Universita degli Studi del Piemonte Orientale
“Amedeo Avogadro”

lllllll

Dottorato di Ricerca
N
Medicina Molecolare
Ciclo XXlI1

Relazione 2° anno

TITOLO:

Frequenza e significato patologico dei riarrangiamenti
genomici nella regione regolatoria virale e delle mutazioni nella
proteina capsidica virale di BK Virus isolato in soggetti

trapiantati di rene

Candidato Miglio Umberto
Tutor: Prof. Renzo Boldorini



SEZIONE 1
RISULTATI SCIENTIFICI

INTRODUZIONE

La famiglia dellePolyomaviridaecomprende attualmente 14 membri che hanno come
ospite naturale diverse specie animali, come pemp® il noto virus vacualizzante della scimmia
(simian virus 40 - SV40), in grado di infettare s@ammie che 'uomo; in particolare due tra questi
virus infettano specificamente 'uomo: BK virus € Jirus. Le prime conoscenze virologiche e
patogenetiche dei Polyomavirus umani risalgon®@Dlquando in un laboratorio inglese giunse un
campione di urine di un paziente portatore di e di rene con stenosi ureterale da causa ignota.
Indagini utrastrutturali rivelarono la presenzadrticelle virali icosaedriche, prive di envelope)
diametro di circa 45 nf Nello stesso anno, in un altro laboratorio, furcstudiati campioni
cerebrali autoptici di soggetti deceduti per unalattia demielinizzante del sistema nervoso
centrale, ad esordio acuto-subacuto, rapidamentgrgssiva, chiamatdeucoencefalopatia
multifocale progressivgPML): anche in questo caso si osservo la preseizan virus con
caratteristiche simili a quello osservato in Inggil#. Entrambi questi virus vennero chiamati con
le iniziali del nome del paziente in cui furonolao BK virus (BKV), nel primo caso, e JC virus
(JCV) nel secondo caso.

Inizialmente BKV e JCV vennero classificati nelkrfiglia dellePapovaviridag ma dopo
essere stati sufficientemente caratterizzati furdiagsificati come famiglia dellBolyomaviridae
Essi sono virus privi di envelope del diametro Gi46 nm (variabile in relazione ai mezzi di
fissazione e di inclusione utilizzati per l'indaginultrastrutturale) e DNA a doppia elica della
lunghezza di circa 5300 paia di basi (bStrutturaimente il DNA genomico & racchiuso da un
capside virale composto da 360 copie della proteapesidica maggiore VP (viral protein) 1, che si
organizza in pentameri legando le proteine capsidininori, VP2 e VP3

I genoma virale €& costituito da due regioni cawifiti e una regione di controllo
trascrizionald in dettaglio (Figura 1):

- regione precoce (Early region), codificante per praeina tumore-associata, Large-T

(LT), e una proteina dalla funzione non ancora detamente nota, small-t (t).

- regione tardiva (Late region), codificante perietpine capsidiche VP1, VP2, VP3, e

per I'agnoproteina, che si suppone essere coinvodBassemblaggio del capside

virale.



- regione di controllo trascrizionale (TCR), non dadinte, posizionata tra le due
regioni codificanti. Presenta siti di legame petdia di trascrizione e, pertanto, riveste

un ruolo chiave nella storia naturale dell'infezon

FIGURA 1

Rappresentazione schematica del
genoma dei Polyomavirus umani.

La regione TCR é posizionata tra
la regione early (Large T, Small

t), che codifica in un verso, e la

regione late (VP1, VP2, VP3),

che codifica in senso opposto.

La regione regolatoria di JCV é stata schematicéensnddivisa in 6 blocchi dault e
Stonef, convenzionalmente definiti A, B, C, D, E, F, daso composto da un determinato numero
di bp (A:25bp; B:23bp; C:55bp; D:66bp; E:18 bp; $bp). Analogamentdoens etal’. Hanno
suddiviso anche la regione TCR di BKV (0O:124bp;816, Q:39bp; R:63bp; S:63bp).

TCR di entrambi i virus si e dimostrata essere eoraga nella maggior parte dei casi,
mantenendo cioé una sequenza conservata, con auaiasinutazioni puntiformi (sostituzioni,
delezioni o inserzioni di singole basi nucleotigihqueste sequenze sono state definitéatyo et
al.® archetipi. L'archetipo rappresenta il genotipoaigr prevalente nella popolazione umana
derivante dalla co-evoluzione con l'ospite. L'ipsit@ che dalle sequenze archetipo presenti in un
individuo si originano, per fenomeni di riarrangmo genico, le sequenze ricombinanti a causa
dell'ipervariabilita della regione, allo scopo diatarsi alle condizioni presenti nell'ospite

All'interno della regione TCR di BKV e JCV sono stasservati siti di legame per fattori

trascrizionaft®**(Figura 2), quali:



- Spl proteina implicata nella differenziazione celh@la sembra avere un ruolo nel
mantenere libere da metilazione le isole CpG, nmeamtdo attiva la trascrizione.

- Nuclear Factor-1 (NF1) media le reazioni inflammatorie e immunologicherisposta a
diversi stimoli; mutazioni in questo sito hanno ma® avere conseguenze nella
trascrizione dei geni tardivi.

- Large T: agisce con un meccanismo di controllo negativobendo [I'attivita del
promotore precoce e bloccando la sua stessa espess

- Pura: proteina implicata nel controllo della replicazéoe della trascrizione del DNA,
agisce promuovendo I'espressione delle proteineopiginibita da Large T.

- Altri fattori di trascrizione che si legano alla grene TCR sono: GM-CSF
(granulocyte/macrophage-colony stimulating factBBA3, AP1.

La regione TCR sembra essere determinante peadarizione cellulo-specifica del DNA virale,
infatti e stato osservato che le regioni promotgcesenti nella TCR di JCV aumentano
notevolmente la trascrizione nelle cellule gliaispetto alle cellule non gliali in coltura,
probabilmente anche grazie alla presenza in quiestdi cellule di fattori di trascrizione piu
specifici per le sequenze regolatficiRisulta evidente quindi che significative mutai¢come

ad es. grosse delezioni, inserzioni o duplicazigemomiche) possano, almeno teoricamente,
modificare la capacita replicativa virale, l'infeita, il tropismo cellulare od anche gli effetti
patogeni di tali virus.
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FIGURA 2

Rappresentazione schematica della regione regalditcCR) BKV.

| numeri nelle parentesi indicano il numero di pdiidasi presenti in ogni blocco. | nucleotidi
polimorfici sono colorati in blu. | siti di legameon fattori di trascrizione sono segnati sopra
la sequenza. 3



Similmente alla regione TCR, si suppone che andazioni aminoacidiche nella sequenza
proteica di VP1 potrebbero influenzare la capadehvirus di infettare con diverso tropismo le
cellule bersaglit; per questo motivo nell'ultimo decennio diversudit si sono incentrati nel
determinare e caratterizzare in dettaglio la strattdella proteina VP1, le proteine bersaglio
presenti sulla cellula e il sito di legame con mibteiné*** Le prime conoscenze riguardanti la
funzione di VP1 sono relative a SV40, il quale &tosservato essere in grado di riconoscere le
proteine del complesso maggiore di istocompatiiliMHC), presenti sulle cellule bersaglio.
Successive analisi sui Polyomavirus umani hanno peidenziato che VP1 di BKV e JCV non
lega le molecole MHC, ma presenta un legame seadetton oligosaccaridi leganti al’N-terminale
una molecola di acido sialitb™.

