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SEZIONE 1
RISULTATI SCIENTIFICI

INTRODUZIONE

| Polyomavirus (PVs) appartengono, secondo unanteagassificazione, alla famiglia delle
Polyomaviridae anche se storicamente venivano classificati cgereere appartenente, assieme a
quello deiPapillomavirus,alla famiglia dellePapovaviridag1). L'infezione virale puo avvenire in
formalitica —con distruzione della cellula bersaglio e libeyag della progenie virale- @abortiva—
cioe con espressione parziale delle proteine vyiialiassenza di distruzione cellulare- con
potenzialita di trasformazione oncogenica in vgi tellulari (infatti il loro nome deriva dalla
fusione di “Poly” e “oma” proprio a sottolineareesgta loro caratteristica (2). Attualmente sono noti
diversi PVs in grado di infettare su larga scaldtengpecie tra i mammiferi in modo relativamente
specie-specifico tra cui topo, criceto, scimmianehe 'uomo.

L’'uomo e l'ospite naturale di due PVs: il Polyonraa hominis 1 e 2, , meglio conosciuti
con I'acronimo, rispettivamente, di BK virus (BK¥)di JC virus (JCV) derivante dalle iniziali dei
pazienti in cui sono stati isolati per la primataohel 1971. BKV é stato isolato per la prima volta
nelle urine di un paziente con trapianto renaleaheya sviluppato nel periodo post-operatorio una
stenosi ureterale (3). Mentre JCV ¢ stato isolademdo da oligodendrociti (cellule del sistema
nervoso centrale produttrici di mielina) di un ma#e con morbo di Hodgkin in terapia
immunosoppressiva, che aveva sviluppato Leucoelopefiza Multifocale Progressiva (PML) (4),
una patologia fatale del sistema nervoso centialatterizzata da demielinizzazione sottocorticale,
multifocale della sostanza bianca talora estesasalétanza grigia cerebrale, che si manifesta in un
contesto di immunodeficienza (5).

Il Simian virus 40 (SV-40) e uno dei virus piu gatd di cui si conosce sia l'intero genoma,
sia il suo modo di interagire con la cellula ospgebbene il suo ospite naturale sia rappresentato
dalle scimmie, SV-40 puo infettare anche 'uomomBe sia stato introdotto accidentalmente
nell'uomo tramite la somministrazione di vaccintipaliomielite contaminati tra il 1955 e il 1963
(il vaccino veniva allestito in colture di cellutenali di scimmia in cui il virus era presente come
contaminante) e una volta nel’'uomo sia stato parado di infettare nuovi individui (6).

Mentre per BKV e JCV e stato ormai accertato iblarolo in diverse patologie umane, per
guanto riguarda SV-40 sono ancora in corso stsdewazioni epidemiologiche su popolazioni
accidentalmente infettate da vaccini antipoliontéefion hanno evidenziato apparenti legami tra la

presenza del virus e I'insorgere di specifiche logie. Recenti osservazioni hanno ipotizzato che



esso possa prendere parte al processo di cancesbgemana specie per cio che riguarda

I'insorgenza di mesoteliomi maligni (7,8).

Strutturalmente i PVs (vefigura 1) presentano un capside a simmetria icosaedrita del
dimensioni di 40-45 nm, privo di envelope, formd#o3 tipi di proteine: viral protein 1 (VP1), viral
protein 2 (VP2) e viral protein 3 (VP3). VP1 rapgeeta la proteina capsidica maggiore in quanto
da sola costituisce circa I'80% dell'intero capsiegsa si associa in 72 pentameri che costituiscono
l'intera superficie esterna del capside, e pertaritodiretta responsabile dell’interazione con le
molecole di superficie della cellula bersaglio. ®2P3 invece costituiscono insieme il restante

20% del capside associandosi tra loro in comptdssine formano la superficie interna (9).

Figura 1: a fotografia al
microscopio elettronico del PV

di scimmia SV-40

(Ingrandimento 10000p
rappresentazione grafica 3D della
struttura esterna dei PV
rappresentata dall’envelope
formato nello strato esterno solo
dalla VP1.

Il genoma virale dei PVs consiste in una singoldecma di DNA, a doppio filamento, delle
dimensioni di circa 5300 paia di basi (bp), ch&®va all'interno del capside associata con quattro
istoni (H2A, H2B, H3 e H4) provenienti dalla ceutucariotica infettata; il DNA e gli istoni sono
complessati sotto forma di cromatina a costituitellp che spesso viene definito un mini-
cromosoma virale. Il genoma dei tre PVs precedeatgencitati (BKV, JCV ed SV40) presenta una
elevata omologia di sequenza (i PVs umani hanno amalogia del 75%, mentre se i
confrontiamo con SV40 scende al 70%) ad indicaeeaamune origine nell’evoluzior(8, 9).

Funzionalmente il genoma dei PVs (véidura 2) viene suddiviso in tre regioni:

» Laregione precocgEarly region, nota anche come regione LT) di 240@he codifica due
proteine non strutturali: una fosfoproteina nuaedefinita farge tumor (T) antigen’
(TAg) e una proteina ricca in cisterne, citoplasmatidafinita “small tumor (t)
antigen’(tAg). Tali proteine sono le prime ad essere espregsantk I'ingresso del virus
nella cellula e sono percio indicative della presewirale. TAg riveste un ruolo critico nel
ciclo replicativo del virus in quanto contribuiscattivamente alla sua regolazione; infatti

promuove la progressione nel ciclo cellulare dduteeospite inducendo I'entrata in fase S,



contribuisce al reclutamento del macchinario regivo di cui il virus € sprovvisto, prende
parte attivamente alla replicazione del DNA comttofa di iniziazione del processo di
sintesi e come elicasi. TAg svolge inoltre un intaote ruolo nello sviluppo di neoplasie in
animali da laboratorio, attraverso l'interazionen @variate proteine cellulari che ricoprono
il ruolo di importanti oncosoppressori o regolatdel ciclo cellulare, tra cui la proteina 53
(p53) e la proteina associata al retinoblastoméab)pR ruolo di tag invece € poco noto,
sembra svolgere un’attivita di supporto nei contirdnTAg (9).

