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PREMIO NOBEL PER LA FISIOLOGIA O LA MEDICINA 2020
assegnafo a
Harvey J. Alter, Michael Houghton and Charles M. Rice

“for the discovery of Hepadtitis C virus ”

di Enzo Tramontano*

Il frufto di un lavoro lento, fafto di piccoli tasselli aggiunti anno dopo
anno, con pazienza, senza lasciarsi scoraggiare dai numerosi falli-
menti, sfruffando le nuove tecnologie di volta in volta disponibili. Un
esempio di un percorso di successo sviluppato secondo le modalita

piu classiche della ricerca in ambito biologico. Una serie di scoperte * professore di Microbio-
che hanno permesso di meftere a punto metodologie di moniforag- logia e Virologia allUni-
gio sanguigno che ha portato a eliminare il rischio di epatite a segui- versita di Cagliari

to di trasfusione del sangue.

Il premio Nobel per la Fisiologia o Medicina del 2020 e
stato assegnato a tre scienziati che hanno contribuito a
scoprire il virus dell’epatite C (HCV, Hepatitis C Virus): gli
statunitensi Harvey Alter e Charles Rice e il britannico
Michael Houghton.
L’HCV determina lo sviluppo di epatiti acute e croniche
che comprendono effetti lievi e transitori (circa il 30%
dei casi), oppure casi pit gravi in cui si sviluppa un’in-
fezione cronica (70% dei casi) che puo portare a cirrosi
(circa il 20% dei casi a 20 anni dall'infezione) e a un
significativo aumento del rischio di sviluppare un epa-

tocarcinoma (rischio 17 volte maggiore di una persona HCV-negativa) [1]. A oggi si

ritiene che ci siano circa 71 milioni di persone al mondo con una infezione cronica

da HCYV (in ltalia si stima un tasso di infezione dell'11% della popolazione), e si & stimato

che nel solo 2016 circa 400.000 persone siano morte a seguito di infezione con HCV,

principalmente per lo sviluppo di cirrosi epatica ed epatocarcinoma.

L'epatite, un'infiammazione del fegato, € nota da secoli. Ippocrate

la cita nel De Morbus Internis parlando di «epidemia di ittero» e la

sua natura infettiva era gia stata ipotizzata nell'ottavo secolo quan-

do Papa Zaccaria a Roma mise in quarantena tutte le persone con

ittero per evitare che la malattia si propagasse fuori citta [2]. In tem-

pi piu recenti, 'epatite & stata riconosciuta come malattia infettiva

a seguito di eventi epidemici che si sono verificati specialmente in

occasione della Prima guerra mondiale (per esempio a Gallipoli

nel 1915) [3], o durante la Seconda guerra mondiale quando ci

furono piu di 200.000 casi tra le truppe americane e fino a 5 milioni

di casi tra civili e militari tedeschi [4]. Negli anni Trenta e Quaranta

del secolo scorso furono anche riportati eventi epidemici dovuti

all'uso improprio di siringhe [5] e un’osservazione simile fu fatta fin

dal 1885 da A. Lurman che, correlando i fenomeni, si limitd pero a

notare che molte persone vaccinate per il vaiolo sviluppavano una  Harvey J. Alter, Michael Houghton and Charles M. Rice
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forma di ittero [6]. Simile correlazione
fu poi osservata anche per molti altri

i
vaccini: & noto il caso di 50.000 sol- ' ,;,'flg‘

dati americani che nel 1942 furono ¢

vaccinati per la febbre gialla e svilup- @tibodies =
] U

parono littero [7]. La trasmissione da i LS
persona a persona era quindi corre-
lata alle trasfusioni di sangue e all'uso
di siringhe: negli anni Sessanta la pro-
babilitad di sviluppare un’epatite a
seguito di una trasfusione di sangue
arrivava a circa il 45% [8, 9].
Sebbene non fosse chiaro quale
fosse I'agente infettivo, nel 1947 il
medico inglese F.O. MacCallum
classifico le epdtiti infettive in epati-
te A ed epadtite B, osservando due
diverse vie di infezione [10]. Una
prima via era di tipo oro-fecale o
dovuta all’acquisizione di cibo 0 acqua contaminata, una seconda era mediata dal
siero. Studi svolti su alcuni carcerati e malati mentali americani negli anni Quaranta
confermarono queste ipotesi [11].

Negli anni Sessanta il gruppo di ricerca di Baruch Blumberg dimostro I'associazione
dell'epatite di tipo B con un virus (il virus dell’epatite B, un virus a DNA appartenente
agli Hepadnaviridae) [11]. Questa scoperta valse a Blumberg il premio Nobel per la
Medicina nel 1976. Ai primi degli anni Settanta si scopri poi che I'altro tipo di infezio-
ne era dovuto invece a un secondo virus, il virus dell’epatite di tipo A (HAV, un virus
con genoma da RNA, appartenente ai Picornaviridae) [12]. Negli anni Settanta tutta-
via, nonostante questi indubbi successi, un significativo numero di persone trasfuse
continuava a sviluppare un’epatite cronica.