La proteina VP1 e costituita da 362 aminoacididdtd da una sequenze di circa 1086
nucleotidi presenti nella regione tardiva del geapmviene suddivisa in 5 loops: BC, DE, EF, GH
e HI (Figura 3). La struttura terziaria di ogni neomero forma un “barile composto da filamenti
B antiparalleli tra i quali si posizionange3liche ea-eliche. Nella regione C-terminale il loop DE
si inserisce in profondita nel monomero VP1 adigeetonsentendo il legame con gli altri
monomeri, formando infine un pentamero. La strattcapsidica viene completata attraverso I'N-
terminale di ogni monomero che si inserisce in @mt@mero adiacente, stabilizzando cosi la

struttura del capside virale (Figura 4 A éB)

APKRKSGVSKCETKCTKACPREAPVPKLLIKGGMEVLDLVTGPDSVTEIEAFLNPRMGOPPTPES LTEGGQYYGW

A A A B 3A°

new
100 150
® ® M . | R . . .
SRGINLATSDTEDSPGNNTLPTWSMAKLQLPMLNEDLTCDTLOMWEAVSVRTEVVGSGSLLOVHGFNKPTDTVNT
3A" (o4 D 3B
200

[ L ] [ ] L L] L] L ]
KGISTPVEGSQYHVFAVGEEPLDLQGLVTDARTKYKEEGVVTIKT I TKRRDMVNKDQVLNP I SKAKLDKDGMYPVE
E E’ - oD 3C E*

250 300

EPmEMRYFGmﬂeeTTTEE{VLQETNTL@LLDENGV&P@RGE#}LYE.SCVDJMGWR;@@D@
F G1 G2 G2 H H’

E!!! l!’

320 350
GLF{R?FKITI&RKRWK‘N’EYPMASLISSLFNNML POVOGOPMEGENTOQVE]
1 «C

CRTRBVFPGN

FIGURA 3

Sequenza regione VP1 con struttura secondariandiet®a in relazione alla formazione dei
legami idrogeno e le principali conformazioni dierza.



FIGURA 4

A- modello di legame tra i pentameri. |: pentamererid) II: un braccio C-terminale
(blu) invade il pentamero adiacente e si lega aléNminale (rosso); Ill: legame
stabile tra due pentameri; IV: rappresentaziondegdgime stabile illustrato
schematicamente al punto IlI.

B- Pentamero completamente assemblato. In blu sarstrdti le braccia che “invadono”
la molecola adiacente. Due ioni calcio (verde)anota stabilizzare la particella
formatasi

FIGURA 5

Superficie di legame della proteina VP1 in cuiegid la molecola di acido sialico (in
giallo).
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Studi in vitro utilizzando cellule Vero hanno dintiago I'interazione tra VP1 e gangliosidi a cui e
legata in posizione N-terminale una o pill molecdieacido sialico. Low et & hanno
recentemente condotto uno studio trattando le leeion neuroamidasi, un inibitore dell’acido
sialico, e incubandole con BKV: il virus non eragrado di infettare le cellule. Successive analisi
hanno confermato il legame tra la proteina VP ligaasialico e hanno permesso di identificare due
particolare gangliosidi interessati nel legame: GDd GT1b. Un terzo ganglioside preso in
considerazione, GM1, ha portato infezione se iatmlobon SV40 ma non con BKV, indicando che
'acido sialico legato in posizione2-8, mancante in GM1 ma presente in GD1b e GTlb, e
essenziale per il legame con VP1. Il modello ad aoluzione proposto da Stehle et®aha
mostrato che la superficie di legame di VP1 coadistuna tasca piana formata dai loop di foglietti
B, nella quale si inserisce la molecola di acidbgFigura 5).
La sequenza aminoacidica di BKV interessata nelrked ligando € compresa nella regione
tra 'aminoacido 61 e I'aminoacido 83. Jin et%hanno analizzato la sequenza nucleotidica di 69
bp codificante per questa regione, individuandanpaifismi nuceotidici caratteristici, che hanno
permesso di classificare il virus in quattro prpati gruppi sierologici, successivamente
caratterizzati in sottotipi da Baksh et"al.
- GRUPPO [: Dunlop (DUN), MM, GS
- GRUPPOII: SB
- GRUPPO llI: AS
- GRUPPO IV: IV, MG
BKV viene anche classificato in relazione alla sssqa della regione TCR, che mostra dei siti
polimorfici caratteristici e conservati tra i vagenotipf®. | pill rappresentati sono:
- WW
- WWT
- AS
- 128-1
| Polyomavirus sono largamente diffusi nella popmae umana, dato rappresentato da uno
studio di Shaft dove, analizzando la presenza di IgG anti-BKV &8V nel siero, si osserva che
rispettivamente il 60% e 80% della popolazione nmledisulta essere infettata da Polyomavirus.
Le modalita attraverso cui il Polyomavirus infetéa si trasmette non sono ancora
interamente note: la via di trasmissione principbra essere quella respiratgfia anche se
sono possibili altre modalita quale quella oro-fe€aurinarig” e trans-placentaf®?’, quest'ultima
& stata presa in esame in un recente studio cendattnostro gruppo di riceré®a non & stata

osservata trasmissione verticale madre-feto durdotemo trimestre di gravidanza, tuttavia



ulteriori studi sono in corso al fine di valutaeepossibile trasmissione durante tutto il corsdadel
gestazione. Indipendentemente dalle modalita dintissione, l'infezione da PV risulta quasi
sempre asintomatica od oligosintomatica ed e seglaituna fase viremica nella quale virioni o piu
probabilmente frammenti genomici virali, veicolata linfociti circolanti attraverso il torrente
circolatorio raggiungono gli organi bersaglio. Questimi sono in parte noti, in parte non noti e
differenti per JCV (encefalo, vie escretrici urigdre BKV (rene, vie escretrici urinarie). Raggiant
la cellula bersaglio il virus si localizza sulla migrana plasmatica in modo casuale, distribuendosi o
a piccoli gruppi di copie virali oppure in gruppi dumerosi virioni; in questa sede riconosce |
gangliosidi leganti acido sialico e viene veicolaiinterno della cellula mediante endocitSsi
Sono due le vie endocitotiche con cui BKV e JCVesapo la membrana plasmafita

- JCV entra nella cellula attraverso vesciole ricopdr molecole di clatrina;

- BKYV utilizza caveole, vescicole delle dimensionisfl-70 nm, a forma di fiasca, presenti

sulla superficie di molti tipi di cellule.