La regione tardiva (Late region) di 2300 bp, che viene espressaagf@imente solo durante la
replicazione virale, codifica per le proteine cdpdie del virusVP1, VP2 e VP3 e per la
proteina a funzione ignota, definita appurdgnoproteina (tale proteina sembra svolgere un
ruolo nellassemblaggio del virione prima del suascio all’'esterno della cellula) (2,8). Queste
due regioni genomiche, codificanti, sono, dal pudtovista genomico stabili, ovvero le
mutazioni nella sequenza di basi nucleotidiche leheompongono sono rare e generalmente
coinvolgono singole basi (9). E’ possibile idertdfire diversi sottotipi di JCV e BKV basandosi
sulle variazioni della regione codificante per IRMN(la relativa variabilita di questa porzione
della regione tardiva e da imputare al ruolo di \fRelriconoscere le diverse cellule bersaglio
tramite interazioni con recettore di membrana) @}ualmente JCV viene suddiviso in 8
genotipi (definititipol, tipo 2, tipo 3, tipo 4, tipo 5, tipo 6, tipo 7, tipo 8 che a loro volta
vengono suddivisi in numerosi sottotipi (10). Argdmente anche BKV e stato diviso in
quattro genotipi denominagruppo |, gruppo Il , gruppo Il egruppo IV (11); i genotipi cosi

identificati di BKV corrispondo ai sierotipi idefitabili nelle diverse popolazioni (il concetto

Figura 2: Struttura del genoma
del PV SV-40. Come si puo
notare dall'immagine partendo
dall'origine (ORI) i geni del
virus si dividono in due gruppi:
quelli rappresentati dalle frecce
orientate in senso orario sono i
geni della regione tardiva;
mentre quelli rappresentati dalle
frecce orientate in senso
antiorario sono i geni della
regione precoce.
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di sierotipo riflette la risposta immune specifal’ospite verso epitopi antigenici di differenti
strutture), mentre per quanto riguarda JCV questaapposizione di classificazione non e
possibile in quanto JCV DNA non mostra una variagiai sequenza sufficiente a generare

epitopi antigenici sierologicamente distinguibil®(.

La regione di controllo trascrizionale (TCR region) di circa 400 bp, non codificante asta

tra la regione precoce e quella tardiva, e svolgeinuportante ruolo nel controllo della
regolazione della sintesi e della replicazionelgir€ontiene lerigini di replicazione (ORI)

e gli elementi dipromoter/enhancer di entrambe le regioni codificanti, permettendo |
trascrizione dei geni precoci su uno dei filamémtina direzione, e quella dei geni tardivi sul
filamento complementare in direzione opposta (AB)interno di questa regione sono anche
presenti siti di legame per diversi fattori tragmmali, tra i quali i piu importanti son@pl
proteina endogena dell'ospite coinvolta nel diffem@mento cellulare, il cui ruolo principale
sembra essere quello di mantenere libere da metikze isole CpG mantenendo cosi attiva
la trascrizione; Nuclear factor 1 (NF1) proteina dellospite che media le reazioni
inflammatorie ed immunologiche in risposta a vatimsli, mutazioni a questo livello
sembrano interferire con la trascrizione dei ganditi; TAg proteina di origine virale che
agisce attraverso un meccanismo di controllo negatnfatti inibisce I'attivita del promotore
precoce;Pura proteina che controlla la replicazione e la trasonie del DNA, in particolare
promuove la trascrizione dei geni precoci e viembita da TAg (14). La regione TCR, a
differenza di quelle precedenti, & caratterizzatauda ipervariabilita mutazionale dovuta a
inserzioni di singoli o molteplici nucleotidi, dughzioni o delezioni. In contrasto con quanto
appena detto sono state trovate un limitato nurdesequenze di TCR altamente conservate
definite archetipi; queste sequenze rappresentano i genotipi deré&lmente circolanti nella
popolazione umana e derivano dalla co-evoluziomel'ospite (prova di cio ne € il fatto che é
possibile usare JCV come marker per ricostruirmiigrazioni umane). L’ipotesi € che dalle
sequenze archetipo presenti in un individuo siioaigo le sequenze ricombinanti a causa
ipervariabilita della regione, allo scopo di adetitaalle condizioni presenti nell’ospite
modificando il tropismo cellulare, il potere infgti, I'aggressivita e I'abilita replicativa virale
(15). Infatti la regione regolatoria sembra controllaadrbscrizione cellulo-specifica del DNA
virale come e stato osservato negli studi di SaecM.€16) dove € emerso che la TCR di JCV
aumenta notevolmente la trascrizione nelle celjlibdi in coltura in confronto alle cellule non
gliali; inoltre, in altri studi & stato osservatbecle sequenze riarrangiate mostrano un’attivita

differente da quelle archetipo, che puo essergisialta sia piu bassa (17). Allo scopo di



classificare piu agevolmente i genotipi di JGAIt e Stoner(18) divisero arbitrariamente la
sequenza archetipo individuata Wago et al19), definita Mad1, in cinque blocchi definiti
A(25bp), B(23bp), C(55bp), D(66bp), E (18bp) e F(69bp) in base alle sequenze che
mancavano o duplicavano se confrontate con atthiedipi .

Analogamente anche la regione TCR di BKV fu divisacinque blocchi di sequenza
definiti da'Yoshiike e Takemo{@0) O(124bp),P(68bp),Q(39bp),R(63bp) edS(63bp), basandosi
Su una sequenza archetipo (BKV-WW) .

| PVs umani sono virus ubiquitari; infatti circab0-80% degli adulti possiede anticorpi
della classe 1gG diretti contro BKV e JCV (21).rfiene che l'infezione primaria avvenga durante
I'infanzia e decorra in forma asintomatica od oigomatica (blande infezioni a livello
respiratorio con disturbi per lo piu simil-influead, autolimitante. Successivamente il virus
rimane latente riattivandosi in seguito a immunadsgione, soprattutto se dovuta ad un deficit di

linfociti T.

La patogenesi dell'infezione da PVs non €& statmandefinitivamente chiarita. L'ipotesi
piu probabile prevede una trasmissione per viaaa@®), la successiva moltiplicazione a livello
dell'apparato respiratorio con conseguente virenaiasitoria. Per via ematogena, veicolato dai
linfociti T, il virus raggiunge vari siti di lateaz attualmente identificati in oligodendrociti del
sistema nervoso centrale, cellule tubulari renmbielio (21), tessuto stromale tonsillare , duifi

B e loro precursori (22).

| virus aderiscono alla membrana citoplasmatictadedllula ospite tramite la proteina
capsidica VP1 (23), vengono internalizzati mediaeigcicole endocitotiche e quindi trasportati al
nucleo dove, previa fusione delle vescicole allantm@na nucleare, sono liberati nelle cisterne
perinucleari (vedfigura 3). La sintesi del DNA virale necessita dei prodo#scritti nella fase
precoce, in particolare del TAg, che funziona ti@atore trascrizionale ed é richiesto per il
completamento del ciclo replicativo del virus e peziare la trascrizione dei geni tardivi. In
particolare, una volta privato di rivestimento adm, il virus inizia la trascrizione degli RNA
messaggeri della regione precoce ad opera della pliferasi dell’'ospite; i trascritti vengono
tradotti nel citoplasma. La trascrizione della cagi tardiva consente la produzione delle proteine
che entreranno a far parte del capside ed assuntep&ntanto il ruolo di determinanti antigenici.
Le particelle virali, una volta assemblate nel pog¢liseranno la cellula ospite acquisendo la

capacita di iniziare un nuovo ciclo infettivo.



