurrenaliche NCI-H295R, in 
grado di sintetizzare tutti gli ormoni steroidei surrenalici, aumentava in modo 
significativo la produzione di cortisolo e di 17β-estradiolo, ma non di aldosterone. 
Questo effetto sembra essere dovuto alla replicazione virale e/o all’espressione dei 
geni virali piuttosto che alla mera interazione del virione con la cellula ospite, dal 
momento che particelle di HCMV inattivate agli UV non avevano alcun effetto 
sulla steroidogenesi. L’infezione da AD169 delle cellule NCI-H295R ha indotto 
in modo marcato l’espressione di CYP11B1 e CYP19, cioè dei due enzimi chiave 
per la sintesi, rispettivamente, di cortisolo e 17β-estradiolo, e ha modulato 
l’espressione di geni codificanti recettori nucleari orfani responsabili della 
regolazione trascrizionale degli enzimi della steroidogenesi. L’effetto 
dell’infezione da HCMV sulla steroidogenesi surrenalica sembra quindi essere 
mediato  dall’induzione dell’espressione degli enzimi della steroidogenesi. Per 
poter chiarire il meccanismo di induzione della produzione di ormoni steroidei, è 
stata impiegata l’analisi con microarray. Interessante sottolineare che, oltre 
all’induzione dei geni promuoventi la proliferazione cellulare e l’invasività 
tumorale,  l’infezione da HCMV induceva in modo marcato  un cluster di 12 geni 
durante le prime ore post-infezione. L’analisi di rete Bayesiana ha identificato due 
geni cruciali nella struttura della rete Bayesiana, cioè i geni che codificano per i 
recettori purinergici P2Y11 e P2X4, i quali svolgono un ruolo di geni diga nel 
controllare la modulazione degli altri geni. Dato che i recettori purinergici sono 
noti per mediare l’induzione  della produzione di cortisolo, l’induzione di questi 
due geni potrebbe rappresentare un evento chiave responsabile degli effetti 
dell’infezione da HCMV sulla steroidogenesi surrenalica.  

Per studiare gli effetti degli ormoni steroidei sulla replicazione di HCMV, i 
fibroblasti umani e le cellule ACC sono state trattate durante l’infezione con  
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idrocortisone e con l'inibitore degli enzimi della steroidogenesi aminoglutetimide. 
L’idrocortisone portava ad un incremento della replicazione di HCMV sia nei 
fibroblasti che le cellule ACC, mentre l’aminoglutetimide induceva un maggiore 
rilascio di virus dalle cellule infettate. 

Conclusioni: I risultati dello studio clinico suggeriscono che la ghiandola 
surrenalica possa rappresentare un reservoir d’infezione per HCMV e che 
l’iperproduzione di cortisolo da parte del surrene rappresenti uno stimolo per la 
riattivazione del virus. In accordo con quanto dimostrato in vivo, i risultati dello 
studio in vitro dimostrano inoltre per la prima volta che HCMV è in grado di 
infettare e replicare in cellule corticosurrenaliche umane in vitro. L’infezione da 
HCMV stimola la produzione di cortisolo ed estrogeni, modulando l’espressione 
degli enzimi della steroidogenesi. D’altro canto, gli ormoni steroidei sono in 
grado stimolare la replicazione di HCMV. Questi dati rappresentano la base per 
ulteriori indagini sul coinvolgimento dell’infezione da HCMV nelle patologie 
surrenaliche.  
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4 INTRODUZIONE 
 

Il citomegalovirus umano (HCMV) è un patogeno molto diffuso, 
generalmente responsabile di infezioni asintomatiche e persistenti nei soggetti 
sani. Può tuttavia causare malattie qualora manchi una risposta immunitaria 
efficiente, come nel caso di soggetti dal sistema immunitario immaturo o 
compromesso. L’impatto dell’infezione da HCMV è aumentato negli ultimi 
decenni per l’aumento dei trapianti d’organo, delle terapie immunosoppressive e 
per la diffusione dell’AIDS. HCMV è inoltre un’importante causa di difetti 
congeniti. Le patologie da HCMV che si osservano in questi soggetti 
immunodepressi o dal sistema immunitario immaturo hanno fatto emergere un suo 
possibile ruolo nello sviluppo di altre malattie, in particolare malattie 
cardiovascolari, malattie autoimmuni e, più recentemente, alcune forme di cancro. 
Il presente studio indaga un nuovo aspetto dell’infezione da HCMV: l’infezione 
del surrene e il suo effetto modulante sulla funzione endocrina corticosurrenalica. 

 

4.1 Virologia di HCMV 
 

HCMV (HHV5) è un membro della sottofamiglia betaherpesvirinae, 
caratterizzato da struttura del virione, cinetica di espressione genica e persistenza 
nell’ospite simili a quelli di altri herpesvirus. Peculiari sono invece la sua stretta 
specie-specificità, il tropismo per le ghiandole salivari e la crescita lenta in colture 
cellulari (1). 

4.1.1 Struttura di HCMV 
Il virione di HCMV è costituito da un nucleocapside icosaedrico di 100 nm di 

diametro contenente un genoma a doppio filamento lineare di DNA della 
lunghezza di 230 kbp, circondato da uno strato proteico, definito tegumento o 
matrice, che, a sua volta, è incluso in un doppio strato fosfolipidico contenente 
numerose glicoproteine virali. La particella virale matura ha un diametro di 150–
200 nm (Figura 1). 

Le colture cellulari infettate da HCMV producono virioni infettivi e altri due 
tipi di particelle: particelle con envelope non infettive e corpi densi (dense bodies). 
Le particelle con envelope non infettive sono particelle virali difettive composte 
da capsidi immaturi circondati da envelope, ma privi di DNA genomico e 
contenenti le proteine virali AP (scaffolding/assembly protein), normalmente 
assenti nel nucleocapside maturo. I dense bodies sono particelle circondate da 
envelope prive di nucleocapside e DNA virale, ma contenenti diverse proteine del 
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tegumento, delle quali la più abbondante è ppUL83 (pp65). La quantità relativa 
delle tre forme virali dipende dal numero dei passaggi in coltura cellulare e dal 
ceppo virale.  

 

 
Figura 1. HCMV. (A) Rappresentazione schematica della ricostruzione tridimensionale 
della porzione icosaedrica di una particella intatta di HCMV. (B) Modello tridimensionale 
di HCMV, che ne dimostra le varie componenti (da Gandhi & Khanna, Lancet Infect Dis 
2004). 

  

Più di 30 proteine virali sono presenti nel virione completo infettivo, quattro 
delle quali (pUL46, pUL48.5, la minor capsid protein e la major capsid protein) 
costituiscono il capside, formato da 162 capsomeri. L’envelope continene sei 
gliocoproteine codificate dal virus: gpUL55 (gB), gpUL73 (gN), gp UL74 (gO), 
gpUL75 (gH), UL100 (gM), and gpUL115 (gL). Queste glicoproteine giocano un 
ruolo essenziale nell’ingresso del virus nella cellula ospite, nella diffusione da 
cellula a cellula e nella maturazione del virus. Altre 20–25 proteine strutturali del 
virione sono verosimilmente situate nello strato amorfo e ancora poco 
caratterizzato tra nucleocapside ed envelope. Le proteine del tegumento 
potrebbero contribuire alla maturazione dei virioni o influenzare eventi virali e 
cellulari nelle fasi iniziali dell’infezione, come il rilascio del DNA virale o la 
regolazione di sequenze promotrici virali e cellulari. La maggior parte delle 
proteine del tegumento sono fosforilate e assai immunogeniche. Le più 
abbondanti sono ppUL32 (pp150, o fosfoproteina basica) e pp65, quest’ultima 
impiegata come target per test rapidi di diagnosi di infezione da HCMV. Le 
proteine del tegumento ppUL69 e ppUL82 (pp71) sono dei transattivatori 
dell’espressione genica virale ed alterano in modo importante le funzioni della 
cellula ospite, bloccando la progressione del ciclo cellulare. In particolare, UL69 
stimola l’espressione genica dall’enhancer-promoter ie1/ie2, il quale è necessario 
per la replicazione virale, e arrestano le cellule in fase G1, con un meccanismo 
non ancora noto (2). Anche UL82 stimola l’attività dell’enhancer-promoter 
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ie1/ie2, fungendo da attivatore trascrizionale di activating transcription factor 
(ATF)/cyclic AMP-response element binding protein (CREB) e di activator 
protein-1 (AP-1). Aumenta inoltre l’infettività del DNA virale trasfettato, è 
necessaria per la replicazione virale a bassa molteplicità di infezione ed accelera 
la transizione dalla fase G1 ad S di cellule quiescenti (3,4).  

In preparazioni altamente purificate di particelle virali infettive sono state 
identificate cinque molecole di RNA virali (denominate RNA del virione). Questi 
trascritti virali sono probabilmente situati nel tegumento e sono rilasciati nella 
cellula ospite nel momento dell’infezione. Il loro significato funzionale non è noto 
(5). 

4.1.2 Genoma di HCMV 
Il genoma di HCMV è il più lungo dei genomi dei virus erpetici ed ha il più 

elevato contenuto di G+C. Come in herpes simplex virus-1, il genoma di HCMV è 
organizzato in regioni ripetute unique long (UL) e unique short (US). Poiché 
ciascuna regione può essere orientata in entrambe le direzioni, la progenie virale 
contiene 4 isomeri del genoma (Figura 2). Il genoma dei CMV animali e quello 
degli altri betaherpesvirus è invece lineare senza sequenze ripetute. L’inversione 
delle regioni UL eUS è mediato da sequenze ripetute dirette (a, b, c) situate alle 
estremità del genoma e da elementi ripetuti invertiti nella giunzione UL-US (a’, 
b’, c’). La sequenza ripetuta a, che consiste in un elemento diretto ad una 
estremità e in un elemento invertito nella giunzione UL/US, favorisce 
l’isomerizzazione del genoma in quanto contiene gli elementi pac (packaging) 
attivi in cis, necessari per il taglio del DNA.  

Il genoma del ceppo di laboratorio AD169 è l’unico ad essere stato 
completamente sequenziato. L’analisi di questo genoma, lungo 230 kbp, dimostra 
la presenza di 225 ORF (open reading frames) da circa 100 o più aminoacidi (6). 
Queste ORF sono denominate sequenzialmente, secondo la loro posizione 
all’interno delle regioni uniche e ripetute. Nei ceppi di laboratorio Towne e 
Toledo sono state identificate ulteriori ORF. In quest’ultimo, così come negli 
isolati clinici, la regione invertita ripetuta b’ è assente e sostituita da una regione 
UL di circa 5 kbp, contenente 19 ORF aggiuntive che mancano nel genoma di 
HCMV AD169 (7).  

Il confronto della sequenza aminoacidica di AD169 con quella del genoma di 
altri herpesvirus dimostra che i prodotti proteici di più di 40 ORF sono molto 
simili a proteine codificate dagli alpha- e gammaherpesvirus (8). Di queste ORF 
conservate tra gli herpesvirus, circa il 25% codifica funzioni relative al 
metabolismo e replicazione del DNA virale ed il restante 75% è coinvolto nella 
maturazione ed organizzazione strutturale dei virioni.  
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Ricerche di omologia di sequenza e studi sperimentali biochimici e genetici 
hanno consentito di assegnare una funzione soltanto ad alcune delle oltre 200 
ORF. L’analisi del fenotipo di mutanti spontanei del ceppo AD169 con delezioni 
o inattivazioni in loci specifici ha tuttavia che i prodotti di più di 50 ORF non 
sono necessari per la replicazione virale produttiva in colture di fibroblasti. Questi 
risultati, insieme all’osservazione che le proteine responsabili di funzioni comuni 
a tutti gli altri herpesvirus (come la replicazione del DNA, l’organizzazione del 
virione, la maturazione) non rendono conto di tutte le ORF, indicano che la 
funzione di molte ORF deve essere ancora caratterizzata. E’ probabile che molta 
della capacità codificante virale sia evoluta per ottimizzare l’infezione e la 
disseminazione del virus, la crescita nei tessuti bersaglio, i meccanismi 
patogenetici e la capacità di evadere la risposta immunitaria dell’ospite.  

 
 
Figura 2. Struttura dei quattro isomeri del genoma di HCMV (da Landolfo et al. 
Pharmacol Ther 2003). 
 

4.2 Ciclo replicativo di HCMV ed espressione dei geni 
virali 

4.2.1 Permissività cellulare e crescita in vitro 
Studi autoptici dimostrano che HCMV infetta un’ampia gamma di tessuti 

epiteliali. Le cellule più comunemente infettate sono quelle degli epiteli dei dotti 
ghiandolari, le quali sviluppano aspetti citopatici caratteristici (9). Durante 
l’infezione naturale HCMV replica in modo produttivo nelle cellule epiteliali, 
nelle cellule endoteliali, nelle cellule muscolari lisce, nelle cellule mesenchimali, 
negli epatociti, nei granulociti e nei monociti-macrofagi (9). Il DNA in forma 
latente può essere riscontrato nei progenitori dei macrofagi e granulociti del 
midollo osseo e nei monociti del sangue periferico (10). Al contrario, in vitro, le 
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uniche cellule completamente permissive per la replicazione sono i fibroblasti 
umani cutanei o polmonari, mentre gli isolati virali clinici replicano 
preferenzialmente in colture di cellule endoteliali. Anche alcune linee cellulari 
trasformate derivate da glioblastoma, come le U373MG, e le cellule muscolari 
lisce primarie di arteria consentono un’infezione produttiva, anche se a livelli 
inferiori rispetto ai fibroblasti (11,12). Nei fibroblasti il ciclo replicativo è lento, 
con un effetto citopatico tipico, caratterizzato da arrotondamento ed 
ingrandimento della cellula e dalla presenza di inclusioni intra- e perinucleari. 
Solamente i ceppi di laboratorio, come AD169 o Towne, producono un effetto 
citopatico generalizzato, con lisi dell’intero monostrato cellulare e rilascio di 
virioni a partire dal 3-4 giorno post-infezione (p.i.). 

4.2.2 Adesione e penetrazione di HCMV  
L’adesione e la penetrazione del virus è rapida ed efficiente sia nelle cellule 

permissive che in quelle non permissive. Poiché la replicazione produttiva si 
osserva però in un range assai ristretto di cellule umane, dopo la penetrazione del 
virus deve esistere un blocco dell’espressione genica virale in modo da impedirne 
la replicazione nelle cellule non permissive. Il solo recettore, ancora scarsamente 
caratterizzato, di HCMV è ampiamente distribuito nei vari tipi di cellule 
dell’ospite e contribuisce all’ampio tropismo che si osserva nel corso 
dell’infezione naturale. L’ingresso del virus è il risultato di una cascata di 
interazioni tra proteine virali e cellulari che culmina nella fusione tra envelope e 
membrana plasmatica, mediante un processo indipendente dal pH. La fusione è 
seguita dall’ingresso del nucleocapside e delle proteine del tegumento nel 
citoplasma e dalla loro rapida traslocazione nel nucleo, dove pp65 viene 
dimostrata a meno di un’ora p.i. L’interazione delle glicoproteine di HCMV con i 
rispettivi recettori cellulari genererebbe delle vie di segnalazione intracellulare e 
conseguenti alterazioni dell’espressione genica, per lo più simili a quelle che si 
osservano dopo interazione degli interferoni con i loro recettori (13-15). Il ligando 
virale specifico che innesca questa risposta è verosimilmente gB e si ritiene che la 
sua interazione con un recettore non ancora conosciuto sia il meccanismo 
principale attraverso il quale HCMV modifica il profilo di espressione genica 
cellulare nelle fasi più precoci dell’infezione (16,17). Inoltre, il reclutamento delle 
glicoproteine gB e gH con i loro recettori è sufficiente per indurre l’attività dei 
fattori di trascrizione nucleari nuclear factor-kB (NF-kB) ed Sp1 (18). 

4.2.3 Regolazione dell’espressione genica virale 
Durante l’infezione produttiva, il genoma di HCMV è espresso a cascata in 

una serie di eventi trascrizionali coordinati nel tempo, che portano alla sintesi di 
tre categorie di proteine virali, definite precocissime o immediate-early (IE o α), 
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precoci o early (E o β), e tardivi o late (L o γ) (Figura 3). L’espressione dei geni 
precoci e quindi la replicazione del DNA virale potrebbe rappresentare l’evento 
restrittivo che condiziona la permissività cellulare. I geni di HCMV sono trascritti 
dalla RNA polimerasi II cellulare con l’intervento di fattori di trascrizione 
cellulari, la cui attività può essere stimolata da transattivatori virali (19). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Espressione dei geni di HCMV e funzioni dei prodotti genici virali durante 
l’infezione produttiva (da Landolfo et al. Pharmacol Ther 2003). 

4.2.4 Caratteristiche e funzioni delle proteine precocissime 
L’espressione dei geni di HCMV inizia da alcune proteine IE entro un’ora p.i. 

senza sintesi de novo di proteine. I geni IE comprendono i geni maggiori IE 
UL122/123 (IE1 ed IE2) e geni ausiliari, come UL36–UL38, UL115–UL119, 
IRS1/TRS1, e US3. Le proteine dei geni maggiori, da sole o in sinergia, sono 
richieste per la successiva espressione genica agendo da transattivatori o 
autostimolatori di geni virali. Queste proteine hanno inoltre un profondo impatto 
sulla fisiologia della cellula ospite, poiché regolano l’espressione di un numero 
elevato di geni dell’ospite (19). L’espressione dei geni maggiori EI è regolata da 
un elemento enhancer complesso, che funziona in modo specifico a seconda del 
tessuto, del tipo di cellula e del suo livello di differenziamento, e che esercita la 
sua forte attività trascrizionale interagendo con diversi fattori trascrizionali 
dell’ospite, i cui siti di legame sono presenti in questo elemento di regolazione 
trascrizionale. In un segmento di circa 500 bp a monte del TATA box dei geni 
ie1/ie2, la sequenza enhancer contiene diversi elementi ripetuti con siti di legame 
per NF-ĸB, AP-1, Sp1, e CREB/ATF. A monte della sequenza enhancer esiste una 
regione modulatrice che, in saggi di trasfezione transiente, è stata dimostrata in 
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grado di reprimere l’attività trascrizionale dell’enhancer in cellule indifferenziate 
(20). 

La regione maggiore IE codifica 4 proteine, la più abbondante delle quali è la 
fosfoproteina nucleare pp72 (IE1-72), la cui funzione è richiesta per la 
replicazione virale a basse molteplicità di infezione. IE1-72 è in grado di 
autoregolare in senso positivo l’espressione dei geni ie1/ie2 e US3 attivando i 
corrispondenti elementi enhancer attraverso dei siti di legame per NF-kB. 
Coopera inoltre con un’altra proteina IE, IE2-86, per regolare l’espressione di geni 
virali appartenenti alle successive categorie. Stimola inoltre l’attività di diverse 
sequenze promotrici cellulari, tra cui quelle dei geni codificanti la diidrofolato 
reduttasi, la DNA polimerasi α, c-fos, c-myc, NF-ĸB, e la timidilato sintasi. IE1-
72 può anche avere effetti sulla regolazione del ciclo cellulare interagendo con la 
proteina p107 della famiglia del Retinoblastoma e con E2F1 (21). IE1-72 ha 
inoltre attività chinasica per cui si autofosforila e fosforila le proteine p107 e 
p130, E2F1, -2, e -3.  

IE2-86 è una fosfoproteina nucleare la cui funzione è critica per la 
replicazione virale. IE2-86 è un potente regolatore trascrizionale che può sia 
stimolare che reprimere l’espressione di geni di HCMV e cellulari (19,22). 
Durante un’infezione produttiva, IE2-86 è la proteina chiave che regola la 
transizione dalla fase IE alla fase E e, probabilmente, anche alla fase L di 
espressione dei geni di HCMV. IE2-86 transattiva infatti sequenze promotrici di 
diversi geni E ed L, interagendo con fattori del complesso trascrizionale come 
TATA-binding protein, TFIIB, TAFII-130, e TFIID. Interagisce inoltre con altri 
fattori di trascrizione, come l’acetil-transferasi degli istoni, CREB, Sp1, c-Jun, e 
ATF-2, così come con fattori di regolazione del ciclo cellulare, tra cui p53, pRb, e 
p21 (23). Oltre ad attivare i geni E ed L, IE2-86 reprime l’espressione dei geni 
ie1/ie2 e US3, tra cui la sua stessa espressione (19).  

Inoltre, IE2-86 modula diversi processi cellulari, tra cui il controllo del ciclo 
cellulare e l’apoptosi (24). Infatti, IE2-86 blocca le cellule in fase S precoce, 
inibisce la sintesi del DNA cellulare e previene la divisione cellulare (25). Questo 
rende l’ambiente cellulare più favorevole alla replicazione virale, in quanto si 
rendono disponibili i precursori per la sintesi del DNA prodotti dalla cellula 
ospite, ma non più utilizzati dalla stessa cellula (23, 24). 

Le funzioni degli altri geni IE sono eterogenee. TRS1 e IRS cooperarano con 
IE1-72 e IE2-86 nella transattivazione dei promotori E. Le glicoproteine 
codificate dal gene US3 sono implicate nell’evasione dalla risposta immunitaria. 
US3 è una glicoproteina localizzata nel reticolo endoplasmatico, dove impedisce 
il trasporto del complesso maggiore di istocompatibilità MHC-I verso il Golgi e 
quindi la presentazione dell’antigene (26,27).   
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La regione UL36–38 codifica invece proteine con proprietà antiapoptotiche, 
come UL36 e UL37 (28).  

4.2.5 Caratteristiche e funzioni delle proteine precoci 
L’espressione dei geni E o β dipende dalla presenza di proteine funzionali IE, 

ma non da inibitori della replicazione del DNA virale. I geni E codificano per lo 
più proteine non strutturali, compresi fattori di replicazione del DNA virale, 
enzimi di riparazione e proteine coinvolte nell’evasione della risposta 
immunitaria. Mediante analisi del profilo di espressione genica virale è stato 
possibile disegnare la mappa temporale di espressione dei geni IE, E, ed L 
dell’intero genoma virale e dimostrare che l’espressione del 36% delle ORFs non 
era modificata dal trattamento con ganciclovir, che blocca la replicazione del 
DNA virale, e che quindi potevano essere classificate come E (29).  

La trascrizione dei geni E è stimolata da IE2-86, da solo o in cooperazione 
con IE1-72, e mediata dalla transattivazione di TATA box e da fattori di 
trascrizione come CREB/ATF e Sp1.  

4.2.6 Replicazione del DNA virale 
La replicazione, l’inversione e l’impacchettamento del genoma di HCMV 

avvengono nel nucleo delle cellule infettate. La sintesi del DNA virale inizia 16 
ore p.i. Richiede l’attività di proteine essenziali e specifiche virali ed il contributo 
attivo di diverse proteine cellulari. Poiché HCMV, a differenza di altri virus 
erpetici, non codifica enzimi per la sintesi dei deossiribonucleotidi, esso dipende 
dal metabolismo della cellula ospite e, pertanto, non silenzia la sintesi di 
macromolecole dell’ospite, ma ne stimola la trascrizione e la traduzione genica. 
Nonostante l’induzione di uno stato simil-fase S, le cellule infettate da HCMV, 
come discusso sopra, non vanno incontro a replicazione del DNA e a divisione a 
causa del blocco del ciclo cellulare. In questo modo i precursori del DNA sono a 
disposizione del virus.  

Sei ORF conservate del genoma di HCMV forniscono le proteine per la 
replicazione del DNA virale. Tra queste, ppUL57 impedisce il riappaiamento dei 
filamenti del DNA dopo lo srotolamento da parte del complesso elicasi-primasi. 
La replicazione richiede anche il contributo di altre proteine virali come la 
fosfoproteina codificata da UL84, la quale interagisce con IE2-86 e funge da 
fattore di inizio specifico dell’origine, stimolando la sintesi del DNA a partire 
dall’origine virale (oriLyt) (30). 

La replicazione del DNA di HCMV prosegue attraverso una iniziale 
circolarizzazione del genoma entro 4 ore p.i., seguito dalla sintesi del DNA 
mediante un meccanismo bidirezionale θ a partire da una singola origine di 
replicazione (oriLyt), la quale poi si tramuta in una fase tardiva di replicazione del 
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DNA in forma di rolling circle. Quest’ultima è responsabile della produzione 
della maggior parte del DNA virale, durante le fasi tardive di infezione, in forma 
di grandi unità di replicazione a concatamero, prive di frammenti terminali, che 
sono successivamente tagliate in frammenti di lunghezza tale da essere 
impacchettati.  

Durante le ultime fasi della replicazione del DNA, i nuovi genomi sintetizzati 
maturano grazie ad inversione, taglio ed impacchettamento. L’inversione si 
verifica nelle unità concatameriche e porta alla formazione di una progenie di 
sequenze genomiche composte da un pool di quattro isomeri, i quali differiscono 
solamente per l’orientamento delle componenti L ed S. Segue quindi il taglio in 
corrispondenza dei segnali e l’impacchettamento dei genomi in capsidi 
preformati.  

4.2.7 Caratteristiche e funzioni delle proteine tardive 
Le proteine L, che hanno per lo più un ruolo strutturale, sono l’ultima classe 

di prodotti genici di HCMV espressi durante la sua replicazione e la cui 
trascrizione inizia più di 24 ore p.i. e necessita l’avvenuta replicazione del DNA 
virale. Si sa poco della regolazione della trascrizione dei geni L e dell’eventuale 
ruolo di fattori virali e/o cellulari nella loro espressione.  

4.2.8 microRNA di HCMV 
I microRNA (miRNA) svolgono probabilmente funzioni importanti nella 

regolazione dell’espressione genica in tutte le cellule somatiche di piante e 
animali. Finora sono stati identificati più di 300 diversi miRNA nell’uomo, e 
probabilmente un numero simile di miRNA è espresso negli altri vertebrati. Molti 
miRNA sono espressi in modo tessuto-specifico; sembra abbiano avuto una 
notevole importanza nell’evoluzione cellulare, promuovendo sia la selezione di 
importanti siti bersaglio per miRNA su mRNA la cui repressione è vantaggiosa 
per un determinato tessuto, sia la selezione contro potenziali siti bersaglio per 
miRNA su mRNA la cui espressione è richiesta in quello stesso tessuto. 
L’esistenza di meccanismi di regolazione genica post-trascrizionale mediata da 
miRNA potrebbe aver influenzato notevolmente anche l’evoluzione dei virus. 
Molti virus codificano miRNA, che possono agire sia sui geni virali che cellulari, 
mentre miRNA cellulari potrebbero svolgere un ruolo importante nel condizionare 
il tropismo virale.  

Dal punto di vista del virus, i miRNA potrebbero essere degli strumenti per 
modificare l’ambiente cellulare al fine di massimizzare la replicazione virale (31). 
Innanzitutto, i miRNA potrebbero rappresentare un sistema estremamente 
specifico di inibizione dell’epressione di determinati geni cellulari in grado di 
inibire la replicazione virale; inoltre, ciascun miRNA maturo, comprese le 
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sequenze di regolazione in cis, occuperebbe poco spazio (meno di 200 nucleotidi 
o paia di basi), e ciò rappresenta un vantaggio se si considerano i vincoli stretti 
consentiti dalle dimensioni del genoma virale. Infine, i miRNA, a differenza delle 
proteine, non sono antigenici.   

In teoria, i miRNA virali agirebbero solamente sugli mRNAs indotti dopo 
l’infezione, pertanto, i virus che vanno incontro rapidamente ad un ciclo di 
replicazione litico non dovrebbero codificare miRNA. E’ più probabile, invece, 
che i miRNA siano codificati da virus nucleari a DNA, in grado di andare in 
latenza o di dare infezioni persistenti, come i virus erpetici. Infatti, tutti gli 
herpesvirus studiati finora codificano diversi miRNA, così come alcuni altri virus 
a DNA (SV40 ed adenovirus), a differenza dei virus a RNA, che non sembrano 
codificare miRNA. I miRNA espressi da HCMV finora identificati sono 11 
(Figura 4): miR-UL22-1, miR-US5-1, miR-US5-2, miR-UL36-1, miR-UL112-1, 
miR-US25-1, miR-US25-2, miR-UL148D-1, miR-US33-1, miR-UL70-1, miR-
US4-1 (32,33). L’espressione di questi miRNA potrebbe essere particolarmente 
utile durante la latenza o le infezioni peristenti; infatti, tutti i miRNA degli 
herpesvirus sono espressi nelle cellule in cui il virus è in latenza.  

  

 
Figura 4. Sequenze e localizzazione genomica dei due pre-miRNA (pre-miR-UL23 e pre-
miR-US24) codificanti tre miRNA di HCMV (miR-UL23-5p, miR-UL23-3p and miR-US24) 
(da Grey et al. J Virol 2005). 
 

4.2.9 Assemblaggio, maturazione e fuoriuscita dei virioni 
La formazione di capsidi di HCMV e l’impacchettamento del DNA virale 

avvengono nel nucleo. Successivamente i nucleocapsidi acquisiscono un primo 
envelope gemmando dalla membrana nucleare, poi maturano mediante perdita e 
riacquisizione dell’envelope passando nel citoplasma, da dove vengono liberati 
all’esterno della cellula attraverso una meccanismo simile all’esocitosi (34). 

I nucleocapsidi si accumulano in inclusioni che conferiscono al nucleo della 
cellula infettata il tipico aspetto ad “occhio di gufo”. La fase iniziale è 
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l’interazione di pUL86 con la proteina scaffold AP pUL80.5 nel citoplasma; segue 
la sua traslocazione nel nucleo dove l’oligomerizzazione di questi complessi, 
catalizzata da AP, porta alla formazione degli esoni e dei pentoni, che 
interagiscono con i complessi pUL85-pUL46 per formare la struttura precursore 
del capside. La successiva associazione di questa struttura intermedia con 
pUL48.5 completa la formazione del capside, che diventa pronto per 
l’impacchettamento del DNA, dopo di che è rimossa AP. Durante la formazione 
dei capsidi, una serie di tagli proteolitici, catalizzati dalla proteina di 
assemblaggio pUL80a, porta alla maturazione del precursore UL80 in AP e alla 
dissociazione di UL86 da AP. I capsidi sono inizialmente avvolti da envelope, 
acquisito durante la gemmazione prima dal foglietto interno poi da quello esterno 
della membrana nucleare o del reticolo endoplasmatico, con la quale è contiguo. 
Passando al citoplasma, i capsidi perdono l’envelope primario e maturano 
acquisendo il tegumento. Ricevono l’envelope definitivo gemmando in vescicole 
dell’apparato di Golgi (35), attraverso il quale sono trasportati alla superficie 
cellulare.  

La progenie virale si accumula nel citoplasma e le particelle virali vengono 
rilasciate nel compartimento extracellulare a partire da 72 ore p.i. Nelle fasi più 
tardive, comunque, un notevole numero di particelle virali è ancora associato alla 
cellula.  

 

4.3 Sfruttamento delle vie regolatorie del ciclo cellulare 
della cellula ospite da parte di  HCMV 

 
Il principale obiettivo dei virus è quello di indurre dei cambiamenti 

metabolici, in grado di creare un ambiente cellulare ottimale per l’espressione 
genica e la replicazione del DNA e in grado di inibire selettivamente le funzioni 
cellulari, assicurando così che venga favorita la replicazione virale a discapito di 
quella cellulare. Gli effetti dell’infezione di HCMV sul ciclo cellulare cominciano 
con l’interazione tra le proteine del virione e i componenti del macchinario 
cellulare subito dopo l’entrata del virus. Il DNA virale viene trasportato nel 
nucleo e, se la cellula è in fase G0/G1, la trascrizione dei geni IE avviene senza 
ritardi. I prodotti dei geni IE interagiscono con alcune proteine del ciclo cellulare 
ed hanno un ruolo importante nel promuovere la sopravvivenza cellulare e 
nell’inibire l’apoptosi. Le proteine IE inoltre inducono l’espressione dei geni 
virali di classe E, le cui proteine sono richieste per la sintesi del DNA virale, il 
taglio e l’impacchettamento del genoma, e infine l’assemblaggio delle particelle 
virali. Le proteine early inoltre hanno anche un ruolo importante nel mantenere un 
ambiente intra ed extra-cellulare favorevole all’espressione genica virale ed alla 
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replicazione del DNA grazie alla sovversione del macchinario del ciclo cellulare 
(36, 37). 

