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Chirurgia dell’Universita del Piemonte Orientale. Nel 2002 trascorre un periodo di sei mesi presso il laboratorio di
Virologia dei Tumori diretto dal Dr M. Tommasino, DKFZ (Heidelberg, Germania) con una Borsa di studio della
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Mario Zaccala” istituito dalla Lega Italiana per la Lotta contro i Tumori e consegue la Specialita in Patologia Clinica;
Nel 2004 vince il concorso per un posto da ricercatore universitario. Nel 2008 ottiene la conferma in ruolo.

CAMPI DI INDAGINE NELLA RICERCA. Caratterizzazione di pazienti affetti da Epidermodisplasia Verruciforme;
Relazione funzionale tra infiammazione ed infezione da Papillomavirus nella carcinogenesi cutanea e mucosale; Effetto
delle radiazioni UV-B sulla produzione di citochine da parte di cheratinociti immortalizzati con Papillomavirus umani;
La transizione epiteliale-mesenchimale indotta dalle condizioni colturali ¢ superata da cheratinociti esprimenti le
oncoproteine E6 ed E7 di HPV 16, ma non di HPV 8 e 38: Caratterizzazione dei profili di trascrizionali globali.

TEMI CORRENTI DI RICERCA. Caratterizzazione di pazienti affetti da Epidermodisplasia Verruciforme L’Epidermodisplasia Verruciforme (EV)
¢ una rara genodermatosi autosomica recessiva associata ad una forte predisposizione all’infezione sostenuta da papillomavirus umani appartenenti al
genere beta e caratterizzata da lesioni cutaneee polimorfiche, quali macchie simili alla pitiriasi versicolor e papule similverrucose che evolvono
frequentemente verso la trasformazione maligna. Sono stati caratterizzati dal punto di vista clinico, virologico, genetico ed immunologico cinque
pazienti affetti da EV di origine caucasica. E’ stata condotta I’analisi genetica per evidenziare la presenza di mutazioni nei geni EVER1 ed EVER2,
recentemente identificati come geni responsabili della malattia in diverse famiglie di consanguinei: ¢ stata riscontrata una mutazione non senso a
carico del gene EVER2, che causa la produzione di una proteina tronca, in due dei cinque pazienti esaminati. Tutti i pazienti sono stati caratterizzati
dal punto di vista virologico. Il DNA, ottenuto da campioni cutanei con e senza lesioni e da bulbi piliferi, ¢ stato sottoposto ad una PCR ad ampio
spettro, che amplifica la regione piu conservata dell’ORF E1 dei beta-HPV, seguita da un saggio di ibridazione inversa in grado di evidenziare tutti i
25 genotipi dei beta-HPV. L’analisi virologica ¢ stata accompagnata anche dalla valutazione della carica virale mediante PCR-Real Time
Quantitativa. I risultati hanno dimostrano la presenza di un’infezione multipla, fino a 18 genotipi beta in tutti i siti cutanei esaminati. Inoltre ¢ stata
dimostrata una concordanza intrapaziente per tipi specifici tra bulbi piliferi e biopsie cutanee e lo stesso profilo si ¢ mantenuto nel tempo. L’analisi
del carico virale ha rivelato valori compresi tra meno di una copia di HPV-DNA ogni 100 cellule fino a 900 copie per cellula sia nei bulbi
sopraccigliari che nelle lesioni cutanee proliferative. La valutazione della sieroreattivita verso i genotipi beta ha dimostrato la presenza di elevati titoli
anticorpali, molto superiore a quella dei controlli non-EV. Sono state inoltre allestite colture organotipiche utilizzando cheratinociti EVER2 null
isolati dalla cute non lesionale e peritumorale dei due pazienti con la mutazione nel gene EVER2. Tali cellule epiteliali sono risultate essere capaci di
generare un epitelio iperplastico nel quale la replicazione dell’HPV ¢ in grado di riattivarsi nella coltura organotipica ottenuta con i cheratinociti
derivati dalla cute perilesionale, ma non dalla cute non lesionale. Le colture organotipiche e le biopsie cutanee di questi due ultimi pazienti sono state
inoltre utilizzate per valutare alcuni parametri cellulari e virali. La replicazione vegetativa del DNA virale si € osservata nelle cellule arrestate in G2,
sia nelle colture organotipiche che nei tumori cutanei (come peraltro gia dimostrato per i genotipi mucosali) a livello dell’epitelio displastico
indifferenziato, ma non nell’epitelio normale adiacente, dimostrando un ruolo attivo del virus nel processo di carcinogenesi. Le cellule positive al
DNA di HPV presentano inoltre nuclei allargati, ciclina B1 citoplasmatica ed espressione di PCNA.