Figura 3: ciclo replicativo dei PVs. FASE 1
Il virus interagisce con i recettori di
membrana della cellula ospite; FASE 2 in
seguito all'interazione tra il virus e il
recettore di membrana inizia il processo
endocitico con cui il virus penetra nella
cellula ospite; FASE 3 il virus ormai
all'interno della cellula si dirige verso il
nucleo; FASE 4 il virus interagisce con i
fattori trascrizionali endogeni per poter
iniziare la fase di trascrizione genica; FASE
5 'mRNA virale prodotto migra nel citosol;
FASE 6 le proteine virali generate nel
citosol tornano nel nucleo della cellula
ospite; FASE 7 nel nucleo le proteine virali
possono o far partire un nuova fase
replicativa del genoma virale (FASI 8 e 9)
oppure riassemblarsi intorno alla molecola
di dsDNA virale per generare nuovi virioni
(FASE 10), che attraverso la via esocitica
vengono liberati nel’ambiente esterno
(FASE 11,12 e 13).

L’infezione della cellula puo essere di due tipi:

* Infezione produttiva o litica nelle cellule permissive, con formazione di paites virali
complete a cui consegue la morte cellulare e &xdibone di particelle virali infettanti.

» Infezioneabortiva o non produttiva nelle cellule non permissive: si suppone che Téephi a
proteine cellulari, come quelle prodotte dai gencasoppressori quali p53 e pRB (24) che
vengono inattivate. Solitamente questo effetto siniflesta per pochi giorni, dopodiche il

genoma virale viene rilasciato dalla cellula clierna a possedere le caratteristiche normali.

A volte il genoma virale puo integrarsi in modo uale nel DNA della cellula ospite che
assume caratteri trasformati. Tale processo seadsere coinvolto nell'insorgenza delle neoplasie.
L’integrazione del genoma virale potrebbe inoltrevocare la comparsa sulla superficie cellulare
di antigeni virali, riconosciuti dal sistema immtario con conseguente danno cellulare
immunomediato (per reazione crociata) ed esserelgoausa di malattie autoimmunitarie (sclerosi
multipla, lupus eritematoso sistemico, artrite ratwmide).

Come gia accennato l'infezione primaria puo deceria forma asintomatica o esordire
con lieve sintomatologia delle prime vie aeree. €ailmente negli individui immunocompetenti

BKV e JCV non causano quadri clinici di significgiatologico ed una riattivazione virale si puo



occasionalmente riscontrare, mediante citologiaani@, durante la gravidanza, negli anziani, nei

pazienti affetti da neoplasie e trattati con cheerepia, nei diabetici, nei soggetti dializzati \25

Le manifestazioni cliniche da PVs si riscontranevatentemente nei pazienti affetti da
deficit dellimmunita cellulo-mediata, in particokaa carico dei linfociti T, come avviene in corso
di AIDS (26,27), di trapianto allogenico di midolksseo (28) e di trapianto renalz9j.

Allo stato attuale delle conoscenze possiamo aHeznche JCV sia sicuramente I'agente
eziologico della PML (30), mentre BKV e attualmenitsmnosciuto come agente eziologico delle
cistiti emorragiche in pazienti riceventi trapiamti midollo osseo eterologo (31) e della cositidet

nefropatia da PVs che colpisce una piccola pereémtli pazienti portatori di trapianto renale.

Nonostante il largo numero di studi effettuati, @pegecentemente, sussistono ancora alcuni
dubbi su vari aspetti della storia naturale dd##mione virale, sulle modalita di trasmissione
dell'infezione e infine su siti di latenza viraleltre a quelli gia noti del sistema nervoso ceetel

dell’'apparato uropoietico.

Perquanto riguarda le possibili vie di trasmissionesetate fatte varie ipotesi:

» Trasmissione per via aereadato che l'infezione primaria dei PVs sembra avieeai livello
delle vie respiratorie superiori, si ipotizza chdividui infettati in forma asintomatica possano
rilasciare nell’ambiente le particelle virali tramnifini gocce di aereosol, oppure tramite gocce di
saliva. A conferma di questa ipotesi sono statbrigdi casi in cui sono stati isolati i virus
partendo da lavaggi e spazzolati provenienti dgdla di individui immunocompromessi (32),
e soprattutto nel tessuto tonsillare di bambini doarrenti patologie respiratorie (33) . Si deve
per0 aggiungere che, nonostante sia stato inditadilaDNA virale, non e stato possibile
dimostrare I'infettivita dei virus isolati transtanhdoli in linee cellulari suscettibili.

e Trasmissione urinaria: € noto da studi effettuati su campioni autopticheurgici che rene e
vie escretrici urinarie rappresentano importarii dii latenza di JCV e BKV e alcuni studi
rilevano un aumento della viruria di BKV e JCV ionclizioni di deficit immunologici transitori
o persistenti (34,35). E’ stato percio ipotizzatee auna delle vie con cui le particelle virali
vengano propagate e trasmesse da individuo adidlidivsia tramite la loro escrezione nelle
urine (36).

» Trasmissione oro-fecalealcuni studi hanno messo in evidenza la possilgligi PVs possano
utilizzare come sito d’entrata il tratto gastrosiieale tramite l'ingestione di cibi e acqua
contaminati. Questa ipotesi viene supportata dabvamento dei genomi virali in tessuti

provenienti dall'apparato gastrointestinale (38plire € stato recentemente riportato che e stato



possibile individuare DNA di BKV analizzando il neaiale proveniente dai rifiuti urbani in
concentrazioni relativamente elevate'(10® particelle virali per 4 ml di rifiuti)(37).
Trasmissione tramite organo trapiantato: costituisce una possibile via di trasmissione
nell’eventualita in cui si trapianti un organo didnza per i PVs, come per esempio il rene, da
un individuo sieropositivo ad uno sieronegativo)(38

Trasmissione trans-placentale.Questa modalita di trasmissione € stata propostaldai
autori, sia sulla base di osservazioni epidemiclogiche evidenziavano presenza di IgG anti
JCV e BKV nel sangue di soggetti in eta pediatecael sangue di cordone ombelicale in
neonati sani (39), sia sulla base di studi speriatieeffettuati sulla possibilita di trasmissione
trans-placentale di un analogo Polyomavirus neb turine Polyoma virugMuPyV) (40)
dimostranti il passaggio di virioni attraverso drdone ombelicale durante I'infezione virale
acuta. Tale ipotesi e inoltre supportata dallosseEione che durante la gravidanza,
verosimilmente in seguito a mutate condizioni imwlogiche ed ormonali, si evidenzia con
discreta frequenza una riattivazione dell'infezioda PVs (41). Cio e dimostrato dalla
escrezione urinaria delle cosiddette decoy celldlule uroteliali con tipiche inclusioni
intranucleari, espressione morfologica di prolilgoae virale. Altri autori tuttavia, basandosi
sull'utilizzo di metodiche molecolari, non sonogaiti a dimostrare con certezza la possibilita
di una significativa trasmissione trans-placenti#’infezione (42,43), pertanto tale modalita

di trasmissione e tuttora controversa.

SCOPO DEL LAVORO

Al fine di valutare la possibile trasmissione matefetale dell'infezione da Polyomavirus

umani e di SV40 abbiamo condotto uno studio su campli sangue e di urine in una popolazione

non selezionata di donne gravide, tutte con gramddisiologica, e dei loro neonati, utilizzando

metodiche di diagnostica molecolare (nested-PCR)gpcerca di genoma virale.