 Molti studi in letteratura riportano la perturbazione della progressione del 
ciclo cellulare in cellule infettate con HCMV (38,39,40,41). Le cellule infettate in 
fase Go/G1 del ciclo cellulare non replicano più il loro DNA e si arrestano in una 
fase di pseudo G1 (38, 42). Gli oncosopressori pRb, p130, e p107, che inibiscono 
l’espressione dei geni E2F-responsivi e l’attività dei complessi della chinasi Cdk2, 
vengono mantenuti fosforilati nelle cellule infettate (43,36). Inoltre 
l’oncosopressore p53 si accumula, ma non si osservano i suoi effetti sul 
promotore target (44). L’infezione è anche in grado di stimolare l’espressione dei 
proto-oncogeni fos, jun e myc e l’espressione di alcuni enzimi importanti per la 
replicazione del DNA (45,46). Viene inoltre disregolata anche l’attività delle 
chinasi ciclina-dipendenti.  

4.3.1 HCMV e ciclo cellulare 
Due proteine del virione, ppUL69 e pp71 (ppUL82), sono state implicate 

nella mediazione dell’arresto del ciclo cellulare. Facendo parte queste del 
tegumento del virione, possono attuare i loro effetti dopo l’entrata del virus nella 
cellula. La proteina codificata dal gene UL69 è stata inizialmente descritta come 
un transattivatore della trascrizione (47). Alcuni lavori successivi (2) la hanno 
implicata invece come iniziatore dell’arresto del ciclo cellulare osservato nelle 
cellule infettate con HCMV. In questi studi si è dimostrato che i fibroblasti umani 
non infettati transdotti con un retrovirus contenete il gene UL69 si accumulavano 
in fase G1 del ciclo cellulare. Più di recente, Hayashi (48) ha dimostrato che i 
virioni di HCMV che sono geno- e fenotipicamente negativi per UL69 non sono 
in grado di indurre il blocco del ciclo cellulare dopo infezione nei fibroblasti 
primari; fornendo in seguito UL69 in trans, il difetto di crescita veniva risolto. 
Questi risultati suggeriscono che ppUL69 potrebbe svolgere un ruolo precoce 
nell’iniziare l’arresto del ciclo cellulare nelle cellule infettate da HCMV. Anche la 
proteina pp71 è stata inizialmente identificata come transattivatore necessario per 
l’efficiente attivazione del promoter major IE  durante le prime fasi di infezione 
(3,4). Al pari di UL69, la delezione del gene UL82 dal genoma virale causa gravi 
difetti di crescita che possono essere recuperati fornendo in trans il gene stesso (4, 
49). Inoltre la proteina contiene un motivo LXCXD che si trova nelle proteine 
virali e cellulari e che è in grado di interagire con i soppressori di crescita pRb, 
p107, e p130 (50). Una delle vie che utilizzano queste proteine soppressori per 
scatenare i loro effetti sul ciclo cellulare è quella di formare dei complessi con il 
fattore di trascrizione legato al DNA E2F, portando quindi alla repressione della 
trascrizione. L’interazione richiede che pRb, p107 e p130 siano in uno stato di 
ipo-forsforilazione. In risposta agli stimoli di crescita, la fosforilazione di tali 
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proteine porta al rilascio di E2F permettendo quindi il richiamo del macchinario 
trascrizionale al DNA e l’espressione dei geni coinvolti nella progressione del 
ciclo cellulare. Sembra proprio che un ruolo suggerito per pp71 nella distruzione 
di questa via derivi dalla scoperta che pp71 espressa in maniera transiente in 
cellule non infettate sia in grado bersagliare la forma ipofosforilata di tali proteine 
degradandole (50,51). 

Oltre alle proteine del virione sopra descritte, HCMV codifica due proteine IE 
che sono in grado di perturbare la normale progressione del ciclo cellulare in 
cellule non infettate. La regione major IE del genoma virale codifica le proteine 
IE1-72 e IE2-86; come già descritto, entrambe svolgono un ruolo importante 
nell’attivazione dell’espressione dei geni virali early. Hanno anche il potenziale di 
modulare il ciclo cellulare grazie alle loro attività trascrizionali e grazie al legame 
con le proteine chiave del ciclo cellulare. IE1-72 è in grado di indurre cellule 
quiescenti ad entrare in fase S e quindi provoca un ritardo nell’uscita dal ciclo 
cellulare (52) IE2-86, una delle proteine più studiate di HCMV, viene codificata 
dal gene UL122, ed è un potente transattivatore della trascrizione, essenziale per 
la progressione del ciclo litico di HCMV. Le funzioni di IE2-86 sembrano essere 
mediate attraverso interazioni proteina-proteina e proteina-DNA. IE2-86 è in 
grado di interagire con se stessa, con il prodotto del gene virale UL84, e con tutta 
una serie di proteine cellulari, tra cui anche quelle in grado di modulare il ciclo 
cellulare. La natura del ruolo di IE2-86 nel ciclo replicativo virale è critica, e 
rende quindi difficile la comprensione del ruolo di tale proteina nella modulazione 
del ciclo cellulare. 

4.3.2 HCMV e apoptosi 
La morte cellulare programmata, o apoptosi, è un processo di suicidio 

cellulare regolato geneticamente, importante nel controllo della proliferazione 
cellulare, del differenziamento e dell’eliminazione delle cellule danneggiate e 
infettate (53,54). Viceversa, la sovversione virale della regolazione dell’apoptosi, 
svolge un ruolo importante nella disseminazione e nella patogenesi di diverse 
infezioni virali (55,56). In genere, l’apoptosi può essere di tipo caspasi-dipendente 
o caspasi-indipendente. Dato che, per quanto riguarda l’infezione da HCMV, la 
via caspasi indipendente non è stata descritta ancora bene, la discussione verrà 
focalizzata sulle vie controllate dalle caspasi.  I processi caspasi dipendenti sono 
ulteriormente suddivisi sulla base degli stimoli che promuovono la risposta 
apoptotica. L’apoptosi può scatenarsi da eventi all’interno della cellula che 
minano l’omeostasi come gli stress genotossici, le risposte agli stress del reticolo 
endoplasmatico, o la mancanza di stimoli alla crescita. In contrasto con questa via 
intrinseca, i segnali per la morte cellulare possono anche derivare dalla membrana 
plasmatica come risultato dell’attivazione esterna dei recettori di morte, per 
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esempio Fas/CD95 e il recettore del TNF. Questi eventi scatenano la via 
estrinseca di apoptosi.  

In vivo, HCMV è in grado di indurre apoptosi in diversi tipi di cellule 
attraverso meccanismi differenti che possono favorire sia la clearance virale che 
lo sviluppo della patologia (57-60). HCMV codifica diverse proteine immediate 
early (IE), con proprietà antiapoptotiche, cioè IE1, IE2, vMIA e vICA (28, 61, 
62). IE1 e IE2 inibiscono l’apoptosi indotta dal tumor necrosis factor (TNF) o da 
adenovirus mancante della proteina E1B-19 kDa e inoltre IE2, ma non IE1, 
protegge le cellule della muscolatura liscia dall’apoptosi mediata da p-53 (63). 
vMIA blocca l’apoptosi a livello mitocondriale senza avere alcuna omologia 
strutturale con i membri della famiglia bcl-2. vICA inibisce l’apoptosi Fas-
mediata legandosi al pro-dominio delle caspasi 8 e prevenendone l’attivazione.  

4.3.2.1 P53 e IE2-86 
P53 è in grado di coordinare molti processi cellulari attraverso la sua attività 

di attivatore trascrizionale e repressore in risposta allo stress e ai fattori di crescita, 
e svolge un ruolo fondamentale nel decidere se la cellula crescerà o andrà incontro 
ad apoptosi (64,65). L’attivazione di p53 viene modulata attraverso la sua 
fosforilazione, e la proteina è un substrato per diverse chinasi cellulari. La 
fosforilazione controlla l’associazione di p53 con MDM2, una proteina che si lega 
a p53 dirigendone la degradazione attraverso il proteosoma. In risposta ad un 
danno del DNA, a shock termici, mancanza di nutrienti, o ad altri insulti, i livelli 
di p53 vengono stabilizzati causando l’espressione dei geni p53-responsivi come 
l’inibitore delle Cdk p21; in ogni caso, la regolazione dell’apoptosi da parte di p53 
è indipendente dall’arresto del ciclo cellulare indotto dall’espressione di p21 (66). 
Molti geni pro- apoptotici come Bax, PUMA, e Noxa vengono indotti da p53. Al 
contrario, l’espressione del gene pro-sopravvivenza Bcl2 viene repressa dalla sua 
attivazione. E’ stato inoltre suggerito che p53 abbia un ruolo diretto nell’apoptosi 
promuovendo il rilascio del citocromo c nei mitocondri (67). 

Nelle cellule infettate con HCMV, i livelli di p53 rimangono stabilizzati ma 
non si osserva l’espressione del  gene target a valle p21, suggerendo che il virus 
codifichi delle proteine che impediscono la funzione di p53 (38,44,68,69). La 
proteina di HCMV IE2-86 si è dimostrata interagire fisicamente con p53 (70,71). 
L’espressione di IE2-86 infatti protegge alcune cellule dall’apoptosi mediata da 
p53 (63). Un lavoro recente di Hsu e colleghi (72) indica che in sistemi di 
espressione transiente, IE2-86 sia in grado di inibire il legame di p53 ai promotori 
target, come quello di p21, e quindi sia in grado di reprimere la trascrizione 
guidata da p53, come già precedentemente riportato (71,73).  IE2-86 è quindi in 
grado di inibire l’attività post-transcrizionale di p53 e di contribuire all’inibizione 
dell’apoptosi osservata nelle cellule infettate da HCMV. 
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4.3.2.2 HCMV UL37x1 e UL36: vMIA e vICA 
Due proteine virali che inibiscono direttamente le tappe della via apoptotica a 

monte di p53 sono codificate dal locus UL36-38 (74-76). Questa regione include 
tre promotori che danno origine ad almeno cinque trascritti ed è indispensabile per 
la replicazione del DNA di HCMV (77-79). Ad ogni modo, solo il gene UL37 è 
essenziale nel contesto dell’infezione (49). Il più abbondante trascritto espresso 
dal promotore di UL37 è un RNA unspliced di 1.7-kb. Questo RNA è presente 
durante tutte le fasi dell’infezione e codifica una glicoproteina, UL37x1, anche 
chiamata viral mitochondrial inhibitor of apoptosis (vMIA) che ha come target i 
mitocondri (61,80). È proprio in questo sito che vMIA aiuta la soppressione 
dell’apoptosi indotta dalla risposta all’infezione virale prevenendo la 
permeabilizzazione dei mitocondri e, attraverso il sequestro di Bax (81), il rilascio 
del citocromo c, che attiva la procaspasi-9 e contribuisce quindi alla morte 
cellulare (61). vMIA protegge le cellule infettate dall’apoptosi nelle fasi tardive 
del ciclo vitale del virus e un mutante di HCMV vMIA-deficiente/vICA-deficiente 
non è in grado di replicare a meno che non infetti cellule che iper-esprimano un 
inibitore dell’apoptosi simile a Bcl-2 (82). Un altro membro della famiglia di 
proteine UL36-38 si è dimostrato agire a monte di UL37x1 e di interferire con 
l’attivazione della caspasi-8. La proteina codificata da UL36 è stata denominata 
vICA, viral inhibitor of caspase activation. Diversamente da UL37x1, UL36 non 
è essenziale per la crescita virale in coltura (49,28). vICA svolge un ruolo 
importante nel proteggere le cellule dall’apoptosi indotta dall’attivazione dei 
recettori di morte (Fas, tumor necrosis factor receptor-I (TNFR-I), and Apo-2) 
sulla superficie cellulare, prevenendo direttamente il taglio della procaspasi-8 alla 
forma attiva della caspasi-8. Sembra però proteggere solo marginalmente le 
cellule dall’apoptosi indotta dai farmaci citotossici o dall’infezione con 
adenovirus  E1B19k deficiente. Il legame con fas porta al reclutamento della 
procaspasi 8 nelle porzione citoplasmatica di fas attraverso la proteina FADD, e 
seguente processazione proteolitica e attivazione delle procaspasi-8. vICA blocca 
l’apoptotsi interferendo con l’attivazione della caspasi 8; si associa 
costitutivamente con la procaspasi 8 attraverso la regione con il dominio che 
contiene due domini effettori di morte (DED). Al contrario di quanto avviene con 
la pro-caspasi-8, FADD non co-immunoprecipita con vICA, e quindi sembra non 
associarsi con questo. Questo dato sembra favorire il modello in cui vICA blocca 
il reclutamento della procaspase 8 al FADD. Resta ancora da determinare se vICA 
si associ direttamente, o attraverso un intermediario, con la pro-caspasi-8 (28).  
Dato che le funzioni di vICA si svolgono a monte dell’attivazione della caspasi-8, 
si può dedurre che la proteina sia in grado di proteggere una vasta gamma di 
cellule dall’apoptosi indotta dalla risposta immunitaria della cellula ospite. 
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4.3.2.3 Segnali pro-sopravvivenza 
In aggiunta alle vie pro-apoptotiche perturbate o sfruttate da HCMV, il virus 

è anche in grado di stimolare vie coinvolte nella traduzione dei segnali di crescita 
dalla superficie cellulare al nucleo. Una delle più importanti proteine regolatorie 
cellulari è Akt, una chinasi coinvolta nel controllo traslazionale, nel metabolismo 
del glucosio, nella progressione del ciclo cellulare, e nell’inibizione dell’apoptosi 
(83). In risposta all’attivazione da parte dei fattori di crescita del recettore tirosin 
chinasico, la chinasi lipidica PI3K fosforila l’anello inositolico del PIP2. Il 
prodotto di questa reazione, PIP3, porta al reclutamento e all’attivazione di Akt 
nella membrana plasmatica. La forma attiva di Akt può quindi fosforilare diversi 
substrati incluso Bad, caspasi-9, e il fattore di trascrizione FKHR. La 
modificazione di queste proteine inibisce la loro attività, promuovendo infine la 
sopravvivenza cellulare. Degli studi condotti da Johnson e collaboratori  hanno 
dimostrato che nelle cellule infettate con HCMV avviene l’attivazione di PI3K e 
Akt (84). Sono state osservate due fasi di attivazione. Il legame del virus alla 
membrana plasmatica induce una prima attivazione transiente di PI3K che scema 
dopo 2 ore p.i.. In seguito l’espressione dei geni virali è necessaria per sostenere 
l’attività di PI3K e Akt, che ha inizio dopo 4 ore p.i.. Inibitori della via PI3K/Akt 
inibiscono la replicazione virale, suggerendo quindi che i segnali di sopravvivenza 
mediati da questa via sono importanti (84). Un lavoro successivo di Yu e Alwine 
ha  confermato queste osservazioni  e ha dimostrato in saggi di infezione 
transiente che gli effetti su PI3K/Akt  vengono modulati da IE1-72 e IE2-86. Nel 
sistema sperimentale di questo studio viene anche mostrato come l’attivazione di 
PI3K/Akt sia importante per l’inibizione dell’apotosi (85). Presi insieme, questi 
dati suggeriscono che l’attivazione della via di segnale PI3K/Akt promuove la 
sopravvivenza delle cellule infettate con HCMV durante le fasi di infezione 
precocissime (early) e precoci (immediate-early). 

 

4.4 Epidemiologia dell’infezione da HCMV 
 

HCMV è molto diffuso, sia nei paesi industrializzati che in via di sviluppo. 
Dopo l’infezione, è escreto nei fluidi corporei (urina, saliva, lacrime, seme, latte e 
secrezioni cervicali) per mesi o anni. Poiché l’infezione si accompagna in genere 
ad una sintomatologia lieve o subclinica, è comune la diffusione dell’infezione per 
via sia verticale che orizzontale. Circa il 10% dei bambini acquisce l’infezione 
entro i 6 mesi di vita, in seguito a trasmissione dalla madre per via placentare, 
durante il parto o l’allattamento. Dopo l’infezione primaria, il sistema 
immunitario dell’ospite non è in grado di eliminare il virus, che rimane in latenza 
e può perdurare per tutta la vita dell’ospite. In qualsiasi momento, HCMV può 
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riattivarsi dalla latenza e produrre virioni infettivi che diffondono nella saliva, 
urine e altri fluidi corporei. In genere, la riattivazione è asintomatica e consente al 
virus la facile trasmissione ad altri ospiti. Per ottenere questo stato di persistenza 
nell’ospite, HCMV ha evoluto strategie di elusione del sistema immunitario sia 
innato che adattativo.  

Durante la latenza, HCMV risiede nelle cellule della linea mieloide; 
l’attivazione ed il differenziamento di queste cellule sono necessari per la 
riattivazione e la replicazione del virus. La riattivazione di HCMV è stata anche 
associata a stress, come per esempio si osserva negli astronauti durante i voli 
spaziali, nei pazienti ricoverati in terapia intensiva, o in condizioni di attivazione 
del sistema simpatico come dopo infarto del miocardio.  

 

4.5 Patogenesi delle malattie associate ad infezione da 
HCMV 

 
Negli individui immunocompetenti, l’infezione da HCMV è in genere 

asintomatica, mentre nei soggetti con sistema immunitario immaturo, come il feto, 
o compromesso, come il paziente con AIDS o trapiantato, l’infezione o la 
riattivazione virale può accompagnarsi a sintomi come febbre, astenia, epatite, 
polmonite interstiziale, gastroenterite o retinite. Circa il 50-90% dei soggetti 
sottoposti a trapianto di midollo o d’organo solido sviluppa un’infezione da 
HCMV nel periodo post-trapianto e la prevalenza di tale infezione raggiunge il 
100% nei pazienti con infezione da HIV. Inoltre, con un’incidenza di infezione 
del 0.2-2%, HCMV è la più comune causa di difetti congeniti, come perdita 
dell’udito o ritardo mentale.  

Più recentemente, l’infezione attiva da HCMV è stata associata a complicanze 
croniche nei pazienti sottoposti a trapianto d’organo, come aterosclerosi, sclerosi 
vascolare del trapianto, e graft-versus-host disease nei trapiantati di midollo 
osseo. La presenza di HCMV è stata dimostrata anche in placche psoriasiche e 
nell’intestino di soggetti affetti da malattia infiammatoria dell’intestino, così come 
in pazienti con artrite reumatoide, lupus eritematoso sistemico e sindrome di 
Sjogren (86), suggerendo un possibile ruolo di HCMV nella patogenesi delle 
malattie autoimmuni. Il virus è stato inoltre dimostrato in tumori del colon (87), 
della prostata (88) e nel glioblastoma multiforme (89).  

4.5.1 Latenza di HCMV in cellule della linea mieloide 
Durante la fase acuta dell’infezione da HCMV, virtualmente tutti gli organi 

possono essere coinvolti e dare origine a sintomi. L’analisi istologica ha 
dimostrato la presenza del virus in attiva replicazione nei tessuti di pazienti affetti 
da forme severe di infezione. Diversi tipi di cellule possono essere infettate, come 
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le cellule epiteliali, endoteliali, i macrofagi, i fibroblasti, le cellule muscolari lisce 
e gli epatociti, ma la capacità del virus di replicare varia a seconda del tipo di 
cellula. Per esempio, l’efficienza di replicazione è bassa nei macrofagi, nelle 
cellule dendritiche, nell’endotelio e nelle cellule epiteliali, mentre è elevata nei 
fibroblasti, i quali sono impiegati per coltivare il virus in vitro.  

Nei soggetti sani sieropositivi, il DNA di HCMV, in assenza di espressione 
genica, è dimostrabile nei monociti, che sono quindi, per definizione, infettati dal 
virus in forma latente. HCMV infetta con difficoltà i monociti in vitro, nei quali la 
replicazione virale è abortiva o ristretta ai primi eventi di espressione genica (90). 
I macrofagi, invece, esprimono i geni virali tardivi, come si osserva nei pazienti 
con malattia da HCMV, e consentono la replicazione virale (90). Il blocco 
dell’espressione genica di HCMV nei monociti quiescenti non si verifica a livello 
di ingresso del virus, ma a livello trascrizionale o post-trascrizionale e sembra 
dipendere dal livello di differenziamento dei monociti/macrofagi (91). E’ stato 
inoltre dimostrato che la stimolazione allogenica dei linfomonociti del sangue 
periferico isolati da donatori sani HCMV-positivi può riattivare in HCMV dalla 
latenza in macrofagi in vitro (10). Pertanto, l’espressione di geni litici di HCMV 
nei monociti può essere indotta sia dal differenziamento in macrofagi che dalla 
presenza nell’ambiente di cellule infiammatorie attivate (92). 

4.5.2 Riattivazione di HCMV dalla latenza 
HCMV replica nei macrofagi, i quali derivano dal differenziamento dei 

monociti in seguito alla stimolazione da citochine, come interferon-γ (IFN-γ) e 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) (93). Queste citochine sono in genere prodotte da 
linfociti T attivati. TNF-α attiva il promotore IE nelle cellule mieloidi, 
aumentando così la replicazione virale, ma non è sufficiente per riattivare HCMV 
dalla latenza. Questo effetto può essere mediato da NF-ĸB (94). Nei premielociti 
indifferenziati si verifica invece la regolazione negativa della stessa sequenza 
promoter da parte di ATF/CREB, che quindi potrebbe condizionare la 
permissività di queste cellule (95). Queste osservazioni hanno importanti 
implicazioni cliniche: la riattivazione di HCMV dalla latenza nei macrofagi in 
vivo potrebbe essere un processo immuno-mediato che vede implicati 
l’attivazione dei linfociti T e la produzione di citochine come TNF-α e IFN-γ 
(Figura 5). A sostegno di questa ipotesi, è stata dimostrata la riattivazione di 
HCMV in pazienti con elevati livelli sierici di TNF-α, come quelli con dermatite 
atopica (96), sepsi (97), o rigetto acuto del trapianto (98).  
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Figura 5. L’infezione primaria da HCMV porta all’instaurarsi di un’infezione latente e 
persistente per tutta la durata della vita dell’ospite. L’infiammazione porta alla 
riattivazione di HCMV dalla latenza nei macrofagi, i quali differenziano dai monociti in 
seguito alla stimolazione di citochine proinfiammatorie. Il virus diffonde poi ad altre cellule 
nei tessuti infiammati e, grazie alla sua capacità di alterare numerose funzioni cellulari ed 
immunitarie, potrebbe svolgere un ruolo patogenetico in malattie comuni, come le 
malattie cardiovascolari, le malattie autoimmuni e certi tipi di tumore (da Soderberger-
Naucler C. J Intern Med 2006).  
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4.5.3 Meccanismi di evasione della risposta immunitaria 
HCMV è uno degli antigeni immunodominanti più importanti incontrati dal 

nostro sistema immunitario e la risposta immunitaria specifica anti-HCMV, 
mediata da linfociti CD8+, può costituire anche il 50% dell’intero repertorio 
immunitario CD8+ nel soggetto sano di età avanzata (99). Per coesistere con 
l’ospite, HCMV ha quindi evoluto sistemi sofisticati di evasione del 
riconoscimento da parte del sistema immunitario ed è in grado di sfruttare 
specifiche funzioni del sistema immunitario per la sua stessa riattivazione e 
diffusione (Figura 6). HCMV è in grado di evadere il riconoscimento e 
l’eliminazione da parte delle cellule natural killer (NK) (100), così come il 
riconoscimento da parte delle cellule dendritiche - le più importanti cellule 
presentanti l’antigene – riducendo i livelli di espressione di MHC-I e MHC-II 
sulla loro superficie, la loro maturazione e migrazione in risposta a chemochine 
(101). In questo modo HCMV inibisce anche la risposta immunitaria cellulo-
mediata contro altri virus. HCMV produce anche un omologo dell’interleuchina 
10 (cmvIL-10), che può contribuire alla soppressione della funzione delle cellule 
dendritiche e dei monociti ed alterare la loro capacità di attivare i linfociti T (102).  

Diverse proteine codificate da HCMV interferiscono in modo specifico con la 
presentazione dell’antigene, permettendo così alla cellula infettata di evadere il 
riconoscimento da parte dei linfociti T citotossici (103) e CD4+ (104). HCMV è 
anche in grado di sopprimere la risposta dei linfociti T direttamente, inibendo la 
loro proliferazione, come dimostrato in vitro (105).  

Per evadere la risposta immunitaria umorale, HCMV induce, nelle cellule 
infettate, l’espressione di un recettore Fc-gamma in grado di legare la regione Fc 
delle IgG (106); codifica inoltre dei suoi omologhi del recettore Fc, TR11/IRL11 
(107) e UL119/118 (108). I recettori Fc codificati da HCMV possono nascondere 
le strutture antigeniche rivestendo la superficie della cellula infettata dal virus con 
IgG. Questo rivestimento impedisce l’interazione del complemento con la 
porzione Fc dell’anticorpo e protegge la cellula dalla citotossicità cellulare 
mediata da anticorpi. HCMV altera inoltre l’espressione cellulare di molecole 
regolatrici l’attivazione del complemento, come CD35, CD46 e Cd55 (109). In 
questo modo protegge la cellula infettata dalla lisi mediata da complemento. 

I segnali mediati da citochine, chemochine e fattori di crescita orchestrano lo 
sviluppo ed il mantenimento della risposta immunitaria sia innata che adattativa 
all’infezione virale. L’infezione da HCMV induce la produzione di numerose 
citochine e chemochine, come IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-γ, TGF-β, monocyte 
chemotactic protein (MCP)-1, macrophage inflammatory protein (MIP)-1α, MIP-
1β e RANTES (regulated on activation, normal, T-cell expressed, and secreted) 
(110-112). L’induzione delle citochine pro-infiammatorie è, almeno in parte, 
mediata dall’interazione di HCMV con il Toll-like receptor 2 e con il CD14 (113). 
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Il genoma di HCMV codifica due proteine omologhe delle chemochine, 
UL146 e UL147 (114), le quali potrebbero reclutare i neutrofili nella sede di 
infezione, e quattro omologhi dei recettori delle chemochine, UL33, UL78, US27, 
US28, i quali sono in grado di legare chemochine come MCP-1 e MIP-1α (115, 
116). Si ritiene che questi omologhi recettoriali riducano le concentrazioni 
extracellulari di citochine, inibendo così il reclutamento di cellule 
dell’infiammazione nei tessuti infettati.  

I diversi meccanismi impiegati da HCMV per distruggere specifiche funzioni 
del sistema immunitario hanno verosimilmente lo scopo di facilitare la persistenza 
del virus nel suo ospite. La distruzione di vie chiave della risposta immunitaria 
crea però una condizione generale di immunosoppressione, evento 
particolarmente grave nell’ospite immunodepresso come i pazienti trapiantati di 
organo solido o di midollo osseo, i quali sono maggiormente a rischio di infezioni 
batteriche o fungine gravi in corso di riattivazione della replicazione di HCMV 
(117).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. HCMV infetta antigen-presenting cells (APC) come macrofagi e cellule 
dendritiche e ha sviluppato una serie di meccanismi sofisticati per impedire che le cellule 
infettate siano eliminate dal sistema immunitario. Questi meccanismi comprendono la 
produzione di proteine virali che inibiscono la risposta delle cellule NK, T helper e T 
citotossiche, così come meccanismi che inibiscono la risposta immunitaria umorale. Il 
virus controlla inoltre la produzione di citochine e chemochine e può stimolare 
un’infiammazione locale. Contemporaneamente, però, l’infezione da HCMV induce 
nell’ospite una condizione di soppressione generale del sistema immunitario (da 
Soderberger-Naucler C. J Intern Med 2006).  
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4.5.4 Infezione da HCMV e cancro 
Negli ultimi trent’anni numerosi studi hanno delineato una possibile 

implicazione di HCMV nell’eziologia di diversi tumori umani, ma, data l’elevata 
prevalenza dell’infezione nella popolazione, l’associazione causale tra l’infezione 
da HCMV e tumori non è stata ancora stabilita con certezza. HCMV è stato 
isolato da diversi tipi di tumore, come il cancro della cervice uterina, carcinoma 
colorettale, cancro della prostata, gliomi maligni, neuroblastoma, tumore di Wilm, 
sarcoma di Kaposi e linfoma di Hodgkin EBV-negativo (87-89,118,119) (Figura 
7). In questi tumori HCMV appare in attiva replicazione, a differenza delle cellule 
normali circostanti, che risultano negative alla ricerca di HCMV. In certi tipi di 
tumore sembra quindi essere presente un’infezione persistente e attiva da HCMV. 
L’infezione è presente però in poche cellule, per cui può essere dimostrata solo 
con metodiche molto sensibili, mentre non è documentabile dall’analisi 
istopatologica.  

HCMV non è stato dimostrato essere in grado di trasformare cellule umane 
normali, pertanto non è considerato oncogeno. Questo virus è stato invece definito 
un oncomodulatore, ovverosia un virus in grado di modificare la biologia della 
cellula neoplastica, senza trasformarla direttamente (71). E’ stato dimostrato che, 
nelle cellule tumorali, le proteine regolatrici codificate da HCMV interferiscono 
con diverse vie di trasduzione del segnale portando all’aumento della 
proliferazione della cellula, favorendone la sopravvivenza, l’angiogenesi, la 
motilità e l’adesione, contribuendo quindi alla progressione neoplastica. La 
stimolazione dei sistemi di replicazione cellulare si deve, in parte, al blocco della 
funzione dell’oncosoppressore cellulare Rb operato dalle proteine virali IE-72, IE-
86 e dalla proteina del tegumento pp71 (50,51,120), e, in parte, all’interazione di 
IE-86 con l’oncosoppressore cellulare p53 (71). Si attivano, di conseguenza, 
numerosi fattori dell’ospite che facilitano la replicazione virale spingendo la 
cellula ad entrare in fase S. Diversi prodotti genici virali codificati dai loci UL36-
38 agiscono, inoltre, prevenendo i segnali apoptotici che attivano le caspasi.  
Questo fenomeno è opposto a quanto si osserva nei fibroblasti, che, dopo 
infezione da HCMV, si bloccano in fase G1/S e G2/M (121,71). E’ probabile 
quindi che le proteine di HCMV agiscano in modo diverso nelle cellule tumorali 
rispetto a quelle normali e a quelle delle linee cellulari, in grado di sostenere 
un’infezione attiva da HCMV.  

Diverse linee cellulari umane, come quelle di glioblastoma, sarcoma 
osteogenico e neuroblastoma, sono in grado di sostenere a lungo un’infezione 
produttiva in vitro, fornendo quindi utili modelli per studiare le conseguenze a 
lungo termine dell’infezione, come per esempio la resistenza all’apoptosi e 
l’aumento dell’invasività tumorale (123). L’infezione attiva persistente in questi 
sistemi cellulari sembra essere associata ad un basso tasso di replicazione virale. 
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In questo contesto possono essere selezionati ceppi mutanti privi di determinate 
sequenze del DNA e con alterazioni della capacità di influenzare i checkpoints del 
ciclo cellulare (121,71). Di conseguenza, la presenza di infezione attiva e 
persistente nelle cellule tumorali potrebbe dipendere dalla selezione di ceppi di 
HCMV dalla crescita lenta e con mutazioni di geni codificanti proteine regolatrici. 
L’esistenza di un delicato equilibrio nel rapporto HCMV-cellula tumorale è 
dimostrato anche dalla perdita del virus quando si tenta di subcoltivarlo dal 
tessuto tumorale.  

HCMV è in grado di modificare lo stato epigenetico della cellula, alterandone 
così indirettamente le funzioni genomiche. I meccanismi epigenetici che 
sembrano influenzati da HCMV comprendono la metilazione del DNA, 
modificazioni (acetilazione e metilazione) degli istoni e la produzione di molecole 
di RNA non codificante con funzione regolatrice. Per esempio, HCMV non è in 
grado di replicare in cellule di teratocarcinoma che esprimono l’istone deacetilasi 
3 (HDAC3), mentre replica dopo specifica inibizione dell’enzima (124). Inibitori 
delle istone deacetilasi possono ripristinare in ceppi virali difettivi per IE1 la 
capacità di replicare nei fibroblasti (125). Sembra che sia IE1 che IE2 
interagiscano in modo specifico con HDAC3 e che il rimodellamento della 
cromatina da parte di questi enzimi sia fondamentale per l’attivazione 
trascrizionale di IE1 e IE2. Lo stato epigenetico di una cellula ne può 
condizionare il livello di differenziamento, e quindi regolare la latenza e la 
riattivazione di HCMV. Pertanto, modificazioni epigenetiche nella cellula 
tumorale potrebbero portare alla riattivazione di HCMV dalla latenza e 
all’infezione attiva e persistente (126). 

HCMV è in grado di alterare il pattern delle molecole di adesione espresse 
sulla superficie cellulare con conseguente aumento della migrazione e della 
invasività delle cellule, come nel caso di cellule di glioblastoma multiforme 
(127,128).  

L’apoptosi è un meccanismo di eliminazione delle cellule infettate da virus. 
Le proteine IE-1, IE-2, UL36 e UL37 inibiscono l’apoptosi e, di conseguenza, la 
capacità di HCMV di sopravvivere nella cellula tumorale infettata (82,61,62,129).  

