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SUMMARY

Chlamydophila pneumoniae, an obligate intracellular gram negative bacterium, is involved in a wide spectrum of
symptomatic respiratory tract diseases. However more recently it has been reported to be a pathogenic agent
in the mechanism leading to atherosclerosis. In the present study the presence of Chlamydophila pneumoniae was
assessed, using nested PCR and in situ PCR, while the viability of the microorganism was investigated using RT in
situ PCR.The results obtained demonstrated that Chlamydophila pneumoniae was present and alive in the tissues
examined. The global concordance of results in the three techniques used was 100%. RT in situ PCR can be con-
sidered a precious tool to detect bacterial MRNA in formalin fixed paraffin embedded samples provided an opti-

mal standardization of the key variables is achieved.

INTRODUZIONE

Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) €
un organismo endocellulare obbligato, Gram
negativo che, oltre ad essere correlato a sindromi
di origine respiratoria ¢ stato recentemente asso-
ciato a patologie cardiovascolari (patologie coro-
nariche (12, 14), aterosclerosi (5, 15), ecc...).

In due precedenti lavori abbiamo confermato la
possibilita di dimostrare la presenza del DNA di
C. pneumoniae sia nel sangue di soggetti sani (13)
che in tessuto autoptico fissato in formalina ed
incluso in paraffina (12) gia riportata in letteratu-
ra da altri autori (10, 11).

La successiva implementazione del metodo con
I'utilizzo della tecnica di PCR in situ (2), ci ha
consentito di localizzare la presenza del micror-
ganismo in precise strutture istologiche. Tali pre-
cedenti studi lasciavano tuttavia irrisolto il pro-
blema della dimostrazione di condizioni di vitali-
ta del microrganismo nei tessuti indagati.
Precedenti autori (3) hanno risposto a tale quesito
ricorrendo allo studio dell’mRNA di C. preumo-
niae su tessuti criopreservati, basandosi sul breve
tempo di emivita di questa molecola.

Nel presente lavoro abbiamo valutato 1’utilizzo
della RT-PCR in situ (1, 9) su tessuti non piu crio-
preservati, ma fissati in formalina ed inclusi in
paraffina cercando di standardizzare condizioni
metodologiche che consentissero una ottimale
conservazione delle caratteristiche morfologiche
del tessuto.

MATERIALI E METODI

Sono stati analizzati 5 distretti vascolari (poligo-
no di Willis, arteria coronaria, aorta toracica,
aorta addominale, arteria renale) da 27 pazienti
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deceduti sottoposti ad autopsia per verificare la
diagnosi clinica, poi confermata, di malattie car-
diovascolari (infarto miocardio acuto), embolia
polmonare e rottura di aneurisma dell’aorta.

I prelievi sono stati effettuati a livello di distretti
vascolari evidenzianti lesioni ateromasiche.
Come controlli negativi sono stati utilizzati: cam-
pioni prelevati da 2 pazienti di eta inferiore ai 20
anni deceduti per cause traumatiche e campioni
di tessuto vascolare esenti da lesioni aterosclero-
tiche prelevati dai soggetti precedentemente stu-
diati. Come controllo positivo ¢ stata utilizzata
una coltura di cellule Hep-2 infettata con C.
pneumoniae.

Estrazione del DNA

Per effettuare I’estrazione del DNA da materiale
bioptico fissato in formalina e incluso in parafti-
na, venivano impiegate sezioni aventi spessore di
10 mm. Dopo la deparaffinatura, il tessuto veniva
digerito con Tris HC1 10 mM pH 8.3, KCI 50 mM,
in presenza di Nonidet 6% e Proteinasi K per 18
ore a 55°C e bollito per 10 minuti.

PCR

Ricerca di Chlamydophila pneumoniae (C.
pneumoniae)

Il gene omp-A (major outer membrane protein
gene) di C. pneumoniae ¢ stato ricercato median-
te un protocollo di PCR nested (12). Per I’ampli-
ficazione si sono utilizzati i seguenti primers: CP1
(5°—TTA CAA GCC TTG CCT GTA GG -3) ¢
CP2 (5 — GCG ATC CCA AAT GTT TAA GGC
—37) per la prima amplificazione e CPC (5’ -~ TTA
TTA ATT GAT GGT ACAATA-3")e CPD (5’ —
ATC TAC GGC AGT AGT ATA GTT - 3’) per la
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seconda amplificazione.

I primers esterni (CP1 e CP2) producono un
amplificato di 333 pb comune a C. pneumoniae ¢
C. psittaci. 1 primers interni (CPC e CPD) sono
studiati per legarsi ad una sequenza variabile nel
dominio omp-A specifica per C. pneumoniae ¢
producono un segmento di 207 pb.