Gli isolati virali inoltre sono stati sottoposti atalisi di sequenza della regione di controllo

trascrizionale allo scopo di valutare eventualrraagiamenti genomici ed il loro significato in

relazione alla trasmissione materno-fetale de'adne.

MATERIALI E METODI

Raccolta campioni

Lo studio é stato condotto su 300 donne gravide, s@dezionate, di eta compresa tra 17 e 44

anni (eta media 31.77 anni, mediana 32 anni), &ffealla | Divisione di Ginecologia e Ostetricia

dell'Ospedale Maggiore della Carita di Novara, @msgivamente arruolate tra Febbraio e



Settembre 2005. In tutti i casi sono stati racaatampioni di urina e di sangue periferico durante

controlli clinici e di laboratorio dioutinealla 37° settimana di gestazione.

Per quanto riguarda il gruppo dei relativi neonatino stati analizzati i campioni di sangue
provenienti dal cordone ombelicale, raccolti duearilt parto e conservati presso il Servizio

Trasfusionale dell'Ospedale Maggiore della CaritBlavara.

Lo studio é stato approvato dal Comitato Etico’@slbedale Maggiore della Carita di Novara.

Campioni di urina

| campioni di urina sono stati centrifugati a 25§ per minuto (rpm) per 10 minuti in
modo da poter concentrare le cellule presenti aglpione, che altrimenti risulterebbero troppo
diluite per la ricerca dei PVs, senza che vadarmoiriro a rottura; parte del sedimento cellulare
e stato raccolto in una provetta da 1,5 mL e coagera -80°C per la ricerca di genoma virale
tramite saggio PCR, mentre la restante parte daimemto e stata utilizzata per l'analisi
citologica. Il sedimento cellulare , da sottopoad analisi citologica, € stato ulteriormente
centrifugato a 1,800 giri per minuto per 10 minotediante Cytospin, fino a formare due
pozzetti su di un vetrino. Successivamente il meté stato fissato con cytospray e colorato con
metodica di Papanicolau. | campioni di urina compprati sono stati sottoposti ad analisi
citologica allo scopo di identificare la presenzalécoy cells, indicative di replicazione attiva
dei PVs Brevemente, si tratta di cellule epiteliali con leugéngranditi, a profilo tondeggiante,
con inclusioni intranucleari, che all'indagine aHtrutturale risultano costituite da

numerosissime particelle virali complete (44).

Campioni di sangue

| campioni di sangue (sia provenienti dalle grayslia dai neonati) sono stati raccolti e
conservati a -80°C. Da essi e stato estratto Daréire da 30Qul di sangue intero trattato con
EDTA utilizzando il kit Wizar® Genomic DNA Purification (Promega, Italia) e rigeso in
volume finale di 100pl. Tutti i campioni di DNA sono stati sottoposti adnalisi
spettrofotometrica utilizzando lo strumento ®6B0 (Beckman Coulter, Fullerton, USA) e
diluiti ad una concentrazione di [10 pg] prima di essere testati in nested-PCR (nPCR)
multiplex, questo per ridurre al minimo la formazgodi prodotti aspecifici durante la reazione di
PCR, essendo questo un problema frequente quandwosa partendo da DNA estratto da

sangue intero.



Saggi in PCR
Su DNA estratto dal sangue periferico delle grawdial cordone ombelicale dei neonati
e direttamente sui campioni di urina (senza presteazione di DNA come proposto da Agostini

et al. (45)), e stata eseguita una nPCR multi#a,scopo di amplificare la regione LT di PVs

utilizzando i seguenti primers:

PM1+ e PM1- primers esterni che amplificano ummimgento di DNAcomunea tutti i PVs
(lunghezza del frammento amplificato: 550 bp).
PM2- primer interno comune a tutti i PVs seguito @&aJC+ amplifica un frammento di 189 bp
specifico per JCV; b) BK+ amplifica un frammento3&3 bp, specifico per BKV e c¢) e SV40+
amplifica un frammento di 135 bp specifico per SVfiti aggiunti contemporaneamente nella
stessa reazion@46)

L’amplificazione e stata condotta in un volume letdi 25 uL contenenti 2U Biotaq
DNA polimerase (Bioline, London,U.K.), in preserdidtampone NH Bioline 1x, MgC} 2mM
(ImM nella reazione interna), 0,2 mM di dNTPs, [Sbml] di ciascun primer (Roche
Diagnostics, Milano, Italia). La quantita di campéoaggiunto alla miscela di reazione varia a
seconda della tipologia di materiale da testaré:.caso delle urine vengono aggiunti 245,
mentre nel caso dei campioni di sangue vengonaugsetye reazioni a concentrazioni differenti
(10 yL e 7,5uL) tenendo conto che il DNA virale contenuto pugegs a bassa carica. Nella
reazione interna, invece, viene aggiuntoull di amplificato proveniente dalla miscela di

reazione esterna.

| campioni sono stati amplificati utilizzando unrrteciclatore Progene Techno PCR

system attraverso il seguente programma:

Denaturazione a 95°C per 5 min;

40 cicli (35 nell’interna)costituiti dg:  denatzione a 95°C per 40s;
annealing a 61°C ( 55°C per l'ingrper 40s;
estensione a 72°C per 40s;

Estensione finale a 72°C per 5 min.

Come controllo negativo e stata utilizzata dell@@qDEPC-treated e RNAsi-free
(Biotacx Labs, Houston, USA), mentre come contadisitivi sono stati usati campioni di DNA
estratti da tessuto cerebrale di soggetto affeliih, Astologicamente dimostrata (per JCV), da

tessuto renale di un soggetto con nefropatia da B{dogicamente dimostrata (per BKV) e



linee cellulari infettate con SV-40 (per SV-40).tBapero, I'esigua quantita di DNA utilizzato
nelle condizioni di PCR adottate nel nostro laverstato necessario realizzare una curva di
sensibilita per saggiare i limiti del protocollopgma descritto. Per realizzare tale curva sono
state testate diluizioni a scalare di un campiari2NA estratto da sangue intero, positivo per JC
virus, la cui concentrazione di partenza € di [h2fuL]. Le diluizioni sono state testate in

doppio, e stato possibile amplificare il campiom® falla soglia di [0.5 ngd].

Sui campioni risultati positivi con nPCR multiplgser la regione LT, é stata eseguita
reazione di amplificazione mediante nPCR per laoreg TCR dei PVs. Sui campioni positivi
per la regione LT di BKV, sono stati utilizzati cenprimers esterni BKTT1 e BKTT2, e come
primers interni BRP1 e BRP2 (amplificano un framioerdi 356 bp nell'archetipo).
L’amplificazione avviene in un volume totale di @b contenente: tampone NHBioline 1x, 1,5
mM MgCl, 0,2 mM dNTPs, [10 pmqld] di ciascun primer, 2U Biotag DNA polimerase. Feer
reazione esterna vengono aggiunti alla miscelaalzione HL di urina o di DNA estratto da

sangue, mentre per la reazione interna vengonaiaty@i,5.L di templato.

| campioni sono stati amplificati utilizzando unrmciclatore Progene Techno PCR
system attraverso il seguente programma:
» denaturazione a 95°C per 5 min;
» 35cicli costituiti daj denaturazione a 95°C f@s;
annealam§5°C (50°C per l'interna) per 40s;
estengi@n72°C per 40s;

» estensione finale a 72°C per 5 min.