Infine, un altro meccanismo attraverso il quale HCMV potrebbe favorire la 
tumorigenesi è l’evasione dalla risposta immunitaria. Diversi tumori infettati da 
HCMV dimostrano un infiltrato infiammatorio. In particolare, la ciclo-ossigenasi 
2 (COX-2), che è iper-espressa in tumori del colon, della mammella, della 
prostata e del polmone e che rappresenta un fattore prognostico negativo, è indotta 
da HCMV in vivo (130), mentre il genoma di HCMV di rhesus codifica un 
omologo di COX-2, la cui funzione è ancora sconosciuta (131). L’inibizione di 
COX-2 blocca la replicazione di HCMV. Potrebbe quindi esistere un nesso tra 
HCMV, COX-2 e cancro. 
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Figura 7. Recenti dati descrivono una elevata frequenza di cellule infettate da HCMV in 
diversi tipi di tumore. HCMV potrebbe contribuire alla progressione neoplastica 
modulando le funzione della cellula tumorale (oncomodulazione) mediante produzione di 
proteine in grado di alterare il differenziamento cellulare, l’espressione genica, la 
replicazione del DNA e la progressione del ciclo cellulare. L’infezione da HCMV è stata 
anche implicata nell’aumento dell’invasività tumorale per l’aumento della migrazione delle 
cellule infettate. Il virus porta anche ad immunosoppressione, che può debilitare la difesa 
immunitaria dell’ospite contro la crescita tumorale. Le cellule tumorali infettate dal virus 
possono dimostrare una maggior sopravvivenza per l’aumento dell’espressione di 
proteine virali ad attività anti-apoptotica. Inoltre, la proteina di HCMV UL16 può conferire 
resistenza alla lisi cellulare da parte di cellule NK e linfociti T. Pertanto l’infezione delle 
cellule tumorali da HCMV può prevenire gli effetti desiderati della chemioterapia ed 
immunoterapia e dovrebbe essere tenuta in considerazione nei pazienti oncologici (da 
Soderberger-Naucler C. J Intern Med 2006).  
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4.6 HCMV e surrene 
 
L’importanza del surrene nell’infezione da HCMV è messa in evidenza da 

vari studi condotti su pazienti affetti da AIDS. Nei soggetti HIV-positivi il virus è 
riscontrato con una frequenza che, pur variando nelle diverse casistiche dal 50% 
(132) a più del 90% (133), è così elevata da permetterci di considerare HCMV 
come il più comune agente patogeno virale opportunista nell’AIDS. In questi 
soggetti l’infezione da HCMV coinvolge molti organi, causando soprattutto 
polmonite e retinite, ma anche insufficienza surrenalica per coinvolgimento del 
surrene, con una prevalenza che varia dal 56% al 95% (134). L’insufficienza 
surrenalica, che si manifesta clinicamente quando più del 90% del tessuto 
surrenalico è distrutto, si manifesta nelle fasi più avanzate dell’AIDS ed è 
un’importante causa di morte dei soggetti HIV-positivi (134). Una diagnosi ed un 
trattamento tempestivo dell’insufficienza surrenalica potrebbero migliorare la 
sopravvivenza di questi pazienti. D’altro canto, il trattamento sostitutivo con 
glucocorticoidi può aumentare il rischio di infezioni opportunistiche, così come 
stimolare la replicazione di HCMV. Infatti, un aumento dell’incidenza di infezioni 
da HCMV si verifica in seguito a terapia immunosoppressiva con glucocorticoidi 
in soggetti sottoposti a trapiantato di midollo osseo o di organo solido. Il virus, 
infatti, può essere riattivato nel ricevente o trasmesso attraverso componenti 
cellulari del sangue o cellule dell’infiammazione presenti nell’organo trapiantato.  

L’effetto degli ormoni corticosteroidei sulla replicazione virale è stato 
studiato in diversi tipi di cellule in vitro. Il trattamento con dosi terapeutiche di 
idrocortisone di colture di macrofagi infettate con HCMV AD169 rendeva queste 
cellule, normalmente semipermissive, permissive all’infezione produttiva da 
HCMV. Infatti la produzione di virus da parte di macrofagi infettati risulta 
aumentata di 100 volte dal trattamento con idrocortisone (135). Il meccanismo 
attraverso il quale si verifica un tale incremento nella produzione virale, non è ben 
chiaro. Sappiamo, però, che i glucocorticoidi hanno diversi effetti sui macrofagi in 
vitro. La produzione di molecole infiammatorie (IL-1, IL-6, TNFα, anioni 
superossido) è inibita, mentre l’espressione di HLA-DR e del recettore per INFγ 
aumenta. E’ perciò possibile che l’idrocortisone aumenti indirettamente la 
replicazione di HCMV alterando la funzione cellulare e l’interazione del virus con 
la cellula ospite. E’ inoltre probabile che l’idrocortisone o gli effetti fisiologici da 
esso indotti abbiano un effetto diretto sulla replicazione virale. Il complesso 
idrocortisone-recettore potrebbe legarsi direttamente al genoma virale oppure i 
secondi messaggeri, generati a seguito della stimolazione con tale glucocorticoide, 
potrebbero interagire con gli acidi nucleici (DNA o RNA) di HCMV. Queste 
conclusioni (aumento della permissività all’infezione e incremento della 
produzione virale) sembrano essere confermate anche da studi simili fatti in altri 
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tipi cellulari e con altri glucocorticoidi, come cellule umane embrionali di 
polmone trattate con desametasone (136), cellule neonatali umane di prepuzio e 
fibroblasti umani embrionali di rene trattati con cortisolo (137), dimostrando, 
ancora una volta, che i glucocorticoidi possono giocare un ruolo importante nella 
permissività a HCMV.  

Da un punto di vista fisiologico, i glucocorticoidi sono importanti poiché, 
insieme alle catecolamine, in condizioni di stress orchestrano la risposta “combatti 
o fuggi”, che consiste nella rapida mobilizzazione delle riserve energetiche dai siti 
di deposito (si parla di effetti diabetogeni e catabolici del cortisolo) al cervello e ai 
muscoli critici, accompagnata da un aumento della frequenza cardiaca per 
facilitare il trasporto di nutrienti e ossigeno ai tessuti bersaglio, assicurando così la 
sopravvivenza dell’organismo.  

I glucocorticoidi hanno anche proprietà antinfiammatorie correlate alla 
soppressione delle citochine infiammatorie e agli effetti sul microcircolo. 
Mantengono la responsività vascolare ai vasocostrittori circolanti e si oppongono 
a un aumento della permeabilità capillare durante l’infiammazione acuta. 
Inibiscono la produzione e l’azione di mediatori dell’infiammazione come 
prostaglandine e citochine. Indeboliscono, perciò, la risposta immunitaria per 
limitare l’entità delle reazioni cellulari e tissutali, che, se protratte per un lungo 
periodo, porterebbero a una seria compromissione dell’organismo stesso.  

Per quanto riguarda il ruolo di HCMV nella tumorigenesi surrenalica, non 
esistono studi riportati in letteratura, a parte un caso clinico da noi recentemente 
pubblicato (138). Si tratta del caso di una paziente in cui sono stati riscontrati 
casualmente un adenoma corticosurrenalico non funzionante ed un mielolipoma in 
regione surrenalica, entrambi asportati chirurgicamente. L’adenoma mostrava 
alterazioni cellulari suggestive di infezione da HCMV, confermate dalla ricerca 
del DNA virale e dall’analisi immunoistochimica dell’espressione delle proteine 
virali IE ed E (Figura 8). L’adenoma surrenalico era inoltre positivo alla ricerca di 
sequenze di BKV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Analisi immunoistochimica dell’espressione di proteine precocissime e precoci 
di HCMV in un adenoma corticosurrenalico (da Pomara et al. Eur J Histochem 2006).  
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5 SCOPO DELLO STUDIO 
 
Sulla base di evidenze della letteratura in cui viene riportato che HCMV può 

infettare il surrene in pazienti immunodepressi, scopo del presente studio è quello 
di verificare se il virus può essere riscontrato anche nei tumori surrenalici e inoltre 
quello di valutare l’effetto dell’infezione da HCMV su cellule corticosurrenaliche 
in vitro.  
 

In particolare, obiettivi di questo studio sono: 
 
 Ricercare in un’ampia casistica di tessuti surrenalici normali e neoplastici 

la presenza di sequenze genomiche di HCMV e l’espressione genica 
virale. 

 
 Verificare se HCMV infetta e replica in cellule corticosurrenaliche in 

vitro e valutarne la cinetica di replicazione rispetto a cellule permissive 
come i fibroblasti umani. 

 
 Verificare l’effetto dell’infezione da HCMV sulla secrezione ormonale e 

sull’espressione di geni coinvolti nella sintesi degli ormoni steroidei. 
 

 Valutare, viceversa, l’effetto degli ormoni steroidei sulla replicazione di 
HCMV. 

 
 Valutare se l’infezione con HCMV delle linee cellulari di carcinoma 

corticosurrenalico sia di tipo litico o persistente analizzando un eventuale 
effetto citopatico; valutare inoltre l’effetto dell’infezione virale sul ciclo 
cellulare, sul processo di apoptosi e sulla proliferazione cellulare. 

 
 Valutare, infine, il profilo di espressione genica globale delle cellule 

corticosurrenaliche infettate da HCMV. 
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6 MATERIALI E METODI 

6.1 Campioni di tessuto surrenalico 
 

La casistica di tessuti surrenalici risulta composta da 20 surreni normali, 37 
adenomi corticosurrenalici non funzionanti, 16 adenomi secernenti cortisolo, 12 
aldosteronomi, 3 adenomi secernenti androgeni, 16 carcinomi corticosurrenalici 
(di cui 14 funzionanti e 2 non funzionanti) e 24 tumori della midollare del surrene 
(inclusi 21 feocromocitomi benigni, un feocromocitoma maligno, 2 
ganglioneuromi).  

6.1.1 Analisi quantitativa con real-time PCR delle sequenze 
genomiche di HCMV nei tessuti surrenalici 

Per l’analisi quantitativa in real-time PCR delle sequenze di HCMV DNA nei 
tessuti surrenalici, è stato isolato il DNA dai tessuti congelati o paraffinati dei 
campioni surrenalici con il QIAamp® DNA mini kit (QIAGEN GmbH, Hilden, 
Germany) e il EX-WAX™ kit (Chemicon© International Inc., U.K.), 
rispettivamente, seguendo le istruzioni della casa produttrice. La quantità media di 
DNA estratto da un campione era di circa 10 g  ed è stata diluita fino ad ottenere 
una concentrazione di 10 ng/µl, mentre la quantità media per  tessuto paraffinato 
era di 500 ng di DNA (diluita a 6 ng/l). Sono stati utilizzati circa 200 ng di DNA 
totale per l’analisi quantitativa delle sequenze di DNA virale in real-time PCR. 
Sia le purificazioni degli acidi nucleici che le analisi di  PCR sono state effettuate 
almeno in doppio per confermare i risultati e ad ogni corsa sono stati aggiunti tre 
controlli negativi contenenti acqua per verificare che non ci fossero 
contaminazioni. Un campione è stato considerato positivo per la presenza di 
sequenze genomiche virali quando tutti i test ripetuti davano risultati positivi 
concordanti. La corsa di Real-time PCR è stata effetuata sullo strumento ABI 
PRISM 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, U.S.A.) 
utilizzando dei primers a oligonucleotidi (Sigma Aldrich, U.S.A.) e una sonda 
TaqMan (Applied Biosystems, U.S.A.) riportati nella Tabella 1. La quantità e la 
qualità del DNA purificato è stata valutata in Real-time PCR quantitativa 
amplificando il gene della β-globina come già riportato. La sensibilità del saggio 
di real-time PCR è stata stimata essere circa di 5 copie di genoma per reazione. 

6.1.2 Individuazione di HCMV DNA nei campioni di sangue 
La rilevazione del DNA di HCMV è stata effettuata su circa 200.000 

linfomonociti isolati da sangue periferico. La purificazione del DNA è stata 
effettuata con il QIAmp DNA blood kit in una stazione automatizzata (QIAGEN 
GmbH, Hilden, Germany). 
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L’individuazione di DNA virale è stata realizzata in real-time PCR con 
l’utilizzo di primers a oligonucleotidi e sonde TaqMan specifiche per HCMV 
(Tabella 1). Le reazioni di Real-time PCR sono state preparate sulla stazione di 
lavoro ABI-PRISM 6700 (Applied Biosystems, U.S.A.) e corse sulla ABI-PRISM 
7900HT Real Time PCR System (Applied Biosystems, U.S.A.). La quantificazione 
assoluta è stata valutata nei confronti di una curva standard ottenuta 
dall’amplificazione delle sequenza di DNA corrispondenti subclonate nel vettore 
pGEM®-T Easy Vector System (Promega Corporation, U.S.A.). Il numero di 
copie di genomi virali nei campioni clinici è stato calcolato direttamente dal 
software SDS della ABI PRISM 7900 e sono stati espressi come numero di copie 
di HCMV DNA/1x105 linfomonociti. Il numero di cellule presenti in ogni 
campione è stato misurato attraverso la conta cellulare e confermato con 
l’amplificazione in real-time PCR quantitativa della sequenza del gene della -
globina.  

6.1.3 Ricerca di anticorpi anti-HCMV  
L’analisi degli anticorpi IgM e IgG per l’infezione da  HCMV è stata 

effettuata mediante un saggio ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
utilizzando un kit presente in commercio (Enzygnost CMV; Dade Behring, 
Marburg, Germany).  

6.1.4 Analisi immunoistochimica 
I tessuti surrenalici sono stati fissati in formalina, inclusi in paraffina e tagliati 

in sezioni di 4 m. L’analisi immunoistochimica è stata effettuata per la 
rilevazione dell’antigene ppUL83 (Argene SA, Varilhes, France, CINApool) di 
HCMV. Gli anticorpi primari sono stati incubati per un ora a temperatura 
ambiente. Come sistema di rilevazione è stato utilizzato il NovoLink Polymer 
(Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle upon Tyne, UK). 

 

6.2 Linee cellulari 
 

Per la produzione virale e gli esperimenti di infezione sono stati utilizzati 
rispettivamente fibroblasti umani di polmone MRC-5, fibroblasti embrionali di 
prepuzio umano HFF e le due linee cellulari umane di carcinoma 
corticosurrenalico NCI-H295R e SW-13. 

6.2.1 Cellule SW-13 
La linea SW-13 umana (American Type Culture Collection, ATCC, CCL-

105) è stata allestita partendo da un carcinoma corticosurrenalico primario a 
cellule piccole non secernente di una donna di razza caucasica di 55 anni (139). 
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Le cellule aderiscono alle comuni plastiche dei contenitori di coltura cellulare e 
proliferano, assumendo una morfologia epiteliale, formando monostrati. La 
propagazione in coltura è stata ottenuta utilizzando il terreno di crescita Leibovitz 
L-15 con L-glutammina 2 mM ed L-amminoacidi (89%), addizionato con siero 
fetale bovino (FBS, 10%) ed antibiotici (pennicillina 10.000 I.U./ml e 
streptomicina 10.000 g/ml, 1%) e incubando le cellule a 37°C in atmosfera priva 
di CO2. Generalmente e’ stato impiegato un tasso di subcoltivazione pari a 1:4 - 
1:6, cambiando il terreno di coltura 2-3 volte alla settimana. 

6.2.2 Cellule NCI-H295R 
La linea NCI-H295R umana (ATCC, CRL-2128) è stata allestita più 

recentemente partendo da un carcinoma corticosurrenalico secernente di una 
donna bianca di 48 anni (140). Le cellule NCI-H295R aderiscono alle comuni 
plastiche dei contenitori di coltura e proliferano, assumendo una morfologia 
epiteliale, formando monostrati. Questa linea risulta di particolare interesse negli 
studi coinvolgenti la steroidogenesi surrenalica data la sua capacità di produrre 
tutti gli steroidi del corticosurrene. La propagazione in coltura è stata ottenuta 
utilizzando il terreno di crescita RPMI-1640: 10 mM HEPES, 1 mM piruvato di 
sodio, 2 mM L-glutammina, 4.500 mg di glucosio/L, 1.500 mg di bicarbonato di 
sodio/L (96%), addizionato con siero fetale bovino (FBS, 2%), antibiotici 
(pennicillina e streptomicina, 1%) e una soluzione di insulina-transferrina-selenio 
(ITS-A 100X, 1%) (Invitrogen, U.S.A.) e incubando le cellule a 37°C in 
atmosfera al 5% di CO2. Generalmente e’ stato impiegato un tasso di 
subcoltivazione pari a 1:2 - 1:4, cambiando il terreno di coltura 2-3 volte alla 
settimana. 

6.2.3 Cellule MRC-5 
La linea cellulare MRC-5 (ATCC, CCL-171) è stata ottenuta, nel 1966 da J. 

P. Jacobs, partendo dal tessuto polmonare sano di un feto maschio di 14 settimane 
(141). Le cellule MRC-5 aderiscono alle comuni plastiche dei contenitori di 
coltura e proliferano, assumendo una morfologia fibroblastoide, formando 
monostrati. Il loro comportamento di crescita in coltura è lo stesso che si osserva 
comunemente con linee cellulari di fibroblasti umani. Le cellule MRC-5 
possiedono la caratteristica di essere suscettibili all’infezione erpetica,  
particolarmente da HCMV. La propagazione in coltura è stata ottenuta utilizzando 
il terreno di crescita: Minimum essential medium (Eagle) contenente 2 mM di L-
glutammina e BSS Earle 1.5 g/L bicarbonato di sodio, 0.1 mM amminoacidi non-
essenziali, 1.0 mM piruvato di sodio (90%), addizionato con FBS (10%)  e 
incubando le cellule a 37°C in atmosfera al 5% di CO2. Generalmente è stato 
impiegato un tasso di subcoltivazione pari a 1:6 con una frequenza di 2-3 volte a 
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settimana. Per il mantenimento in coltura è stato, invece, fornito lo stesso terreno 
arricchito al 2% di FBS. 

6.2.4 Cellule HFF 
I fibroblasti HFF (ATCC, SCRC-1041™) sono stati isolati nel 2003 da un 

pool di cellule di prepuzio umano appartenenti a due individui maschi neonati. Le 
cellule HFF aderiscono alle comuni plastiche dei contenitori di coltura e 
proliferano, assumendo una morfologia fibroblastoide, formando monostrati. Il 
loro comportamento di crescita in coltura è lo stesso che si osserva comunemente 
con linee cellulari di fibroblasti umani;  possiedono la caratteristica di essere 
suscettibili all’infezione erpetica,  particolarmente da HCMV. La propagazione in 
coltura è stata ottenuta utilizzando il terreno di crescita: Dulbecco's modified 
Eagle's medium contenente 4 mM di L-glutammina e BSS Earle 1.5 g/L 
bicarbonato di sodio, 0.1 mM amminoacidi non-essenziali, 1.0 mM piruvato di 
sodio (90%), addizionato con FBS (10%)  e incubando le cellule a 37°C in 
atmosfera al 5% di CO2. Generalmente e’ stato impiegato un tasso di 
subcoltivazione pari a 1:6 con una frequenza di 2-3 volte a settimana. Per il 
mantenimento in coltura è stato, invece, fornito lo stesso terreno arricchito al 2% 
di FBS. 

6.2.5 Colture primarie umane di tumori corticosurrenalici 
Le colture primarie sono state allestite a partire da campioni di carcinoma 

corticosurrenalico, adenoma surrenalico e feocromocitoma. I tessuti tumorali sono 
stati sminuzzati, sottoposti a digestione in medium di coltura addizionato di 
proteinasi K e DNAsi a 37°C in bagno temostatato in agitazione per 90 minuti, 
centrifugate e risospese in terreno di coltura DMEM, addizionato di FBS 10%, 
antibiotici (pennicillina e streptomicina, 1%), amfotericina 1%, e ITS-A 1%, 
seminate su piastre per coltura cellulare e fatte crescere in incubatore a 37°C in 
atmosfera al 5% di CO2.   
 

6.3 HCMV  

6.3.1 Isolati clinici di HCMV 
Isolati clinici di HCMV sono stati ottenuti mediante coltivazione in cellule 

MRC-5 di campioni di urine ottenute da pazienti con infezione da HCMV.  

6.3.2 HCMV AD169 
Il ceppo virale AD169 (ATCC, VR-538), appartenente alla famiglia degli 

Herpesviridae (Betaherpesvirinae, Cytomegalovirus, Human herpesvirus 5), è 
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stato isolato dalle tonsille di una bambina di 7 anni. Fornito come stock congelato, 
AD169 è stato adattato in laboratorio per l’infezione di fibroblasti in coltura. 
L’ospite consigliato è, infatti, la linea cellulare MRC-5. In coltura cellulare in 
vitro, AD169 dà effetto citopatico (CPE), evidenziato da spaziature tra le cellule, 
cellule rotondeggianti e non adese. Viene raccomandato un livello di sicurezza di 
2 (BL2) nel maneggiare il virus ed è richiesto un lungo periodo di tempo (10-11 
giorni) di incubazione dello stock fornito prima della manifestazione dell’effetto 
citopatico. 

 

6.4 Produzione e titolazione di HCMV 

6.4.1 Produzione dello stock virale AD169 
Per la produzione dello stock virale concentrato di HCMV AD169 si procede 

all’infezione e all’espansione delle cellule permissive al virus con conseguente 
produzione virale. Alle cellule MRC-5 non completamente confluenti, fatte 
crescere in fiasche T75, viene aggiunta un’aliquota (corrispondente ad una 
molteplicità di infezione, MOI, molto bassa, compresa tra 0.1 e 0.01) dello stock 
virale AD169 conservato in azoto liquido. Le fiasche vengono incubate a 37°C in 
atmosfera al 5% di CO2. Dopo circa 10-11 giorni, osservato il caratteristico effetto 
citopatico evidenziato dalla presenza di cellule megaliche (ingrandite ed 
allargate), si procede alla raccolta del virus ed alla sua purificazione. Le cellule 
infettate vengono distaccate meccanicamente, per mezzo di scrapers. La 
sospensione cellulare viene riposta in falcon da 50 ml e centrifugata a 3000 rpm 
per 15 minuti a temperatura ambiente. Il surnatante contenente il virus viene 
conservato momentaneamente in ghiaccio (4°C), mentre il pellet cellulare viene 
risospeso in terreno di coltura e sottoposto a tre cicli di shock termico (un ciclo: in 
azoto liquido per qualche minuto, successivamente a 37°C per qualche minuto) ed 
a sonicazione per 15 minuti. Il prodotto sonicato e successivamente centrifugato 
(15’ a 3000 rpm a 4°C) per eliminare i detriti cellulari, viene unito al surnatante. 
Lo stock virale concentrato viene aliquotato in tubi da congelamento sterili  e 
riposto a –80°C in un bagnetto di isopropanolo che permette allo stock di perdere 
temperatura molto lentamente (1°C ogni minuto), infine viene conservato in azoto 
liquido. 

6.4.2 Determinazione del titolo virale 
La titolazione è stata eseguita mediante saggio delle placche, immunofluorescenza 
per pp72 delle cellule infettate, real-time PCR quantitativa.  

Nel saggio di immunofluorescenza sono state utilizzate delle colture di MRC-
5 in shell vials, nelle quali le cellule erano seminate alla concentrazione di 
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150.000 cellule/provetta e fatte crescere fino alla confluenza. Ciascuna provetta di 
cellule è stata infettata con 1 ml di terreno di coltura contenente diluizioni seriali 
1:10 dello stock virale (da 10-1 a 10-6) in duplicato. Dopo aver lasciato le cellule in 
incubazione a 37°C per 24h, si è proceduto con la ricerca dell’espressione 
dell’antigene precocissimo di HCMV pp72 tramite immunofluorescenza 
utilizzando l’anticorpo anti-pp72 di HCMV (E13 IgG1 type, Chemicon© 
International Inc., U.K.). Le cellule sono state osservate al microscopio a 
fluorescenza per la conta delle cellule positive, prendendo in esame le cellule 
infettate con le diluizioni 10-4, 10-5 e 10-6. Il titolo virale medio ottenuto era di 1-
2•106 paricelle virali infettanti/ml. 

Nel saggio delle placche sono stati infettati fibroblasti MRC-5 (150.000 
cellule/pozzetto), seminati in piastre da 24 pozzetti, con 250 µl delle diluizioni 
seriali 1:10 dello stock virale da titolare e lasciati in incubazione a 37° per 2h 
prima dell’aggiunta di una matrice di metilcellulosa, per impedire al virus di 
diffondere. Dopo circa 10 giorni le cellule sono state fissate e colorate con cristal 
violetto e le placche contate al microscopio. Sono state esaminate solo le cellule 
infettate con le diluizioni 10-4, 10-5, 10-6. Il titolo virale medio ottenuto era 1-2•106 
pfu/ml. Per gli esperimenti riportati in questo studio è stato preso in 
considerazione il risultato della titolazione con saggio delle placche. Il virus 
titolato era conservato in azoto liquido. 

Negli esperimenti di time corse di infezione, la titolazione di HCMV è stata 
eseguita mediante real time PCR quantitativa con sonde TaqMan (Applied 
Biosystems, U.S.A.), previa estrazione del DNA con il kit QIAmp DNA mini kit 
(QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). 

6.5 Infezione delle cellule 
 

Le cellule surrenaliche subconfluenti sono state infettate con HCMV AD169 
alla MOI desiderata. L’infezione era eseguita sostituendo al medium di coltura, un 
medium privo di siero contenete la diluizione del virus. Dopo 2 ore il medium di 
infezione era rimosso e sostituito con il medium di coltura. Il controllo negativo è 
stato ottenuto trattando le cellule nello stesso modo senza però l’aggiunta del 
virus. A 8h, 24h, 72h dopo l’infezione, le cellule sono state sia fissate per 
l’immunofluorescenza sia raccolte per l’estrazione dell’ RNA totale utilizzato 
nell’analisi con microarray. Per l’esperimento di replicazione virale e di 
espressione dei geni virali, le cellule e il sovranatante sono stati raccolti dopo 1, 3, 
5, 7, 11 giorni dopo l’infezione. Per l’analisi del ciclo cellulare, le cellule sono 
state sincronizzate tramite privazione di siero nelle 24 ore antecedenti l’infezione 
e poi raccolte dopo 3 e 7 giorni dall’infezione. Per l’analisi dell’apoptosi e della 
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proliferazione cellulare, le cellule sono state raccolte dopo 24 e 72 ore 
dall’infezione. 

 

6.6 Studio dell’espressione di proteine precoci e tardive di 
HCMV mediante immunofluorescenza  

Le cellule infettate sono state lavate due volte con PBS, fissate in acetone 
90% freddo e successivamente fatte incubare per trenta minuti a 37°C con 
l’anticorpo primario murino contro l’antigene “immediate early” di HCMV pp72 
(E13 IgG1 type, Chemicon© International Inc., U.K.) o quello per la fosfoproteina 
della matrice pp65 (CINA IgG1 type, Chemicon© International Inc., U.K.) e infine 
sono state marcate per 30 minuti a 37 °C in assenza di luce con un anticorpo 
secondario di capra anti-IgG di topo coniugato a fluoresceina (Ig-FITC, 
Chemicon© International Inc., U.K.). Nel dettaglio, gli anticorpi primari utilizzati 
nello studio riconoscono le proteine virali precocissime (immediate early) pp72, 
pp52 e pp86, codificate dai geni IE1-72, IE2-86 (UL122/123) e la proteina virale 
tardiva (early late) pp65, codificata dal gene UL83. L’anticorpo monoclonale 
murino E13 riconosce le proteine virali non-strutturali precocissime di HCMV 
(pp72, 52 e 86) e marca specificatamente un epitopo comune codificato dall’esone 
2 del gene MIE (Major Immediate Early). Questo antigene viene espresso, a 
livello nucleare, dopo circa 2 ore post-infezione e raggiunge il suo picco di 
massima produzione a 48 ore dopo l’infezione, persistendo durante l’intero ciclo 
infettivo di HCMV. L’anticorpo monoclonale murino CINA è specifico per la 
fosfoproteina strutturale virale della matrice interna di 65-68 kDa denominata 
pp65. Questa è una proteina tardiva del ciclo replicativo virale che viene espressa 
a livello dei nuclei e del citoplasma delle cellule permissive all’infezione da 
HCMV. La sua presenza o la sua assenza depongono a favore di un’infezione di 
tipo produttivo o di tipo abortivo, rispettivamente.  

 

6.7 Dosaggi ormonali 
 

Per il dosaggio del cortisolo, aldosterone ed estradiolo sono stati utilizzati dei 
saggi EIA (Cortisol, Aldosterone and Estradiol EIA Kit, Cayman© Chemical, 
U.S.A.), mentre per DHEAS un ELISA competitivo (DHEAS Direct ELISA Kit, 
Diagnostic Biochem Canada Inc., Canada). 

 Il protocollo dell’EIA si basa sulla competizione tra l’ormone da analizzare e 
lo stesso ormone coniugato all’acetilcolinesterasi (AchE-tracer) per un numero 
limitato di siti di legame dell’antisiero di coniglio ormone-specifico. Visto che la 
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concentrazione del tracer viene mantenuta costante, mentre la concentrazione di 
ormone-analita varia, la quantità di tracer in grado di legare l’antisiero di coniglio 
sarà inversamente proporzionale alla concentrazione dell’ormone-analita aggiunto 
al pozzetto. Il complesso analita-antisiero di coniglio (sia libero che sotto forma di 
tracer) si lega agli anticorpi monoclonali IgG di topo anti-coniglio già legati alla 
superficie del pozzetto di reazione. Infine viene aggiunto il reagente di Ellman 
(contenente il substrato per l’AchE). Il prodotto di questa reazione enzimatica 
risulta di colore giallo e assorbe fortemente a 412 nm. L’intensità di questo colore, 
determinata spettrofotometricamente, è direttamente proporzionale alla quantità di 
ormone-tracer che si è legato al pozzetto che a sua volta è inversamente 
proporzionale alla quantità di analita libero aggiunto al pozzetto stesso.  
La reazione prevede il caricamento della standard e dei campioni insieme 
all’ormone coniugato all’enzima e alla soluzione di anticorpo murino. Dopo un 
incubazione di 16 ore a 4° C, viene aggiunto il substrato per l’acetilcolinesterasi e 
viene effettuata  la lettura dell’assorbanza.  

Il principio del test immuno-enzimatico per il dosaggio di DHEAS segue il 
tipico protocollo del legame competitivo. La competizione avviene tra un antigene 
non coniugato (presente nella standard, nel controllo e nei campioni da analizzare)  
e l’antigene coniugato alla perossidasi per un numero limitato di siti di legame 
dell’anticorpo nel pozzetto dove avviene la reazione. Dopo il lavaggio, si 
aggiunge il substrato per la perossidasi e si lascia in  incubazione a temperatura 
ambiente fino a fermare la reazione con una soluzione di H2SO4. Si legge infine 
l’assorbanza a 450 nm. L’intensità del colore che si forma dalla reazione è 
inversamente proporzionale alla concentrazione di DHEAS nel campione. 
 

6.8 Estrazione e purificazione dell’RNA cellulare 
 

Dalle cellule NCI-H295R ed SW-13 infettate e di controllo non infettate è 
stato estratto l’RNA totale utilizzando il kit Quiagen© RNeasy Mini Kit secondo 
il protocollo del produttore (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). La 
quantificazione dell’RNA purificato è stata effettuata tramite misurazione 
spettrofotometrica a 260 nm (ND-1000 Spectrophotometer; NanoDrop®, U.S.A.). 
La valutazione qualitativa dell’RNA è stata invece effettuata utilizzando l’Agilent 
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, U.S.A.). L’RNA è stato infine 
retrotrascritto mediante MuLV (Applied Biosystems, U.S.A.). 
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6.9 Analisi dell’espressione genica mediante real-time RT-
PCR quantitativa  

 
Mediante real-time RT-PCR quantitativa sono state valutate le variazioni 

nell’espressione di alcuni fattori di trascrizione ed enzimi chiave coinvolti nella 
steroidogenesi e di alcune citochine coinvolte nella reazione immunitaria e 
infiammatoria. I geni analizzati sono: CYP17: 17-idrossilasi; CYP21: 21β-
idrossilasi; CYP11B1: 11β-idrossilasi; CYP11B2: aldosterone sintetasi; CYP11A: 
cholesterol side-chain cleavage; CYP19: aromatasi; StAR: steroidogenic acute 
regulatory protein; 3β-HSD2: 3β-idrossisteroidodeidrogenasi; IL6: interleuchina 6; 
DAX1: dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia congenita critical region 
on the X chromosome, gene-1; LRH: liver receptor homolog; SF1: steroidogenic 
factor-1; SHP: small heterodimer partner. E’ stata inoltre valutata l’espressione 
del gene housekeeping GAPDH per la normalizzazione dei dati. Nelle tabelle 1 e 2 
vengono riportate le sequenze dei primers e delle sonde utilizzate, scelte in modo 
tale da amplificare il solo mRNA (intron-spanning) e non il DNA cellulare, e le 
relative temperature di annealing. Per quanto rigarda i geni per i quali vengono 
descritti i soli primers e non le sonde, questi sono stati amplificati utilizzando la 
metodica del SYBR Green. E’ stata eseguita infine la quantificazione assoluta del 
numero di trascritti utilizzando curve standard ottenute da diluizioni progressive 
di plasmidi in cui era subclonato l’amplicone dei geni di interesse. 
 