Assieme ai campioni in esame erano sempre pre-
senti un controllo negativo ed un controllo positivo
rappresentato da DNA purificato del ceppo 1OL-
207 isolato dal laboratorio dell’Ospedale di S.
Maria degli Angeli (Pordenone). L’appartenenza di
questo ceppo al tipo TWAR ATCC VR 1310 ¢ stata
dimostrata mediante sequenziamento.

La miscela di amplificazione per la prima rea-
zione aveva un volume finale di 50 pl/campione
ed era costituita da Tris HCI 6,7 uM pH 8&.8,
(NH+):SO4 1,6 pM, 200 pM dNTPs, 6 puM
MgClz, 0,5 puM di ogni primer, 1 U di Taq
Polimerasi (Eurobio, Francia) e 10 pl DNA
stampo.

La prima amplificazione era effettuata utilizzando
la tecnica “Touchdown PCR” con abbassamento
della temperatura di 1°C ogni 2 cicli, da 65°C fino
a 55°C, seguito da ulteriori 20 cicli alla tempera-
tura di 55°C. Come stampo per la seconda ampli-
ficazione sono stati utilizzati 5 ul del prodotto
della prima amplificazione.

La seconda amplificazione differenziava dalla
prima solo per i primers (CPC, CPD) e per il
Mg++ utilizzato (3 mM). Le condizioni di ampli-
ficazione prevedevano 5’ a 94°C seguiti da 40
ciclidi 1’a94°C, 1’a 50°C e 1’ a 72°C con 7’ di
estensione finale a 72°C. L’analisi di tutti i cam-
pioni ¢ stata effettuata 2 volte. La dimensione
attesa dell’amplificato di CP erano rispettivamen-
te 333 e 207 bp.

Analisi di sequenza

Le bande ottenute dall’amplificazione del gene
omp-A di C. pneumoniae sono state purificate
secondo le istruzioni del kit GeneClean 11 (BIO
101, Rutherford Rd., Carlsband, CA).

I campioni cosi ottenuti sono stati usati per la rea-
zione di sequenziamento su GeneAmp 9600 (PE
Biosystems): 10 secondi a 96°C, 5 secondi 50°C
e 4 minuti a 60°C, per 25 cicli.

I prodotti della reazione sono stati purificati con
Centri-Sep Columns (Princeton Separation) per
rimuovere 1’eccesso di DyeDeoxy™ terminators
prima dell’analisi con il sequenziatore automati-
co, 4 ul di prodotto sono stati quindi risospesi in
l6ul di H:0 e, senza denaturazione, sono stati
analizzati su ABI PRIMS 310 alle seguenti condi-
zioni: iniezione di 10 secondi, voltaggio di inie-
zione pari a 2kV e voltaggio di corsa pari a 15kV
alla temperatura costante di 45°C per 18 minuti,
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usando il polimero POP4 (Applied Biosystems)
con il modulo Seq POP 4 E. Le sequenze ottenu-
te sono state esaminate con il programma FASTA
(web site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast)
per identificare la porzione amplificata del gene
omp-A.

PCR in situ

Dai campioni PCR positivi, sono state ottenute
sezioni dello spessore di 4 pm per 1’analisi di
PCR in situ (2). Dopo la deparaffinatura, le sezio-
ni sono state digerite con HC1 0.2 M per 20 minu-
ti a 37°C e per altri 10 minuti a 37°C con
Proteinasi K 10 mg/ml, in tampone Tris HCI
0.05M pH 9 preriscaldato a 37°C, trattate per 15”
con acido acetico 20% a 4°C per inattivare la
fosfatasi alcalina endogena contenuta nel tessuto,
quindi disidratate attraverso una scala crescente di
etanolo (dal 70% al 100%) e lasciate asciugare
all’aria.

Il gene omp-A di C. pneumoniae ¢ stato amplifi-
cato mediante un protocollo di amplificazione
“single-step” utilizzando i primers interni (CPC e
CPD) come per la seconda reazione di PCR in
provetta. La miscela di reazione era costituita da
10 mM Tris HCI pH 8.3, 50 mM KCIl, 200 uM
dNTPs, 2.5 mM MgCl, 1 pM primers, 5 U
AmpliTaq DNA Polimerasi /n Situ (Applied
Biosystems), 2.5 uM dig-dUTP.

Per ogni sezione venivano utilizzati 50 pl di
miscela di reazione sigillati utilizzando un dia-
framma in silicone monouso e un fermaglio in
acciaio inossidabile, in grado di far presa ai lati
del vetrino.

Il protocollo di amplificazione prevedeva 2,5
minuti a 94°C, e 40 cicli di amplificazione di 1’ a
94°C, 1’ a 50° e 30” a 72°C.