Ein questo periodo che Harvey Alter si associa al gruppo di ricerca di Blumberg che
dirigeva allora la banca del sangue dell’NIH. Qui Alter dimostra che I'80% dei casi di
epatiti post-trasfusionali non era correlato all’infezione con HBV. Questa infezione
«non B» aveva un periodo di incubazione piu breve e sinfomi acuti piu lievi della infe-
zione dovuta a HBV [13]. Inizialmente si ritenne che I'agente infettivo responsabile
dell’epatite A potesse, in certe condizioni, causare questa infezione, ma la scoperta
del’lHAV confutd questa ipotesi. Alter, avendo quindi a disposizione I'ampia banca
del sangue dell’NIH, poté verificare che i sieri di pazienti «<non B» che sviluppavano
epadtite risultavano anche «non-A», cioé non contenevano né I'HBV né I'HAV [14, 15].
Si ipotizzd quindi la presenza di un agente/i infettivo diverso, responsabile per quella forma
di epatite che richiamava quella indotta da HBV, ma che portava piu frequentemente a
forme croniche. Questo tipo di epatite fu designato quindi «epatite non-A, non-B».

Molti casi erano di epatite post-trasfusionali erano quindi dovuti a un diverso agente
infettivo e il fatto che molti portatori fossero asintomatici acuiva il problema in quanto
essi non erano facilmente identificabili. Il problema sanitario era pertanto particolar-
mente urgente, perché in assenza di un sistema diagnostico efficace le persone che
dovevano subire una trasfusione erano a elevato rischio di sviluppare un’epatite cro-
nica. In effetti, studi epidemiologici recenti, hanno dimostrato che la diffusione epidemica
di HCV e stata molto limitata fino alla seconda meta del 1800, si &€ quindi diffusa in parti-
colare a partire dai primi del 1900 espandendosi con continuita dopo la Seconda guerra
mondiale e raggiungendo il suo culmine negli anni Oftanta del secolo scorso [16]. La
trasmissione per via sessuale del’HCV non ¢ infatti molto efficiente, mentre le trasfusioni di
sangue, I'uso di prodotti del sangue e I'abuso di droghe assunte per via endovenosa ne
ha permesso una espansione incontrollata per diversi decenni.

Alla fine degli anni Settanta Alter fece un passo in avanti: dimostrd che il siero di pa-
zienti con «epatite non-A, non-B», sia acuta sia cronica, potevano trasmettere una
forma di epatite agli scimpanzé [17]. La disponibilitd di un modello animale apri nuo-
vi scenari. Si iniziarono a studiare i cambiamenti morfologici delle cellule epatiche a
seguito del contagio e Alter propose che la patologia fosse dovuta a un virus che era
avvolto da uno strato lipidico (un virus con envelope) [18]. In definitiva, le scoperte
pionieristiche di Alter hanno portato alla definizione di un’epatite post-trasfusionale
con proprie caratteristiche, probabilmente dovuta a un’infezione con un virus non
corrispondente a quelli noti al tempo.

Hepatitis C virus

(© The Nobel Committee for Physiology or
Medicine. Ill. Mattias Karlén)
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Il problema sanitario persisteva e la soluzione era ancora molto lontana cosi che |l
rilevamento di questo nuovo agente virale nel sangue da frasfondere rimaneva un’e-
mergenza a livello planetario. Ea questo problema che si rivolge Michael Houghton
presso i laboratori di una azienda privata, la Chiron Corporation in California, che
collabora con il Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
americano. Nel 1982 Houghton inizia ad applicare le nuove metodologie
molecolari a questo fine. In quegli anni si era infatti sviluppata una tecnica che
permetteva di fare una copia del DNA (detto cDNA) e il gruppo di ricerca di
Houghton cercava di idenfificare il cDNA di questo nuovo agente infettivo
negli scimpanzé infettati. | tentativi tuttavia sembravano tutti fallimentari: il cDNA
identificato apparteneva in realtd agli scimpanzé e non allagente infettivo.
Diversi tentativi di arricchire il campione virale eliminando le sequenze
dellospite fallrono ugualmente. Numerose tecniche furono messe in campo e
gli studi proseguirono infruttuosi per piu di sei anni, tanto che Houghton in una
intervista ha dichiarato di sentirsi fortunato perché la Chiron in quegli anni non
fermo la sua ricerca, perché «oggise non hai risultati immediati € molto difficile
ottenere dei fondi per la ricerca».