Nel corso di una inflammazione matura e produttieaparticelle virali si uniscono a formare
aggregati tubulo-vescicolari all’interno della cddl, osservati mediante microscopia elettronica in
continuitd con il reticolo endoplasmatico rugosaneprossimita del’apparato di Gofgi I
meccanismo mediante il quale i Polyomavirus penetnael nucleo ancora non € chiaro, alcuni
studi hanno ipotizzato che i pori nucleari sianoppo piccoli per consentire il passaggio del
virione, oppure che siano presenti degli inibitchie riducano il diametro dei pori; tuttavia, altri
studi hanno proposto proprio il passaggio attraverpori nucleari come via di ingresso nel
nucled*2
Durante la prima infezione asintomatica, successérde all'ingresso nella cellula, i Polyomavirus
si latentizzano negli organi bersaglio, in formaDiNA extracromosomico (episomiale) o di virus
integrato e in questa fase sono rilevabili solo iaee metodiche di biologia molecoldié*
Tuttavia, in condizioni di immunodeficienza di \atvile grado (farmacologiche, indotte da infezione
da HIV, gravidanza, deficit di immunita cellulo-matd), il virus pud andare incontro a riattivazione
con conseguente infezione produttiva che porta pitaduzione di nuova progenie virale, lisi
cellulare e conseguente danno d’organi.

All'inizio della riattivazione il virus trasloca h&ucleo in cui ha inizio la trascrizione dei
geni precoci: Large-T e small-t, derivanti da usgicing alternativo di un singolo trascritto
primario. Large-T si lega con, e inibisce attravedegradazione, la proteina regolatrice del ciclo
cellulare nota come retinoblastoma (pRB) e membtiadstessa famiglia quali p107 e p130. Il
legame permette la liberazione del promotore ddbdt2F, che consente I'ingresso nella fase S,

dove la cellula produce proteine utili sia per dastrizione sia per mantenere linfezione virale.



Large-T ha una funzione di controllo per le fasiziali della replicazione virale, legandosi a
sequenze genomiche del virus formando complessidom@rse proteine: complesso polimerasi
primasi; proteina A replicativa; proteina che ldg§A a singola elica. Inoltre possiede un’attivita
elicasica che permette la distensione del DNA e@rkdispone per la sintesi. Nella fase tardiva,
Large-T promuove la trascrizione dei geni tardiva eéepressione di quelli precoci. | meccanismi di
inibizione non sono ancora pienamente conosciuty quelli di attivazione si basano sul
reclutamento di proteine cellulari. | geni tardit1, VP2 e VP3, sono responsabili della formazione
del capside, coadiuvati dalla agnoproteina. La ciégpael large-T di trasformare le cellule &€ daga d
tre domini: dominio J, dominio legante pRB e dominegante p53. Quest'ultimo dominio &
responsabile del legame alla proteina, inattivam@otausando la crescita incontrollata della aellul
Durante l'infezione litica, I'interazione con quegtroteine consente di prolungare la vita cellylare
per poter aumentare il numero di virioni prodotli

L’effetto di degradazione delle proteine oncosopgpinee p53 e pRB da parte di Large T
sembra essere alla base del processo di trasfmneaneoplastica proposto per alcune neoplasie
umané®

Le patologie sicuramente causate da polyomavirusanunsono: leucoencefalopatia
progressiva multifocale, cistiti ed uretriti emagiehe e la nefropatia da polyomavirus (PAN} La
PAN consiste in una infezione litica di celluletepali dei tubuli renali o delle cellule epiteliaella
capsula di Bowman che riveste i glomeruli renai) conseguente nefrite tubulo-interstizialgale
patologia & causata in prevalenza da infezionéwaaione di BK\*°, anche se di recente & stato
riportato un caso di possibile coinvolgimento diVi& La PAN, esclusiva dei soggetti
immunodepressi in corso di trapianto renale, ps&rescausata da una riattivazione di virus latente
nel soggetto ricevente l'organo trapiantato o, iteraativa, da una nuova infezione veicolata
dall’'organo trapiantato. Le cause principali delkttivazione sono le terapie farmacologiche anti-
rigettd™ (in particolare mophetil-mycophenolato, ciclospariA e prednisone), ma ci possono essere
altri fattori di rischio come l'eta avanzata (le rgene anziane rispondono di piu
all'immunosoppressione), il sesso (i maschi somoagpiischio), il siero-stato (I'80% dei pazientinco
PAN presenta BKV nel siero prima del trapiaftdj diagnosi di PAN si basa su elementi clinici, d
laboratorio e su indagini cito-istologiche effeteiau urine e biopsia renale.

| sintomi della infezione sono aspecifici e in gnaarte simili a quelli che si osservano in
corso di rigetto acuto interstiziale mentre gli ragali laboratorio evidenziano generalmente un
incremento aspecifico della creatinina sierica. idportante elemento diagnostico € rappresentato
dalla escrezione urinaria di cosiddette “decoystglidentificabili con esame citologico urinario

sotto forma di cellule con nucleo ipercromico, doclusioni intranucleari a vetro smerigliato,



espressione morfologica di replicazione vital@ale reperto, & costantemente presente nei sbgget
con PAN, ma e scarsamente specifico, in quantonisabile anche in soggetti in cui la riattivazione
virale avviene nelle vie escretrici (ad es. nalistiti od ureteriti emorragiche) e deve essere
associato ad una valutazione molecolare sulla presei viremia. Le attuali linee guida sulla
diagnostica della PAN prevedono poi che in casopakitivita citologica alle decoy cells e
molecolare su sangue debba essere eseguita uraabiepale che attualmente rappresentold
standarddiagnostico per questa patologia.