Sui campioni positivi per la regione LT di JCV, sostati utilizzati come primer esterni
JRE1 e LP2, e come interni RFOR e RREV (amplificandrammento di 358 bp nell'archetipo).
L’amplificazione avviene in un volume totale di R& contenente: buffer NHBioline 1x, 1,5
mM MgCl, 0,2 mM dNTPs, [10 pmqldL] di ciascun primer, 2U Biotag DNA polimerase. Feer
reazione esterna vengono aggiunti alla miscelaalzione HL di urina o di DNA estratto da

sangue , mentre per la reazione interna vengonaragg,5uL di templato

| campioni sono stati amplificati utilizzando unrrteciclatore Progene Techno PCR

system attraverso il seguente programma:



* denaturazione a 95°C per 5 min;
» 35cicli costituiti da;f denaturazione a 95°C 4@s;

annealing=82G (50°C per l'interna) per 40s;
estension&aC per 40s;
» estensione finale a 72°C per 5 min.

Tutti i prodotti di amplificazione sono stati arraati attraverso elettroforesi su gel di

agarosio al 2% e visualizzati tramite bromuro diiet

Sequenziamento diretto del DNA

| frammenti di DNA di tutti i campioni positivi &l TCR sono stati separati tramite
elettroforesi su gel di agarosio al 3%; 1-3 framtngrer ogni campione (con dimensione
compresa tra 300 e 400 bp) sono state prelevhgjalaestratti e purificati utilizzando il kit

commerciale NucleoSpin Extract Il ( Macherey-Na@gsrmania).

La reazione PCR di sequenziamento ciclico vieresall utilizzando il Big Dye Version
2.0 Terminator cycle sequencing kit (Applied Bidsys Monza, Italia), a cui si aggiungono, in
un volume totale di 2QlL, 8 uL di campione e UL di uno dei primers della reazione interna
per I'amplificazione della TCR, utilizzato pero allconcentrazione di [3,2 pmpl]. Per
sequenziare BKV viene aggiunto nella reazione impr BRP1 (forward), mentre per
sequenziale JCV viene utilizzato RFOR (forward): Rereazione di sequenza viene utilizzato

un termociclatore Progene Techno PCR system ejleesée condizioni:

« 25 cicli costituiti da] 10s a 96°C;
5s a 50°C;
4s a 60°C;

e terminazione a 4°C.

| prodotti di sequenziamento sono stati purificatiizzando le Centri-sep Spin Columns
(Princeton Separations, Adelphia, NJ, USA), e il AN stato sequenziato utilizzando un

sequenziatore automatico a 16 capillari (ABI-Pr&00, Applied Biosysten, Monza, Italia).

Le sequenze cosi ottenute sono state analizzatatdral programma Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) presente sul sito wkdd National Centre for Biotechnology

Information of the United Statet{p://www.ncbi.nim.NIH.goy. Se nella sequenza vengono
rilevate variazioni nucleotidiche rispetto alle segze archetipo, vengono confermate
utilizzando i rispettivi primer reverse BRP2 per Bl RREV per JCV.



RISULTATI
ESAME CITOLOGICO DELLE URINE

Nonostante un’attenta ricerca, solo in un campidhaurina (1/300) & stato possibile
identificare rare ed isolate decoy cells. Tali wlellpresentavano tipico nucleo rotondeggiante, con

aspetto “a vetro smerigliato”(44) in assenza djdisi (vedifigura 4).

Figura 4. Esame citologico delle urine: si
evidenziano (frecce) rarissime decoy
cells identificabili dalla presenza di
nuclei perfettamente rotondi, con
cromatina “ a vetro smerigliato” ,
frammiste a numerose cellule vaginali
contaminanti.

Colorazione di Papanicolau,
ingrandimento originale 250X

BIOLOGIA MOLECOLARE

AMPLIFICAZIONE DELLA REGIONE LT
La regione LT dei PVs é stata amplificata in 80 pami di urina (80/300; 26%) e in 17

campioni di sangue (17/300; 5.5%) provenienti dalidri. In particolare, nei campioni di urina
sono stati identificati: 49 JCV (61.3%), 28 BKV @% e 3 co-infezioni JCV-BKV (3.7%), mentre
nei campioni di sangue sono stati identificati:CVJ(41.2%) e 10 BKV (58.8%) (vedabella 1).

Solo in 3 casi (2 JCV e 1 BKV) DNA virale & stattentificato in campioni di urina e sangue

appartenenti allo stesso soggetto (athella 1). Il campione di urina in cui erano presenti decoy

cells, é risultato positivo per DNA di BKV.
Nessuno dei campioni di sangue provenienti daia@rdmbelicali dei neonati € risultato

positivo per DNA dei PVs.

In nessun caso € stato identificato genoma via8/dO0.
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positiv
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campioni positivi nel 10 - ¥ 17
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Tabella 1: Campioni risultati positivi per la ricerca del gena dei PVs e relativa genotipizzazione
tramite NPCR multiplex. In tabella sono mostrataumeri di campioni positivi solo per BKV
(colonna +BKYV), positivi solo per JCV (colonna AJ)C campioni co-infetti per BKV e JCV
(colonna+BKV/JCV) relativi ai campioni urinari, @ampioni di sangue intero. Nell’'ultima riga
invece é stato riportato il numero di campioni sleo risultati positivi, per i diversi genotipijas
nelle urine che nel sangue appartenenti allo siesdaduo.

AMPLIFICAZIONE DELLA REGIONE TCR
La regione TCR dei PVs e stata amplificata in tutmpioni positivi per la regione LT,

sia nei campioni di urina (80/80) sia nei campidinsangue (17/17), e tutti i frammenti di DNA
isolati in un range di 300-400 bp sono stati saishipad analisi di sequenza.

ANALISIDI SEQUENZA DELLA REGIONE TCR

Le sequenze nucleotidiche identificate sono statatate comparando la regione TCR di

ciascun genotipo di BKV e JCV con le sequenze "enss” o archetipo, proposte rispettivamente
da Yoshiike e Takemoto(20), e Yogoet al(19), che prevedono una suddivisione schematica nei
seguenti blocchi di sequenze: per BIO(124bp),P(68bp), Q(39bp),R(63bp) edS(63bp); mentre
per JCV i blocchi sondA(25bp),B(23bp),C(55bp),D(66bp),E (18bp) eF(69bp).