L’avvenuta reazione ¢ stata evidenziata mediante
incubazione per 30’ a 37°C con un anticorpo anti-
Digossigenina (aDigossigenina-AP, KREATECH
Diagnostic) coniugato con fosfatasi alcalina, e per
20° con il substrato NBT/BCIP (KREATECH
Diagnostic).

Le sezioni, dopo una lieve controcolorazione con
Ematossilina Carazzi, venivano fatte asciugare
completamente, immerse in Xilene ¢ montate con
montavetrini automatico.

RT-PCR in situ

Al protocollo di PCR in situ, dopo la digestione
iniziale, vengono introdotti 2 passaggi aggiuntivi:
uno di degradazione del DNA e uno di retrotra-
scrizione del’RNA.

La degradazione del DNA ¢ stata effettuata utiliz-
zando Dnase Rnase free 0,01 U/ul per 10’ a 37°C.
La retrotrascrizione ¢ stata effettuata utilizzando 1
mM dNTPs, 25 U Rnase inhibitor, 1,25 uM ran-
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dom examers, 50 U Multiscribe Reverse

Transcriptase (Applied Biosystems) ed incubando

i vetrini 30 a 42°C. A questo passaggio ¢ stato

fatto seguire il protocollo di amplificazione e di

visualizzazione come per la PCR in situ. Tutti i

tamponi ed i lavaggi sono stati effettuati utiliz-

zando acqua DEPC.

Come controlli sono stati utilizzati:

- controllo negativo: tessuto non infettato;

- controllo dell’efficacia del trattamento con
Dnase: tessuto con C. pneumoniae trattato con
Dnase sul quale non veniva effettuata retrotra-
scrizione, ma solo amplificazione;

- controllo positivo: coltura di cellule Hep-2
infettata con C.pneumoniae precedentemente
controllata mediante immunofluorescenza
(figura I).

RISULTATI

Il DNA del gene omp-A ¢ stato riscontrato nelle
placche ateromasiche esaminate e un esempio di
PCR ¢ riportato in figura II.

La determinazione della specificita del DNA
amplificato ¢ stata effettuata mediante sequenzia-
mento.

11 confronto della sequenza ottenuta evidenzia una
omologia del 100% con quella per la regione in
esame del gene omp-A; tale sequenza ¢ identica
per tutti i campioni esaminati (figura III).

Tutti i campioni risultati positivi alla PCR in pro-
vetta sono stati sottoposti a PCR in situ ed hanno
evidenziato un segnale indicativo della presenza
del microrganismo a livello intracellulare; la figu-
ra IV ne riporta alcuni esempi. Sugli stessi cam-
pioni ¢ stata eseguita la RT-PCR in sifu ed alcuni
risultati sono stati riportati in figura V.

La validita dei protocolli utilizzati ¢ stata confer-
mata dai risultati ottenuti applicandoli ad una col-
tura di cellule Hep-2 infettate con CP (figura I).
Con questa tecnica abbiamo potuto determinare
che ’RNA ¢ localizzato nelle stesse cellule risul-
tate positive alla ricerca di DNA e che C. pneu-
moniae era presumibilmente vitale all’interno di
tali cellule.

Tutti i tessuti risultati positivi in PCR in provetta
sono stati esaminati con le tecniche di PCR in situ
e RT-PCR in situ.

Queste due tecniche hanno confermato la positi-
vita e hanno permesso di localizzarla nel tessuto.

DISCUSSIONE

Come descritto in un nostro precedente studio (2)
la PCR in situ accoppia I’estrema sensibilita della
PCR, che consente 1’individuazione del DNA ber-
saglio presente anche in basso numero di copie,
con la possibilita di localizzare 1’antigene a livel-
lo cellulare propria dell’immunoistochimica.
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E noto che i risultati conseguibili mediante 1’ap-
plicazione delle sole metodiche immunoistochi-
miche risentono negativamente dei fenomeni
degradativi particolarmente evidenti nel tessuto
autoptico quali ad esempio la lisi cellulare ed il
rilascio di enzimi lisosomiali con fuoriuscita degli
antigeni cellulari e comparsa di diffusione del
segnale tale da rendere difficile ’interpretazione
della reazione.

I metodi di PCR in situ non sono gravati da que-
sto limite grazie a caratteristiche proprie del DNA
quali ad esempio le dimensioni e la stabilita.
Obiettivo del lavoro era anche dimostrare la
vitalita del microrganismo ricercato. A tale
scopo abbiamo fatto ricorso alla ricerca
del’mRNA utilizzando una metodologia RT-
PCR in situ.

Infatti nei campioni autoptici, nei quali la fissa-
zione avviene dopo almeno 24-48 ore dalla
morte, le metodologie tradizionali per tale ricer-
ca (Northern blot, RT-PCR in provetta), non con-
sentono di ottenere buoni risultati, dal momento
che 'mRNA va incontro ad un processo di
degradazione.