In caso di PAN, la biopsia renale evidenzia un qualil nefrite tubulo-intersiziale (Figura 6)
(infiltrati mononucleari interstiziali, atrofia tuitare e fibrosi interstiziale) associata alla prese
delle tipiche inclusioni virali intranucleari, diravabili morfologicamente e con metodiche
immunoistochimiche in cellule epiteliali.

Lo sviluppo della PAN puo essere diviso in stadi

» STADIO A: coinvolgimento focale midollare della keé epiteliali del tubulo,
inclusioni nucleari limitate

» STADIO B: estensivo coinvolgimento del rene corer@tioni citoplasmatiche
diffuse o multifocali, necrosi e primi segni di rfdsi

» STADIO C: fibrosi interstiziale, i tubuli sono afic e appiattiti.

Dai dati della letteratura emerge che linfezioragtivazione di BKV nei soggetti trapiantati di een
rappresenta un evento molto frequente (nell’ordie® 70% dei pazienti) mentre la malattia
conclamata si osserva in una netta minoranza (2%7%le discrepanza pud dipendere da vari
fattori, in parte legati all'ospite (eta, sessppte livello di immonodepressione, fattori geogriafe

in parte legati al virus. Tra questi ultimi di padiare rilevanza sembra essere il genotipo virale,
guale determinato dalle -caratteristiche specifichella regione regolatoria che, come
precedentemente detto, presiede al controllo defibcazione ed infettivita virale; piu recentenent

e emerso il possibile ruolo di JCV come co-fatwwevolto nel danno renale da Polyomavirus.



FIGURA 6

Biopsie renali di soggetti con nefropatia polyonnasiassociata: A,B,C) Varie tipologie di
inclusi virali in cellule tubulari renali (frecce) D) in cellula parietale di capsula di Bowman
(freccia).

Ematossilina-Eosina, Ingrandimenti originali: 250x
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SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo del presente lavoro € quello di valutaeehtuale coinvolgimento nello sviluppo e
nella severita della nefropatia Polyomavirus-asgacdei riarrangiamenti della regione regolatoria
virale e delle mutazioni nella sequenza aminoaaidlla proteina capsidica di BK Virus. Lo studio
e stato condotto su una casistica di pazienti gostid a trapianto di rene che hanno sviluppato PAN,
istologicamente dimostrata, e su pazienti traptadiarene con infezione da Polyomavirus che nel
corso dello studio non hanno sviluppato PAN. Iritupazienti sono stati esaminati campioni di
urine e sangue periferico prelevati ad intervalfnporali variabili e DNA estratto da biopsie repali
gueste ultime eseguite in caso di incremento datomma sierica o di sintomi riferibili a
insufficienza renale e percio non necessariamemeeassi a danno renale indotto da infezione da
PVs.
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MATERIALI E METODI

* Raccolta dei campioni

Dal Gennaio 2005 a Gennaio 2008 sono stati esansarapioni di sangue, urine e biopsie
renali di 226 pazienti portatori di trapianto remahfferenti presso la Divisione di Trapianto
Renale dell’Ospedale Maggiore di Novara, per i radrroontrolli di routine post-trapianto o per
insorgere di problematiche cliniche o alteraziolaboratoristiche suggestive di patologie
connesse al trapianto. Di questi 123 maschi e &08rfinecon eta media di 51 anni, mediana di
50 e range da 22 a 76.

Nel corso del periodo di osservazione 8 di questignti (8/226, 3,5%) hanno sviluppato
nefropatia da Polyomavirus, istologicamente dinatat{GRUPPO A), i restanti 218 (218/226,
96,5%, GRUPPO B) hanno presentato problematicheig#itto acuto interstiziale (25%),
vascolare (5%), tossicita acuta da ciclosporina2@%§) e recidiva della glomerulopatia di base
(10%) o nessuna problematica (40%).

Di ciascun paziente sono stati esaminati campianisahgue e di urine raccolti
contestualmente; nel gruppo A sono stati esamif@attampioni di urine (media 8,7 campioni,
range da 5 a 14), 63 campioni di sangue (mediangicai, range da 5 a 14) e 17 campioni di
biopsie renali (media 2,1 campioni, range da 1 em&htre nel gruppo B sono stati esaminati 682
campioni di urina (media 3,1 campioni, range dalllpe 677 campioni di sangue (media 3,1
campioni, range da 1 a 11). La biopsia renale ta stfettuata su 68 pazienti per un totale di 101
campioni (media 1,5 campioni, range da 1 a 5).

| dati clinici, epidemiologici e la patologia reeatli base che ha condotto ad insufficienza

renale cronica nei pazienti del gruppo A sono tgionella tabella 1.

No. caso / Sesso / Eta del trapianto  Malattia renale che ha

Eta(anni) (mesi) portato a danno cronico
1/M/61 60 Malattia policistica del rene
2/F/36 48 Nefropatia da IgA
3/M/57 60 Malattia policistica del rene
4/M /58 36 Sconosciuta
5/F /52 48 Arterionefrosclerosi
6/M/41 24 Nefroangiosclerosi
7/M /65 12 Malattia glomerulare
8/F/38 12 Nefropatia da IgA

TABELLA 1

Dati clinico-patologici che hanno condotto a inguénza renale cronica nei pazienti che hanno
sviluppato PAN
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Campioni di sangue periferico

| campioni di sangue periferico sono stati cengydiil a 2500 rpm per 10 min per evitare la
lisi cellulare. Il siero cosi ottenuto é stato abtpto in provette da 1,5 mL e stoccato a -20°C. Pe
effettuare I'indagine molecolare il DNA e statoradib utilizzando un kit commerciale (Genomic
DNA from Tissue, NucleoSpin® Machery-Nagel, Gernaanche prevede la lisi cellulare
mediante buffer di lisi, seguita dal legame del DAl membrana di silice. Dopo aver lavato |l
DNA con buffer contenente etanolo, viene eluitdadahembrana con buffer di eluizione in un

volume finale di 7QuL e conservato a -20°C.

Campioni di urine

Circa 50 mL di urina sono stati inizialmente cedogati a 2500 rpm per 10 min. Dal
sedimento ottenuto sono stati ricavati: una prave#t 1,5 mL per indagini molecolari, conservata
a -20°C; mediante ulteriore cito-centrifugazionE880 rpm per 10 min é stato ottenuto un vetrino
per valutazione citologica in microscopia ottichvétrino e stato fissato mediante citospray,
contente una soluzione alcolica. | preparati cgmoottenuti sono stati colorati con metodica
Papanicolau e quindi esaminati citologicamentepanticolare per identificare la presenza di
decoy cell&, ritenute espressione morfologica della prolifevae virale intranucleare.