Campioni di urina

L’analisi di sequenza ha consentito di identificdrgenotipi diversi dBKV (numero toltale
28): BKV-WW (14 campioni), BKV-WWT (9 campioni), BK-AS (3 campioni) e BKV-128 (2
campioni) (47). Tutti i genotipi identificati di B&KWWT e BKV-AS, e 5 di 14 BKV-WW

mostravano sequenza archetipa. Al contrario neag& di BKV-128 sono state osservate



sostituzioni di singoli nucleotidi (SNPs)-GT nel blocco S e in 9 di 14 casi di BKV-WW si e
identificata costantemente sostituzione T nel blocco P.

Per quanto riguardaCV, tutti i casi isolati appartengono al genotipo (G¥/49); 37 casi
sono risultati archetipi, mentre in 11 casi si s@wdenziate sostituzioni di singoli nucleotidi,
delezioni o inserzioni. Solo in un caso abbiameaidgrato un riarrangiamento della sequenza

archetipa (ripetizione di 13 bp nel blocco D)(vedura 5 e 6.

IR A ) 30
GACTTGG GGC GG NGC GGC CTCGG

Figura 5: Elettroferogramma della regione regolatoria delpoepCV CY riarrangiato isolato partendo da un camgi
urinario. In azzurro sono state sottolineati i eotidi presenti nell’archetipo, in blu sono statidenziati il blocco
ripetuto. Sull'asse delle ascisse si trova il tengspresso in minuti, mentre su quello delle or@inantensita di
fluorescenza espressa in nanometri (nm). | reslduiadenina (A) sono mostrati in verde, citosifd ih blu, guanina
(G) in nero e timina (T) in rosso.

JCV CY 1‘25} lB (zs.m]l C (49-103) : D (104-169) E! (170-187? F (188-256)
archetino j 1 | j ] 1
; i]-zﬂ i B (zr..ml C (49-103) : D (104-169) EI(ITD-IS’{) F (188-256) :
riarranaiato p
ip {159-17:}'

Figura 3: Confronto tra lo schema dell'anatomia a blocchi'aedhetipo JCV CY e il frammento riarrangiato iatu
partendo da DNA estratto da sangue intero.

L’'analisi di sequenza dei 3 casi co-infetti ha pesso di identificare JCV-CY (3casi), BKV-
WW (2 casi) e BKV-WWT (1 caso). Nei frammenti istolsono state identificate solo mutazioni di

singoli nucleotidi.



Campioni di sangue
L’analisi di sequenza della regione TCR nei campibbrsangue € stata possibile in 14 di 17

casi, mentre, nonostante numerosi tentativi, @dah 3 campioni (2 BKV e 1 JCV) probabilmente
a causa di bassi livelli di viremia (48).

L’analisi di sequenza della TCR di BKV ha rivelato tutti i casi (8), un’inserzione di 20
bp di genoma virale, corrispondenti al blocca.R{), 5 casi nel cromosoma umano 20 (BLAST:
Human DNA sequence from clone RP11-112L6 on chromes20 of Homo Sapiens), tra i geni
CEBPB (20g13.1) e Kua-UEV (20913.2) e 3 casi mehmsoma 14 (BLAST: Human DNA
sequence BAC R-182E21 of library RPCI-11 from choesome 14 of Homo Sapiens) all'interno
del gene DPF3 (14q24.3-q31.1) nell'introne traegloni 5 e 6 (vedigura 7)

el

Figura7: Elettroferogramma riguardante l'inserzione di 20thplla regione di controllo di BKV (nel riquadro
arancione), all'interno del cromosoma umano 2@drticolare nella regione q13-q14, osservata rmapdani di sangue
intero. Sull’asse delle ascisse si trova il temppresso in minuti, mentre su quello delle ordindteensita di
fluorescenza espressa in nanometri (nm). Sull’dsdle ascisse si trova il tempo espresso in mimugintre su quello
delle ordinate I'intensita di fluorescenza espraasaanometri (nm). | residui di: adenina (A) somostrati in verde,
citosina (C) in blu, guanina (G) in nero e timifig {n rosso.

Tutti i JCV isolati partendo dai campioni di sanga@partengono al genotipo CY, 4 sono
archetipi, mentre i restanti 2 casi mostrano sgabni, inserzioni e delezioni di singoli nucleotid

in differenti blocchi di sequenza.

DISCUSSIONE

L’identificazione e la corretta classificazione d®lyomavirus(PVs) umani JCV e BKV
costituisce un evento relativamente recente: néll18&ardner et al. (3) ed Padgett et al.(4)
identificarono, in modo del tutto indipendentepftasenza di particelle virali di BK virus e JC \@ru
rispettivamente, nelle urine e nel tessuto cerelnatiue soggetti immunodepressi; I'uno a seguito

di trapianto renale con lo sviluppo nel periodostpaperatorio di una stenosi ureterale; I'altra co



una insolita malattia demielinizzante del sisteraavoso centrale (Leucoencefalopatia Multifocale
Progressiva (PML)) insorta in seguito a teramenunosoppressive per il morbo di Hodgkin. Da
allora il ruolo di questi due virus nella patologianana é stato estensivamente investigato e i
principali aspetti patogenetici, epidemiologici,atmmopatologici e clinici delle due principali
patologie ad essi correlate — nefropatia da BK ¥guU_eucoencefalopatia Progressiva Multifocale-
sono stati adeguatamente chiariti.

Cio nonostante rimangono oscuri o non sufficientemedimostrabili altri aspetti in
relazione alla storia naturale dell'infezione, #i €li latenza e soprattutto ai meccanismi piu
frequenti di trasmissione virale interumana.

Per quanto riguarda questi ultimi, non & ancorarehia principale modalita di trasmissione
virale, anche se I'estrema diffusione dell'infeadarebbe propendere per una trasmissione aerea o,
in alternativa, oro-fecale. Studi epidemiologiciliteno che circa '80% della popolazione adulta,
sana e stata infettata da JCV e/o BK Virus, comnmeodirato dalla presenza di IgG anti-JCV e/o
BKV; questa percentuale di sieroconversione €& ash quando si analizza una popolazione
infantile o addolescenziale. Studi epidemiologitetuati su neonati hanno mostrato la presenza di
IgG anti-JCV e/o BKV, stando ad indicare che l'mifsne pu0O essere molto precoce o,
ipoteticamente intrauterina; alcuni autori hannaneisato quest’'ultima possibilita, ovvero, come
per altri virus quali CMV, HSV, la possibilita dnupassaggio trans-placentale di genoma virale,
con risultati ampiamente discordanti (12).

In questo studio abbiamo valutato la possibilitaida trasmissione verticale dell'infezione
da PVs umani e di SV-40 in una popolazione noregmata di gravide, con gravidanza fisiologica,
analizzando mediante tecniche molecolari la presahzgenoma virale nelle urine, nel sangue
materno, in quello fetale corrispondente prelewddbcordone ombelicale dopo il parto. Inoltre le
urine materne sono state analizzate citologicameete la identificazione delle decoy cells,
espressione morfologica di attivita replicativaalgrintranucleare.