6.10  Trattamento con idrocortisone e aminoglutetimide di 
cellule infettate da AD169  

 
Le cellule SW13, NCI-H295R e MRC5 sono state pre-trattate con 

idrocortisone 10 M (Solu-Cortef®, idrocortisone sodio succinato; Pharmacia, 
Sweden) o amminoglutetimide 300 M ((S)-(-)Aminoglutethimide, Sigma 
Aldrich, U.S.A.) durante le 48 ore antecedenti l’infezione con HCMV. Dopo 
infezione (MOI=0,1) e contemporaneo trattamento con l’uno o l’altro farmaco, 
sono stati raccolti i sovranatanti e le cellule ai giorni 1, 3, 5, 7, 9, 11 e ne è stata 
valutata la carica virale tramite real time PCR previa estrazione del DNA. 
 

6.11 . Analisi dell’effetto citopatico dell’infezione da AD169  
 

Per lo studio dell’effetto citopatico, le cellule NCI-H295R, seminate in 
fiasche T75, sono state infettate con HCMV AD169 (MOI=2) e sono state 
coltivate per un periodo di circa 30 giorni, nel quale sono state passate con una 
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frequenza di due volte alla settimana. Le fiasche rappresentanti il controllo 
negativo sono state trattate nello stesso modo eccetto per la presenza del virus. Ad 
intervalli di 2-3 giorni, le cellule sono state seminate in shell vials e sottoposte al 
test di immunofluorescenza per la ricerca dell’antigene precoce pp72, al fine di 
verificare la presenza del virus. La presenza di effetto citopatico è stata esaminata 
con microscopio ottico. 

6.12  Analisi dell’apoptosi nelle cellule di carcinoma 
corticosurrenalico infettate con AD169  

 
Questo tipo di analisi è stata effettuata utilizzando il Vybrant Apoptosis Assay 

Kit (Molecular ProbesTM, Invitrogen, U.S.A.), in grado di misurare l’apoptosi 
attraverso caratteristiche morfologiche e chimiche cellulari. Le cellule vengono 
marcate con due coloranti, il ioduro di propidio e l’annexina V coniugata a FITC, 
i quali permettono di distinguere le cellule vive da quelle in apoptosi, necrosi 
post-apoptotica o necrosi. Lo ioduro di propidio è un colorante impermeabile alle 
cellule vive ma in grado di entrare in quelle morte e di legarsi al DNA, portando 
quindi ad una fluorescenza rossa. L’annexina V è una proteina legante i 
fosfolipidi, calcio-dipendente che si lega con alta affinità alla fosfatidilserina, 
fosfolipide meglio conosciuto come costituente la matrice strutturale di tutte le 
membrane cellulari. Nelle cellule sane, la fosfatidilserina è collocata nello strato 
più interno della membrana cellulare, ma già nelle prime fasi dell’apoptosi, questo 
fosfolipide viene traslocato nel lato esterno, dove viene esposto al legame con 
l’annexina V esogena aggiunta. L’annexina V, coniugata alla molecola 
fluorescente FITC, può essere distinta facilmente dalla fluorescenza del ioduro di 
propidio. 

Le cellule NCI-H295R subconfluenti sono state seminate in piastre da 24 
pozzetti da  e trattate con HCMV AD169 (MOI 2),  Etoposide 100 M (Sigma 
Aldrich, U.S.A.), o entrambi. A 24 e 72 ore dall’infezione, le cellule sono state 
raccolte, lavate in PBS e marcate con anticorpo anti-annexinaV coniugato a FITC  
e propidio ioduro. Le cellule marcate sono quindi state analizzate in citometria a 
flusso con il FACSCalibur (Becton, Dickinson and Company). L’emissione di 
fluorescenza è stata misurata a 530 nm e > 575 nm. 

6.13 Analisi della proliferazione cellulare nelle cellule di 
carcinoma corticosurrenalico infettate con AD169  

 
Per effettuare questo tipo di saggio è stato utilizzato il BrdU Cell 

Proliferation Assay (Calbiochem®, Germany), test della BromoDeossiUridina 
(BrdU), in grado di analizzare la proliferazione delle cellule utilizzando la BrdU, 
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analogo della timidina, incorporata nel DNA sintetizzato dalle cellule in attiva 
divisione. La misura dell’incorporazione della BrdU si riflette nell’intensità 
dell’assorbanza della reazione finale. Le cellule NCI-H295R sono state seminate 
in pozzetti da 96 ed infettate con diverse MOI di AD169 HCMV (0.1, 2, 10). 
Durante le ultime 16 ore di infezione, le cellule sono state trattate con la BrdU e, 
allo scadere dell’infezione, sono state fissate e incubate con un anticorpo anti-
BrdU per 1 ora. Si è proceduto quindi incubando per mezz’ora le cellule fissate 
con un anticorpo secondario (coniugato con una per ossidasi di rafano). La 
reazione è stata poi bloccata con una stop solution e l’assorbanza è stata letta ad 
una lunghezza d’onda tra 450-595 nm, utilizzando un lettore di piastre 
spettrofotometrico (Tecan, Switzerland). 
 

6.14  Analisi del ciclo cellulare nelle cellule di carcinoma 
corticosurrenalico infettate con AD169  

 
Per questo tipo di analisi è stato utilizzato il test con ioduro di propidio, 

colorante che quando si intercala nel DNA a doppia elica, forma un complesso 
sufficientemente stabile da emettere una fluorescenza rossa quando eccitato. 
Mediante questa colorazione è possibile discriminare in una popolazione 
eterogenea, cellule con diverso contenuto di DNA e quindi valutarne la 
distribuzione in base a questo. 

Le cellule di carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R subconfluenti sono 
state sincronizzate, tramite privazione di siero, 24 ore prima dell’infezione virale. 
Trascorso tale periodo, le cellule sono state infettate con HCMV AD169 ad una 
MOI di 2 e dopo 3 e 7 giorni sono state raccolte, lavate in etanolo 70%  a -20°C 
per 30 minuti,  trattate con RNase (Sigma Aldrich, U.S.A.) per 30 minuti circa e 
colorate con una soluzione di propidio ioduro (Sigma Aldrich, U.S.A). Le cellule 
colorate sono state successivamente analizzate (WinMDI 2.8, 
http://facs.scripps.edu/) in citometria a flusso con il al FACSCalibur (Becton, 
Dickinson and Company). I risultati dell’analisi sono stati espressi sotto forma di 
Hystogram Plot e Dot Plot. 

 

6.15  Analisi del profilo di espressione genica con DNA 
microarray 

6.15.1 Amplificazione dell’RNA 
Dopo purificazione e valutazione qualitativa-quantitativa, l’RNA totale è 

stato amplificato utilizzando il protocollo SuperScript™ Indirect RNA 
Amplification System fornito da Invitrogen (Invitrogen, U.S.A.). Tale protocollo 
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prevede una prima fase di sintesi di cDNA a doppio filamento a partire da circa un 
g di RNA totale. Questa procedura è composta da una prima fase in cui avviene 
la sintesi del primo filamento seguita da una seconda fase in cui si completa la 
sintesi del secondo filamento del cDNA. Dopo purificazione tramite spin columns 
fornite nel kit, si procede alla trascrizione in vitro, in cui si genera aRNA dal 
cDNA a doppio filamento attraverso l’utilizzo della RNA polimerasi e degli 
ammino-allil UTP. 

 

6.15.2 Valutazione quantitativa e qualitativa dell’RNA 
Per la misurazione quantitativa dell’aRNA sintetizzato è stato utilizzato lo 

spettrofotometro effettuando una lettura a 260 nm (NanoDrop® ND-1000 
Spectrophotometer, U.S.A.). La valutazione quantitativa è stata invece effettuata 
tramite corsa su chip del 2100 Agilent Bioanalyzer (Agilent technologies, U.S.A.) 
utilizzando l’RNA nano kit (Agilent Technologies, U.S.A.) secondo protocollo 
fornito dal produttore. 

 

6.15.3 Marcatura dell’RNA 
Una volta effettuata l’analisi qualitativa-quantitativa dell’aRNA, questo è 

stato marcato con CyTM3 e CyTM5 (Amersham CyScribe™ Post-Labeling Kit 
Amersham, U.K.) per 2 ore a temperatura ambiente e al riparo dalla luce. I 
fluorofori non incorporati sono stati eliminati mediante purificazione con spin 
columns fornite nel kit. Si è quindi proceduto ad una lettura spettrofotometrica 
(NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer, U.S.A.) per la rilevazione della 
quantità di cianine incorporate. La quantità stabilità di aRNA marcato (mai 
inferiore alle 120 picomoli) è stata infine ibridata per 16 ore a 39 °C su microarray 
contenenti 21.329 oligonucleotidi depositati (CRIBI, Università di Padova, Italy) 
nella stazione di ibridazione automatizzata HS 400TM Hybridisation station 
(Tecan, Switzerland). Gli esperimenti sono stati effettuati in duplicato ed è stata 
applicata l’inversione dei fluorofori.  
 

6.15.4 Analisi dei dati 
Le immagini sono state ottenute tramite lo scanner Affymetrix 428 e 

analizzate con i software ImaGene e GeneSight (BioDiscovery Inc., U.S.A.). I 
dati sono stati filtrati in base alla concordanza tra le due repliche interne all’array. 
Questa operazione è stata eseguita valutando la compatibilità dei valori di ogni 
istante temporale preso singolarmente e poi considerandoli tutti insieme. 
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6.16 Analisi statistica 
 

I dati sono riportati come media ± deviazione standard. L’analisi statistica dei 
risultati dei microarray è stata eseguita utilizzando i software ImaGene e 
GeneSight (BioDiscovery Inc., U.S.A.) ed il pacchetto R, come riportato nei 
risultati. 
 
 
 
 
Tabella 1. Sequenze nucleotidiche dei primers utilizzati per amplificare in real time-PCR i 
geni di interesse e le relative temperature di annealing. 

 
Gene Primer sense Primer antisense T°a 
HCMV TCATCCACACTAGGAGAGCAGACT GCCAAGCGGCCTCTGAT 60 
Bgl AGGGCCTCACCACCAACTT GCACCTGACTCCTGAGGAGAA 60 
CYP17 TCTCTGGGCGGCCTCAA AGGCGATACCCTTACGGTTGT 60 
CYP21 TCAGGTTCTTCCCCAATCCA TCCACGATGTGATCCCTCTTC 60 
CYP11B1 GGCAGAGGCAGAGATGCTG TCTTGGGTTAGTGTCTCCACCTG 58 
CYP11B2 GGCAGAGGCAGAGATGCTG CTTGAGTTAGTGTCTCCAGGA 68 
CY11A TCCAGAAGTATGGCCCGATT CATCTTCAGGGTCGATGACATAAA 60 
CYP 19 TCACTGGCCTTTTTCTCTTGGT GGGTCCAATTCCCATGCA 60 
StAR CCACCCCTAGCACGTGGA TCCTGGTCACTGTAGAGAGTCTCTTC 60 
3β-HSD2 GCGGCTAATGGGTGGAATCTA CATTGTTGTTCAGGGCCTCAT 60 
DAX1 CCAAGGAGTACGCCTACCTCAA ACTGGAGTCCCTGAATGTACTTCC 60 
LRH TACCGACAAGTGGTACATGGAA CGGCTTGTGATGCTATTATGGA 60 
SF1 GGAGTTTGTCTGCCTCAAGTTCA CGTTCTTTCACCAGGATGTGGTT 60 
SHP CCTCAATGCTGTCTGGAGTCCTT CTGCAGGTGCCCAATGTG 60 
IL6 GGG AAG GTGAAG GTC GG TGG ACT CCA CGACGT ACT CAG 60 
P2rx4 TCTGTCAAGACGTGTGAGGTG AGTGAAGTTTTCTGCAGCCTTT 60 
GAPDH GAA GGT GAA GGT CGG AGT C GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 60 

 
 
Tabella 2. Sequenze delle sonde utilizzate per amplificare in real time-PCR i geni di 
interesse. 
 

Gene SEQUENZA SONDA 
HCMV ACTGGGCAAAGACCTTCATGCAGATCTC 
Bgl ATCCACGTTCACCTTGCCCCACA 
CYP17 TGGCAACTCTAGACATCGCGTCC 
CYP11B1* TGCTGCACCATGTGCTGAAACACCT 
CYP11B2* CTGCACCACGTGCTGAAGCACT 
3β-HSD2 TGATACCTTGTACACTTGTGCGTTAAGACCCA 
P2RX4 n. 88 (SISTEMA ROCHE)* 
GAPDH CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC 

* sonda #88 del sistema Universal Probe Library UPL (Roche Diagnostic) 
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7 RISULTATI 

7.1 Ricerca di sequenze genomiche di herpesvirus nei 
tessuti surrenalici 

In questa prima parte dello studio, abbiamo sottoposto a screening per la 
ricerca di sequenze di virus erpetici un’ampia casistica di tessuti surrenalici, 
comprendenti 20 surreni normali, 37 adenomi corticosurrenalici non-funzionanti 
(NFA), 16 adenomi secernenti cortisolo (CPA), 12 aldosteronomi (APA), 3 
adenomi secernenti androgeni (TPA), 16 carcinomi corticosurrenalici (ACCs) (di 
cui 14 funzionanti e 2 non funzionanti) e 24 tumori della midollare del surrene 
(inclusi 21 feocromocitomi benigni, un feocromocitoma maligno, 2 
ganglioneuromi). I risultati della ricerca di sequenze virali sono riassunti in 
Tabella 3 (Barzon et al, Oncogene, 2007). Per quanto concerne HCMV, in 
particolare, abbiamo dimostrato la presenza di sequenze virali in 2 (17%) 
aldosteronomi (1 dei quali era anche positivo per EBV DNA), 4 (25%) adenomi 
secernenti cortisolo (3 EBV-positivi), 5 (14%) adenomi corticosurrenalici non 
funzionanti (1 EBV-positivo), 1 (5%) tessuto surrenalico normale (anche EBV-
positivo), 3 (13%) feocromocitomi, ma non nei carcinomi corticosurrenalici.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9. Analisi del titolo virale di HCMV presente nei campioni di tessuto surrenalico, 
valutato come numero di copie di HCMV per 106 cellule tramite real-time PCR. 
 

Il numero di copie genomiche di HCMV variava da 10 a 13.000 copie di 
DNA/106 cellule, ed i titoli virali più elevati si osservavano negli adenomi 
secernenti cortisolo, associati a sindrome di Cushing grave (Figura 9-10). La 
presenza di HCMV era più frequente nei tumori benigni funzionanti, rispetto agli 
altri tipi di tumore, anche se tale differenza non era statisticamente significativa  

L’analisi immunoistochimica ha dimostrato l’espressione di pp65 di HCMV 
nei casi positivi, compatibile con un’infezione di tipo produttivo (Figura 10). 

Di un sottogruppo di 26 pazienti consecutivi con tumori surrenalici (8 ACC, 4 
APA, 3 CPA, 5 NFA e 6 feocromocitomi), erano disponibili rispettivamente per 
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lo screening degli anticorpi e la rilevazione del DNA virale anche il siero e il 
DNA estratto da sangue. Tutti i pazienti tranne uno sono risultati positivi per le 
IgG anti-HCMV, ma in nessun paziente sono state riscontrate nel sangue 
periferico sequenze di DNA di virus erpetici. Di questo sottogruppo di 26 
pazienti, solo 3 erano risultati positivi per il DNA di virus erpetici a livello del 
tumore surrenalico: un NFA positivo per il DNA di HCMV, HSV e HHV8 (il 
paziente aveva anche alti titoli di anticorpi litici anti-HHV8), un feocromocitoma 
positivo per il DNA di HCMV e HSV, e un CPA positivo per il DNA di EBV (il 
paziente presentava un lieve aumento delle IgM anti-EBV). La presenza di virus 
herpetici nei tumori surrenalici, quindi, sembrerebbe essere associata con la 
riattivazione della replicazione litica virale, come dimostrato anche dalla 
rilevazione in analisi immunoistochimica di antigeni virali litici nelle cellule 
tumorali (Figura 10). 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 10. Colorazione immunoistochimica con anticorpi anti-HCMV pp65 (Argene, 
CINApool) di un adenoma corticosurrenalico HCMV-negativo (A) ed uno HCMV-positivo 
(B) (da Barzon et al. Oncogene, 2007). 
 
Tabella 3. Dimostrazione di DNA di virus erpetici in tessuti surrenalici umani. 
 

Tipo di tumore 
N. di 
casi Herpesviridae* 

  HSV1 HSV2 VZV HCMV HHV6 HHV7 EBV HHV8 

Aldosteronoma 12 1 (8,3) 0 0 2 (16,7) 0 0 2 (16,7) 0 
Adenoma/iperplasia secernente 
cortisolo 16 0 0 0 4 (25) 2 (12,5) 0 5 (31,3) 1 (6,2) 
Adenoma/iperplasia secernente 
androgeni 3 0 0 0 0 0 0 0 1 (33,3) 
Adenomona corticosurrenalico non 
funzionante 36 4 (11,1) 0 0 5 (13,9) 1 (2,8) 0 2 (5,6) 2 (5,6) 
Carcinoma corticosurrenalico 16 1 (6,3) 0 0 0 2 (12,5) 0 0 0 
Feocromocitoma/ganglioneuroma 
benigno 23 1 (4,3) 0 0 3 (13,0) 2 (8,7) 0 0 0 
Feocromocitoma maligno 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
Surrene normale 20 0 0 0 1 (5,0) 3 (15,0) 0 1 (5,0) 1 (5,0) 

* Numero di campioni positivi (%).  
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7.2 HCMV infetta e replica in cellule corticosurrenaliche 
umane 

 
Questa parte dello studio dimostra che isolati clinici di HCMV ed il ceppo di 

laboratorio HCMV AD169 infettano e replicano in cellule di carcinoma 
corticosurrenalico umano. 
 

7.2.1 Infezione con isolati clinici di HCMV 
Isolati clinici di HCMV, ottenuti da campioni di urina, sono stati impiegati 

per infettate le cellule della linea di carcinoma corticosurrenalico umano NCI-
H295R. L’infezione è stata eseguita per centrifugazione ed adsorbimento delle 
particelle virali sul monostrato cellulare ottenuto da shell vial culture (SVC). Il 
controllo positivo era costituito da cellule ML (polmone di visone), suscettibili ad 
infezione da HCMV. L’infezione è stata valutata, dopo 24 ore dall’infezione, 
mediante immunofluorescenza specifica per l’antigene precoce pp72 di HCMV. 
 
  A                                                                       B 

    
 

 

 

 

Come dimostrato in Figura 11, sia le cellule ML che le cellule NCI-H295R 
infettate con un isolato clinico di HCMV dimostravano espressione nucleare di 
pp72, anche se il numero di cellule corticosurrenaliche positive era inferiore 
rispetto alle cellule ML di controllo.  

 

Figura 11. A) SVC di cellule ML infettate con un isolato clinico di HCMV e successiva 
immunofluorescenza contro l’antigene precoce virale pp72 (controllo positivo), 20X, 
+24h post-infezione. B) SVC di cellule NCI-H295R infettate con un isolato clinico di 
HCMV e successiva immunofluorescenza contro l’antigene precoce virale pp72, 40X, 
+24h post-infezione  
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7.2.2 Infezione con HCMV AD169 di linee cellulari umane di 
carcinoma corticosurrenalico  

Dopo aver dimostrato che isolati clinici di HCMV sono in grado di infettare 
cellule di carcinoma corticosurrenalico in vitro, è stato utilizzato il ceppo AD169 
di HCMV per i successivi studi di infezione delle cellule SW-13 e NCI-H295R. Il 
virus usato per l’infezione è stato ottenuto attraverso infezione ed espansione in 
cellule MRC-5 e titolato mediante saggio delle placche. L’infezione è stata 
eseguita con MOI 2 per centrifugazione ed adsorbimento delle particelle virali sul 
monostrato cellulare ottenuto dalla SVC. Il controllo di infezione era costituito da 
cellule MRC-5. L’infezione è stata valutata attraverso immunofluorescenza 
specifica per gli antigeni precoci (pp72) e tardivi (pp65) di HCMV.  

A 48 post-infezione, una elevata percentuale di cellule NCI-H295R ed SW13 
dimostrava positività nucleare per pp72 (Figura 12), segno di una notevole 
suscettibilità all’infezione da AD169. Alla medesima MOI, circa il 100% delle 
cellule MRC-5 di controllo risultava positivo. In tempi successivi l’infezione, si 
osservava un aumento del numero di cellule positive all’immunofluorescenza per 
pp72, indice della replicazione virale e della diffusione del virus alle cellule non 
infettate circostanti (Figure 13 e 14).   

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. SVC di cellule MRC-5 (A, 
40X) e NCI-H295R (B, 40X) ed SW13 
(C, 20X) infettate con HCMV AD169 MOI 
2 e successiva IF per pp72 (48h post-
infezione).  

A 

C 

B 
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A B  

C  

Figura 13. SVC di cellule NCI-H295R  
infettate con HCMV AD169 e successiva 
IF per pp72 a (A) 48h, (B) 6 giorni, (C) 
16 giorni post-infezione (20X) 

A  B  

C 

Figura 14. SVC di cellule SW13  
infettate con HCMV AD169 e successiva 
IF per pp72 a (A) 24h, (B) 72h, (C) 11 
giorni post-infezione (40X) 
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L’espressione dell’antigene tardivo virale pp65, valutata due settimane circa 
dopo l’infezione con AD169, è stata dimostrata sia a livello del nucleo sia del 
citoplasma delle cellule NCI-H295R ed SW13. Questo risultato è un’ulteriore 
dimostrazione che il virus replica nelle cellule corticosurrenaliche umane (Figura 
15). 
 

 

 

 

 

 

 

        

 

7.2.3 Infezione con HCMV AD169 di colture primarie umane di 
carcinoma corticosurrenalico  

Il ceppo AD169 di HCMV è stato utilizzato anche per infettare, con un time-
course, colture primarie di carcinomi corticosurrenalici, feocromocitomi e 
adenomi surrenalici umani al fine di verificare la suscettibilità di tali cellule 
all’infezione da HCMV. Le colture primarie sono state infettate con HCMV 
AD169 ad una MOI di 2 e a 8, 24 e 72 ore dopo l’infezione le cellule sono state 
fissate e sottoposte al medesimo test di immunofluorescenza, sia per pp72 che per 
pp65. Le cellule sono risultate positive alla colorazione in immunofluorescenza 
per entrambi gli antigeni (Figure 16 e 17) e il numero di cellule positive 
aumentava con l’aumentare dei giorni post- infezione indicando la replicazione 
del virus nelle cellule surrenaliche. 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 16. Cellule da coltura primaria di ACCs infettate con HCMV AD169 ed analizzate 
mediante IF per pp72. (A-C) immagini ottenute con microscopio confocale in cui si 
possono notare i nuclei cellulari (A) e gli stessi nuclei fluorescenti dopo colorazione 
nell’immagine in sovrapposizione (B).  

Figura 15. SVC di cellule (A) NCI-H295R e (B) SW13 infettate con HCMV AD169 e 
successiva IF contro l’antigene tardivo virale pp65, 20X, +16gg e +11gg post-infezione, 
rispettivamente. 

A B 
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a b 

c d 

e f 

g h 

i 
Figura 17. Coltura primaria di ACC 
infettata con HCMV AD169. 
Immagine al microscopio ottico (a); 
IF per pp72 di cellule infettate (c-f)  
e non infettate (b) e di fibroblasti 
HFF infettati (i); IF per pp65 di 
cellule infettate (g-h). 
 

c d 

e f 

g h 
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7.2.4 Cinetica di replicazione di AD169 in cellule corticosurrenaliche  
Una volta confermata la capacità di HCMV AD169 di replicare nelle linee 

cellulari corticosurrenaliche SW13 e NCI-H295R, è stata valutata la cinetica di 
replicazione del virus nelle cellule corticosurrenaliche, rispetto alle cellule di 
controllo MRC-5. Questo esperimento prevedeva l’infezione delle cellule NCI-
H295R e SW13, seminate alla concentrazione di 100.000 cellule/pozzetto in 
piastre da 12 pozzetti, con HCMV AD169 con una MOI particolarmente bassa 
(pari a 0,1). Le cellule e il medium di coltura sono stati raccolti dopo 1, 3, 5, 7 
giorni dall’infezione per la titolazione del virus, che è stata effettuata sia mediante 
real-time PCR quantitativa sia tramite il saggio delle placche. I risultati sono 
riportati nei grafici illustrati nelle figure 19 e 20, che dimostrano un incremento 
del titolo virale col trascorre del tempo, sia nel medium di coltura che nelle 
cellule.  
 

 
Figura 18. Analisi della cinetica di replicazione di HCMV effettuata misurando il numero 
di copie genomiche di HCMV nel medium di coltura delle cellule SW13, H295R e MRC5: 
analisi con real-time PCR quantitativa. 
 

 
Figura 19. Analisi della cinetica di replicazione di HCMV AD169 nelle cellule di 
carcinoma corticosurrenalico SW13 e H295R durante il “time corse” d’infezione: analisi 
con real-time PCR quantitativa del numero di copie genomiche di HCMV presenti negli 
estratti cellulari. 
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Dal grafico nella Figura 18, dove sono messi a confronto i dati relativi alle 
due linee corticosurrenaliche rispetto a quelli ottenuti dalle cellule di controllo 
MRC5, si rileva che nelle cellule surrenaliche NCI-H295R e SW13 il virus ha 
efficienza di replicazione simile, con una cinetica di tipo esponenziale. 
L’efficienza di replicazione è però nettamente inferiore a quella osservata nei 
fibroblasti MRC5. Bisogna comunque tener conto che il ceppo virale utilizzato è 
stato selezionato così da infettare con elevata efficienza le cellule MRC5. Dal 
grafico della Figura 19, risulta che, benché in entrambe le linee cellulari si registri 
un aumento del titolo virale, questo è più marcato nelle cellule NCI-H295R 
(l’aumento è circa 5,7 volte maggiore nelle cellule NCI-H295R rispetto alle 
cellule SW13 a 7 giorni post-infezione). Una maggiore efficienza di replicazione 
virale nelle cellule NCI-H295R è stata osservata anche titolando il virus nel 
medium di coltura cellulare, essendo il titolo virale nel medium di coltura delle 
NCI-H295R, a 7 giorni dall’infezione, maggiore del 25% rispetto a quello nel 
mezzo di coltura delle SW13. E’ da sottolineare che le cellule NCI-H295R 
producono ormoni steroidei, mentre le cellule SW13 non sono funzionanti . 

Questo esperimento di replicazione è in accordo con quanto già dimostrato da 
altri, che hanno condotto un simile studio di replicazione con MCMV (MOI=0,1) 
in una linea cellulare continua Y-1, derivata da carcinoma corticosurrenalico 
murino, usando come controllo fibroblasti murini (142). In questo studio, la 
replicazione virale è stata valutata nel corso di cinque giorni, sia nelle cellule sia 
nel medium di coltura, mediante un test di immunofluorescenza indiretta. I 
risultati hanno dimostrato la capacità di MCMV di infettare le cellule 
corticosurrenaliche murine Y-1, anche se l’efficienza di infezione nei fibroblasti è 
risultata maggiore sia nelle cellule (di circa il 90%) sia nel sovranatante (1,6 volte 
superiore al quinto giorno).   

 

7.3 L’infezione da HCMV di cellule corticosurrenaliche 
stimola la produzione di cortisolo e modula 
l’espressione degli enzimi della steroidogenesi  

 

Dopo aver dimostrato che il virus infetta e replica nelle cellule 
corticosurrenaliche umane, si è proceduto con lo studio dell’effetto dell’infezione 
virale sulla funzione delle cellule corticosurrenaliche NCI-H295R, scelte per la 
loro capacità di sintetizzare tutti gli ormoni steroidei corticosurrenalici e di 
mantenere molte delle caratteristiche funzionali del surrene normale (capacità di 
risposta a stimoli fisiologici, espressione di recettori cellulari, produzione di 
citochine, oltre a ormoni steroidei e peptidici). Per questi esperimenti, le cellule 
NCI-H295R sono state infettate con HCMV AD169 MOI 2, in modo da garantire 



Marta Trevisan  
 

 

 62 

0
0,5

1
1,5

2
2,5

3
3,5

4
4,5

8h 24h 72h

D
H

EA
-S

 ( 
g/

m
l) 

ctrl-
HCMV

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

8h 24h 72h

17


-e
st

ra
di

ol
o 

(p
g/

m
l) ctrl-

HCMV

una elevata percentuale di cellule infettate. A 8h, 24h, 72h post-infezione sono 
stati raccolti sia il medium di coltura, per la rilevazione di possibili variazioni 
nella secrezione ormonale attraverso dosaggio di steroidi, sia le cellule, da cui è 
stato estratto l’RNA per valutare con real-time RT-PCR eventuali effetti 
dell’infezione virale sull’espressione genica cellulare. La scelta dei time points è 
stata fatta facendo riferimento al precedente esperimento di analisi della cinetica 
di replicazione virale. L’esperimento è stato condotto due volte in duplicato.  

 

7.3.1 Effetto dell’infezione da HCMV sulla produzione di ormoni 
steroidei 

Raccolto il medium di coltura nei time point prestabiliti, sono stati dosati i 
principali ormoni steroidei della via mineralcorticoide (aldosterone), 
glucocorticoide (cortisolo), e androgenica (DHEA-S e 17β-estradiolo, prodotto di 
aromatizzazione del testosterone), mediante dei saggi ormonali (EIA ed ELISA 
competitivo). I risultati ottenuti sono espressi in pg/ml (tranne per DHEAS, i cui 
valori sono espressi in µg/ml) e sono riportati nei grafici della Figura 20. Nel 
sovranatante delle cellule infettate, le concentrazioni DHEAS sono lievemente 
inferiori rispetto al controllo, mentre le concentrazioni di aldosterone non variano 
significativamente. Ben più interessanti risultano essere i dati ottenuti per 
l’estradiolo e, soprattutto, per il cortisolo. Per entrambi si rileva un aumento della 
secrezione nelle cellule infettate rispetto ai controlli; tale incremento si accentua 
col passare del tempo e diventa netto alle 72h, quando sia cortisolo che 17β-
estradiolo risultano aumentati più di tre volte rispetto al controllo.  
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Figura 20. Analisi della secrezione ormonale da parte di cellule NCI-H295R infettate con 
HCMV AD169 a MOI=2 (CMV) e non infettate (CTRL) a 8h, 24h, 72h post infezione. Il 
dosaggio ormonale è stato effettuato mediante saggi ELISA o EIA. 
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7.3.2 Effetto dell’infezione di HCMV con particelle virali inattivate 
agli UV sulla produzione di ormoni steroidei 

In questo esperimento si è voluto verificare se l’effetto di aumento della 
produzione di ormoni steroidei indotto dall’infezione da HCMV sulle cellule di 
carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R fosse dovuto alla replicazione del virus 
e/o all’espressione dei geni virali, oppure all’interazione della particella virale con 
la cellula ospite. A tale scopo le cellule NCI-H295R subconfluenti sono state 
infettate con HCMV AD169 (MOI 2) o con particelle dello stesso stock virale, 
inattivate agli UV e quindi non replicanti. Le cellule di controllo sono state trattate 
nello stesso modo, fatta eccezione per la presenza del virus. A 8, 24, e 72 ore dopo 
l’infezione è stato prelevato il sovranatante e in questo si sono dosati cortisolo ed 
estradiolo tramite saggi EIA. Per confermare la differenza di infezione tra il virus 
attivo e le particelle virali inattivate agli UV, le cellule sono state sottoposte al test 
di immunofluorescenza per la proteina precoce pp72 (Figura 21).  

 
Figura 21. Analisi dell’efficienza di infezione di AD169 (c), AD169 trattato con gli UV (b) e 
controllo (a) nella linea cellulare NCI-H295R; saggio di immunofluorescenza per 
l’antigene precoce pp72. 