Le decoy cells sono state valutate semiquantitagrde come segue:

. carica bassa (+): da 1 a5 cellule in 5 campi osicopici ad alto ingrandimento (HPF, dove
HPF corrisponde ad un ingrandimento di 400x) (FAaguA)

. carica intermedia (++), da 6 a 10 cellule in 5 HPF

. alta carica (+++), piu di 10 cellule in 5 HPF (&g 7 B).

Biopsie renali
| campioni istologici sono stati prelevati tramisgo-biopsie renali e immediatamente

fissati in fluido di Serra per 24 ore a temperatmgiente e successivamente inclusi in paraffina.
Sono state tagliate sezioni di 1tth usando un microtomo a slitta (Micron, Type HM 4&0e
poste su vetrino (le sezioni aderiscono al vetpeo una differenza di temperatura tra il vetrino
stesso e il bagnetto di distensione). Per indaggtaogica al microscopio ottico sono state
effettuate le seguenti colorazioni istologiche gdchimiche: ematossilina-eosina, impregnazione
argentica (metodo Metenamina Silver), tricromicddsson, acido periodico-Reattivo di Schiff
(PAS), ed ematossilina fosfotungtica (PTAH) . Pardiagnosi di nefropatia polyomavirus-

associata (PAN) sono stati utilizzati i criteri posti da Hirsch che prevedono anche una
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sottoclassificazione relativa alla entita del danewale e alla presunta durata della patologia. In
dettaglio, la PAN e stata classificata in :

. stadio precoce (A)coinvolgimento focale midollare delle cellule lditelio dei tubuli,

positive per I'espressione del Large T. Alterazioihopatiche come inclusioni nucleari sono
limitate. Non evidenza di necrosi e infiltrati iafnmatori.

. intermedio (B) estensivo coinvolgimento renale con alteraziagiopatiche diffuse, necrosi,

accompagnata da risposta inflammatoria, e primmiseigfibrosi. Gli infiltrati infiammatori
includono cellule polimorfonucleate, monociti elakd plasmacitoidi.
. tardivo (C) fibrosi interstiziale, cicatrizzante. | tubulirsmatrofici e appiattiti.

In tutti i casi inoltre e stata eseguita coloragioitmmunoistochimica con metodo
perossidasi-antiperossidasi (PAP), utilizzando canpo anti-antigene T di SV40 (che cross-
reagisce con antigene T di BKV e JCV), svilupparefzione con diaminobenzidina (DAB), con
controcolorazione in ematossilina di Harris.

Ulteriori cinque sezioni dello spessore difd sono state poste in una provetta da 1,5 mL
al fine di estrarre il DNA da tessuto paraffinatdizzando il metodo del fenolo-cloroformio. Per
deparaffinare si eseguono lavaggi in Xilolo, sdagda un passaggio in etanolo 100%, per
disidratare i campioni. Il pellet & stato asciugater evitare possibili inibizioni delle successive
reazioni, e digerito con 2pL di proteinasi K e 45QuL di soluzione di lisi (SDS 1%, EDTA
20mM, Tris HCI pH 7,5 20mM). La completa digestiomestata ottenuta incubando overnight a
55°C. L’estrazione e purificazione del DNA e stateguita in un volume di cloroformio (M-
medical, Milano, Italia) e in un volume di fenolGELBIO, Milano, Italia) tamponato con Tris-
EDTA a pH 7,5-7,6 (in questo modo non ha affinitdn dd DNA). Dopo centrifugazione a 3500
rpm per 10 min e stata ottenuta una fase acquagar@nte il DNA e una organica piu pesante.

Al DNA, trasferito in una provetta da 1,5 mL, étstaggiunto etanolo 100% e posto a -
20°C per almeno un’ora e mezza; il pellet e statenoto mediante centrifugazione a 14000 rpm
per 10 min. Per eliminare i sali residui, il DNAewie trattato con etanolo 70% e fatto asciugare;
successivamente viene risospeso in acqua DEPCelrdditlase free (Biotecx Labs, Houston,
USA) in un volume finale di 3QL e conservato a -20°C.
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FIGURA 7

Esame citologico urinario: A) Rare (+) e B) tappetiiodecoy cells in campioni
urinari.
Colorazione Papanicolau, Ingrandimenti originallo®
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* Polymerase chain reaction

Regione LT

Al fine di amplificare la regione del large-T (LT¢, stata eseguita una multiplex/nested
PCR (nPCR) sulle uriffée sul DNA estratto da siero e da biopsie renhfprimo step prevede
I'utilizzo di primers comuni a tutti i tipi di PVPM1+ e PM1-. Nel secondo step é stato invece
usato PM2- comune a tutti i PV, e JC+ (che amglifim frammento di 189 bp), BK+ (che
amplifica un frammento di 353 bp) e SV+ (che angdifun frammento di 135 bp), specifici in
modo da di distinguere i differenti virus (TabeRy | campioni sono stati amplificati in un
volume totale di 25 pL, contenente: 2U di BioTagANolymerase (Bioline, London, UK) in
presenza di Bioline buffer NHLx, 2mM MgC} (1mM per il secondo step di PCR), 5 pmol/pL di
ogni primers (Roche Diagnostic, Milano, Italia)2@M di dNTPs (Roche Diagnostic, Milano,
Italia) e 10uL di DNA estratto da sangue periferico e biopsiaate, e 2,5 pL di urine; per il
secondo step e stato usato 1 pL di templato. Laioea € stata eseguita su Eppendorf
Mastercycler gradient (Eppendorf, Amburgo, Germariompo una prima denaturazione a 95°C
della durata di 5 min, fanno seguito 40 cicli dendturazione 95°C per 40 sec, appaiamento a
61°C (55°C per i primers interni) per 40 sec e emsibne di 72°C per 40 sec. Infine si ha
un’estensione finale di 5 min a 72°C; per i primiatsrni i cicli di reazione sono stati ridotti &.3
Come controllo negativo e stata usata acqua DER@tdd RNase free (Biotecx Labs, Houston,
USA), e come positivo tessuto renale da un soggettonefropatia istologicamente dimostrata
per BKV, tessuto cerebrale proveniente da un stggen PML per JCV e linee cellulari infettate
con SV40.