Relazione funzionale tra infiammazione ed infezione da Papillomavirus nella carcinogenesi cutanea e mucosale. I Papillomavirus umani (HPV) sono
dei piccoli virus a DNA a doppia elica circolare in grado di infettare i cheratinociti e di indurre molteplici disordini proliferativi. E noto che
l'infezione provocata dagli HPV ad alto rischio ¢ la causa necessaria per l'insorgenza del cancro della cervice uterina. Mentre sono ben noti i
meccanismi molecolari coinvolti nell'attivita immortalizzante delle oncoproteine E6/E7 dei genotipi ad alto rischio, molto meno conosciuti sono i
fattori che determinano la latenza del virus, I’escape del sistema immunitario e lo sviluppo del processo infiammatorio. Il sistema immunitario svolge
infatti un ruolo molto importante nel determinare I'andamento clinico dell'infezione virale, come ¢ chiaramente dimostrato dall'elevata incidenza di
lesioni HPV-associate nei soggetti immunodeficienti. In questo contesto, il nostro progetto di ricerca ¢ indirizzato allo studio della modulazione del
processo inflammatorio da parte delle oncoproteine virali E6/E7 di HPV. Le oncoproteine virali E6/E7 di HPV mucosali (HPV16) e cutanei (HPV 5 e
38) sono state espresse in cheratinociti primari umani, ospiti naturali del virus, mediante 'utilizzo di retrovirus ricombinanti. I risultati ottenuti
evidenziano che il genotipo cutaneo HPV 5 induce I’espressione di IL-8, MCP-1, ICAM-1, COX-2 e iNOS; al contrario il genotipo mucosale HPV16
inibisce la produzione di IL-8 ¢ MCP-1 e non altera in modo significativo I’espressione di ICAM-1, COX-2 e iNOS. I risultati ottenuti evidenziano



che le oncoproteine E6 ed E7 di HPVS5, ma non di HPV16, aumentano 1’espressione di geni proinfiammatori. Nell’insieme questi dati evidenziano
una netta differenza nel comportamento biologico in vitro dei genotipi cutanei (HPVS5) rispetto ai mucosali (HPV16) confortata in vivo dalla scarsa
attivita cancerogenica dei cutanei rispetto ai mucosali.

Effetto delle radiazioni UV-B sulla produzione di citochine da parte di cheratinociti immortalizzati con Papillomavirus umani. I cheratinociti, in
seguito a stimoli esogeni quali i raggi UV-B, producono diverse citochine la cui secrezione risulta alterata in molte patologie cutanee, incluse quelle
tumorali. E’ stato analizzato I’effetto dei raggi UV-B sulla secrezione di numerose citochine coinvolte nel processo infiammatorio da parte di
cheratinociti immortalizzati da Papillomavirus umani (HPV) quali HPV16 e 38. I risultati ottenuti hanno dimostrato che I’espressione delle
oncoproteine E6/E7 di HPV influenza non solo il livello basale di secrezione delle citochine, ma anche la modulazione indotta da esposizione a UV-
B. In particolare, i raggi UV-B inducono la produzione di interleuchina (IL)-6, IL-8 e del transforming growth factor (TGF)-f nei cheratinociti
immortalizzati con HPV rispetto a quelli di controllo. Inoltre I’espresssione di altre molecole pro infiammatorie, quali SI00A8/A9 e Interferon (IFN)-
K, risulta invece diminuita nelle cellule immortalizzate da HPV. I dati ottenuti in questo modello di studio supportano la similarita funzionale tra
HPV16 e 38 e suggeriscono un ruolo attivo di questi virus nella modulazione del processo infiammatorio.

La transizione epiteliale-mesenchimale indotta dalle condizioni colturali & superata da cheratinociti esprimenti le oncoproteine E6 ed E7 di HPV16,
ma non di HPV 8 e 38: Caratterizzazione dei profili di trascrizionali globali. Lo scopo di questo studio ¢ stato valutare le proprieta proliferative di
cheratinociti umani primari esprimenti le oncoproteine E6 ed E7 di HPV appartenenti sia ai genotipi alfa che beta, in differenti condizioni colturali.
Abbiamo dimostrato che i cheratinociti, esprimenti E6 ed E7 di HPV8 e 38 (B-HPV), vanno incontro ad un fenomeno di transizione denominato
epiteliale-mesenchimale (EMT) irreversibile, quando cresciute su plastica in terreno FAD (F12/DMEM/5%FBS). L’espressione di E6/E7 di HPV16
permette invece il superamento del’EMT indotta dal FAD. L’immortalizzazione ¢ stata osservata solo nella linea transdotta con HPV16, mentre il
fenotipo piu proliferante delle linee con HPV8 e 38 risultava principalmente correlato all’EMT indotto dal FAD. L’analisi con i microarray delle
suddette linee cellulari in crescita esponenziale ha permesso di identificare 146 geni cellulari modulati in modo differente nella linea HPV16 rispetto
alle cellule transdotte con HPV8 e 38. Nella linea HPV16 ¢ stato osservato un grande accumulo di trascritti associati allo sviluppo epiteliale ed al
differenziamento, mentre nelle linee HPV8 e 38 sono stati riscontrati trascritti di geni coinvolti nella matrice extracellulare, nei processi di organismi
pluricellulari e nella risposta inflammatoria.
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