 
 
 
 
  
 
 
 

 
Figura 22. Analisi della secrezione di cortisolo ed estradiolo da parte di cellule NCI-
H295R infettate con HCMV AD169 (CMV), AD169 inattivato agli uv (UV) a MOI=2 e non 
infettate (CTRL) a 8h, 24h, 72h post infezione. Il dosaggio ormonale è stato effettuato 
mediante saggi ELISA o EIA sul medium di coltura. 
 

Come si può notare nei grafici della Figura 22, a conferma del risultato 
ottenuto precedentemente, nel sovranatante delle cellule infettate con il virus 
replicante a 72 ore p.i., il cortisolo risulta aumentato di circa due volte rispetto al 
controllo, e l’estradiolo di un terzo. Nel sovranatante delle cellule infettate con le 
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particelle virali inattivate agli UV, invece, le concentrazioni di cortisolo ed 
estradiolo risultano lievemente superiori rispetto al controllo, ma comunque simili 
a questo, indicando che l’effetto di aumento nella concentrazione di cortisolo è 
dovuto alla presenza di particelle virali replicanti (Figura 22).   

7.3.3 Effetto dell’infezione da HCMV sull’espressione degli enzimi 
della steroidogenesi 

Per capire se l’effetto dell’infezione da HCMV sulla steroidogenesi fosse 
associato a un cambiamento dell’espressione dei geni codificanti gli enzimi 
deputati alla sintesi di ormoni steroidei, è stata studiata l’espressione di alcuni di 
questi enzimi mediante real-time RT-PCR quantitativa.  

A tal fine, l’RNA totale estratto e purificato dalle cellule NCI-H295R dopo 
retrotrascrizione è stato valutato tramite real-time RT-PCR per l’analisi 
dell’espressione dei seguenti geni: 17α-idrossilasi (CYP17) 11β-idrossilasi 
(CYP11B1), aldosterone sintetasi (CYP11B2), 21β-idrossilasi (CYP21), 
cholesterol side-chain cleavage (CYP11A), aromatasi (CYP19), steroidogenic 
acute regulatory protein (StAR), 3β-idrossisteroidodeidrogenasi (HSD3B2). Il loro 
ruolo nella steroidogenesi è rappresentato nello schema della Figura 23.  

 
 

 
 
Figura 23. Schema rappresentante la successione delle reazioni coinvolte nella 
steroidogenesi, insieme agli enzimi che le catalizzano e ai loro substrati e  prodotti. 
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I risultati ottenuti, espressi come numero di copie del trascritto target rispetto 
alle copie del gene housekeeping GAPDH, sono riportati nei grafici della Figura 
24. L’espressione di StAR, enzima ubicato a monte del pathway della 
steroidogenesi e coinvolto nella risposta allo stress, aumentava nelle cellule 
infettate da AD169 rispetto al controllo, soprattutto durante le prime fasi 
dell’infezione, in accordo con una possibile risposta da stress promossa 
dall’entrata di HCMV nelle cellule. Al contrario, i trascritti di CYP11A e, 
soprattutto, di HSD3B2, codificanti enzimi coinvolti nelle fasi iniziali della 
steroidogenesi, risultano inibiti. 

L’espressione del gene CYP17, codificante l’enzima 17α-idrossilasi/17-20-
liasi, importante per la produzione dei 17-idrossisteroidi e degli ormoni sessuali, 
risultava ridotta di circa 5 volte nelle cellule infettate rispetto al controllo. Questo 
risultato è concordante con la ridotta produzione di DHEA-S nelle cellule infettate 
da HCMV. L’espressione di CYP21 (enzima che catalizza una tappa iniziale della 
sintesi del cortisolo), invece, risulta inibita dall’infezione virale. L’espressione di 
CYP11B1, codificante l’enzima che catalizza l’ultima tappa della produzione del 
cortisolo, è in pieno accordo con i dati dei saggi ormonali. Infatti, già a 8h 
dall’infezione, si rileva un forte incremento dell’espressione dell’enzima nelle 
cellule infettate, che aumenta ulteriormente nelle due successive raccolte. 

L’espressione di CYP11B2 (aldosterone sintetasi, che catalizza le ultime 
reazioni per la sintesi di aldosterone) rileva un aumento di circa 6 volte a 72h 
dall’infezione nelle cellule infettate rispetto al controllo. Questo risultato è in 
contrasto con quanto rilevato nel saggio di secrezione dell’aldosterone, che non 
subiva, infatti, alcuna alterazione dopo infezione. Un esperimento più prolungato 
nel tempo consentirà di verificare se l’aumento tardivo dell’espressione di 
CYP11B2  si accompagna ad un aumento della sintesi di aldosterone.  

Anche l’espressione dell’aromatasi o CYP19, enzima chiave per la sintesi 
dell’estradiolo; risultano particolarmente aumentati durante le prime ore dopo 
l’infezione, in accordo con un l’aumento del 17β-estradiolo riscontrato con il 
dosaggio ormonale. 
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Figura 24.  Grafici illustranti l’espressione dei trascritti dei geni StAR, CYP11A, CYP17 e 
HSD3B2, CYP19, CYP21, CYP11B1 e CYP11B2 misurata mediante real-time PCR 
quantitativa in cellule NCI-H295R infettate da HCMV AD169 MOI 2 (HCMV) o non 
infettate (CTRL).  
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I risultati di questi esperimenti sono sintetizzati in Figura 25. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 25. Schema dell’espressione degli enzimi della steroidogenesi, misurati nelle 
cellule NCI-H295R infettate da HCMV AD169. Sono evidenziati in verde e in rosso i geni 
che sono risultati rispettivamente repressi o indotti. 

7.3.4 Effetto dell’infezione da HCMV sull’espressione di recettori 
nucleari implicati nella regolazione dell’espressione degli 
enzimi della steroidogenesi 

Nei medesimi esperimenti di infezione riportati sopra, nei quali sono stati 
dosati gli ormoni steroidei prodotti dalle cellule infettate da AD169 e 
l’espressione degli enzimi della steroidogenesi, è stata valutata, mediante real-
time RT-PCR quantitativa, l’espressione di alcuni fattori di trascrizione in grado 
di modulare la steroidogenesi: dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia 
congenita critical region on the X chromosome, gene-1 (DAX1), liver receptor 
homolog (LRH), steroidogenic factor-1 (SF1), e small heterodimer partner (SHP). 
Tutti questi fattori fanno parte della superfamiglia dei recettori nucleari che 
consiste di una serie di fattori trascrizionali in grado di modulare l’espressione 
genica in risposta a diversi stimoli fisiologici e di avere un ruolo importante 
nell’omeostasi cellulare e nello sviluppo. DAX-1 e SHP fanno parte della famiglia 
di recettori orfani NR0B e la loro funzione sembra essere quella di inibire l’azione 
di molti recettori nucleari attraverso interazioni eterodimeriche. DAX-1, tra le sue 
varie funzioni, ha anche quella di inibire l’espressione di StAR portando, di 
conseguenza, ad un blocco della produzione di ormoni steroidei (143); è inoltre in 
grado di agire come proteina co-regolatrice inibente l’attività trascrizionale di 
diversi recettori nucleari tra cui NR5A1 codificante per il fattore di trascrizione 

STAR

CYP11A

HSD3B2

CYP21

CYP11B1

CYP17 SULT2A1

Colesterolo

Pregnenolone

Progesterone

DOC Deossicortisolo

Corticosterone

Aldosterone

Cortisolo

17OH Preg DHEA DHEA-S

HSD17B3

CYP19

Estradiolo

Testosterone

17OH Prog Androstenedione

18OH-corticosteroneC
Y

P1
1B

2

STAR

CYP11A

HSD3B2

CYP21

CYP11B1

CYP17 SULT2A1

Colesterolo

Pregnenolone

Progesterone

DOC Deossicortisolo

Corticosterone

Aldosterone

Cortisolo

17OH Preg DHEA DHEA-S

HSD17B3

CYP19

Estradiolo

Testosterone

17OH Prog Androstenedione

18OH-corticosteroneC
Y

P1
1B

2



Marta Trevisan  
 

 

 68 

SF-1

0

0.05

0.1

0.15

0.2

 8h  24h  72h

co
pi

e 
SF

-1
/G

AP
DH

 m
RN

A

CTRL  
HCMV 

SHP

0
0.0001

0.0002
0.0003

0.0004
0.0005

0.0006
0.0007

0.0008

 8h  24h  72h

co
pi

e 
S

H
P

/G
A

PD
H

 m
R

N
A

CTRL  
HCMV 

SF-1 (144). SF-1 è infatti un regolatore chiave dell’espressione genica delle 
idrolasi e viene espresso a diversi livelli del sistema riproduttivo. Numerosi studi 
dimostrano che SF-1 e DAX1 agiscono come antagonisti nella regolazione di 
molti processi mediati dall’ACTH. I grafici della Figura 26 mostrano gli 
andamenti dell’espressione genica di tali fattori di trascrizione nelle cellule 
corticosurrenaliche NCI-H295R dopo infezione con HCMV. Come si può notare 
dai grafici, l’espressione di DAX1 risulta inibita durante tutto il time-course 
d’infezione in accordo con l’aumentata produzione di ormoni steroidei riscontrata 
nei dosaggi ormonali e con l’aumentata espressione del gene StAR rilevata 
tramite real-time RT-PCR. Non chiaro sembra essere il meccanismo attraverso il 
quale si ha un’inibizione di SF1, antagonista di DAX1, e un’induzione di SHP, 
inibitore della steroidogenesi, anche se questo dato potrebbe essere spiegato come 
risultato di un meccanismo di feed-back negativo. 
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7.3.5 Effetto dell’infezione da HCMV sull’espressione di citochine 
implicate nella regolazione dell’espressione degli enzimi della 
steroidogenesi 

Poiché è ormai nota la capacità del sistema immunitario di interagire col 
sistema endocrino in condizioni di stress attraverso alcune citochine 
proinfiammatorie come IL-6, si è voluto studiare mediante real-time RT-PCR 

Figura 26. Grafici illustranti 
l’espressione dei trascritti dei fattori di 
trascrizione DAX-1, SF-1 e SHP 
misurata mediante real-time RT-PCR 
quantitativa in cellule NCI-H295R 
infettate con HCMV AD169 MOI 2 
(HCMV) o non infettate (CTRL). 
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quantitativa l’espressione dei trascritti di questa proteina. Il grafico riportato in 
Figura 27 mostra che l’infezione virale determina un netto aumento della 
trascrizione di questo gene, soprattutto a 8 e 24 h dall’infezione. Alla misurazione 
mediante saggio ELISA, la citochina prodotta nel medium di coltura delle cellule 
risultava però indosabile.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

7.4 Effetto degli ormoni steroidei sulla replicazione di 
HCMV 

 
Studi riportati in letteratura hanno dimostrato che il trattamento con 

corticosteroidi di fibroblasti e di cellule embrionali di rene infettate da HCMV 
aumenta la produzione di virioni infettivi (136,137). Il trattamento con 
idrocortisone rende inoltre permissivi all’infezione da HCMV macrofagi in 
coltura (135).  

In questa parte dello studio si è voluto valutare se il trattamento con 
idrocortisone modifica la cinetica di replicazione di HCMV in cellule 
corticosurrenaliche e se l’inibizione della steroidogenesi surrenalica con 
aminoglutetimide modula la replicazione di HCMV nelle stesse cellule. 

A tale scopo, le cellule NCI-H295R ed SW13 sono state pre-trattate con 
idrocortisone 10 M o, in alternativa, con aminoglutetimide 300 M durante le 48 
ore antecedenti l’infezione virale. Dopo infezione con HCMV AD169 (MOI=0,1) 
e contemporaneo trattamento con l’uno o l’altro farmaco (o la combinazione di 
idrocortisone e aminoglutetimide), sono stati raccolti sia il mezzo di coltura che le 
cellule ai giorni 1, 3, 5, 7, 9, 11 per la misurazione della carica virale tramite real-
time PCR, previa purificazione del DNA. I fibroblasti MRC-5, utilizzati come 
controllo d’infezione, sono stati invece pre-trattati con il solo idrocortisone 10 
e dopo 48 ore sono stati infettati con HCMV AD169 (MOI=0,1); le raccolte 
delle cellule e del mezzo di coltura, in questo caso, sono avvenute a 1, 3, 5, 7 
giorni dopo l’infezione. 

Figura 27. Risultati dell’analisi 
dell’espressione di IL-6 mRNA, 
valutata tramite real-time RT-
PCR a 8h, 24h, 72h post 
infezione in cellule NCI-H295R 
infettate con HCMV AD169 a 
MOI=2 (CMV) e non infettate 
(ctrl -).  
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I fibroblasti MRC-5 trattati con idrocortisone dimostrano un titolo di HCMV 
AD169 più elevato rispetto al controllo non trattato. L’aumento del titolo virale si 
osserva sia nelle cellule che nel mezzo di coltura e, fatto interessante, l’aumento 
del titolo virale nelle cellule precede l’aumento del titolo osservato nel medium di 
coltura (terza e quinta giornata, rispettivamente (Figura 28).  

Nelle cellule NCI-H295R infettate da AD169 si osserva un picco di 
produzione virale in corrispondenza del quinto giorno post-infezione; il titolo 
virale torna a livelli più bassi nei giorni successivi. Nel mezzo di coltura delle 
stesse cellule il titolo virale aumenta progressivamente, fino a raggiungere un 
picco in nona giornata post-infezione. Nelle cellule NCI-H295R trattate con 
idrocortisone non si osserva un significativo aumento del titolo virale e nel mezzo 
di coltura delle stesse cellule il titolo virale sembra addirittura più basso rispetto al 
controllo non trattato, soprattutto in settima giornata post-infezione. Il trattamento 
con aminoglutetimide da solo non modifica significativamente il titolo virale 
intracellulare, mentre sembra indurre dei picchi di produzione del virus nel mezzo 
di coltura in corrispondenza della quinta e nona giornata post-infezione. Analogo 
andamento del titolo virale si osserva nelle cellule trattate con la combinazione 
idrocortisone-aminoglutetimide. 

Rispetto alle cellule NCI-H295R, le cellule SW13 infettate con AD169 
dimostrano un minor titolo virale sia intracellulare che nel mezzo di coltura. Ciò 
potrebbe indicare una minore suscettibilità delle cellule SW13 all’infezione da 
AD169 o una minore permissività alla replicazione virale. Dopo l’infezione, il 
titolo virale aumenta progressivamente sia nelle cellule che nel mezzo di coltura. 
L’osservazione fino all’undicesima giornata post-infezione non sembra dimostrare 
picchi di produzione virale, oltre a una fase di plateau in nona giornata. Nelle 
cellule SW13 trattate con idrocortisone non si osserva un significativo aumento 
del titolo virale, mentre nel mezzo di coltura delle stesse cellule si osservano 
picchi con elevato titolo virale in quinta ed in nona giornata post-infezione. Il 
trattamento con aminoglutetimide da solo non modifica significativamente il titolo 
virale intracellulare, mentre sembra indurre un picco di produzione del virus nel 
mezzo di coltura in corrispondenza della nona giornata post-infezione. Nelle 
cellule trattate con la combinazione idrocortisone-aminoglutetimide il titolo virale 
nel mezzo di coltura risulta più basso rispetto al controllo non trattato. 
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Figura 28. Andamento del titolo virale di HCMV AD169 nel medium di coltura o associato 
alle cellule dopo infezione e contemporaneo trattamento con idrocortisone 10 µM, 
amminoglutetimide 300 µM o entrambi i farmaci. 
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7.5 Effetto dell’infezione da AD169 HCMV sulla crescita  
delle cellule di carcinoma corticosurrenalico NCI-
H295R 

 
In questa parte dello studio si è voluto verificare l’impatto dell’infezione da 

HCMV AD169 sulle cellule NCI-H295R in termini di effetto citopatico, apoptosi, 
ciclo cellulare e proliferazione cellulare. 

7.5.1 Valutazione dell’effetto citopatico dovuto all’infezione da 
AD169 HCMV sulle cellule NCI-H295R: infezione litica o 
persistente? 

 
Al fine di valutare se l’infezione da HCMV AD169 sia in grado di 

produrre produrre un effetto di tipo citopatico e se l’infezione sia di tipo 
persistente oppure di tipo litico, le cellule NCI-H295R, seminate in fiasche 
T75, sono state infettate con HCMV AD169 (MOI 2) e coltivate per diverse 
settimane. Le cellule di controllo sono state trattate come le cellule infettate 
fatta eccezione per la presenza del virus. Per poter valutare l’efficienza di 
infezione, sia le cellule infettate che quelle di controllo sono state 
periodicamente seminate in shell vials ed il grado di infezione è stato valutato 
tramite la tecnica di immunofluorescenza per l’antigene precoce pp72. La 
morfologia cellulare è stata valutata giornalmente tramite microscopia ottica 
confrontando le cellule infettate con quelle di controllo.  Dopo 3 settimane 
dall’infezione si è osservato un effetto citopatico caratterizzato dalla presenza 
di cellule apoptotiche vacuolizzate, che nei successivi passaggi, sono andate 
incontro a necrosi (Figura 29). 

 

 

 
 
 

A 

B Figura 29. Immagini 
ottenute al microscopio 
ottico delle cellule NCI-
H295R infettate con 
HCMV AD169 (MOI2) 
(B), e del relativo 
controllo (A), dopo 21 
giorni d’infezione, a due 
ingrandimenti diversi.  
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7.5.2 Effetto dell’infezione di HCMV sulla morte cellulare 
programmata della linea di carcinoma corticosurrenalico 
NCI-H295R 

 
Dopo aver valutato l’effetto citopatico causato dall’infezione di HCMV 

sulla linea NCI-H295R, si è voluto valutare l’effetto dell’infezione da HCMV 
sulla morte cellulare programmata o apoptosi. Le cellule NCI-H295R, seminate 
in pozzetti da 24 wells,  sono state trattate con HCMV AD169 (MOI 2), con 
etoposide 100 M (induttore di apoptosi), o con entrambi.  Dopo 24 e 72 ore 
dall’infezione le cellule sono state colorate con un anticorpo anti-annexina V 
legato a FITC e con propidio ioduro, e sono state  analizzate in citometria a 
flusso con il FACSCalibur leggendo l’emissione di fluorescenza a 530 nm e > 
575 nm (figure 30-31). Essendo l’etoposide in grado di indurre apoptosi 
agendo a livello delle topoisomerasi II, tale farmaco è stato utilizzato come 
controllo positivo di infezione. Dopo sole 24 ore dall’infezione infatti, il 20% 
in più di cellule risultano apoptotiche rispetto al controllo. Le cellule infettate 
con HCMV AD169 presentano una percentuale di cellule apoptotiche che 
supera il controllo del 3%, mentre risultano aumentate del 16% in più le cellule 
in necrosi, conseguenza dell’effetto diretto dell’infezione virale. Interessante 
notare come l’infezione con HCMV MOI 2 combinata al trattamento con 
etoposide 100 M risulti in un effetto sinergico che porta il numero di cellule 
apoptotiche a superare il controllo del 29% a sole 24 p.i. (Figura 32). A 72 ore 
dall’infezione l’andamento dell’apoptosi nelle cellule NCI-H295R risulta 
simile, ma l’effetto è sicuramente più marcato. Nelle cellule trattate con 
etoposide, quelle apoptotiche risultano essere il 28% in più rispetto alle cellule 
di controllo e, nel caso delle cellule infettate con HCMV, il 6%. L’effetto 
sinergico di etoposide 100 M e HCMV risulta ancora più importante alle 72 h 
p.i. Il 22% in più delle cellule rispetto a quelle di controllo risulta infatti in 
stato di apoptosi mentre il 43% delle cellule rispetto al controllo risulta essere 
in stato di necrosi post-apoptotica, stadio successivo all’entrata delle cellule 
stesse in apoptosi. Le cellule vive in quest’ultimo caso infatti risultano essere 
del 64% inferiori al controllo.  

 
 
 
 

 



Marta Trevisan  
 

 

 74 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Dot plot ed istogrammi dell’analisi di apoptosi effettuata al citofluorimetro a 24 
ore dall’infezione di HCMV AD169 sulla linea di carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R 
(a). Sovrapposizione dei quattro istogrammi (b).  

a. 

b. 
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Figura 31.  Dot plot ed istogrammi dell’analisi di apoptosi effettuata al citofluorimetro a 72 
ore dall’infezione di HCMV AD169 sulla linea di carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R 
(1). Sovrapposizione dei quattro istogrammi (2). 

1. 

2. 
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Figura 32. Analisi dell’apoptosi cellulare causata da HCMV AD169, etoposide 100 M e 
la combinazione dei due, nella linea di carcinoma corticosurranalico NCI-H295R, a 24 e 
72 ore post-infezione. 
 

7.5.3 Effetto dell’infezione di HCMV sulla proliferazione delle cellule 
della linea di carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R  

 
Al fine di poter valutare l’impatto dell’infezione da HCMV sulla 

proliferazione delle cellule della linea di carcinoma corticosurrenalico NCI-
H295R, tali cellule sono state seminate in micropiastre da 96 wells e infettate con 
HCMV AD169 ad una MOI di 0.1, 2 e 4. Nelle ultime 16 ore precenti alla raccolta 
(24 e 72 ore) le cellule sono state trattate con BromodeossiUridina (BrdU) e, a 24 e 
72 ore dall’infezione, le cellule sono state fissate, denaturate, e trattate con un 
anticorpo primario anti-BrdU. Le cellule sono quindi state incubate con un 
anticorpo secondario coniugato ad una perossidasi di rafano e infine la reazione è 
stata bloccata con una stop solution. Dal calcolo dell’assorbanza (450 nm) si è 
riusciti a risalire alla quantità di DNA sintetizzato rispetto al controllo (Figura 33).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Analisi della proliferazione delle cellule NCI-H295R infettate con HCMV 
AD169 alle MOI di 0.1, 2, 4 dopo 24 e 72 ore dall’infezione. Saggio della BrdU. 
 

Come si può notare dai grafici riportati in Figura 33, che rappresentano la 
percentuale di BrdU incorporata nel DNA sintetizzato rispetto al controllo, durante 
le prime 24 ore p.i. la quantità di DNA rimane invariata nelle cellule infettate 
rispetto al controllo, fatta eccezione per le cellule trattate con una MOI bassa (0.1), 
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nelle quali si può notare una lieve diminuzione della proliferazione cellulare. A 72 
h p.i., invece, la sintesi del DNA cellulare, e quindi la proliferazione cellulare, 
risulta ridotta di una percentuale che varia in base alla MOI d’infezione dal 20 al 
35%, rispetto al controllo.  
 

7.5.4 Impatto dell’infezione di HCMV  sul ciclo cellulare della 
linea di carcinoma corticosurrenalco NCI-H295R  

 

Al fine di valutare l’impatto dell’infezione virale di HCMV sul ciclo 
cellulare della linea di carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R, le cellule 
subconfluenti, seminate in piastre da 6 wells, sono state sincronizzate per 
mezzo della privazione di siero nelle 24 ore antecedenti l’infezione, infettate 
con HCMV AD169 (MOI 2) e sono state raccolte a 72 ore e 7 giorni 
dall’infezione. Le cellule sono state successivamente fissate in etanolo 70%, 
lavate con un buffer fosfato-citrato, trattate con RNase, colorate con Propidio 
Ioduro (PI) e analizzate al citofluorimetro per valutare la quantità di PI 
incorporata nel DNA (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 34. Istogrammi di analisi del ciclo cellulare delle cellule NCI-H295R infettate con 
HCMV AD169 (MOI 2) (pannello in basso ) e delle stesse cellule non infettate (pannello 
in alto)  colorate con PI a  3 (A) e 7 (B) giorni post-infezione. 
 

Dopo 72  ore dall’infezione con HCMV il 4% delle cellule NCI-H295R 
rispetto al controllo risulta in fase S del ciclo cellulare.  La fase G2 risulta in 
concomitanza diminuita per la stessa percentuale; le cellule presenti in fase G1 
rimangono invece costanti nel numero. Ad una settimana dall’infezione la 

A B 
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situazione rimane quasi invariata. Vi è infatti una lieve aumento della fase S a 
discapito sia della fase G1 che G2.  

 
 

7.6 Effetto di HCMV sul profilo di espressione genica di 
cellule corticosurrenaliche 

  
In questa parte dello studio la tecnica dei microarray a DNA è stata utilizzata 

per poter meglio comprendere gli effetti dell’infezione da HCMV sulle cellule di 
carcinoma corticosurrenalico SW13 e NCI-H295R. A questo scopo è stato 
eseguito un esperimento time-course di infezione delle cellule con HCMV MOI=2 
e raccolta delle cellule per l’estrazione di RNA e analisi dei microarray a 8h, 24h 
e 72h p.i.. La scelta dei tempi dell’esperimento è basata sulle conoscenze sul ciclo 
replicativo di HCMV ed effetto sul profilo di espressione genica nei fibroblasti 
(14). L’RNA totale delle cellule infettate e non infettate è stato purificato, quindi 
amplificato utilizzando il kit SuperScript™ Indirect RNA Amplification System 
dell’Invitrogen e ne è stata effettuata una valutazione di tipo quali-quantitativa 
tramite tecnologia Agilent (Bioanalyzer 2100, Figura 35); dopo tale valutazione 
l’aRNA così ottenuto è stato marcato e ibridato in ugual quantità su microarray 
rappresentativi del genoma umano. L’esperimento è stato condotto due volte in 
duplicato con inversione dei fluorocromi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 35. Esempio di analisi quali-quantitativa effettuata con il Byoanalyzer 2100 
dell’Agilent sull’aRNA amplificato. A sinistra si può vedere il ladder di controllo e a destra 
l’esempio di un campione. 
 

Prima di procedere all’analisi statistica dei risultati, dati (corrispondenti a 
47616 spot depositati in duplicato) sono stati normalizzati, sia all’interno che fra 
gli array, applicando la tecnica che è risultata migliore in termini di deviazione 
mediana assoluta, ossia i valori di background delle sottogriglie (vedi Tabella 4 ed 
esempio di normalizzazione in Figura 36). 
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Tabella 4. Risultati della normalizzazione dei dai dei microarray utilizzando diversi 
metodi di normalizzazione. 
 

MAD V1 v2 v3 v4 v5 v6 
None 0.8319102 0.4775622 0.5374211 0.6208756 0.6811533 0.6773372 
Median 0.8319102 0.4775622 0.5374211 0.6208756 0.6811533 0.6773372 
Lowess 0.7321004 0.4749107 0.3278327 0.3645438 0.5986083 0.5116818 
Print-tip 0.7192199 0.4507349 0.3111587 0.3486752 0.5345165 0.4833085 
TwoD 0.79815 0.4672532 0.5205538 0.5781198 0.6730334 0.6699129 

 

 
Figura 36. Esempio di normalizzazione di dati di un microarray secondo “print-tip”. 

 
Dal dataset sono stati successivamente tolti 4960 spot (absent, empty, 

alignment, intensity) in modo da lavorare solamente sugli spot che codificano per 
i geni. È stato quindi ottenuto un set di 21328 spot replicati. Prima di eseguire 
l’analisi sono stati inoltre eliminati i geni che presentavano almeno un valore 
mancante in quanto era necessaria una matrice completa di dati. Di conseguenza, 
la selezione dei geni differenzialmente espressi è stata effettuata su un dataset di 
geni che presentavano tutti i valori delle repliche. 

I geni differenzialmente espressi sono stati ordinati utilizzando una statistica 
basata sulla non-costanza del livello di espressione dei geni nel tempo tenendo in 
considerazione la struttura di correlazione fra gli istanti temporali e le repliche 
(esempio in Figura 37). Questa statistica include anche una moderazione per 
limitare i falsi positivi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 37. Esempio di 
analisi temporale dei 
dati di espressione 
genica, a 8h, 24h e 72 
ore dall’infezione, 
mediante analisi di 
cluster “self-organizing 
maps” (SOM). 
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7.6.1 Analisi temporale del profilo di espressione genica di cellule 
SW-13 dopo infezione da HCMV AD169 

L’analisi temporale del profilo di espressione genica delle cellule SW-13 
infettate da HCMV AD169 mostrava un aumento dei geni modulati dall’infezione 
durante il time-course dell’esperimento (Figura 38). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 38. Box plot dei rapporti di espressione genica di cellule SW13 infettate da AD169 
HCMV. Il numero di geni modulati dall’infezione virale aumenta durante il time-course 
dell’esperimento. 

 
 
La seguenti tabelle riportano i geni con repliche concordi nei rispettivi istanti 

temporali, suddivisi tra sovraespressi e sottoespressi con una soglia di ± 0.99 
(CV).  