Regione TCR

| campioni risultati positivi per la regione LT BKV sono stati sottoposti ad una ulteriore
amplificazione della regione TCR, usando BKTT1 eTBR come primers esterni e BRP1 e
BRP2 come primers interni (amplificano un frammedit856 bp) (Tabella 2). L’amplificazione &
stata eseguita in un volume finale di 25uL contégiet0 pmol/ul di ogni primer, 0,2mM dNTPs,
1,5mM MgCL e 2U di BioTag con un appropriato buffer di reaeidTris-HCI 100 mM, pH 8.3,
KCI 500 mM). Nel primo step sono stati usati 5 HIDINA estratto da siero e da biopsia renale, e
5 puL di urine. Nel secondo step sono stati invesatil2,5 puL di templato. La reazione e stata

eseguita con Eppendorf Mastercycler gradient e dm@oprima denaturazione a 95°C per 5 min,
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fanno seguito 35 cicli composti da: denaturazior8baC per 40 sec; appaiamento per 40 sec a
55°C nel primo step e 50°C nel secondo step; dstans 72°C per 40sec. | cicli sono terminati

con un’'estensione finale di 5 min a 72°C.

Regione VP1

| campioni positivi alla regione LT per BKV furomsottoposti ad amplificazione della
regione VP1, utilizzando VP1-7 e VP1-2R come prenesterni, e 327-1 e 327-2 come primers
interni*® (Tabella 2). La reazione amplifica la sequenzdeauiica compresa tra il nucleotide 1744
e il nucleotide 1812; in tutti i casi é stato otttmun frammento di 327 bp. La reazione é stata
eseguita in un volume finale di 25 pL contenentphol/uL (10 pmol/uL per la PCR interna) di
ogni primer, 0,2 mM di dNTPs, 1,5 mM di MgCI2 U di BioTaq, in presenza di appropriato
buffer di reazione (Tris-HCI 100 mM, pH 8.3, KCI®@M). Nel primo step sono stati usati 5 pL
di urina e di DNA estratto da siero e da biopsisate, mentre nel secondo step sono stati aggiunti
alla mix di reazione 2,5 uL di templato. La reaBanstata eseguita con Eppendorf Mastercycler
gradient e dopo una prima denaturazione a 95°G pein, fanno seguito 35 cicli (30 per la PCR
interna) composti da: denaturazione a 95°C peredPappaiamento per 40 sec a 55°C; estensione

a 72°C per 40sec. | cicli sono terminati con uréastone finale di 5 min a 72°C.

Tutti i DNA amplificati sono stati analizzati peorsa elettroforetica su gel di agarosio al
2%, e visualizzati usando la colorazione con eti@mmuro.

La sensibilitd della reazione di PCR e stata v&utamplificando diluizioni seriali di
campioni positivi per BKV (dati non mostrati).

* Sequenziamento

| frammenti amplificati risultati positivi per laegione TCR sono stati separati tramite
corsa elettroforetica su gel di agarosio al 3%gdade comprese tra le 200 e le 400 bp sono state
tagliate e raccolte. L'estrazione e la purificagatel DNA amplificato & stata eseguita con un kit
commerciale (PCR clean-up gel extraction, Nucleo®pvlacherey-Nagel, Germania).

La reazione di sequenza sulle regioni TCR e VPthia preparata utilizzando il Big Dye
Version 2.0 Terminator cycle sequencing kit (ApglBiosystems, Monza, Italia), con il primer a
una concentrazione finale di 3,2 pmol/uL, in unuoé totale di 20 pL. La reazione prevede 25
cicli di 10 sec ciascuno a 96°C, 5 sec a 50°C eitan60°C. | prodotti di reazione sono stati
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purificati usando Centri-Sep Spin Columns (PrinoetSeparation, Adelphia, NJ, USA) e
successivamente risospesi indlOdi formamide.

Il DNA é stato sequenziato usando un autocampioaatdl6 capillari (ABI-Prism 3100,
Applied Biosystems, Monza, Italia).

Le sequenze della regione TCR sono state analizrameite Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST), disponibile sul sito della Matl Centre of Biotechnology Information
degli Stati Uniti fttp://www.ncbi.nlm.nih.goy La struttura della TCR di BKV fu comparata con
la sequenza archetipo BKV WW e BKV WWT, come prdpata Sundsfjord et al., e con BKV
128-1 (GenBank accession number: AF218446).

Le sequenze della regione VP1 sono state invete heainualmente, comparate con

prototipo BKV Dunlop e classificate secondo i aiitgroposti da Jin et at® (Tabella 3). Nel caso
in cui nell’elettroferogramm si osservarono duechi@lla stessa altezza, questi furono considerati
come due sequenze distinte. | cambiamenti in upaicaminoacidi furono predetti mediante il

software EXPASY Program Servehtip://www.expasy.oryy e la variazione aminoacidica fu

confrontata con quella del prototipo, al fine demtificare i possibili cambiamenti chimici del

frammento preso in esame.

* Analisi statistica
L’analisi statistica € stata eseguita utilizzandtest esatto di Fisher, in quanto i valori
ottenuti risultano troppo bassi per eseguire urt thd 2. Valori <0,05 sono considerati

significativi (intervallo di confidenza: 95%).
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Regione Nome| Posizione Sequenza
PM1+ *4022-4045| 5-TCT TCT GGR YTA AAR TCA TGC TCG-
Esterni ; }
PM1- *4550-4572| 5-TTW TAG RTK CCA ACC TAT GGA AC:3
LT PM2- *4388-4411| 5-GGT AGA AGA CCC YAA RGA CTT TCG:
JC+ 14086-4108 5-ATA TTA TGA CCC CCA AAA CCA TG-3'
Interni
SV+ 14291-4314 5-ATA ATT TTC TTG TAT AGC AGT GCA:3
BK+ *4059-4085| 5-GAA TGC TTT CTT CTA TAG TAT GGT AG-3'
BKTT1 |*5106-5133| 5'-AAG GTC CAT GAG CTC CAT GGA TTC TTC G
Esterni
TCR BKTT2 | *630-657 | 5 —CTA GGT CCC CCA AAA GTG CTA GAG CAG Gt
BKV BRP1 | *82-101 | 5 —TTG AGA GAA AGG GTG GAG GC- 3'
Interni
BRP2 | *339-358 | 5 —GCC AAG ATT CCT AGG CTC GC- 3’
VP1-7 | *1480-1500| 5'—ATC AAA GAA CTG CTC CTC AAT- 3’
Esterni
VPL VP1-2R | *2038-2059| 5 —GCA CTC CCT GCA TTT CCA AGG G- 3’
BKV 327-1 | *1629-1649| 5 —CAA GTG CCA AAA CTA CTA AT- 3’
Interni
327-2 | *1937-1956| 5 —TGC ATG AAG GTT AAG CAT GC- 3’
TABELLA 2

Sequenza genomica e posizione dei primers utilipeat’amplificazione delle regioni LT,