L’applicazione di una nuova tecnologia che permetteva di isolare 'RNA dal plasma e
generare del cDNA che poi veniva a sua volta trasferito in batteri mediante una me-
todologia che usava il batteriofago lambda portd un risultato inaspettato. Fu genera-
ta una biblioteca di cDNA derivante da RNA di un paziente con una «epatite non-A,
non-B» fulminante, da cui furono ottenute un milione di colonie di batteri,
ciascuna contenente un diverso cDNA. Lo studio delle sequenze clonate di tutto il
milione di colonie batteriche portd alla scoperta di un singolo clone che
conteneva una sequenza che non era né umana né di scimpanzé [19]; siamo nel
1987. Era il segnale che Houghton stava cercando invano da sei anni (Hounghton
ha descritto in dettaglio questo lento processo in un suo interessante articolo) [20].
Quel singolo clone, il clone 5-1-1, conteneva una sequenza di circa 10.000
basi nucleotidiche che poteva codificare per delle proteine e che aveva una
lontana somiglianza con alcune sequenze virali appartenenti alla famiglia dei
Flaviviridae (cfr p.5). Si trattava quindi di un nuovo virus con genoma a RNA
con polaritd positiva, che poteva cioe essere riconosciuto immediatamente
come RNA messaggero dalla cellula ospite e tradotto in proteine. Fu quindi
successivamente confermato che le sequenze di questo virus codificavano una
proteina che reagiva con il siero di scimpanzé infettati con il virus «dell’'epatite
non-A, non-B», ma non con il siero di animali infetti con HAV o HBV, e con
sieri di pazienti italiani, giapponesi e americani [21]. Il virus venne quindi
denominato HCV.

Mancava tuttavia la prova definitiva dell’associazione del’HCV all’'epatite secondo
i postulati di Koch: verificare cioé se linfezione di HCV potesse portare
al’'epatite con la storia naturale descritta, o se fosse necessaria la presenza di altri
fattori. Per questa dimostrazione era necessario isolare un virus capace di indurre
una epdatite acuta e una epatite cronica. Il gruppo di ricerca di Charles
Rice presso la Washingfon Univer-sity a St. Louis entra in gioco a questo punto
della storia, perché aveva identificato una porzione non-codificante per alcuna
proteina, presente allestremita 3’ del geno-ma virale e che Rice pensava fosse
rilevante proprio per la replicazione del virus [22]. Replicazione che nessuno aveva
ancora mai osservato. Rice aveva quindi usato tale sequenza nel cercare di
ricostruire un virus replicante, ma i tentativi erano falliti. Tuttavia, era gia noto a
Rice che i virus, in particolare i virus con genoma a RNA, sono particolarmente
proni a mutare, per cui Rice pensdO che fosse possibile che la se-quenza da
lui finora utilizzata potesse aver subito una mutazione che la inattivasse.
Pertanto, la sosfitui con una sequenza «consenso», cioé una sequenza che
indicasse una piu alta probabilitd di essere ritrovata nel maggior numero dei
virus, e iniettd I'RNA di questo virus ricombinante nel fegato di scimpanzé. Con
sorpresa osservd che si instaurd un'infezione che produceva virus a sua volta
infettante, che gli animali infetti sviluppavano una patologia che seguiva il corso
naturale descritto per «'epatite non-A, non-B», e infine che il virus si ritrovava nel
sangue degli scimpanzé per diversi mesi [23]. Il lavoro di Rice dimostrd in modo
definivo che I'HCV da solo era l'agente eziologico dellepatite che si
osservava nei pazienti di diverse parti del mondo.

Nel complesso si € trattato di un lavoro lento, fatto di piccoli tasselli aggiunti pezzo
dopo pezzo, anno dopo anno, decennio dopo decennio, con pazienza, non
facendosi scoraggiare dai numerosi fallimenti, sfruttando sempre le nuove
tecnologie di volta in volta sviluppate per poter rispondere alle nuove domande,
fino a raggiungere la risposta cercata. Un esempio di un lavoro messo a
disposizione della comunita scientifica nel tempo, che ha portalo a un
successo secondo le modalita piu classiche della ricerca in ambito biologico.

Un esempio, ancora una volta, di come lo studio di un virus
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abbia portato a scoperte tanto rilevanti da meritare un premio Nobel (le scoperte fatte da
virologi sono tra le piu premiate in assoluto in ambito biologico).

Queste scoperte hanno permesso di mettere a punto metodologie di monitoraggio
sanguigno che hanno portato a eliminare il rischio di epatite a seguito di frasfusione
del sangue. La storia perd non € finita qui. | premiati per il Nobel non possono essere
piu di tre. Forse per questo il tedesco Ralph Bartenschlager dell’Universita di Heidel-
berg, che ha costruito il primo sistema per studiare la replicazione di HCV in cellule
epatiche (un replicone) [24], non & stato premiato. Dalla sua scoperta e da quella
successiva che ha permesso di migliorare la tecnologia usata e isolare dei virus che
si adattassero a delle linee cellulari [25], producendo cosi virus infettanti, si sono poi
ottenuti altri modelli animali piu semplici degli scimpanzé. Questi modelli sono poi
stati usati per identificare una serie di nuove molecole che hanno rivoluzionato la
terapia anti-HCV trasformando una patologia con elevata mortalita in una infezione
completamente curabile (solo in Iltalia sono state gid curate circa 200.000 persone).
Forse un altro premio Nobel & ancora da assegnare.

Enzo Tramontano
(Professore di Microbiologia e Virologia allUniversita di Cagliari)
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