 
Tabella 5. Geni sovraespressi alle 8 ore 
Gene ID 8h pairMean 

(locBGC) 
difference 

023J17_Homo sapiens PRO1716 mRNA, complete cds 5,1799 
041J06_GalNAc-4-sulfotransferase 2 4,9268 
043A13_Histamine receptor H2 3,2669 
044M13_Homo sapiens cDNA FLJ25251 fis, clone STM03603 3,1880 
037K11_Fructosamine-3-kinase 3,1862 
039E11_ESTs, Weakly similar to ATHU actin alpha 1, skeletal muscle [H.sapiens] 3,1438 
036I22_Homo sapiens cDNA FLJ30722 fis, clone FCBBF4000268 3,0283 
040A22_Homo sapiens cDNA FLJ13446 fis, clone PLACE1002968 2,7941 
056E19_Homo sapiens cDNA FLJ30217 fis, clone BRACE2001709, highly similar to Homo sapiens 
anaphase-promotin 

2,6169 

022K01_Cytochrome P450, subfamily IIIA, polypeptide 7 2,6002 
008D17_Hypothetical protein FLJ00012 2,5758 
023J18_KIAA1276 protein 2,5469 
021B23_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586B0220 (from clone DKFZp586B0220) 2,5304 
041B11_Homo sapiens chromosome 21 open reading frame 42 (C21orf42), mRNA 2,4567 
012M22_Agouti signaling protein, nonagouti homolog (mouse) 2,4365 

8h 24h 72h8h 24h 72h
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002F20_Egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like sequence 1 2,4183 
049E21_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564H0616 (from clone DKFZp564H0616) 2,3707 
017A22_Amiloride binding protein 1 (amine oxidase (copper-containing)) 2,3270 
011D06_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp434O1311 (from clone DKFZp434O1311) 2,2602 
023J09_Homo sapiens PAC clone RP4-771P4 from 7q11.21-q11.23 2,2507 
056N18_Homo sapiens cDNA FLJ25012 fis, clone CBL01290 2,2303 
025J16_Homo sapiens cDNA FLJ11778 fis, clone HEMBA1005911 2,2146 
018A20_Fc fragment of IgG, low affinity IIa, receptor for (CD32) 2,1805 
047B10_Hypothetical protein PRO1438 2,1723 
049N02_Homo sapiens cDNA: FLJ21198 fis, clone COL00220 2,1346 
049H09_Homo sapiens cDNA: FLJ21520 fis, clone COL05874 2,1270 
035O18_Homo sapiens, Similar to thymus expressed gene 3, clone MGC:15476 IMAGE:2967514, 
mRNA, complete cds 

2,1160 

054I21_Homo sapiens, clone MGC:2908 IMAGE:3029644, mRNA, complete cds 2,1098 
004P05_Hypothetical protein FLJ10081 2,0992 
041F08_Homo sapiens cDNA FLJ32572 fis, clone SPLEN2000205 2,0948 
054F04_Homo sapiens, Similar to hypothetical protein FLJ10702, clone MGC:21954 
IMAGE:4391821, mRNA, complet 

2,0806 

040H24_Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 7 2,0771 
053D13_Disabled homolog 1 (Drosophila) 2,0562 
036D15_Insulin-like 6 2,0423 
012K13_Homo sapiens mRNA full length insert cDNA clone EUROIMAGE 191017 2,0377 
030E24_KIAA1193 protein 2,0228 
043O13_Olfactory receptor, family 10, subfamily H, member 1 2,0188 
052N10_Phytanoyl-CoA hydroxylase interacting protein 2,0016 
033M15_Hypothetical protein FLJ21415 1,9971 
047F12_CC chemokine CCL28 1,9948 
054E09_NG23 protein 1,9850 
025A23_Hypothetical protein FLJ22404 1,9835 
057A21_Homo sapiens, clone IMAGE:4800052, mRNA, partial cds 1,9728 
008H23_TRAF interacting protein 1,9429 
054J15_Homo sapiens cDNA FLJ31322 fis, clone LIVER2000033, weakly similar to TUMOR 
NECROSIS FACTOR, ALPHA-I 

1,9180 

051O16_Putative microtubule-binding protein 1,9153 
026F08_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp434L2430 (from clone DKFZp434L2430) 1,9102 
019B17_Homo sapiens cDNA FLJ13656 fis, clone PLACE1011520 1,8981 
034J14_Homo sapiens cDNA FLJ12305 fis, clone MAMMA1001890 1,8854 
056D23_Homo sapiens cDNA FLJ32759 fis, clone TESTI2001793, moderately similar to Human 
B219/OB receptor isoform 

1,8805 

 
Tabella 6. Geni sottoespressi alle 8 ore 
Gene ID 8h pairMean 

(locBGC) 
difference 

032I21_Synaptonemal complex protein 1 -3,8180 
004M16_Ras homolog gene family, member E -3,0302 
011H03_Hypothetical protein FLJ11082 -3,0076 
028O19_Adenosine monophosphate deaminase 1 (isoform M) -2,9942 
050D14_Homo sapiens cDNA FLJ30162 fis, clone BRACE2000565 -2,9048 
040B08_Homo sapiens cDNA FLJ14056 fis, clone HEMBB1000335 -2,8673 
002H17_Macrophage stimulating 1 receptor (c-met-related tyrosine kinase) -2,8579 
003H18_Hypothetical protein MGC10433 -2,8342 
040N12_Hypothetical protein FLJ10989 -2,8148 
034L12_Homo sapiens cDNA FLJ30580 fis, clone BRAWH2006996 -2,7935 
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030D04_Cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 6 -2,7403 
044O16_Hypothetical protein FLJ20320 -2,6757 
055J09_Homo sapiens cDNA FLJ31010 fis, clone HLUNG2000174 -2,6651 
026N05_Prefoldin 2 -2,6035 
009L07_Hypothetical protein FLJ11106 -2,5412 
050L14_Interleukin 24 -2,5163 
018P07_Mitochondrial ribosomal protein S21 -2,5048 
019J15_Fas (TNFRSF6)-associated via death domain -2,4788 
011A04_ATPase, Class VI, type 11A -2,4770 
004O05_Synapsin II -2,3875 
022O19_Neuralized-like (Drosophila) -2,2649 
004F05_COBW-like protein -2,2271 
035F24_Homo sapiens cDNA FLJ32717 fis, clone TESTI2000819 -2,2127 
052D12_Homo sapiens cDNA FLJ14422 fis, clone HEMBA1005680 -2,2093 
047L19_BarH-like 1 (Drosophila) -2,1753 
024C24_T-cell activation protein -2,1660 
010I11_Hypothetical protein P15-2 -2,1438 
003C04_CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase II, polypeptide A) phosphatase, subunit 1 -2,1163 
005N09_Solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 4 -2,1142 
032C16_Melanoma antigen, family B, 2 -2,1092 
004B06_Homo sapiens clone 23809 mRNA sequence -2,1001 
017O14_EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 -1,9408 
040P10_Interleukin-1 homolog 1 -1,9368 
055E13_Homo sapiens cDNA FLJ11666 fis, clone HEMBA1004672 -1,8879 
058B01_H2B histone family, member Q -1,8826 
055J02_Seven transmembrane domain orphan receptor -1,8550 
025H22_Homo sapiens cDNA: FLJ23508 fis, clone LNG03158 -1,8313 
053I15_KRAB zinc finger protein KR19 -1,8296 
040E10_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564G103 (from clone DKFZp564G103) -1,8269 

 
 
 
Tabella 7. Geni sovraespressi alle 24 ore 
Gene ID 24h Mean 

(locBGC) 
difference 

020N04_Myosin IXB 3,381374885 
042H03_Homo sapiens PAC clone RP4-751H13 from 7q35-qter 3,013525306 
005L08_Homo sapiens cDNA FLJ31238 fis, clone KIDNE2004864 2,925448843 
043J18_Sodium channel, voltage-gated, type X, alpha polypeptide 2,827965652 
044K08_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp761G18121 (from clone DKFZp761G18121); 
complete cds 

2,780922005 

007B24_Homo sapiens, clone IMAGE:2959994, mRNA 2,734078159 
014L13_Phenylalanine-tRNA synthetase 2,717506679 
004I06_Hypothetical protein DKFZp564O1664 2,58032268 
050M16_Homo sapiens cDNA FLJ25214 fis, clone REC08615 2,537707034 
006B05_DKFZP434J214 protein 2,522011403 
044M20_Homo sapiens cDNA FLJ25438 fis, clone TST08327 2,515921415 
004G06_Vacuolar protein sorting 45A (yeast) 2,507575242 
041B11_Homo sapiens chromosome 21 open reading frame 42 (C21orf42), mRNA 2,507338685 
009O01_KIAA0774 protein 2,444969514 
033E07_KIAA1285 protein 2,384391959 
049N02_Homo sapiens cDNA: FLJ21198 fis, clone COL00220 2,375177148 
024L09_Homo sapiens cDNA FLJ14261 fis, clone PLACE1001545 2,346269892 
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004A07_Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 2,323225388 
038G10_Homo sapiens cDNA FLJ12163 fis, clone MAMMA1000594 2,321323085 
023F05_Interferon stimulated gene (20kD) 2,304625825 
002P01_Cas-Br-M (murine) ectropic retroviral transforming sequence b 2,293434247 
012A17_Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide 2,214134277 
052J21_Homo sapiens cDNA FLJ14956 fis, clone PLACE3000388 2,205282922 
003N05_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586C0224 (from clone DKFZp586C0224) 2,184860905 
005E22_Hypothetical protein DKFZp761M0423 2,184637287 
048A19_Protocadherin gamma subfamily B, 6 2,181046386 
054I17_Homo sapiens cDNA FLJ14930 fis, clone PLACE1009335 2,153016764 
008P13_Human DNA sequence from clone GS1-115M3 on chromosome Xq27.1-28 Contains a gene 
for a novel protein, 

2,14883705 

027I10_Homo sapiens cDNA FLJ12053 fis, clone HEMBB1002043 2,147455385 
004C08_Fibroblast growth factor 13 2,141841941 
047M08_Hypothetical protein PRO2130 2,140118709 

 
 
Tabella 8. Geni sottoespressi alle 24 ore 
Gene ID 24h Mean 

(locBGC) 
difference 

008K07_Homo sapiens cDNA FLJ11385 fis, clone HEMBA1000520 -3,995324582 
011L17_KIAA0356 gene product -3,51011617 
014B06_Sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain, (semaphorin) 6C -3,262463548 
020N10_Homo sapiens cDNA FLJ32330 fis, clone PROST2004742 -3,189339845 
047O24_Hypothetical protein PRO1617 -3,138260089 
024B11_Homo sapiens cDNA FLJ12996 fis, clone NT2RP3000235 -2,934723308 
006D06_Hypothetical protein FLJ14566 -2,789029866 
015A13_Catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 -2,780477339 
011P06_Homo sapiens clone 23832 mRNA sequence -2,679818239 
048P19_Caspase recruitment domain protein 14 -2,674436176 
026K07_Cortactin binding protein 2 -2,617391902 
014N15_Highly expressed in cancer, rich in leucine heptad repeats -2,498149073 
046J04_A disintegrin and metalloproteinase domain 19 (meltrin beta) -2,468685388 
015K23_Hypothetical protein MGC11314 -2,460763888 
015P06_CD38 antigen (p45) -2,410013537 
030D19_KIAA1324 protein -2,407281741 
016N14_KIAA0275 gene product -2,357384337 
023K19_Hypothetical protein FLJ23506 -2,355840642 
046F19_Hypothetical protein FLJ10921 -2,328766151 
004D05_MAGE-E1 protein -2,313230626 
010I05_Hypothetical protein MGC10471 -2,309207749 
041E08_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586C2020 (from clone DKFZp586C2020) -2,277967275 
040H02_Homo sapiens mRNA for FLJ00092 protein, partial cds -2,273411991 
010K14_V-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived (avian) -2,243442947 
035J21_Olfactory receptor, family 7, subfamily C, member 1 -2,206916047 
029D11_Hypothetical protein FLJ20689 -2,190416863 
040C08_Homo sapiens clone N11 NTera2D1 teratocarcinoma mRNA -2,169175573 
005L06_Hypothetical protein FLJ10055 -2,159176199 
040P14_Homo sapiens cDNA FLJ30671 fis, clone FCBBF1000687, moderately similar to Mus 
musculus Rap2 interact 

-2,153747565 

056C12_Homo sapiens S100Z protein mRNA, complete cds -2,146071509 
014C03_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp547E107 (from clone DKFZp547E107) -2,125009587 
017G10_CREBBP/EP300 inhibitory protein 1 -2,101573213 
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024C12_Homo sapiens, Similar to AE-binding protein 2, clone MGC:23151 IMAGE:4843866, 
mRNA, complete cds 

-2,089243887 

030B24_ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 3 -2,068637199 
011H03_Hypothetical protein FLJ11082 -2,066090056 
004N12_G protein pathway suppressor 2 -2,059388455 
014K06_Cardiac-specific homeo box -2,045602073 
036G20_Cat eye syndrome chromosome region, candidate 8 -2,038548318 
004J05_Dynein, cytoplasmic, heavy polypeptide 1 -2,024986725 
003H18_Hypothetical protein MGC10433 -2,013216907 
002J20_Lymphocyte cytosolic protein 2 (SH2 domain-containing leukocyte protein of 76kD) -1,977445595 
001H20_Charot-Leyden crystal protein -1,977306897 
009M03_Cytochrome b5 reductase b5R.2 -1,962320515 
033F14_Hypothetical protein FLJ23017 -1,933721181 
045G11_Homo sapiens cDNA: FLJ22751 fis, clone KAIA0483, highly similar to AF016692 Homo 
sapiens small intes 

-1,926682833 

010N04_Fatty acid binding protein 7, brain -1,897991546 
033N12_DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 7 (RNA helicase, 52kD) -1,859202625 
005E01_DKFZP434B027 protein -1,833757848 
011C23_ARG99 protein -1,826391861 
046L16_Apoptosis related protein -1,824553112 

 
Tabella 9. Geni sovraespressi alle 72 ore 
Gene ID 72h pairMean 

(locBGC) diff 
017I07_Teratocarcinoma-derived growth factor 1 5,915864 
043J03_Gastric inhibitory polypeptide receptor 5,673691 
021B23_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586B0220 (from clone DKFZp586B0220) 5,286231 
004O11_PRO0659 protein 5,257502 
055E11_Homo sapiens cDNA FLJ11517 fis, clone HEMBA1002337 4,856718 
017C19_Fibrinogen, gamma polypeptide 4,84106 
026F12_Ceruloplasmin (ferroxidase) 4,734198 
050B17_Homo sapiens cDNA: FLJ22499 fis, clone HRC11250, highly similar to HSCATHH Human 
mRNA for cathepsin 

4,64715 

056C23_Homo sapiens cDNA FLJ30317 fis, clone BRACE2003594 4,517851 
016E03_Deleted in azoospermia 4,470671 
001O11_TAR (HIV) RNA binding protein 2 4,351651 
041C20_Tomosyn 4,299885 
054I17_Homo sapiens cDNA FLJ14930 fis, clone PLACE1009335 4,256312 
048N24_Hypothetical protein 4,215486 
029F08_Human BRCA2 region, mRNA sequence CG029 4,157488 
044K08_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp761G18121 (from clone DKFZp761G18121);  4,143573 
003D11_Solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 4 4,124452 
026L02_Homo sapiens cDNA FLJ11990 fis, clone HEMBB1001410 3,94915 
052C23_Homo sapiens, clone IMAGE:4290737, mRNA, partial cds 3,926441 
012E11_Receptor (calcitonin) activity modifying protein 1 3,677465 
007K24_Chromosome 14 open reading frame 1 3,600923 
012J21_Growth differentiation factor 8 3,578423 
005H23_Nitrogen fixation cluster-like 3,453205 
052N09_Homo sapiens, clone MGC:17501 IMAGE:3454038, mRNA, complete cds 3,396677 
024E22_Spinocerebellar ataxia 8 3,39245 
036M24_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp434N074 (from clone DKFZp434N074) 3,355017 
046N18_PRO1600 protein 3,324011 
055F19_Homo sapiens cDNA FLJ31239 fis, clone KIDNE2004879 3,317323 
005O08_Serine hydroxymethyltransferase 1 (soluble) 3,303544 
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001P21_Gastric inhibitory polypeptide 3,247066 
022D11_KIAA0914 gene product 3,205246 
017G05_Small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 3,199261 
019B19_Latent transforming growth factor beta binding protein 4 3,002959 
040D24_Hypothetical protein FLJ21162 2,998375 
006A08_C-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D) 2,947626 
024A04_Homo sapiens cDNA FLJ14364 fis, clone HEMBA1000918 2,891047 
049J11_Homo sapiens cDNA: FLJ21618 fis, clone COL07487 2,886386 
002A19_Histidine-rich glycoprotein 2,867957 
018J01_Sialophorin (gpL115, leukosialin, CD43) 2,805231 
044G06_ATPase, (Na+)/K+ transporting, beta 4 polypeptide 2,791938 
015B22_Homo sapiens, clone IMAGE:3621749, mRNA, partial cds 2,767368 
006O10_Tumor endothelial marker 6 2,766822 
028P24_Protein kinase, lysine deficient 3 2,748718 
003D22_KIAA0456 protein 2,746611 
010K12_DKFZP564D206 protein 2,741738 
055E10_Homo sapiens cDNA FLJ33121 fis, clone TRACH2001416 2,72612 
010E10_Chromodomain helicase DNA binding protein 3 2,68517 
039K15_Nephrosis 2, idiopathic, steroid-resistant (podocin) 2,675721 
053L18_Human autonomous replicating sequence H1 (ARSH1) 2,673517 
049A07_Homo sapiens clone R2 ErbB-3 R2 (c-erbB-3) mRNA, partial cds 2,629535 
036C24_Homo sapiens cDNA FLJ31159 fis, clone KIDNE1000012 2,626361 
036K08_Cerebral protein-4 2,60108 
034N12_Casein kinase 1, gamma 3 2,586561 
038I03_Thymic stromal co-transporter 2,573826 
010N12_TAF5-like RNA polymerase II, p300/CBP-associated factor (PCAF)-associated factor 2,536696 
002B22_Endothelin 1 2,490006 
023H24_POU domain, class 3, transcription factor 2 2,441458 
048M12_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564C163 (from clone DKFZp564C163) 2,431683 
050E14_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp667M085 (from clone DKFZp667M085) 2,388689 
011A04_ATPase, Class VI, type 11A 2,387738 

 
Tabella 10. Geni sottoespressi alle 72 ore 
Gene ID 72h pairMean 

(locBGC) 
difference 

031M06_Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 2 (UBC4/5 homolog, yeast) -3,4797 
022E08_Amphiphysin (Stiff-Mann syndrome with breast cancer 128kD autoantigen) -3,32172 
012O01_Chromosome 20 open reading frame 59 -3,0885 
012B24_Transcription factor similar to D. melanogaster homeodomain protein lady bird late -2,96164 
011H03_Hypothetical protein FLJ11082 -2,89332 
048O05_Homo sapiens cDNA FLJ11465 fis, clone HEMBA1001636 -2,84383 
008C03_Phosphatidylserine-specific phospholipase A1alpha -2,73782 
014N04_Brain-derived neurotrophic factor -2,72967 
011M22_Coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) -2,68014 
011J23_Homo sapiens cDNA FLJ30257 fis, clone BRACE2002467 -2,67137 
004P02_Hypothetical protein FLJ22316 -2,64339 
020L08_Zinc finger protein 135 (clone pHZ-17) -2,53319 
034F04_RAD54, S. cerevisiae, homolog of, B -2,52432 
056D13_KIAA1255 protein -2,52176 
024J05_Homo sapiens cDNA FLJ14019 fis, clone HEMBA1002503 -2,50773 
009L04_Kruppel-like factor 12 -2,50193 
035A13_Homo sapiens cDNA FLJ30885 fis, clone FEBRA2004987 -2,50018 
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006K16_Calsyntenin-2 -2,4692 
009L03_Multiple endocrine neoplasia I -2,4142 
026E18_GAJ protein -2,34809 
008F05_Hypothetical protein FLJ13646 -2,33896 
009O09_Homo sapiens clone IMAGE:32106, mRNA sequence -2,32705 
048M14_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564D123 (from clone DKFZp564D123) -2,32575 
056O09_Homo sapiens cDNA FLJ32291 fis, clone PROST2000572 -2,30195 
012J03_Chromosome 21 open reading frame 7 -2,29339 
004N20_KIAA0614 protein -2,26826 
028C21_Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 3 -2,26543 
004A06_HSPC142 protein -2,25482 
023L01_Homo sapiens clone case06H1 immunoglobulin heavy chain variable region gene, partial cds -2,24265 
040N05_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586N2224 (from clone DKFZp586N2224) -2,22073 
016G13_Transcription factor (SMIF gene) -2,17162 
006K04_STE20-like kinase -2,16211 
043H13_Mab-21-like 2 (C. elegans) -2,15057 

 
 
Tabella 11. Elenco dei geni significativamente sovra- e sottoespressi in tutti gli istanti 
temporali del’esperimento. 
Gene ID 1-8h 

pairMean 
(locBGC) 
difference 

2-24h 
pairMean 
(locBGC) 
difference 

3-72h 
pairMean 
(locBGC) 
difference 

029A19_Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM 
domain), member 2 

1,177653 1,913838 1,046939 

030D12_Homo sapiens cDNA FLJ25471 fis, clone TST09553 1,080001 1,012625 1,014084 
042F06_Diacylglycerol kinase, iota 1,189188 1,390767 1,23608 
048L15_Homo sapiens cDNA FLJ25090 fis, clone CBL08887 1,176113 1,542734 1,983445 
049F09_Homo sapiens cDNA: FLJ21436 fis, clone COL04279 1,073779 1,58439 1,72675 
050H17_Homo sapiens, clone IMAGE:3856736, mRNA 1,036317 1,075861 1,606251 
050J05_Homo sapiens PRO1412 mRNA, complete cds 1,584364 1,474318 1,355461 
019I21_E74-like factor 2 (ets domain transcription factor) 1,108666 1,106253 1,546207 
021B23_Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586B0220  1,399603 1,279668 3,186612 
021H15_Tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation 
inhibitor) 

1,317365 1,633113 1,164527 

026F12_Ceruloplasmin (ferroxidase) 1,058329 2,371267 4,260957 
039G10_Zinc finger protein 230 1,132004 1,126265 1,012714 
046N18_PRO1600 protein 1,015433 1,019503 2,426784 
048N24_Hypothetical protein 1,110506 1,318737 4,218218 

    

Gene ID 1-8h 
pairMean 
(locBGC) 
difference 

2-24h 
pairMean 
(locBGC) 
difference 

3-72h 
pairMean 
(locBGC) 
difference 

011M22_Coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) -1,1072 -1,84693 -1,49458 
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7.6.2 Analisi temporale del profilo di espressione genica di cellule 
NCI-H295R dopo infezione da HCMV AD169 

 
La Tabella 12 riassume il numero di geni sovra- e sottoespressi, mentre le 

tabelle 13-18  contengono la lista di geni con repliche concordi nei rispettivi 
istanti temporali, suddivisi tra sovraespressi e sottoespressi con una soglia di ± 
0.95.  

 
Tabella 12. Numero di geni significativamente sovra- e sottoespressi nei vari istanti 
temporali. 
 

Istante Sovraespressi Sottoespressi Totale concordi 

8 ore 40 425 7965 

24 ore 100 57 7935 

72 ore 49 61 10125 

 
 
Tabella 13. Geni sovraespressi alle 8 ore 
 
Gene Function GB_accession 8 h 24 h 72 h 
Human glucocorticoid receptor alpha 
mRNA 
 

Nuclear steroid hormone receptor 
(transcription factor) 

U25029 1,193 1,415 -0,674 

Twist homolog (acrocephalosyndactyly 3; 
Saethre-Chotzen syndrome) 

Basic helix-loop-helix (bHLH) 
transcription factors, which 
enhances tumor cell invasion and 
chromosomal instability 

NM_000474 0,963 1,253 0,780 

Hypothetical protein FLJ20125 unknown NM_017676 0,968 0,608 0,597 
Chromosome 18 open reading frame 2 unknown NM_031416 0,973 0,410 0,186 
RAB11A It belongs to the small GTPase 

superfamily, Rab family. It is 
associated with both constitutive 
and regulated secretory pathways, 
and may be involved in protein 
transport. 

NM_004663 1,0896 0,351 -0,204 

Endomucin-2 EMCN is a mucin-like 
sialoglycoprotein that interferes 
with the assembly of focal 
adhesion complexes and inhibits 
interaction between cells and the 
extracellular matrix 

NM_016242 0,975 0,535 -0,251 

I geni sovraespressi sono evidenziati in grassetto. 
 

Tabella 14. Geni sottoespressi alle 8 ore 
 
Gene Function GB_accession 8 h 24 h 72 h 
Chloride channel 4 Voltage-dependent chloride 

channel 
NM_001830 -0,971 0,587 0,583 

Homo sapiens, Similar to zinc finger 
protein 254, clone MGC:10544 IM 

DNA binding BC006408 -1,364 0,545 -0,355 

Epimorphin Targeting and fusion of 
intracellular transport vesicles. 
Regulation of epithelial-
mesenchymal interactions and 
epithelial cell morphogenesis and 
activation 

NM_001980 -1,249 -0,392 -0,309 

Homo sapiens cDNA FLJ32541 fis unknown AK057103 -0,961 -0,270 -0,092 
Homo sapiens, Similar to RIKEN cDNA 
0610020I02 gene 

unknown BC015649 -0,963 -0,442 0,313 
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Homo sapiens cDNA FLJ12273 fis unknown AK022335 -1,023 -0,247 0,164 
MORF-related gene 15 Regulation of cell growth, 

transcription, chromatin 
modification 

NM_006791 -0,974 0,843 0,333 

Homo sapiens, clone IMAGE:4096427 unknown BC016820 -1,037 0,300 -0,107 
Transcription factor A Transcription factor, anti-

apoptosis, cell proliferation 
NM_003201 -1,624 0,433 0,490 

Homo sapiens mRNA; cDNA 
DKFZp586L111 (from clone 
DKFZp586L111) 

unknown AL080233 -1,178 -0,564 0,184 

Translocase of inner mitochondrial 
membrane 23 homolog (yeast) 

Intracellular protein transport,   
protein targeting to mitochondrion 

NM_006327 -1,384 0,553 -0,506 

KIAA0189 gene product GTPase activator activity, signal 
transduction 

NM_014725 -1,163 0,752 -0,258 

Surfeit 1 Inner mitochondrial membrane 
protein involved in the biogenesis 
of the cytochrome c oxidase 
complex 

NM_003172 -0,978 0,019 -0,067 

Stromal antigen 2 Cell cycle and cell division NM_006603 -1,037 0,397 -0,239 
Isoleucine-tRNA synthetase Protein biosynthesis NM_013417 -1,098 -0,167 -0,154 
Protein tyrosine phosphatase Receptor activity, cell 

communication 
AB020704 -1,665 0,226 -0,566 

C3HC4-like zinc finger protein Testis specific transcription factor 
during spermatogenesis 

NM_016422 -1,213 -0,298 -0,076 

NSL1, MIND kinetochore complex 
component 

Protein with two coiled-coil 
domains that localizes to 
kinetochores, which are 
chromosome-associated structures 
that attach to microtubules and 
mediate chromosome movements 
during cell division.  

NM_015471 -1,118 0,757 0,561 

Family with sequence similarity 38, 
member A 

Membrane protein NM_014745 -1,211 0,751 0,533 

Zinc finger protein 289 Gene regulation NM_032389 -1,270 0,254 -0,899 
ARMCX5, armadillo repeat containing, 
X-linked 5 

Binding  NM_022838 -1,265 0,478 0,227 

Homo sapiens cDNA FLJ32494 fis Unknown  AK057056 -1,039 -0,123 0,347 
Homo sapiens cDNA FLJ12338 fis Unknown AK022400 -1,099 -0,570 -0,049 
Homo sapiens cDNA FLJ11487 fis Unknown AK021549 -2,697 1,167 0,480 
Homo sapiens cDNA: FLJ20910 fis Unknown AK024563 -1,006 0,076 0,068 
Heat shock 70kD protein 8 Hsc70 associates with unliganded 

steroid hormone receptors, and 
thereby deters receptors from 
recruiting transcriptional 
coregulators, presumably as a 
component of chaperone 
complexes. 

NM_006597 -1,354 -0,332 -0,077 

Hypothetical protein MGC5469 RNA binding, processing and 
transport  

NM_032361 -1,161 -0,318 -0,261 

Secretory pathway component Sec31B-1 Unknown NM_015490 -1,149 1,012 0,326 
Phosphoinositol 4-phosphate adaptor 
protein-2 

It controls generation of 
constitutive post-Golgi carriers  

NM_032639 -1,043 -0,070 0,082 

Homo sapiens cDNA FLJ30228 fis Unknown AK054790 -1,348 -0,568 -0,351 
mannosidase, endo-alpha-like Enzyme  AK055996 -1,068 0,459 -0,233 
Procollagen-proline Electron carrier activity NM_000918 -1,175 -0,286 -0,077 
Kelch motif containing protein Cytoskeleton organization and 

biogenesis 
NM_014458 -1,036 0,167 -0,209 

Homo sapiens cDNA FLJ11681 fis Unknown AK021743 -1,665 -0,419 0,316 
RAN binding protein 10 Member RAS oncogene family AB040897 -2,081 0,838 -0,107 
Dual specificity phosphatase 8 Inactivation of MAPK activity. 

Member of the dual specificity 
protein phosphatase subfamily, 
that inactivate their target kinases 
by dephosphorylating both the 
phosphoserine/threonine and 
phosphotyrosine residues. They 
negatively regulate members of the 

NM_004420 -1,115 -1,028 -1,005 
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mitogen-activated protein (MAP) 
kinase superfamily (MAPK/ERK, 
SAPK/JNK, p38), which is 
associated with cellular 
proliferation and differentiation. 
Different members of the family of 
dual specificity phosphatases show 
distinct substrate specificities for 
various MAP kinases, different 
tissue distribution and subcellular 
localization, and different modes 
of inducibility of their expression 
by extracellular stimuli. This gene 
product inactivates SAPK/JNK 
and p38, is expressed 
predominantly in the adult brain, 
heart, and skeletal muscle, is 
localized in the cytoplasm, and is 
induced by nerve growth factor 
and insulin. An intronless 
pseudogene for DUSP8 is present 
on chromosome 10q11.2. 

I geni sottoespressi (o sovraespressi) sono evidenziati in grassetto. 
 
Tabella 15. Geni sovraespressi alle 24 ore 
Gene Function GB_accession 8 h 24 h 72 h 

Defensin, beta 121 Positive regulation of biosynthesis 
of antibacterial peptides active 
against anti-Gram-positive bacteria 

AI476463 0,669 0,995 -0,441 

Homo sapiens clone 23637 mRNA 
sequence 

Unknown AF035297 -0,293 1,065 0,169 

KIAA0232 gene product ATP binding D86985 0,606 1,269 -0,373 
Hypothetical protein FLJ22404 Unknown NM_025043 0,352 1,789 0,990 
Human glucocorticoid receptor alpha 
mRNA 

Nuclear steroid hormone receptor 
(transcription factor) 

U25029 1,193 1,415 -0,674 

Transmembrane protein 113 Unknown NM_025222 -0,502 1,024 0,377 
Elastase 2 Elastase 2 hydrolyzes proteins 

within specialized neutrophil 
lysosomes, called azurophil 
granules, as well as proteins of the 
extracellular matrix following the 
protein's release from activated 
neutrophils. Elastase 2 may play a 
role in degenerative and 
inflammatory diseases by its 
proteolysis of collagen-IV and 
elastin of the extracellular matrix. 

NM_001972 0,396 0,978 0,494 

Twist homolog (acrocephalosyndactyly 
3; Saethre-Chotzen syndrome) 
(Drosophila) 

Basic helix-loop-helix (bHLH) 
transcription factors, which 
enhances tumor cell invasion and 
chromosomal instability 

NM_000474 0,963 1,253 0,780 

Homo sapiens mRNA; cDNA 
DKFZp564P116 (from clone 
DKFZp564P116) 

Unknown AL049338 -0,796 1,006 0,578 

Homo sapiens cDNA: FLJ23149 fis Unknown AK026802 0,334 1,063 0,803 
Nucleolar autoantigen (55kD) similar to 
rat synaptonemal complex protein 

During mitosis it is associated with 
chromosomes. 

NM_006455 0,492 1,322 0,226 

H.sapiens mRNA for IgG lambda light 
chain V-J-C region (clone Tgl9) 

Unknown BG398014 0,423 1,166 0,366 

Solute carrier family 17 (anion/sugar 
transporter) 

Hydrogen/sugar symporter activity NM_012434 0,687 0,952 -0,173 

Hypothetical protein FLJ21625 Unknown NM_025039 0,290 1,222 0,448 
Homo sapiens mRNA; cDNA 
DKFZp586M0723 (from clone 
DKFZp586M0723) 

Unknown AL050227 0,118 1,051 -0,127 

Homo sapiens, clone IMAGE:4153246 Unknown BC008134 0,419
283 

1,518
864 

0,404 

Glutamate receptor interacting protein 1 Nuclear receptor interaction AJ133439 0,585 1,079 -0,085 
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BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting 
protein 3-like 

Member of the BCL2/adenovirus 
E1B 19 kd-interacting protein 
(BNIP) family. It interacts with the 
E1B 19 kDa protein which is 
responsible for the protection of 
virally-induced cell death, as well 
as E1B 19 kDa-like sequences of 
BCL2, also an apoptotic protector. 
Functional homolog of BNIP3, a 
proapoptotic protein, which may 
function simultaneously with 
BNIP3 and may play a role in 
tumor suppression. 

AL132665 0,251 1,074 0,490 

Homo sapiens cDNA: FLJ21271 fis Unknown AK024924 -0,469 1,020 -0,505 
TAF6-like RNA polymerase II Initiation of transcription by RNA 

polymerase II. Component of 
TFIID. TAFs may participate in 
basal transcription, serve as 
coactivators, function in promoter 
recognition or modify general 
transcription factors to facilitate 
complex assembly and 
transcription initiation. This 
protein is a component of the 
PCAF histone acetylase complex 
and structurally similar to one of 
the histone-like TAFs, TAF6. The 
PCAF histone acetylase complex, 
which is composed of more than 
20 polypeptides some of which are 
TAFs, is required for myogenic 
transcription and differentiation. 

NM_006473 -0,352 0,989 0,489 

Homo sapiens cDNA FLJ31085 fis Unknown AK055647 -0,497 1,251 0,284 
Transaldolase 1 Transaldolase 1 is a key enzyme of 

the nonoxidative pentose 
phosphate pathway providing 
ribose-5-phosphate for nucleic acid 
synthesis and NADPH for lipid 
biosynthesis. This pathway can 
also maintain glutathione at a 
reduced state and thus protect 
sulfhydryl groups and cellular 
integrity from oxygen radicals. 
This gene is thought to be involved 
in multiple sclerosis 

NM_006755 0,912 1,650 0,242 

Homo sapiens cDNA: FLJ21198 fis Unknown AK024851 0,466 0,991 -0,827 
Homo sapiens cDNA FLJ11487 fis Unknown AK021549 -2,697 1,167 0,480 
Glucokinase (hexokinase 4) regulatory 
protein 

Protein belonging to the GCKR 
subfamily of the SIS (Sugar 
ISomerase) family of proteins. 
Regulatory protein that inhibits 
glucokinase in liver and pancreatic 
islet cells by binding non-
covalently to form an inactive 
complex with the enzyme. This 
gene is considered a susceptibility 
gene candidate for a form of 
maturity-onset diabetes of the 
young (MODY). 

NM_001486 0,711 1,243 0,343 

Secretory pathway component Sec31B-
1 

Mediates vesicular traffic from the 
endoplasmic reticulum. 

NM_015490 -1,149 1,012 0,326 

hypothetical gene supported by 
BC010426 

Unknown BC010426 0,793 1,490 0,555 

Ribosomal protein S6 kinase Cell proliferation NM_004755 0,483 1,138 0,397 
Chromosome 20 open reading frame 
129 

Unknown AK055793 0,767 1,064 0,460 

DC11 protein Gluconeogenesis NM_020186 0,616 1,044 0,542 
Signal sequence receptor (SSR) Glycosylated endoplasmic 

reticulum (ER) membrane receptor 
associated with protein 

NM_007107 0,599 1,119 0,495 
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translocation across the ER 
membrane. Cotranslational protein 
targeting to membrane. 

I geni sovraespressi (o sottoespressi) sono evidenziati in grassetto. 
 