TCR e VP1 dei Polyomavirus umani.
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1744 | 1747 1730 | 1753 | 1756- | 1759- | 1962- [ 1765 | 1768~ | 1771- | 1774- | 1770|1780 | 1783- 1786 | 1780 1792- | 1795-| 1798- | 1801- | 1204 | 1207- | 1810-
1746 | 1749 1752 | 1755 | 1758 | 1761 | 1964 |1767 | 1770 | 1773 | 1776 |17 |1782 | 1785 1788 |1791 | 1794 | 1797 | 1800 | 1803 [ 1806 | 1809 | 1812
I(DUN ) GAA | AAC CTT | AGG |GGC |TTT [AGT |CTA |ASG |CTA |AGT |GCT |GAaL | AAT GAC |TTT | AGT |AGT | GAT |AGC |CCA | GAG | AGA
I(PT) AGT
L{IvIvD AL
L(G5) GAC
IT{5E) GAT TAT ACT GCC GaC GAC | BAL
I &5) GAT TAT CAG | CAC GCC GAG GAC
IViIV) ALT | GAC TAT AGA ACT ACT GCC GAG GAC
TV ALT | GAC TAT LGA ACT ACT GCC GAC GAC
B
1744 | 1747 1750 | 1753 | 1756- | 1759- | 17962- [ 1765 | 18- | 1771~ | 1774 | 1777- | 1780 | 1783 1784 | 1789 | 1792- | 1795-| 1798- | 1801- | 1204- | 1207- | 1810-
1746 | 1740 1752 [ 1755 | 1758 | 1761 | 1764 |1767 [ 1770 | 1773 | 1776 | 170 |1782 | 1785 1788 |1791 | 1704 | 1797 | 1300 | 1803 [ 1806 | 1809 | 1812
61 62 63 | 64 | 6% | 66 61 | 68 | a9 mo| T P [ I T i1 T T8 ™ 20 | 81 g2 | &3
I{DUN-FTIV Glu | Asn Len | frg | Gy | Phe | Ser | Len | Lys | Len | Ser | &la | Glu | Asn fsp | Fhe | Ser | Ser | fsp | Ser | Fro | Glu | frg
LG5) ig
—_— Asp T Thr Ala a9 am | Lw
M1 &5} Asp Ty Gin | His Ala Gl A
— Asn | A Ty rg Thr Thr Al Gl hm
V(G Asn | dep Ty Arg Thr Thr Ala Asp Agp
TABELLA 3

Sequenza nucleotidica regione VP1 dal nucleotide! B nucleotide 1812, utilizzata per assegnare i
gruppi e i sottotipi di BKV secondo Jin et al. (&)relativa sequenza aminoacidica (B).
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RISULTATI

Nel corso dello studio, otto (3,5%) di 226 paziegmtirtatori di trapianto renale hanno
sviluppato PAN, diagnosticata in base a criteolagici, riscontro di tipiche inclusioni virali nel
nucleo come riportato da Nickeleit et*3le a criteri immunoistochimici.

L’'indagine molecolare mediante multiplex-nested P€seguita sui campioni del gruppo
A, ha identificato il genoma di Polyomavirus in @,1%) di 70 campioni di urina, 36 (57,1%) di
63 campioni di sangue e in 13 (76,5%) di 17 camigirpsie renali. Nel gruppo B il genoma di
Polyomavirus € stato identificato in 242 (35,5%)682 campioni urinari, in 24 (3,5%) di 677
campioni di sangue e in 5 (5%) di 101 campioni bap

In dettaglio si € potuto osservare che nei pazisitigruppo A, JCV & sempre associato a
coinfezione con BKV, mentre risulta essere il Palavirus prevalente nei campioni di urina del
gruppo B (19,4% vs. 8,6%, 7,5% coinfezione JCV-BH%.001). In tutti i campioni appartenenti
al gruppo A é stata osservata infezione da BKV mmfemaione BKV-JCV, non € mai stata

osservata singola infezione da JCV (Grafico 1).

Indagine molecolare regione TCR

L’analisi di sequenza ha mostrato che soltanto degepi virali di BKV sono stati
riscontrati nei campioni del gruppo A: WWT e 128Grafico 2); WWT é risultato il ceppo
prevalente nei campioni urinari, di sangue (P<.@0d) biopsie renali (P=.063) quando trovato da
solo. Mentre e interessante notare che, in presginzainfezione, I'unico ceppo virale trovato in
tutti i campioni di urina, sangue e in 4 (80%) dibpsie renali, & stato BKV 128-1. La prevalenza
del genotipo 128-1 nei campioni confetti & stagmBicativamente piu alta di quella riscontrata nei
casi di infezione da BKV in campioni di urina e gaa (P<.001), e anche rispetto ai campioni di
biopsie renali, pero non statisticamente signifi@a(P=.0063).

| pazienti del gruppo B, hanno mostrato presenziwdirsi ceppi di BKV: oltre a WWT e
a 128-1, sono stati trovati anche i ceppi WW e &$afico 2). In presenza di singola infezione da
BKV, il ceppo piu frequentemente isolato in campidnurina € stato WW (P<.001); mentre nel
caso di coinfezione con JCV, anche nel gruppo deiotipo piu frequente e stato 128-I, sia nei
campioni urinari, di sangue che di biopsie rer#.001).

Il confronto dei ceppi virali riscontrati tra i dugruppi ha mostrato che WWT e
significativamente piu frequente nei campioni dhare sangue prelevati dai pazienti del gruppo
A (P<.001), e questa differenza e stata molto jginificativa nei campioni di biopsie renali: BKV

128-1 non € mai stato trovato nei campioni preledat gruppo B. WW e AS sono stati trovati
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solamente nel gruppo di pazienti senza PAN. Infl28-1 € il genotipo prevalente in tutti i
campioni che hanno mostrato coinfezione BKV-JC\emtrambi i gruppi.

Nelle tabelle da 4 a 7 viene mostrata una anaéigadliata della sequenza della regione
TCR dei differenti ceppi virali trovati. Nei pazigmel gruppo A é stata osservata una sequenza
archetipo (BKV WWT) in un solo campioni di sangnegntre le altre sequenze hanno mostrato
riarrangiamenti: tra questi il piu frequente e wwstituzione di una singola base nucleotidica
(g—4a, nel blocco S, posizione 18) nel genotipo WWayata nel 59,3% dei campioni di urina,
65,2% dei campioni di sangue e nella totalita déllepsie renali analizzate. Duplicazioni e
delezioni nel blocco P sono state riscontrate 8e6% dei ceppi WWT dei campioni urinari, nel
30,4% dei campioni di sangue e in una biopsia eemaksentante coinfezione BKV-JCV.
Magagiori riarrangiamenti sono stati trovati in tutceppi 128-I analizzati: &€ stata costantemente
trovata una inserzione di 18 bp in posizione 41 bletco P, associata saltuariamente a piu
complesse variazioni nell’anatomia della regiondRT € a singole sostituzioni aminoacidiche.