Questo studio rappresenta la prima investigaziaegemsatica della infezione da PVs
eseguito durante la gravidanza; la limitazione desjo studio -di carattere osservazionale- &
consistita nella possibilita di valutare solo ladaerminale della gravidanza, periodo nel quale le
partorienti effettuano controlli di routine, mentie fasi precedenti non sono state investigabili
sistematicamente.

| risultati del nostro studio indicano la preserdiagenoma virale di PVs del 26% dei
campioni urinari e nel 5.5% dei campioni di sangnaterno, mentre in nessun caso e stato

identificato nei campioni di sangue fetale; inolttecoy cells sono state identificate in un unico



campione di urine. L'analisi di questi dati indiche nella popolazione da noi studiata non si é
avuta evidenza di una trasmissione materno-fetglla ohfezione.

Come gia precedentemente espresso, poiché noaresistletteratura altri studi pubblicati
utilizzando metodiche di indagine di biologia malkece ma solo di tecniche di carattere
immunologico, i nostri risultati non sono facilmeromparabili con quelli di altri autori. Lo studio
di Taguchi et al.(39), eseguito su 80 gravide, ndot presenza di IgM anti-BKV nel sangue
materno in 6 casi, e in 3 campioni di sangue ddaoe ombelicale dei loro neonati. Rziha et al.
(49) esaminarono 846 campioni di sangue di almétteeonati sani mediante immunofluorescenza
indiretta per la ricerca di IgM anti-BKV, identifiondo 77 campioni positivi (7%), suggerendo
l'ipotesi di una discreta frequenza di infezionang-placentale di BKV. Tali risultati sono stati
successivamente contestati da Shah et al.(50) ¢argamente non specifici. Gibson et al.(41)
esaminando 430 donne gravide identificarono presehzdecoy cells in 40 casi, 10 dei quali
mostravano IgM anti-BKV o JCV, ma in nessun casticarpi specifici furono identificati nei
campioni di sangue di cordone ombelicale dei lomnati.

Piu recentemente Pietropaolo et al (51) hannoteétt uno studio con tecniche molecolari di
identificazione di genoma virale su tessuti plaggneé su organi fetali prelevati da materiali
abortivi. In questo studio, eseguito su 15 abdggli, autori hanno osservato genoma di BKV
nell'’80% dei casi di tessuto placentare e nell’880D@6 rispettivamente di tessuto cerebrale e renale
dei corrispondenti feti abortiti. Questa indagingt@ta eseguita tramite estrazione di DNA da tessut
fissati in formalina ed inclusi in paraffina seguda amplificazione mediante nested-PCR, & percio
possibile che i risultati possano essere statiatiida una contaminazione tra i tessuti ed ilgs@n
materno, potenzialmente contenente genoma viralguésto studio peraltro non sono riportati i
dati sulla presenza o assenza di genoma viraleangpioni di sangue periferico delle madri.

Recentemente Zhang et al. (40) in uno studio ceéadstt femmine gravide di topi
sperimentalmente infettati nella cavita peritonedleante la fase terminale della gravidanza con
PVs murino Murine Polyoma virusMuPyV) hanno dimostrato la presenza di genoma evingll
sangue del cordone ombelicale nell’'86% dei topi datmadri infette. | risultati di questo studio
indicano quindi la capacita dell’analogo murino Belyomavirus umani di attraversare la barriera
placentare, e tuttavia non sono comparabili conliggsgposti nel nostro lavoro sia per le differenze
anatomiche tra la placenta umana e quella murimaperché nel lavoro di Zhang et al. (40)
concentrazioni plasmatiche virali, risultanti dalamministrazione di elevati titoli virali, sono
verosimilmente raggiungibili solo in condizioni ohfezione virale acuta. Nel nostro studio non
sono state eseguite valutazioni quantitative déndia e di viruria; tuttavia I'osservazione di decoy

cells in un unico campione urinario nonché la pneaadi frammenti di TCR integrati in cromosomi



umani in tutti i casi di BKV isolato da campioni hngue materno, suggerisce che in tutti i casi d
noi esaminati i PVs erano presenti in forma lateR&rtanto dalla valutazione dei nostri risultati
non €& possibile escludere un analoga probabilitatdismissione materno-fetale in particolari
condizioni patologiche o con determinate carichalii

Nel nostro studio I'evidenza citologica di escremairinaria da PVs e stata osservata in un
solo caso di 300 campioni osservati. Questo risufan contrasto con quanto riportato da Coleman
et al.(43) che hanno evidenziato la presenza diydeells in 40 di 1000 campioni urinari raccolti in
altrettante gravide (4 %). Tale discrepanza € weribaente interpretabile con le differenti modalita
di raccolta dei campioni urinari: mentre nel nostaso tali campioni sono stati raccolti al termine
della gravidanza (37° settimana) Coleman et al) (&Bno eseguito la raccolta di campioni urinari
in differenti periodi di gestazione, suggerendoi ob® la riattivazione e la escrezione dei PVsenell
vie urinarie avvenga in modo intermittente, coiecido con differenti livelli di
immunosoppressione che si possono verificare nebadi una gravidanza.

L’analisi di sequenza della regione regolatoriaB#iV e di JCV isolati sia da sangue
periferico sia da urine ha mostrato principalmeiatene archetipe, piu raramente sostituzioni o
delezioni di singole basi nucleotidiche e in soloagi (isolati da campioni urinari) riarrangiamenti
significativi. Il significato biologico e soprattot patogenetico di tali riarrangiamenti non € w#to
noto (19), anche se ipoteticamente duplicaziomedioni contenenti siti di controllo trascrizionale
potrebbero incrementare I'attivita replicativa W@ conseguentemente la sua patogenicita. Nella
casistica da noi studiata tuttavia non abbiamovail® che né sostituzioni di singole basi
nucleotidiche né riarrangiamenti abbiano determoinatremento dell’attivita replicativa e della
infettivita: & inoltre da sottolineare che i campidi sangue di cordone ombelicale provenienti da
neonati le cui madri mostravano riarrangiameni@R nei campioni urinari sono risultati negativi

alla ricerca di DNA virale.

CONCLUSIONE

Pur nella relativa limitatezza del campione esatonin@ soprattutto in relazione alla
possibilita di poter condurre tale indagine solauina fase specifica della gravidanza, i risultati d
nostro studio -il primo condotto con nPCR su campbiologici materno- fetali- indicano che la
possibilita di trasmissione materno-fetale di BKNCV e SV-40 non rappresenta un evento
significativamente frequente.

Inoltre la replicazione virale dei PVs umani dusala fase terminale della gravidanza e un
evento molto raro ed infine i riarrangiamenti detlegione di controllo virale sembrano non

incrementare il rischio di trasmissione verticaddi’chfezione.