 
 
Tabella 16. Geni sottoespressi alle 24 ore. 
Gene Function GB_accession 8 h 24 h 72 h 

Solute carrier family 20 (phosphate 
transporter) 

Positive regulation of I-kappaB 
kinase/NF-kappaB cascade 

NM_005415 -0,235 -1,175 -0,298 

Homo sapiens, clone IMAGE:3915000 Unknown BC016973 0,170 -1,077 -0,528 
Phosphatidic acid phosphatase type 2A Negative regulation of cell 

proliferation. Member of the 
phosphatidic acid phosphatase 
family, that convert phosphatidic 
acid to diacylglycerol, and 
function in de novo synthesis of 
glycerolipids as well as in 
receptor-activated signal 
transduction mediated by 
phospholipase D. Integral 
membrane glycoprotein with an 
active role in the hydrolysis and 
uptake of lipids from extracellular 
space. The expression of this gene 
is found to be regulated by 
androgen in a prostatic 
adenocarcinoma cell line.  

NM_003711 -0,409 -1,292 -0,181 

KIAA0222 gene product Unknown NM_014643 -0,388 -1,077 0,040 
Hypothetical protein FLJ00028 Unknown AK024438 -0,290 -0,951 0,608 
E2F transcription factor 7 Essential role in the regulation of 

cell cycle progression 
BC016658 -0,233 -0,991 0,391 

Homo sapiens cDNA FLJ20350 fis Unknown AK000357 -0,587 -1,028 -0,040 
Staufen Member of the family of dsRNA-

binding proteins involved in the 
transport and/or localization of 
mRNAs to different subcellular 
compartments and/or organelles. It 
is present in the cytoplasm in 
association with the rough 
endoplasmic reticulum (RER), 
implicating this protein in the 
transport of mRNA via the 
microtubule network to the RER, 
the site of translation.  

NM_017453 -0,318 -1,009 -0,164 

Integrin, alpha 7 ITGA7 encodes integrin alpha 
chain 7. Integrins are 
heterodimeric integral membrane 
proteins composed of an alpha 
chain and a beta chain. Alpha 
chain 7 undergoes post-
translational cleavage within the 
extracellular domain to yield 
disulfide-linked light and heavy 
chains that join with beta 1 to form 
an integrin that binds to the 
extracellular matrix protein 
laminin-1. Alpha 7 beta 1 is the 
major integrin complex expressed 
in differentiated muscle cells.  

NM_002206 -0,626 -1,090 -0,511 

CGI-100 protein ER-Golgi intermediate 
compartment, transport 

BC016556 -0,361 -1,089 0,761
416 

activating transcription factor 7 
interacting protein 

Transcription factor AK025060 -0,199 -0,963 -0,391 

Homo sapiens cDNA FLJ14370 fis Unknown AK027276 -0,139 -1,086 0,487 
Dual specificity phosphatase 8 Inactivation of MAPK activity. NM_004420 -1,115 -1,028 -1,005 
I geni sottoespressi sono evidenziati in grassetto. 
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Tabella 17. Geni sovraespressi alle 72 ore 
Gene Function GB_accession 8 h 24 h 72 h 

ProSAPiP1 protein Proline rich synapse associated 
protein interacting protein 1 

NM_014731 -0,264 0,325 0,968 

Hypothetical protein FLJ22404 Unknown NM_025043 0,352 1,789 0,990 
Putative tumor suppressor Cytochrome b-561 domain 

containing 2 
NM_007022 0,162 0,747 1,073 

CLLL7 protein Regulator of chromosome 
condensation (RCC1) and BTB 
(POZ) domain containing protein 
1. This gene encodes a protein 
with an N-terminal RCC1 domain 
and a C-terminal BTB (broad 
complex, tramtrack and bric-a-
brac) domain. In rat, over-
expression of this gene in vascular 
smooth muscle cells induced 
cellular hypertrophy. In rat, the C-
terminus of RCBTB1 interacts 
with the angiotensin II receptor-
1A. In humans, this gene maps to a 
region of chromosome 13q that is 
frequently deleted in B-cell 
chronic lymphocytic leukemia and 
other lymphoid malignancies. 

AF334406 -0,275 -0,586 1,554 

I geni sovraespressi sono evidenziati in grassetto. 
 
 
Tabella 18. Geni sottoespressi alle 72 ore. 
Gene Function GB_accession 8 h 24 h 72 h 
H-l(3)mbt-like protein Transcription corepressor activity NM_031488 -0,055 -0,071 -1,106 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
flavoprotein 3 

One of at least forty-one subunits 
that make up the NADH-
ubiquinone oxidoreductase 
complex. This complex is part of 
the mitochondrial respiratory chain 
and serves to catalyze the 
rotenone-sensitive oxidation of 
NADH and the reduction of 
ubiquinone. The encoded protein is 
one of three proteins found in the 
flavoprotein fraction of the 
complex.  

NM_021075 0,434 0,293 -1,110 

Paraoxonase 2 Member of the paraoxonase gene 
family. Ubiquitously expressed in 
human tissues, membrane-bound, 
and it may act as a cellular 
antioxidant, protecting cells from 
oxidative stress. Hydrolytic 
activity against acylhomoserine 
lactones, important bacterial 
quorum-sensing mediators, 
suggests the encoded protein may 
also play a role in defense 
responses to pathogenic bacteria.  

NM_000305 -0,118 -0,777 -1,213 

Bactericidal/permeability-increasing 
protein 

Lipopolysaccharide binding 
protein 

NM_001725 -0,570 0,488 -1,040 

Solute carrier family 41, member 2 Cation transporter activity NM_032148 -0,163 -0,398 -1,234 
Homo sapiens cDNA: FLJ23601 fis Unknown AK027254 0,152 -0,188 -1,176 
Homo sapiens clone 24626 mRNA 
sequence 

Unknown AF052141 -0,168 -0,305 -1,173 

Vasohibin 1 Angiogenesis inhibitor NM_014909 0,344 -0,835 -1,218 
Homo sapiens cDNA FLJ20794 fis Unknown AK000801 0,476 0,578 -1,196 
Dual specificity phosphatase 8 Inactivation of MAPK activity. NM_004420 -1,115 -1,028 -1,005 
I geni sottoespressi sono evidenziati in grassetto. 
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Un totale di 242 geni aveva un valore di espressione positivo in tutti gli istanti 

temporali ed in tutte le repliche, mentre 269 geni avevano un valore di espressione 
negativo in tutti gli istanti temporali ed in tutte le repliche. Da questi geni, sono 
stati estratti i geni sovraespressi e sottoespressi con soglia - 0.95 (Tabelle 19-24). 

 
 

Tabella 19. Geni sovraespressi alle 8 ore 
Gene GB_accession 8 h 24 h 72 h 
Twist homolog (acrocephalosyndactyly 3; Saethre-Chotzen 
syndrome) (Drosophila) 

NM_000474 0,963 1,253 0,780 

Hypothetical protein FLJ20125 NM_017676 0,969 0,608 0,597 
Chromosome 18 open reading frame 2 NM_031416 0,974 0,410 0,187 

I geni sovraespressi sono evidenziati in grassetto. 
 
 
 
Tabella 20. Geni sovraespressi alle 24 ore 
Gene GB_accession 8 h 24 h 72 h 
Hypothetical protein FLJ22404 NM_025043 0,352 1,789 0,990 
Elastase 2 NM_001972 0,396 0,979 0,495 
Twist homolog (acrocephalosyndactyly 3; Saethre-Chotzen syndrome)  NM_000474 0,963 1,254 0,781 
Homo sapiens cDNA: FLJ23149 fis AK026802 0,335 1,064 0,803 
Nucleolar autoantigen (55kD) similar to rat synaptonemal complex 
protein 

NM_006455 0,493 1,322 0,226 

H.sapiens mRNA for IgG lambda light chain V-J-C region  BG398014 0,424 1,166 0,366 
Hypothetical protein FLJ21625 NM_025039 0,290 1,222 0,448 
Homo sapiens, clone IMAGE:4153246 BC008134 0,419 1,519 0,404 
BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3-like AL132665 0,252 1,074 0,490 
Transaldolase 1 NM_006755 0,912 1,650 0,243 
Glucokinase (hexokinase 4) regulatory protein NM_001486 0,712 1,244 0,343 
Homo sapiens, clone MGC:15478 IMAGE:2967661 BC010426 0,793 1,490 0,555 
Ribosomal protein S6 kinase NM_004755 0,483 1,139 0,397 
Chromosome 20 open reading frame 129 AK055793 0,767 1,064 0,460 
DC11 protein NM_020186 0,616 1,045 0,542 
Signal sequence receptor NM_007107 0,599 1,119 0,495 

I geni sovraespressi sono evidenziati in grassetto. 
 
 
Tabella 21. Geni sovraespressi alle 72 ore 
Gene GB_accession 8 h 24 h 72 h 
Hypothetical protein FLJ22404 NM_025043 0,352 1,789 0,990 
Putative tumor suppressor NM_007022 0,162 0,747 1,073 
I geni sovraespressi sono evidenziati in grassetto. 
 
 
 
Tabella 22. Geni sottoespressi alle 8 ore 
Gene GB_accession 8 h 24 h 72 h 

Epimorphin NM_001980 -1,249 -0,391 -0,308 
Homo sapiens cDNA FLJ32541 fis AK057103 -0,962 -0,269 -0,091 
Isoleucine-tRNA synthetase NM_013417 -1,098 -0,166 -0,154 
C3HC4-like zinc finger protein NM_016422 -1,213 -0,298 -0,076 
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Homo sapiens cDNA FLJ12338 fis AK022400 -1,099 -0,570 -0,049 
Heat shock 70kD protein 8 NM_006597 -1,354 -0,332 -0,078 
Hypothetical protein MGC5469 NM_032361 -1,161 -0,318 -0,261 
Homo sapiens cDNA FLJ30228 fis AK054790 -1,348 -0,568 -0,351 
Procollagen-proline NM_000918 -1,175 -0,287 -0,078 
Dual specificity phosphatase 8 NM_004420 -1,116 -1,028 -1,005 
I geni sottoespressi sono evidenziati in grassetto. 
 
Tabella 23. Geni sottoespressi alle 24 ore 
Gene GB_accession 8 h 24 h 72 h 
Solute carrier family 20 (phosphate transporter) NM_005415 -0,235 -1,175 -0,298 
Phosphatidic acid phosphatase type 2A NM_003711 -0,409 -1,292 -0,182 
Homo sapiens cDNA FLJ20350 fis AK000357 -0,587 -1,029 -0,040 
Staufen NM_017453 -0,318 -1,009 -0,164 
Integrin NM_002206 -0,626 -1,090 -0,511 
Hypothetical protein FLJ10688 AK025060 -0,199 -0,964 -0,392 
Dual specificity phosphatase 8 NM_004420 -1,115 -1,028 -1,005 

I geni sottoespressi sono evidenziati in grassetto. 
 

 
Tabella 24. Geni sottoespressi alle 72 ore 
Gene GB_accession 8 h 24 h 72 h 
H-l(3)mbt-like protein NM_031488 -0,056 -0,072 -1,107 
Paraoxonase 2 NM_000305 -0,118 -0,777 -1,213 
Hypothetical protein DKFZp434K0427 NM_032148 -0,163 -0,398 -1,234 
Homo sapiens clone 24626 mRNA sequence AF052141 -0,168 -0,306 -1,174 
Dual specificity phosphatase 8 NM_004420 -1,116 -1,028 -1,005 

I geni sottoespressi sono evidenziati in grassetto. 
 
 
Per trovare i geni differenzialmente espressi è stato applicato il pacchetto 

timecourse di R, sui 1411 geni concordi. Nella Tabella 25 è presente una lista dei 
primi 50 geni ordinati secondo la statistica utilizzata.  
 
Tabella 25. Elenco dei geni significativamente modulati, secondo l’analisi temporale dei 
dati. 
GB_accession Name 8 h 24 h 72 h 

NM_014725 KIAA0189 gene product -1,163 0,752 -0,258 
BC006408 Homo sapiens, Similar to zinc finger protein 254, clone MGC:10544 IM -1,364 0,545 -0,354 
AK024924 Homo sapiens cDNA: FLJ21271 fis -0,469 1,020 -0,505 
AL049338 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564P116 (from clone 

DKFZp564P116) 
-0,796 1,007 0,578 

NM_006791 MORF-related gene 15 -0,975 0,843 0,333 
NM_021075 NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3 (10kD) 0,435 0,293 -1,110 
BC016556 CGI-100 protein -0,362 -1,089 0,761 
AK024438 Hypothetical protein FLJ00028 -0,291 -0,952 0,608 
U25029 Human glucocorticoid receptor alpha mRNA 1,193 1,415 -0,674 
AK024951 Complement component 1 -0,907 0,786 0,313 
BC001077 Hypothetical protein BC004360 -0,151 -0,682 0,803 
NM_032389 Zinc finger protein 289 -1,271 0,254 -0,810 



RISULTATI
 

 95 

AK024851 Homo sapiens cDNA: FLJ21198 fis 0,466 0,992 -0,827 
AI476463 Defensin, beta 121 0,669 0,995 -0,442 
AK055996 Homo sapiens, Similar to hypothetical protein FLJ12838 -1,069 0,460 -0,234 
AK022209 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex -0,689 -0,411 0,702 
BC016658 E2F transcription factor 7 -0,234 -0,992 0,392 
D38435 Postmeiotic segregation increased 2-like 1 -0,221 -0,412 0,895 
NM_000166 Gap junction protein -0,320 -0,879 0,532 
NM_004192 Acetylserotonin O-methyltransferase-like -0,848 0,634 -0,072 
BC014374 Homo sapiens, clone MGC:24308 IMAGE:3996998 -0,269 -0,645 0,656 
AK021549 Homo sapiens cDNA FLJ11487 fis -2,697 1,168 0,480 
NM_052948 Sorting nexin 26 -0,101 -0,772 0,693 
NM_021795 ELK4 0,214 0,742 -0,503 
AL049342 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp566A193 (from clone 

DKFZp566A193) 
0,235 0,626 -0,606 

AL110223 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp434M063 (from clone 
DKFZp434M063) 

-0,947 0,492 0,172 

NM_025235 Tankyrase -0,589 -0,763 0,586 
AL050227 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586M0723 (from clone 

DKFZp586M0723) 
0,118 1,052 -0,127 

NM_006755 Transaldolase 1 0,913 1,650 0,243 
NM_015490 Secretory pathway component Sec31B-1 -1,150 1,012 0,326 
NM_024630 Hypothetical protein FLJ20984 0,424 0,710 -0,474 
NM_020367 Chromosome 12 open reading frame 6 -0,472 0,501 -0,584 
AK057650 Homo sapiens cDNA FLJ33088 fis -0,728 0,582 0,230 
NM_014315 Host cell factor homolog 0,322 0,203 -0,812 
NM_004467 Fibrinogen-like 1 -0,433 -0,430 0,671 
NM_024945 Hypothetical protein FLJ12888 -0,655 0,601 -0,194 
AF334406 CLLL7 protein -0,275 -0,587 1,554 
AK000801 Homo sapiens cDNA FLJ20794 fis 0,476 0,579 -1,197 
NM_025043 Hypothetical protein FLJ22404 0,352 1,789 0,990 
NM_012123 CGI-02 protein -0,301 -0,782 0,366 
NM_012434 Solute carrier family 17 (anion/sugar transporter) 0,688 0,952 -0,174 
NM_025222 Hypothetical protein PRO2730 -0,503 1,024 0,378 
NM_007209 Ribosomal protein L35 0,454 0,661 -0,512 
NM_006327 Translocase of inner mitochondrial membrane 23 homolog (yeast) -1,385 0,553 -0,506 
NM_006603 Stromal antigen 2 -1,037 0,397 -0,239 
NM_002224 inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3 0,233 0,716 -0,625 
AB020704 Protein tyrosine phosphatase -1,666 0,226 -0,566 
NM_002274 Keratin 13 0,432 0,506 -0,894 
AK055647 Homo sapiens cDNA FLJ31085 fis -0,497 1,251 0,285 
NM_020196 HCNP protein; XPA-binding protein 2 0,579 0,276 -0,605 

I geni sovraespressi e sottoespressi sono evidenziati in grassetto. 
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7.7 Effetto di HCMV sul profilo di espressione genica di 
cellule corticosurrenaliche: Analisi Bayesiana 

 
I dati ottenuti dell’analisi statistica degli esperimenti con microarray sono 

stati confermati mediante real-time RT-PCR e sottoposti ad ulteriore analisi 
statistica. Tramite un’analisi di clustering, si sono ottenuti tre clusters di geni 
(Figura 39). Il cluster 3 risulta interessante perchè composto da 12 geni 
particolarmente up-regolati durante le prime ore d’infezione (Tabella 26). 

 
Figura 39. Grafici dei tre gruppi di geni ottenuti tramite analisi di clusters. Il cluster 
numero 3 è risultato interessante poiché costituito da geni particolarmente indotti durante 
le prime ore di infezione del time-course. 
 
 
 
Tabella 26. Elenco dei geni appartenenti al cluster 3 particolarmente indotti durante le 
prime ore d’infezione. 
 

Gene Description GB_accession 

P2RY11: purinergic receptor P2Y, G-
protein coupled, 11. 

The product of this gene belongs to the family of G-protein 
coupled receptors. This family has several receptor 
subtypes with different pharmacological selectivity, which 
overlaps in some cases, for various adenosine and uridine 
nucleotides. This receptor is coupled to the stimulation of 
the phosphoinositide and adenylyl cyclase pathways and 
behaves as a selective purinoceptor.  

BC009877 

P2RX4: purinergic receptor P2X, ligand-
gated ion channel, 4. 

The product of this gene belongs to the family of 
purinoceptors for ATP. This receptor functions as a ligand-
gated ion channel with high calcium permeability.  

NM_002560 

CAMK1D: calcium/calmodulin-
dependent protein kinase ID. 

This gene encodes a member of the Ca2+/calmodulin-
dependent protein kinase 1 subfamily of serine/threonine 
kinases. The encoded protein may be involved in the 
regulation of granulocyte function through the chemokine 
signal transduction pathway.  

NM_020397 

TACC1: transforming, acidic coiled-coil 
containing protein 1. 

The function of this gene has not yet been determined; 
however, it is speculated that it may represent a breast 
cancer candidate gene. It is located close to FGFR1 on a 
region of chromosome 8 that is amplified in some breast 
cancers. 

NM_006283 

E2F1: E2F transcription factor 1 The protein encoded by this gene is a member of the E2F 
family of transcription factors. The E2F family plays a 
crucial role in the control of cell cycle and action of tumor 
suppressor proteins and is also a target of the transforming 
proteins of small DNA tumor viruses. This protein binds 
preferentially to retinoblastoma protein pRB in a cell-cycle 

NM_005225 
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dependent manner. It can mediate both cell proliferation 
and p53-dependent/independent apoptosis. 

ANXA9: annexin A9 The annexins are a family of calcium-dependent 
phospholipid-binding proteins. Members of the annexin 
family contain 4 internal repeat domains, each of which 
includes a type II calcium-binding site. The calcium-
binding sites are required for annexins to aggregate and 
cooperatively bind anionic phospholipids and extracellular 
matrix proteins.  

NM_003568 

INCENP: inner centromere protein 
antigens 135/155kDa 

The inner centromere proteins (INCENPs), display a broad 
localization along chromosomes in the early stages of 
mitosis but gradually become concentrated at centromeres 
as the cell cycle progresses into mid-metaphase. During 
telophase, the proteins are located within the midbody in 
the intercellular bridge, where they are discarded after 
cytokinesis. 

NM_020238 

PROKR2: prokineticin receptor 2 Prokineticins are secreted proteins that can promote 
angiogenesis and induce strong gastrointestinal smooth 
muscle contraction. The protein encoded by this gene is an 
integral membrane protein and G protein-coupled receptor 
for prokineticins. The encoded protein is similar in 
sequence to GPR73, another G protein-coupled receptor for 
prokineticins. 

AL121755 

TPD52: tumor protein D52 Postate-specific and androgen-responsive gene of the tumor 
protein D52 family. TPD52is the only known gene in this 
locus with prostate specificity. Tumor protein D52 
represents a novel molecular marker in ovarian cancer, 
which is broadly expressed across the different histologic 
subtypes. TPD52 is bound to annexin VI in a Ca(2+)-
dependent manner suggesting that these molecules may act 
in concert to regulate secretory processes in plasma cells.  

NM_005079 

ACAD11: acyl-Coenzyme A 
dehydrogenase family, member 11; Also 
known as FLJ12592. 

Catalysis of the reaction: acyl-CoA + acceptor = 2,3-
dehydroacyl-CoA + reduced acceptor. 

NM_032169 

FLJ32742: hypothetical locus FLJ32742 Gene type unknown AK057304 
Clone IMAGE: 609924 Gene type unknown AF339831 

 
 

 Per poter confermare l’andamento dei geni appartenenti a questo clusters, 
sono state effettuate delle validazioni in real-time PCR di alcuni di questi  (esempi 
in Figura 40). 

 
Figura 40. Grafici illustranti l’espressione dei trascritti dei geni P2Y11 e P2X4 misurata 
mediante real-time RT-PCR quantitativa in cellule NCI-H295R infettate con HCMV AD169 
MOI 2 (HCMV) o non infettate (CTRL). 
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Per capire meglio il meccanismo di questo cluster e per saperne di più circa la 
struttura di dipendenza tra questi geni, è stata costruita una rete gaussiana 
Bayesiana (Figura 41).  

 
 

 
 
 
 

Figura 41. Rete Bayesiana dei geni appartenenti al cluster 3, particolarmente up-
regolati durante le prime ore d’infezione: i due geni rappresentati nei rettangoli 
corrispondono ai geni che fungono da “diga” nella modulazione di tutti gli altri geni. 
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8 DISCUSSIONE 
 

I risultati di questo studio dimostrano che il surrene è una sede di infezione da  
parte di HCMV e che HCMV può essere presente in forma attiva nei tumori 
surrenalici, soprattutto in quelli funzionanti. I risultati di questo studio dimostrano 
inoltre, per la prima volta, che HCMV infetta e replica in cellule 
corticosurrenaliche umane in vitro. L’infezione di tali cellule da parte di HCMV 
stimola la produzione di cortisolo ed estradiolo, effetto mediato dalla replicazione 
virale e/o dall’espressione dei geni virali piuttosto che dalla mera interazione del 
virione con la cellula ospite. Il risultato dell’infezione virale a livello della 
produzione di cortisolo ed estradiolo, inoltre, sembra essere mediato da una 
significativa e persistente induzione dell’espressione di alcuni enzimi della 
steroidogenesi surrenalica, soprattutto CYP11B1, responsabile dell’ultima 
reazione di sintesi del cortisolo. Questa induzione potrebbe essere il risultato di 
un’azione diretta del virus sull’espressione degli enzimi della steroidogenesi o 
essere mediato dall’induzione dell’espressione di fattori trascrizionali (recettori 
nucleari orfani come SHP e DAX-1), di fattori che inducono la sistesi di cortisolo, 
come i recettori purinergici, o di citochine, come IL-6, i cui livelli nelle cellule 
corticosurrenaliche risultavano essere aumentati dall’infezione virale. Il 
trattamento con idrocortisone a dosi fisiologiche aumenta lievemente la 
replicazione di HCMV in fibroblasti e sembra aumentare il rilascio di particelle 
virali dalle cellule corticosurrenaliche infettate. L’infezione virale provoca, nelle 
cellule corticosurrenaliche, un effetto citopatico caratterizzato dalla presenza di 
cellule apoptotiche vacuolizzate. Meno evidente è l’effetto dell’infezione virale 
sul ciclo cellulare e sulla proliferazione cellulare. Infine, l’analisi temporale del 
profilo di espressione genica globale delle cellule corticosurrenaliche dopo 
infezione da HCMV dimostra l’induzione di geni coinvolti nelle vie di 
proliferazione cellulare, di invasione tumorale e di risposta immunitaria innata e 
reprime geni oncosoppressori, pro-apoptotici e codificanti chemochine.  

 
Nella prima parte di questo studio si è voluto chiarire il ruolo dell’infezione 

da HCMV nella patologia surrenalica. Le sequenze genomiche del virus sono state 
ricercate in una casistica comprendente 127 tessuti surrenalici sia tumorali che 
sani. Risultano più coinvolti gli adenomi ipersecernenti corticosteroidi, nei quali 
elevati livelli di cortisolo potrebbero inibire localmente la risposta immunitaria, 
agevolando quindi la  riattivazione virale. E’ interessante sottolineare inoltre come 
più del 40% dei campioni risultati positivi per il virus avesse una carica virale 
superiore a 160 copie gnomiche di HCMV /106 cellule, tra cui un caso di adenoma 
secernente cortisolo con 12810 copie gnomiche di HCMV/106, associato ad un 
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forma grave di sindrome di Cushing, caratterizzata da livelli estremamente elevati 
di cortisolo plasmatico e refrattaria alla terapia medica. Si potrebbe ipotizzare 
quindi che il surrene rappresenti una riserva per HCMV e che la iper-secrezione di 
ormoni steroidei, come il cortisolo, possa riattivare il virus dalla latenza.  

I risultati ottenuti da questa prima parte di studio in vivo ci hanno spinto ad 
affrontare la seconda parte di questo lavoro, ovvero lo studio degli effetti 
dell’infezione da HCMV sulle due linee di carcinoma corticosurrenalico SW13 e 
NCI-H295R. La dimostrazione che HCMV è in grado di replicare con una 
discreta efficienza in linee cellulari corticosurrenaliche umane e di infettare 
cellule corticosurrenaliche umane di colture primarie in vitro è rilevante, in 
quanto, l’efficiente propagazione di HCMV in vitro si è potuta fin’ora ottenere, 
qualche eccezione a parte, solo nei fibroblasti umani. Già nel 1979, però, Shanley 
e collaboratori avevano riscontrato che la linea cellulare Y-1, derivata da un 
adenocarcinoma surrenalico murino, è altamente permissiva all’infezione da 
MCMV (142); ma, per quanto riguarda la controparte umana, non è stato 
pubblicato fin’ora alcuno studio in letteratura. 

Dopo infezione sia con isolati clinici che con il ceppo di laboratorio AD169, 
le cellule NCI-H295R, le SW13 e le culture primarie derivate da ACC si sono 
dimostrate permissive all’infezione virale, delineando un’infezione di tipo 
produttivo, come dimostrato dall’espressione di proteine sia precoci che tardive e 
dall’aumento nel tempo del numero di cellule infettate. Nelle cellule surrenaliche 
la cinetica di replicazione virale ha un andamento esponenziale, come si osserva 
nei fibroblasti MRC-5 e HFF, ma, a differenza dei fibroblasti, queste cellule 
mostravano una minor produzione virale ed una diminuzione del titolo virale dopo 
il quinto-settimo giorno di infezione.  

Il dato più interessante, rilevato nello studio delle alterazioni fisiologiche 
associate all’infezione di HCMV, è l’incremento della secrezione di cortisolo e di 
17β-estradiolo, mentre la secrezione di aldosterone non risulta significativamente 
modificata rispetto al controllo e la produzione di DHEA-S risulta solo lievemente 
inibita. Tale effetto si è dimostrato essere dovuto alla replicazione virale o 
comunque alla espressione di geni virali, visto che il virus inattivato agli UV, e 
quindi non replicante, ha dimostrato di non avere lo stesso effetto sulla secrezione 
ormonale, e si è comportato esattamente come l’esperimento di controllo in cui il 
virus era assente. L’induzione della secrezione di cortisolo e di 17β-estradiolo si 
accompagna ad una significativa modulazione dell’espressione dei geni 
codificanti gli enzimi della steroidogenesi. In particolare, si osserva l’induzione 
marcata e precoce dell’espressione del gene codificante StAR (steroidogenic 
acute regulatory protein), che regola la tappa limitante della steroidogenesi, ossia 
il trasporto del colesterolo dalla membrana esterna alla membrana interna 
mitocondriale, dove viene convertito in pregnenolone dall’enzima CYP11A. La 
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stimolazione della produzione di ormoni steroidei da tropine è in genere mediata 
dalla via cAMP-dipendente ed è accompagnata da un rapido aumento della 
trascrizione del gene StAR (145). Il promotore del gene StAR, analogamente alle 
sequenze promoter di altri geni codificanti enzimi steroidogenetici, è privo di 
cAMP-responsive elements (CRE). La risposta cAMP-dipendente di StAR dipende 
invece da SF-1, di cui sono stati dimostrati tre siti di legame nel promotore di 
StAR, così come in quelli di altri geni codificanti enzimi della steroidogenesi. Il 
promotore di StAR contiene inoltre a monte di SF-1 elementi in cis responsivi alla 
CAAT/enhancer binding protein β (stimola l’espressione di StAR), diverse 
sequenze consensus per Sp1 (attivazione cAMP-dipendente), siti di legame per 
SREBP1a (attiva l’espressione di StAR) e un sito di legame per ying yang 1 
(YY1), il quale può agire sia da attivatore che da repressore trascrizionale, a 
seconda del contesto fisiologico cellulare. DAX-1 è invece un repressore 
dell’espressione di StAR, probabilmente legando SF-1. Altri fattori autocrini e 
paracrini sono stati dimostrati influenzare l’espressione di StAR, come gli IGF, 
che ne stimolano l’espressione, o TGFβ e TNFα, che la inibiscono.  

Oltre al significativo aumento dell’espressione di trascritti di StAR, le cellule 
corticosurrenaliche infettate da HCMV dimostravano un netto e precoce aumento 
dell’espressione dei geni CYP11B1 e CYP11B2, responsabili delle ultime reazioni 
per la sintesi di cortisolo e di aldosterone, rispettivamente, e di CYP19, 
codificante l’aromatasi, che catalizza l’aromatizzazione del testosterone in 17β-
estradiolo. A fronte dell’induzione di enzimi responsabili delle ultime fasi della 
steroidogenesi e a localizzazione mitocondriale, si osservava la netta inibizione 
dell’espressione di CYP11A, HSD3B2, CYP17 e CYP21, responsabili di tappe 
intermedie della steroidogenesi, localizzati nel reticolo endoplasmatico, e più 
coinvolti nella via di produzione degli androgeni surrenalici, come il DHEA-S. 
Anche questi dati di espressione genica sono quindi in accordo i risultati dei 
dosaggi ormonali.  

Per quanto per quanto riguarda i geni codificanti recettori nucleari orfani 
implicati nella regolazione dell’espressione degli enzimi della steroidogenesi, 
l’espressione di DAX-1 e di SF-1 era inibita da HCMV, mentre l’espressione 
dell’inibitore SHP era notevolmente aumentata. I livelli di mRNA di LRH-1 erano 
molto bassi e difficilmente valutabili. L’interpretazione dell’insieme di questi dati 
non è semplice, anche perché non è ancora ben chiaro come tutti i vari fattori di 
trascrizione intervengano, e cooperino tra loro, nella regolazione dell’espressione 
di StAR e dei vari geni coinvolti nella steroidogenesi. E’ noto, per esempio, che 
SF-1 induce l’espressione di CYP19 e di CYP17 e che DAX-1 inibisce 
l’espressione di CYP11A, CYP17, CYP19, e CYP11B2. L’effetto netto potrebbe 
comunque essere quanto osservato con l’analisi dei livelli di trascritti e la 
misurazione della produzione ormonale. L’infezione da HCMV potrebbe inoltre 
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modulare l’espressione di altri fattori regolatori degli enzimi della steroidogenesi, 
come COUP-TF I e II, WT-1, p53, ecc., e non ancora esaminati in questo studio. 
A questo proposito, l’analisi del profilo di espressione genica globale con 
microarray delle cellule corticosurrenaliche infettate da HCMV ha consentito di 
evidenziare il significativo e costante aumento dell’espressione del trascritto 
codificante la subunità α (attiva) del recettore dei glucocorticoidi. I gucocorticoidi 
esercitano un feedback negativo sulla loro stessa produzione, indirettamente, 
inibendo il rilascio di ACTH dall’ipofisi. Hanno però anche un effetto diretto sul 
surrene. L’inibizione della sterodogenesi mediante aminoglutetimide è stata 
dimostrata portare alla diminuzione dell’espressione del recettore dell’ACTH, 
evento che è impedito dal trattamento con l’agonista dei glucocortioidi 
desametasone (146). E’ stato inoltre dimostrato che il trattamento di cellule 
corticosurrenaliche ovine con desametasone aumenta l’induzione della produzione 
di glucocorticoidi da parte di ACTH, forskolina e cAMP (147). Questi dati 
indicano che i glucorticoidi stimolano direttamente la steroidogenesi aumentando 
l’azione dell’ACTH.  