L’utilizzo di una metodologia in situ evita il pas-
saggio di estrazione, andando direttamente a
ricercare I’'mRNA fissato nel tessuto (4, 7, 8).
Questo accorgimento ¢ utile poiché non comporta
alcuna aggiuntiva manipolazione dell’mRNA che
porterebbe ad una ulteriore degradazione dello
stesso.

La fissazione in formalina rappresenta un elemen-
to di vantaggio per la riuscita dell’RT- PCR in situ
in termini di determinazione dell’amplificato e di
prevenzione della migrazione degli acidi nucleici
all’esterno della cellula, purché vengano rispetta-
te determinate condizioni (tempi limitati di fissa-
zione) (6).

E noto che il tempo di digestione e la degradazio-
ne del DNA sono le variabili che piu condiziona-
no il funzionamento della tecnica di RT in situ
PCR.

In particolare I’ottimizzazione della digestione
con proteasi permette I’entrata dei primers e degli
enzimi verso la sequenza target ed evita la diffu-
sione all’esterno della cellula dei prodotti di
amplificazione.

Il trattamento con Dnasi ha la funzione di rendere
il DNA genomico non amplificabile.

11 controllo della degradazione del DNA garanti-
sce che il segnale prodotto derivi dall’'mRNA
(espressione) e non dal DNA (informazione).
Condizioni ottimali di digestione del tessuto e
degradazione del DNA sono inoltre critiche per il
mantenimento delle caratteristiche morfologiche
originarie del tessuto in esame.
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Figura 1.
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a. Coltura di cellule HEp-2 trattate con Dnasi e non retrotrascritte (controllo negativo). b. determinazione

mediante PCR in situ del gene omp-A dall’'infezione con C. pneumoniae dopo 72 ore. c. determinazione mediante RT-PCR in
situ del gene omp-A in coltura di cellule HEp-2 dopo 72 ore.

Figura Il. PCR nested per la determinazione di una porzione del gene omp-A di C. pneumoniae dimensioni dell’amplificato 207 bp.

5-TGG GAG GGT GCT GCA GGA GAT CCT TGC GAT CCT TGC GCT ACT TGG TGC GAC GCT
ATT AGC TTA CGT GCT GGA TTT TAC GGA GAC TAT GTT TTC GAC CGT ATC TTA AAA GTA
GAT GCA CCT AAA ACA TTT TCT ATG GGA GCC AAG CCT ACT GGA TCC GCT GCT GCT GCA
AAC TAT ACT ACT GCC GTA GAT AGA-3°

@ML

TGEGNGGTG( fGLAﬁGAG'ﬁCLTYGCGATECIFGCGCF(TTG&GTGCTGA GCTHTT-\ECIT CeT G( GG&TTT ACGG

et

GACTATGTTTTCGACCGTATCTTAAAAGTA GAT GLA"T"I!\ \TITTE
an 100 110 m 140 150 16

CTGCAA&ET/\TA( I!‘CTG EGTAGI\T/' NNNN

190

.

Figura Ill. Analisi di sequenza del gene omp-A di C. pneumoniae mediante sequenziatore automatico ABI PRISM Model 310.
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Figura IV. PCR in situ per la determinazione del DNA di C. pneumoniae in tessuti di origine vascolare precedentemente

positivi per PCR.
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Figura V. RT-PCR in situ per la determinazione del’RNA di C. pneumoniae in tessuti di origine vascolare precedentemente

positivi per PCR e PCR in situ.

CONCLUSIONI

La tecnica illustrata funziona con ottimi risultati
su tessuti fissati in formalina ed inclusi in paraffi-
na come dimostrato dalla concordanza dei dati
ottenuti con le altre tecniche utilizzate (PCR
nested e PCR in situ).

Questa caratteristica ne permette un’applicazione
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retrospettiva ad ampio spettro, che la rende parti-
colarmente utile in presenza di grossi archivi di
tessuto.

Ulteriore vantaggio ¢ costituito dalla possibilita di
evitare la fase di estrazione che notoriamente
rende poco applicabile la retrotrascrizione nei tes-
suti fissati.
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Le condizioni di lavorazione da noi proposte con-
sentono di ovviare alla perdita di dettaglio morfo-
logico ed al rischio di amplificare DNA al posto
del’'mRNA.

La RT-PCR in situ rappresenta quindi un valido
metodo per la ricerca su materiale fissato di
microrganismi vitali localizzandoli in strutture
istologiche definite e pud quindi offrire un signi-
ficativo contributo allo studio di patologie nelle
quali I’azione di un agente infettante puo giocare
un ruolo patogenetico.

La complessita di esecuzione ed i tempi di esecu-
zione richiesti rappresentano una controindicazio-
ne ad applicazioni routinario-diagnostiche.
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