Idealmente a completamento della nostra indagte@iamo sarebbe opportuno effettuare
valutazioni su campioni biologici materni durantgie fasi della gravidanza in modo da osservare,
nell’eventualita di una prima infezione o di unattivazione di una infezione latente da PVs umani,
la possibilita che elevate cariche virali plasmaigpossano associarsi ad una reale possibilita di

trasmissione verticale.
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SEZIONE 2:
CORSI FREQUENTATI (per ciascun anno del corso)

- Corso di statistica medica
- Corso diinglese

CONGRESSI FREQUENTATI (elenco completo: denominagioongresso, sede, data)

Seminari:

- SILENZIAMENTO GENICO MEDIANTE ESPRESSIONE DI SHRNAJniversita del
Piemonte Orientale, Dipartimento di Scienze Medidtavara, 10/01/2007

- AUTOANTIBODIES IN SYSTEMIC SCLEROSIS: FROM CLINICAISUBSET TO
PATHOGENETIC, Universita del Piemonte Orientalep&timento di Scienze Mediche,
Novara, 12/01/2007

- DETECTION DI MRNA MEDIANTE ANALISI STATISTICA, Universita del Piemonte
Orientale, Dipartimento di Scienze Mediche, Novard01/2007

- GENETICA E PREVENZIONE DEI TUMORI EREDO-FAMILIARI DMAMMELLA E
OVAIO, Ospedale Maggiore della Carita, Novara, 182007

- IMAGING MASS SPECTROMETRY, Ospedale Maggiore de€llarita, Novara,
24/01/2007

- GENE THERAPY STRATEGIES FOR PHENYLKETONURIA, Uniwsta del Piemonte
Orientale, Dipartimento di Scienze Mediche, NovarH02/2007

- VITA, OPERE E MIRACOLI DELL’EPATOCITA, Universita el Piemonte Orientale,
Dipartimento di Scienze Mediche, Novara, 09/02/2007

- THE LONG HAN OF THE SMALL RNAS REACHES INTO SEVERALEVELS OF
GENE REGULATION, Universita del Piemonte Orientdlépartimento di Scienze
Mediche, Novara, 15/02/2007

- PROTEIN MICROARRAYS DEVELOPMENT OF NEW SUPPORTS FOMPROVED
SENSITIVITY, Universita del Piemonte Orientale, Biimento di Scienze Mediche,
Novara, 14/03/2007

- MICROARRAYS DI TESSUTI: UNA STRATEGIA PER IDENTIFIERE NUOQOVI
BIOMARCATORI TUMORALLI, Universita del Piemonte Orig¢ale, Dipartimento di
Scienze Mediche, Novara, 16/03/2007

- DROSOPHILA AS A MODEL FOR AGING AND CANCER, Univeita del Piemonte
Orientale, Dipartimento di Scienze Mediche, Nova&03/2007

- RELAZIONE TRA STRUTTURA E FUNZIONE DELLE PROTEINE EDIANTE
ANALISI DEL PROTEIN DATA BASE, Universita del Pienmbe Orientale, Dipartimento
di Scienze Mediche, Novara, 12/04/2007

- PATHOGENIC VIRUSES: SMART MANIPULATORS OF THE INTEHRERON
SYSTEM, Universita del Piemonte Orientale, Dipa#girto di Scienze Mediche, Novara,
19/04/2007

- DIFETTI GENETICI DEL PRE-B CELL RECEPTOR, Univeritiel Piemonte Orientale,
Dipartimento di Scienze Mediche, Novara, 16/05/2007

- THE REGULATION OF HEMATOPOIETIC STEM CELLS BY SMAISIGNALLING,
Universita del Piemonte Orientale, Dipartiment®&dienze Mediche, Novara, 25/05/2007

-  TRANSLATING BASIC SCIENCE INTO THERAPEUTIC STRATEGS FOR
SHWACHMAN DIAMOND SYNDROME, Universita del Piemont@rientale,
Dipartimento di Scienze Mediche, Novara, 28/05/2007

- TUMORI GLIALLI, Universita di Torino, Torino, 01/0@007



- SINDROMI AUTOINFIAMMATORIE, Universita del Piemont®rientale, Dipartimento di
Scienze Mediche, Novara, 04/06/2007

- LA GENESI DEI GLIOMI E | SUOI RISVOLTI PROGNOSTICE TERAPEUTICI,
Universita del Piemonte Orientale, Dipartiment®&dienze Mediche, Novara, 14/06/2007

-  BIOINFORMATICS TOOLS FOR THE ANALYSES OF UTRS ANDOR THE
PRODUCTION OF ALTERNATIVE SPLICE SITE, Universit&bPiemonte Orientale,
Dipartimento di Scienze Mediche, Novara, 21/06/2007

Congressi:

- MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY OF CANCER, Universit of Birmingham,
Department of Pathology, Division of Cancer Studigsmingham (UK), 19/02/2007 —
23/02/2007

- DIAGNOSTICA CITOLOGICA E MOLECOLARE NEL PERCORSO QMICO DEI
PAZIENTI CON CARCINOMA UROTELIALE, Universita di Feara, Ferrara (IT),
10/05/2007

-  PRIMO CONGRESSO INTERNAZIONALE SULLA RICERCA TRASLAONALE IN
MEDICINA, Villa Contarini, Fondazione Ghirardi, Paea (IT), 10/06/2007 — 12/06/2007

- IV INTERNATIONAL CONFERENCE ON POLYOMAVIRUSES AND HUMA DISEASES,
Bercellona 30/09/2007-03/10/20007

COMUNICAZIONI A CONGRESSI (elenco completo: autdriiplo, denominazione congresso,
sede, data)
A) Comunicazioni presentate personalmente (orali dgrps
- Allegrini S., Veggiani C., Amoruso E, Miglio U., Banotti A., RibaldoneE R, Boldorini R.
HUMAN POLYOMAVIRUS INFECTION AND PREGNANCY: INVESTGATION ON
POSSIBLE VERTICAL TRANSMISSION. IV international néerence on Polyomaviruses and
human diseaseS, Bercellona, 01/10/2007

B) Altre comunicazioni

- Boldorini R., Veggiani C., Paganotti A., AllegriBi. Miglio U. SEQUENCE VARIATION
IN THE REGULATORY REGION OF BK VIRUS ISOLATED FROMIDNEY
TRANSPLANT RECIPIENT. Primo congresso internazi@nsidilla ricerca internazionale.
Padova (IT),12/06/2007

- Miglio U., Allegrini S., Veggiani C., Paganotti ABoldorini R. SEQUENCE VARIATION
IN THE REGULATORY REGION OF HUMAN POLYOMAVIRUSES ISLATED
FROM KIDNEY TRANSPLANT RECIPIENT. IV internationalonference on
Polyomaviruses and human diseaseS, Bercellonad/22Q7

- Boldorini R., Allegrini S., Miglio U., Paganotti AVeggiani C. FREQUENCY OF
POLYOMAVIRUS DETECTION IN SURGICAL SAMPLES OF UNSHCTED HUMAN
TUMOURS.IV international conference on Polyomaviruses amohén diseasesS,
Bercellona, 03/10/2007

ARTICOLI SCIENTIFICI PUBBLICATI NEL CORSO DEL DOTT®ATO (elenco completo)

“Latent Human Polyomavirus Infection In Pregnanaiyvestigation Of Possible Transplacental
Transmission” Amoruso E., Ribaldone R., Boldorini R., Veggianj Ellegrini S., Miglio U.,
Surico N., Monga GPathology,in stampa.