E’ possibile ipotizzare che l’induzione della steroidogenesi nelle cellule 
corticosurrenaliche infettate da HCMV sia il risultato di un effetto diretto del virus 
sulla trascrizione di geni cellulari chiave per la steroidogenesi. Poiché tale effetto 
si osserva assai precocemente dopo l’infezione, potrebbe essere mediato dai geni 
IE di HCMV, ed in particolare IE2-86, che è in grado di transattivare, oltre i geni 
virali, anche geni cellulari, interagendo con vari fattori di trascrizione, tra cui Sp1, 
coinvolto nella regolazione di molti geni codificanti enzimi e fattori della 
steroidogenesi.  

Da un punto di vista finalistico, potremmo speculare che l’induzione della 
produzione di cortisolo da parte di HCMV sia finalizzata a facilitare e/o 
aumentare la sua replicazione nelle cellule corticosurrenaliche così come a livello 
sistemico. Ciò sarebbe in accordo con i dati riportati in letteratura di maggior 
rischio di riattivazione virale e malattia da HCMV nei pazienti sottoposti a 
trapianto ed in trattamento con corticosteroidi. Inoltre, come abbiamo già fatto 
notare, diversi studi in letteratura dimostrano la capacità dei glucocorticoidi di 
aumentare la replicazione di HCMV e la permissività delle cellule in vitro 
all’infezione da HCMV (135,136,148) così come da altri virus erpetici, come 
EBV (149-151) e HSV (152,153). Il meccanismo d’azione dei glucocorticoidi 
sulla replicazione di EBV è stato dimostrato dipendere da un glucorticoid 
responsive element (GRE) localizzato nel promotore della latenza C del genoma 
di EBV, dal quale dipende l’espressione dei geni della latenza di tipo III 
(154,155). Non è stato invece ancora identificato alcun GRE nel genoma di 
HCMV e degli altri virus erpetici. E’ possibile comunque che i glucocorticoidi e 
gli altri steroidi surrenalici attivino indirettamente la replicazione virale attraverso 
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l’induzione dell’espressione di altri fattori di trascrizione e co-attivatori in grado 
di legare sequenze enhancer/promoter virali e mediare in questo modo la risposta 
ai glucocorticoidi.  

Anche nella nostra esperienza i glucocorticoidi (idrocortisone 10 µM) 
aumentano la produzione virale da parte di fibroblasti infettati da HCMV AD169. 
Non abbiamo dimostrato analogo effetto nelle cellule corticosurrenaliche infettate 
con AD169. In particolare, nelle cellule steroido-secernenti NCI-H295R il 
trattamento con idrocortisone sembra addirittura diminuire il titolo virale 
all’interno delle cellule, mentre nelle cellule non secernenti SW-13 il trattamento 
con idrocortisone induce dei picchi di rilascio virale, come si può dedurre 
dall’aumento del virus nel mezzo di coltura. Abbiamo quindi valutato l’effetto 
dell’enantiomero L dell’aminoglutetimide sulle cellule corticosurrenaliche 
infettate da HCMV. I due enantiomeri L e D dell’aminoglutetimide hanno diversa 
affinità per gli enzimi P-450-dipendenti. Studi in vitro hanno dimostrato che 
l’enantiomero D è 38 volte più potente nel sopprimere l’aromatizzazione 
dell’androstenedione in estrone rispetto all’enantiomero L (156), ma ha 2.5 volte 
l’attività inibente dell’enzima CYP11A rispetto alla forma L (157). La scelta 
dell’enantiomero L era dunque motivata dal fatto che si voleva inibire a monte la 
steroidogenesi, evitando un effetto potente e selettivo sull’aromatasi. Il 
trattamento con L-aminoglutetimide 300 µM non ha modificato 
significativamente il titolo virale intracellulare sia nelle NCI-H295R sia nelle SW-
13, mentre ha indotto picchi di rilascio del virus nel mezzo di coltura. Nelle 
cellule SW-13, il trattamento con L-aminoglutetimide in combinazione con 
idrocortisone ha ridotto il titolo virale nel mezzo di coltura. L’insieme di questi 
risultati suggerisce che gli ormoni steroidei possano modulare la produzione di 
progenie virale nelle cellule surrenaliche infettate da HCMV, anche se non è 
ancora chiaro quale/i ormone/i steroideo/i sia implicato in questo processo. 
Saranno effettuati altri esperimenti con altri inibitori della steroidogenesi e/o 
secretagoghi, così come l’inibitore del recettore dei glucocorticoidi RU489, al fine 
di chiarire questo aspetto. 

L’effetto dell’infezione da HCMV sulla steroidogenesi surrenalica potrebbe 
essere mediata anche da citochine. Citochine come IL-2, IFN-γ, TNF, IL-1 e IL-6 
sono indotte durante la sepsi da batteri gram-negativi o in risposta alla 
somministrazione di endotossina (158) e la sintomatologia dello shock è dovuta 
agli effetti sistemici di queste citochine. D’altra parte, questa cascata di citochine 
porta all’attivazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene con stimolazione della 
produzione di glucocorticoidi da parte del surrene. I glucocorticoidi possono 
sopprimere molte funzioni del sistema immunitario, comprese la produzione di 
citochine e la risposta cellulare T. Pertanto, il sistema immunitario ed il sistema 
neuroendocrino possono comunicare e fornire meccanismi di feedback per 
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limitare la risposta immunitaria. Come riportato nell’introduzione, è noto che 
l’infezione da HCMV stimola la produzione di molteplici citochine e chemochine, 
tra cui IL-1, IL-2, IL-6, IFN-γ, ecc. Analogo effetto si osserva in vivo nel modello 
sperimentale di infezione di topi da parte di MCMV. Nelle prime fasi 
dell’infezione da MCMV, aumentano i livelli sistemici di IL-12, IFN-γ, TNF, IL-
1 e IL-6 e contemporaneamente aumentano i livelli di glucocorticoidi 
(corticosterone). In questo modello murino, l’aumento del corticosterone è 
dimostrato a 36 h dall’infezione da MCMV, mentre negli stessi animali si osserva 
un aumento dei livelli di ACTH a circa 28-32 h dall’infezione. Utilizzando 
anticorpi neutralizzanti specifici contro le citochine, l’IL-6 è stata dimostrata 
essere il mediatore chiave dell’induzione dei glucocorticoidi, mentre l’IL-1 
agirebbe stimolando la produzione di IL-6 (159). E’ stato quindi ipotizzato che 
cellule monocito-macrofagiche, infettate da HCMV, producano citochine, tra cui 
IL-1 ed IL-6, le quali stimolerebbero a livello ipotalamico-ipofisario la 
produzione di CRH ed ACTH, che porterebbero all’aumento dei glucocorticoidi. I 
nostri dati indicano però una stimolazione diretta della produzione di cortisolo nel 
surrene da parte dell’infezione da HCMV. Dal momento che le cellule 
corticosurrenaliche producono molte citochine, tra cui IL-1 ed IL-6 (160,161), e 
che queste sono in grado di stimolare direttamente la steroidogenesi, non è escluso 
che l’aumento della produzione di cortisolo sia il risultato di un loop autocrino. 
Abbiamo per questo studiato l’espressione dell’mRNA di IL-6 mediante real-time 
RT-PCR quantitativa e la produzione di IL-6 nel medium di coltura mediante 
ELISA. Abbiamo dimostrato che l’infezione da HCMV delle cellule NCI-H295R 
determina un netto aumento della trascrizione di IL-6, soprattutto a 8 h e 24 h 
dall’infezione, mentre i livelli di proteina nel mezzo di coltura erano indosabili. E’ 
da notare però che i livelli di IL-6 mRNA basali erano molto bassi per cui il 
saggio ELISA da noi usato potrebbe non essere stato sufficientemente sensibile 
per determinate piccole quantità di proteina. In alternativa, il bassi livelli della 
proteina IL-6 rispetto all’induzione di trascritti potrebbero essere dovuti ad un 
meccanismo di soppressione post-trascrizionale. L’infezione di fibroblasti con 
HCMV o con HCMV inattivato con UV induce elevati livelli di IL-6 mRNA. Nel 
caso del virus inattivato, si osserva una notevole induzione di IL-6 anche a livello 
proteico, fenomeno che non avviene nel caso di infezione litica da HCMV (162). 
Durante l’infezione litica da HCMV, l’espressione dei geni virali porta quindi a 
due effetti apparentemente in antagonismo: l’attivazione trascrizionale di IL-6, 
mediata in parte da IE2-UL86, e la soppressione posttrascrizionale dovuta a 
destabilizzazione dei trascritti di IL-6. L’effetto netto è la riduzione della 
produzione di IL-6 rispetto alle cellule trattate col virus inattivato (162).  

In questo sudio sono state anche valutatate conseguenze dell’infezione virale 
in termini di effetto citopatico, apoptosi, ciclo cellulare e proliferazione cellulare 
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per poter meglio comprendere gli effetti dell’impatto dell’infezione da HCMV a 
livello del macchinario cellulare della linea di carcinoma corticosurrenalico 
ormono-secernente NCI-H295R. L’infezione da HCMV in vitro provoca 
usualmente nei fibroblasti umani un effetto citopatico tipico caratterizzato da 
ingrossamento e arrotondamento delle cellule con inclusioni sia intra- che 
perinucleari (citomegalia, da cui prende il nome il virus). Solo i ceppi di 
laboratorio, come l’AD169 e il Towne, sono in grado di produrre un effetto 
citopatico più generalizzato, caratterizzato dalla lisi completa dell’intero 
monostrato cellulare e il rilascio di alti titoli di virioni a partire dal quarto giorno 
p.i. Dopo 3 settimane dall’infezione da HCMV con una MOI pari a 2, le cellule 
NCI-H295R dimostrano un effetto citopatico caratterizzato dalla presenza di 
cellule vacuolizzate apoptotiche, che, dopo ulteriori passaggi, vanno incontro a 
lisi, con completa distruzione del monostrato cellulare. Si può speculare che il 
ritardo nella comparsa di effetto citopatico nella linea cellulare NCI-H295R 
rispetto ai fibroblasti umani possa essere dovuto al fatto che in questa linea 
cellulare il ciclo replicativo di HCMV sembra essere ritardato.  

Uno degli effetti dell’infezione da HCMV a livello cellulare sembra essere 
l’inibizione dell’apoptosi, che porta alla promozione della sopravvivenza delle 
cellule tumorali. HCMV è in grado di interferire sia con le vie di apoptosi 
cellulare estrinseche che intrinseche; promuove infatti i segnali di sopravvivenza 
cellulare  influenzando l’oncosoppressore p53 e l’analogo p73 e stimola inoltre le 
vie di segnale anti-apoptotiche Ras/Raf/MEK/Erk e PI-3K (163). Nonostante 
HCMV sia in grado di codificare diverse proteine precocissime anti-apoptotiche 
(IE1, IE2, vMIA and vICA), è stato dimostrato che US28, un recettore per le 
chemochine codificato dal virus (IE), sia in grado di indurre costitutivamente 
l’apoptosi in diversi tipi di cellule (164). Inoltre HCMV si è dimostrato in grado 
di indurre apoptosi anche nei precursori delle cellule neurali (165), nelle cellule 
aortiche endoteliali (HAECs) e in una linea endoteliale derivata dai vasi 
ombelicali umani (ECV304) (166- 167). Dopo 24 ore dall’infezione della linea di 
carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R con HCMV MOI 2, il virus causa solo 
una lieve induzione di apoptosi (3%), e la percentuale di cellule apoptotiche 
raddoppia a 72 ore p.i.. Come conseguenza dell’effetto diretto dell’infezione 
virale risultano invece aumentare di più le cellule in necrosi. Interessante notare 
come l’infezione con HCMV MOI 2 combinata al trattamento con etoposide 100 
M risulti in un effetto sinergico che porta il numero di cellule apoptotiche a 
superare il controllo del 29% a sole 24 p.i. e di un valore pari a più del doppio 
dopo 72 ore p.i. (di questo, quasi la metà delle cellule rispetto al controllo risulta 
essere in stato di necrosi post-apoptotica, stadio successivo all’entrata delle cellule 
stesse in apoptosi). L’effetto del trattamento contemporaneo con etoposide e 
HCMV si può ipotizzare sia dovuto al fatto che l’infezione da HCMV, come 
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riportato in letteratura, è in grado si  provocare nelle cellule infettate una 
iperespressione delle topoisomerasi II, il bersaglio del farmaco stesso (168,169). 
Nonostante sia riportato in letteratura che HCMV sia in grado di indurre la sintesi 
di DNA cellulare in cellule sincronizzate, tramite privazione di siero, in fase 
G0/G1 (43,170), alcuni risultati suggeriscono che l’infezione da HCMV non porti 
in maniera concomitante alla divisione cellulare. Al contrario, l’infezione da 
HCMV è in grado di inibire o ritardare la proliferazione cellulare, inibendo la 
progressione del ciclo cellulare nella cellula ospite (43). Negli esperimenti di 
valutazione della proliferazione cellulare in seguito ad infezione con HCMV 
AD169 infatti, si ottiene una piccola riduzione della proliferazione cellulare solo a 
72 ore p.i., mentre a 24 ore dall’infezione non vi è alcuna modulazione 
significativa. Anche per quanto riguarda la valutazione del ciclo cellulare dopo 
infezione con HCMV AD169, non risulta una risposta significativa, in quanto vi è 
solo un lieve aumento del 3% della cellule in fase S rispetto al controllo. Presi 
tutti insieme, questi dati suggeriscono che l’infezione di HCMV, almeno durante 
le prime fasi di infezione, non sia in grado di modificare significativamente il 
macchinario cellulare della linea di carcinoma corticosurrenalico NCI-H295R. 
Questo risultato potrebbe essere spiegato con il fatto che, come già riportato 
sopra, gli effetti dell’infezione da HCMV su questa linea cellulare siano più 
ritardati rispetto a quanto avviene nei fibroblasti. Vi è quindi la necessità di 
approfondire in futuro gli effetti dell’infezione sul macchinario cellulare in tempi 
più lunghi rispetto a quelli utilizzati. 

E’ stato infine valutato il profilo di espressione genica globale delle linee 
cellulari corticosurrenaliche infettate da HCMV AD169 al fine di identificare vie 
metaboliche alterate dall’infezione. Per questo scopo è stato eseguito un 
esperimento di time-couse, in cui l’espressione genica è stata analizzata a 8 ore, 24 
ore e 72 ore dall’infezione. Nei fibroblasti, in genere, il tempo 8 ore corrisponde 
all’espressione dei geni precocissimi e precoci virali, a 24-36 ore dall’infezione 
inizia la replicazione del DNA virale, mentre a 72 ore circa si conclude il ciclo 
replicativo virale. Verosimilmente, il ciclo replicativo virale è più ritardato nelle 
linee cellulari corticosurrenaliche rispetto ai fibroblasti e tutti gli istanti temporali 
presi in considerazione potrebbero rappresentare fasi relativamente precoci del 
ciclo replicativo virale. 

Nelle cellule secernenti steroidi NCI-H295R, a 8 ore dall’infezione con 
HCMV a MOI 2, si osserva un significativo aumento dell’espressione della 
subunità α del recettore dei glucocorticoidi, come riportato sopra, effetto che si 
mantiene almeno fino a 24 ore dall’infezione. In uno studio con microarray 
condotto su fibroblasti, invece, è stata osservata l’inibizione, a 8 e 24 h 
dall’infezione, della subunità β del recettore dei glucocorticoidi (14). La subunità 
α del recettore è la forma attiva, mentre la subunità β potrebbe inibire l’attività 
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della subunità α. Nelle cellule surrenaliche infettate, a 8 h, si osserva inoltre 
l’induzione di geni responsabili di instabilità cromosomica e invasività tumorale e 
di fattori coinvolti nel trasporto e secrezione di proteine. A 8 ore è invece inibita 
l’espressione di geni codificanti fattori di trascrizione, geni implicati nella 
morfogenesi e differenziamento cellulare, geni implicati nel metabolismo 
mitocondriale. E’ interessante notare l’inibizione del gene codificante la heat 
shock 70kD protein 8, la quale è coinvolta nella regolazione dell’attività dei 
recettori per gli ormoni steroidei (in particolare il recettore degli estrogeni di tipo 
α). In assenza del ligando, i recettori degli ormoni steroidei, definiti aporecettori, 
sono inattivi e sono localizzati nel citoplasma o nel nucleo in complessi con altre 
proteine, tra cui le heat shock protein 90, 70 e 56. Quando il ligando (ormone) 
entra nella cellula, la heat shock protein si dissocia, il recettore cambia 
conformazione, dimerizza e diventa attivo. Il significato dell’inibizione 
dell’espressione di heat shock 70kD protein 8 rimane da chiarire, ma non è 
escluso un ruolo nella steroidogenesi e/o nella replicazione virale. Nei fibroblasti, 
invece, è stata riportata un’induzione significativa di heat shock protein 70 a 24 h 
dall’infezione (14). A 24 ore dall’infezione risultano indotti geni codificanti 
fattori coinvolti nella risposta anti-microbica, fattori ad attività anti-apoptotica, 
geni implicati nella trascrizione, nella sintesi degli acidi nucleici e nella 
proliferazione cellulare, mentre sono inibiti geni ad attività anti-proliferativa o 
attivatori della cascata NF-kB. A 72 ore sono indotti geni implicati nel 
rimodellamento cromatinico, mentre sono inibiti repressori trascrizionali, inibitori 
dell’angiogenesi e geni implicati nella risposta allo stress ossidativo. Il gene 
codificante la dual specific phosphatase 8 (DUSP8) è l’unico ad essere 
significativamente inibito durante tutto il time-course di infezione. Questo gene, 
definito anche “human homolgue of vaccinia virus H1 phosphatase gene clone 5” 
(hVH-5), codifica una fosfatasi duplice specifica, in grado di defosforilare 
fosfotirosine regolatrici e residui di fosfotreonina delle cosiddette mitogen-
activated protein kinasis (MAPK). Le MAPK sono regolatori chiave di molte 
funzioni cellulari e sono strettamente controllate dall’azione concertata di diverse 
fosfatasi. L’attività appropriata delle dual specific phosphatase, definite anche 
MAPK fosfatasi (MKP), è essenziale per la corretta attività di segnalazione delle 
MAPK e quindi per diversi aspetti della fisiologia della cellula, come 
l’infiammazione e la morte cellulare (171). In particolare, la fosfatasi hVH-5 ha 
attività preferenziale nei confronti di due particolari classi di MAPK, le c-Jun N-
terminal kinasis (JNK) e le p38 kinasis (172). Entrambi questi gruppi di MAPK 
svolgono un ruolo importante nella trasformazione cellulare, nella progressione 
neoplastica e nel processo metastatico. E’ stato ipotizzato che le MKP abbiano 
un’attività di oncosoppressori. Infatti, i geni di diverse MKP mappano in regioni 
cromosomiche il cui frequente riarrangiamento genetico è associato all’insorgenza 
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di tumori. Questo è particolarmente vero per hVH-5, che mappa nel locus 
11p15.5, regione soggetta ad imprinting genetico e che dimostra perdita di 
eterozigosi e squilibrio allelico in diversi tipi di tumori, tra cui il carcinoma 
corticosurrenalico (173). L’inibizione di hVH-5 potrebbe svolgere un ruolo 
importante nella modulazione della biologia della cellula tumorale, essendo le 
MAPK, e JNK in particolare, importanti attori nel processo di oncomodulazione 
da HCMV. Una inibizione significativa dell’espressione di un’altra dual-
specificity phosphatase, ossia la DUSP10, è stata dimostrata in fibroblasti infettati 
sia da HCMV che da virus inattivato con UV (15), per cui l’inattivazione 
dell’espressione delle MKP potrebbe essere innescata dal legame ed ingresso nella 
cellula di HCMV. In questo stesso studio è stato inoltre dimostrato che 
l’espressione di molti altri geni cellulari ad attività antivirale è modulata da queste 
prime fasi dell’infezione virale, mentre proteine virali sintetizzate 
successivamente bloccherebbero questa risposta cellulare antivirale (15). 

Oltre all’analisi già discussa, è stata  effettuata sui dati ottenuti con 
microarray anche un’analisi di clustering, dalla quale si sono ottenuti tre clusters 
di geni. Uno di questi, il cluster 3, è risultato interessante perchè composto da 12 
geni particolarmente indotti durante le prime ore d’infezione. Interessante 
sottolineare la presenza in questo  cluster di due geni che codificano per i recettori 
puringergici P2Y11 e P2X4 che sono recettori di superficie che mediano gli effetti 
dell’adenosina-5’-trifosfato (ATP). L’ATP, oltre al suo ruolo di fonte 
intracellulare di energia, modula un’ampia varietà di processi fisiologici 
extracellulari quali la regolazione della contrazione della muscolatura liscia 
cardiaca, vascolare e viscerale, la neurotrasmissione,  lo sviluppo embrionale, la 
crescita, la proliferazione e la differenziazione, la neurotrasmissione e la 
secrezione endocrina, inclusa anche la secrezione di ormoni corticosteroidei (174-
178). Le azioni mediate dall’ATP si attuano per mezzo del legame a recettori 
specifici chiamati recettori purinergici. Quest’ultimi vengono suddivisi in due 
famiglie principali, i P2X e i P2Y le quali sono ulteriormente suddivise in 
sottogruppi in base alla loro sensibilità all’ATP  e ad altri nucleotidi (179,180). I 
P2X sono recettori ionotropici non selettivi per i cationi, e contengono pori 
intrinseci che cambiano la loro conformazione  in seguito al legame con l’ATP,  
permettendo quindi agli ioni di passare. I recettori P2Y sono invece metabotropici 
e si accoppiano a sistemi di secondi messaggeri intracellulari attraverso proteine 
G eterodimeriche (Figura 42) (181-183). Ad oggi sono stati clonati e caratterizzati 
7 sottotipi di recettori P2X, e circa 9 sottotipi della famiglia dei recettori P2Y 
(180,182). 
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Figura 42.  Rappresentazione schematica delle caratteristiche generali dei recettori P2X 
(A) e P2Y (B). I sette recettori P2X clonati (P2X1-7) sono canali ionici che si legano 
all’ATP formando dei pori permeabili ai cationi con una rapida cinetica di attivazione. 
Ciascuna delle tre subunità, che forma un complesso omo- o eterodimerico, comprende 
due regioni idrofobiche transmembrana (TM1 e TM2), un grande loop extracellulare di 
circa 270 amminoacidi e due code terminali localizzate intracellularmente. Residui 
amminoacidici caricati positivamente nel loop extracellulare contribuiscono al legame con 
l’ATP e all’attivazione del recettore. Le code amino- e carbossi-terminali intracellulari 
sono associate rispettivamente a delle protein chinasi C conservate e a dei  trafficking 
motifs. Dall’altra parte, i recettori P2Y sono costituiti da sette segmenti transmembrana 
(TM1-TM7) collegati attraverso tre loop extracellulari e tre intracellulari. La porzione 
ammino-terminale è situata fuori dalla cellula, mentre la porzione carbossi-terminale è 
situata nel citoplasma, e possiede un consensus binding motif per le protein chinasi. La 
diversità strutturale dei loop intracellulari e della porzione carbossi-terminale determina il 
diverso accoppiamento dei sottotipi P2Y con le proteine G. (Da Fischer et al., Curr Med 
Chem;14:2429-55,2007.) 

La distribuzione dei recettori purinergici a livello surrenalico è ampia ed è 
stata studiata in diverse specie. Uno studio di Vulchanova (184) ha rilevato la 
presenza dei recettori P2X a livello delle cellule cromaffini del ratto, nel 
porcellino d’India invece la distribuzione di questi recettori risulta diversa, 
come riscontrato in un lavoro successivo di Afework e Burnstock (185). Nel 
ratto infatti, tutti i sette sottotipi di recettori P2X sono stati riscontrati con la 
seguente distribuzione:  i P2X1 nelle fibre nervose  che innervano le cellule 
cromaffini e i vasi sanguigni della midollare, i P2X2 nei neuroni intrinseci e nei 
nei miociti lisci dei vasi sanguigni della capsula e subcapsula, i P2X3 nei 
neuroni intrinseci, i P2X4-7 nelle cellule corticosurrenaliche, e infine i P2X5 e 
P2X7 anche in un numero limitato di cellule cromaffini. Nello studio effettuato 
da Afework sul porcellino d’India invece la distribuzione appare diversa: i 
P2X1 sono stati riscontrati nella regione più interna della zona reticularis della 
corticale, i P2X2 sono stati rilevati  tra i gruppi di cellule corticali della zona 
reticularis. È stata inoltre riscontrata immunoreattività per i P2X5 nelle 
terminazioni delle fibre nervose e nei neuroni intrinseci e per i P2X6 nelle 
cellule cromaffini. Non è stata riscontrata invece immunoreattività per i 
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recettori P2X3, P2X4, P2X7. La distribuzione dei recettori P2Y a livello 
surrenalico risulta estesa (come dimostrato da diversi lavori in cui vengono 
studiati gli effetti di agonisti e antagonisti nella modulazione della 
steroidogenesi (186-188) ma meno chiara. Ad ogni modo, l’ampia e specifica 
distribuzione dei sottotipi di recettori P2X e dei P2Y nelle ghiandola 
surrenalica suggerisce un ruolo importante del segnale purinergico nella 
fisiologia di questo organo. Nella ghiandola surrenalica infatti, l’ATP viene 
immagazzinato e rilasciato con le catecolamine dalle cellule cromaffini (189). 
È stato inoltre dimostrato che l’ATP viene rilasciato dalle  cellule della zona 
glomerulosa e della zona fascicolata della ghiandola stimolando la 
steroidogenesi (190,191). Il significato fisiologico dell’ATP extracellulare o di 
altri nucleotidi nella regolazione della secrezione del cortisolo, ad ogni modo, 
non è ancora stata ben chiarita. Nelle cellule surrenaliche bovine della zona 
fascicolata, è stato dimostrato che l’ATP stimola la secrezione di cortisolo 
attraverso un meccanismo di attivazione dei recettori purinergici P2Y, Ca2+ 
dipendente, che viene quindi mediato dall’aumento intracellulare di calcio. 
Questo meccanismo sembra essere regolato dall’entrata del Ca2+ in base alla 
depolarizzazione della membrana plasmatica (192,193), e sembra coinvolgere 
l’attivazione di un adenilato ciclasi e della protein chinasi A (PKA) (194). I 
recettori P2Y11 sono gli unici tipi di recettori P2Y in grado di accoppiarsi con 
le Gs e causare l’attivazione della PKA (195). Il recettore P2Y11 sembra 
quindi avere un ruolo diretto nella stimolazione dell’attività dell’adenilato 
ciclasi e quindi potenzialmente nel contribuire alla regolazione autocrina-
paracrina da parte dei nucleotidi quali l’ATP (196). Tra i geni appartenenti al 
cluster 3, ve ne sono altri due che agiscono tramite meccanismi Ca2+ 
dipendenti, ovvero CAMK1D e TPD52. CAMK1D o calcium/calmodulin-
dependent protein Kinase ID, codifica per una sottofamiglia di chinasi 
serina/treonina, che sembra avere un ruolo critico nel modulare le risposte 
funzionali nei granulociti in termini di migrazione ed adesione (197) ed attua i 
suoi effetti attraverso un meccanismo Ca2+ dipendente. Nel topo questa 
proteina risulta coinvolta nei processi apoptotici (198). TPD52, o tumor protein 
D52, codifica per una proteina che sembra agire come un proto-oncogene e 
rappresenta un marcatore del cancro prostatico (199) e ovarico (200). TPD52 si 
lega all’anessina VI in modo Ca2+ dipendente e sembra regolare i processi 
secretori nelle plasmacellule (201). Tra i geni particolarmente indotti durante il 
time corse d’infezione, appartenenti al cluster 3, ce ne sono alcuni come 
TACC1 ed E2F1 che sono coinvolti nella trasformazione oncogena e 
nell’angiogenesi. TACC1, o Transforming acidic coiled coil 1, la cui funzione 
non è stata ancora del tutto chiarita, sembra agire come un oncogene putativo il 
cui ruolo è quello di regolare positivamente le vie Ras e PI3K, promuovendo la 
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trasformazione Ras-mediata, e prevenendo l’apoptosi indotta dall’inibizione da 
PI3K. In letteratura è riportato che TACC1 svolge un importante ruolo 
oncogeno nella formazione del tumore della ghiandola mammaria murina 
(202). Interessante risulta essere anche l’induzione durante le prime fasi 
d’infezione di E2F1. La proteina codificata da questo gene appartiene alla 
famiglia dei fattori di trascrizione E2F, la quale, come già riportato, svolge un 
ruolo cruciale nel controllo del ciclo cellulare ed è inoltre un target delle 
proteine trasformanti dei piccoli virus oncogeni a DNA. E2F1 si lega 
preferenzialmente alla proteina pRb del retinoblastoma in modo ciclo-cellulare-
dipendente e può mediare sia la proliferazione cellulare che l’apoptosi p53 
dipendente/indipendente (203). In letteratura è presente un lavoro di Song 
effettuato su fibroblasti umani infettati con HCMV in cui viene riportato che 
l’induzione di E2F1 viene mediata dall’espressione della proteina virale IE86 
(22). Anche PROKR2 prokineticin receptor 2 risulta particolarmente indotto 
dall’infezione delle cellule NCI-H295R con HCMV; questo è un recettore delle 
prochineticine, le quali sono delle proteine anche note come endocrine gland-
derived vascular endothelial growth factors che agiscono come fattori di 
crescita  promuoventi l’angiogenesi e risultano implicati in diversi processi 
fisiologici, che vanno dallo sviluppo alla fisiologia adulta (204). Da 
sottolineare infine l’induzione di INCEP, inner centromere protein antigens, 
che svolge un ruolo importante nella stabilizzazione del chromosomal 
passenger complex (CPC). Questo complesso coordina gli eventi della mitosi a 
livello cromosomico e di citoscheletro, legandosi alla survivina (205).  

 Per capire meglio il meccanismo di questo cluster e per saperne di più 
circa la struttura di dipendenza tra questi geni, è stata costruita una rete 
gaussiana Bayesiana. La rete Bayesiana permette di rappresentare le relazioni 
tra i geni in termini della loro dipendenza probabilistica (206). In questo caso 
due geni sono statisticamente dipendenti se l’attivazione di un gene è 
influenzata dall’attivazione dell’altro gene. Da questa rete si è ottenuto un 
risultato molto interessante poiché i due recettori purinergici P2X4 e P2Y11 
sembrano agire come geni “diga”, in grado di modulare l’espressione di tutti 
gli altri geni del network stesso. Questo dato ci potrebbe far speculare che 
HCMV sfrutti questa via di segnale dipendente dall’ATP per influenzare la 
produzione di cortisolo e, in definitiva, aumentare la propria replicazione. I 
recettori purinergici potrebbero quindi giocare un ruolo fisiologico importante 
nel modulare gli effetti dell’infezione da HCMV nella ghiandola surrenalica. 
Alla luce di questi risultati si sta ricercando il ruolo di questi due recettori 
purinergici negli effetti dell’infezione da HCMV sulla funzione surrenalica. 
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9 CONCLUSIONI 
 

I risultati di questo studio dimostrano, per la prima volta, che HCMV infetta e 
replica in cellule corticosurrenaliche umane in vivo e in vitro. L’infezione da 
HCMV stimola la produzione di cortisolo e 17β-estradiolo, mentre il trattamento 
con idrocortisone a dosi fisiologiche aumenta la replicazione di HCMV nei 
fibroblasti ed il rilascio di particelle virali da cellule corticosurrenaliche infettate. 
L’effetto dell’infezione da HCMV sulla produzione di ormoni steroidei sembra 
mediato da una significativa e persistente induzione dell’espressione di alcuni 
enzimi della steroidogenesi surrenalica, soprattutto CYP11B1, responsabile 
dell’ultima reazione di sintesi del cortisolo. Questa induzione potrebbe essere il 
risultato di un’azione diretta del virus sull’espressione degli enzimi della 
steroidogenesi, o essere mediato da fattori trascrizionali o di citochine coinvolti 
nella regolazione della steroidogenesi e modulati in corso di infezione da HCMV. 
L’analisi con DNA microarray ha evidenziato che l’infezione da HCMV 
determina una precoce e marcata induzione dei geni codificanti per due recettori 
purinergici, noti per mediare gli effetti dell’ATP sull’aumento della produzione di 
cortisolo. E’ ipotizzabile che il virus utilizzi questo pathway per influenzare la 
steroidogenesi nelle cellule corticosurrenaliche. L’effetto dell’infezione da 
HCMV non sembra avere invece un impatto significativo sul macchinario 
cellulare, almeno durante le prime fasi d’infezione, mentre provoca un marcato ed 
evidente effetto citopatico dopo circa tre settimane. 
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