Nel gruppo B, il genotipo WWT ha mostrato, in tutasi trovati, la stessa sostituzione
aminoacidica descritta per il gruppo A4@, nel blocco S, posizione 18), mentre WWT arcloetip
e stato trovato solo in due campioni di urina pnémeti coinfezione. Similmente al gruppo A,
anche in questi pazienti non é stato trovato 12&hetipo in nessun campione, il genotipo 128-I
ha mostrato sempre l'inserzione di 8 bp in poskiei nel blocco P da sola o associata a
riarrangiamenti maggiori 0 a sostituzioni nucleiute.

| genotipi WW e AS sono stati trovati solamente camnpioni del gruppo B, mostrando
sequenze archetipo in tutte le biopsie renali éarmalggior parte dei campioni di urina; i casi
presentanti riarrangiamenti consistevano in defez(gVW e AS), duplicaizioni del blocco P
(WW) e sostituzioni di singole basi nucleotidichgW). Nei campioni di sangue il genotipo WW
ha sempre mostrato una sequenza archetipo, meBtreaAmostrato struttura archetipo (40%),

sostituzioni nucleotidiche (20%) e delezioni nelddo P (40%).

| campioni prelevati dai singoli pazienti del grapp nell’arco della durata dello studio
(prima, durante e dopo la diagnosi di PAN) hannstnado un’alta conservazione della struttura
della regione TCR, non sono infatti stati riscotittambiamenti nei genotipi virali o variazioni di

sequenza durante il periodo di studio.
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Numero totale

0 132 46 59 22 51 2 440 0 3 19 10 17 11 27 653 0 1 8 96
< |@|< |@|< @ |< < | @ m|< |m@m < | @ - ] < |m|[< |m@ < | @
é: E: E: E Ez E: E E: Ez E ‘E: E E Lé: Lé: 'E: LE: E E E E: E: E: E:
JCy Bl BIV-JCY MNEG JCy By BKV-JCY MNEG Jov Bl BRY-ICY MNEG
URINE SANGUE BIOPSIE RENALI

GRAFICO 1

Distribuzione dei Polyomavirus umani in campionudina, sangue e biopsia renale prelevati da
pazienti con e senza nefropatia associata a Polyjiousa
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GRAFICO 2

Distribuzione dei genotipi di BKV in campioni diina, sangue e biopsia renale, in singole infezioni
da BKV (A) e in coinfezioni BKV-JCV (B).
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No. campioni (%) Riarrangiamenti

Urine
BKV WWT (N = 54)
0] Archetipo
32 {59.3) g—a (518)
11 (20.5) A(P32-P49); g—a (518)
1 (1.8) rep (P51-Q26); g—a (518)
6 (11.1) g—a (S5); g—a (518)
2(3.7) A(P41-P60); g—a (S518)
1(1.8) rep (P48-P50); g—a (518)
1(1.8) rep (P48-P50); g—t (Q29); g—a (518)
BKV 128-1 (N = 7)
0] Archetipo
1(14.3) ins 8 bp (P41)
5(71.4) ins 8 bp (P41); g—t (522)
1(14.3) rep (P15-P40); ins & bp (P41); g—t (522
Sangue
BKVY WWT (N = 23)
114.3) Archetipo
15 (65.3) g—a (518)
5(21.8) A(P32-P49); g—a (518)
1(4.3) rep (P66-Q20)
11(4.3) A(P60-Q26); g—a (S18)
BKV 128-1 (N = 4)
0 Archetipo
4 (100} ins 8 bp (P41); g—t (522)
Biopsie renali
BKV WWT (N = 7)
0] Archetipo
7 (100) g—a (518)
BKV 128-1 (N = 2)
0 Archetipo
1 (50) ins 8 bp (P41); g—t (522)
[ (50) ins 8 bp (P41); g—t ($22); rep (P56-535)

No. campioni (%) Riarrangiamenti

Urine
BKV 128-1 IN = 24)

0 Archetipo

3(12.5) ins 8 bp (P41)

16 (66.6) ins 8 bp (P41); g—t (522)

2{8.3) AP39-P41)

1i4.2) ins & bp (P41); g—t 1522); c—t (Q39);

rep (P13-Q26)
14.2) ins & bp (P41); rep (P24-R2); g—t (522]
114.2) ins 8 bp (P41); rep (P17-Q35); A(R24-
563)
Sangue
BKV 128-1 IN = 19)

0 Archetipo

13 (68.3) ins 8 bp (P41}; g—t (522)

1(5.3) ins & bp (P41); g—t 1522); a—t (527)
1{5.3) ins 8 bp (P41); ART-R47); g—t (522)
1(5.3) ins 8 bp (P41); A(Q38-R52); g—t {522)
1(5.3) ins 8 bp (P41); rep (P25-R4); g—t 1522]
2(10.5) ins 8 bp (P41); a—t 1Q31); g—t (S22);

rep (P16-Q33)
Biopsie renali
BKV WWT (N = 1)

0 Archetipo

1(100) A(P32-P49); g—a 1518)
BKV 128-1 (N = 4)

0 Archetipo

4 {100} ins 8 bp (P41); g—t (522)

TABELLA 4

Riarrangiamenti della regione regolatoria
virale in campioni di urina, sangue e
biopsia renale, prelevati da pazienti con
PAN: singola infezione da BKV.

— indica sostituzione

bp, paia di basi

ins, inserzione

rep, ripetizione

A, delezione

TABELLA S5

Riarrangiamenti della regione regolatoria
virale in campioni di urina, sangue e
biopsia renale, prelevati da pazienti con
PAN: coinfezione da BKV-JCV.

— indica sostituzione

bp, paia di basi

ins, inserzione

rep, ripetizione

A, delezione
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TABELLA 6

Riarrangiamenti della regione regolatoria

virale in campioni di urina, sangue e

biopsia renale, prelevati da pazienti senza
PAN: singola infezione da BKV.

— indica sostituzione

bp, paia di basi
ins, inserzione
rep, ripetizione
A, delezione

No. campioni (%)

Riarrangiamenti

Urine

BKV WWT (N = 14)

2(14.3) Archetipo
11(78.6) g—a (518)
1(7.1) A(P41-P49)
BKV 128-1 (N = 38)
0 Archetipo
26 (68.4) ins 8 bp (P41); g—t (522)
1(2.6) ins 8 bp (P41); g—a (P42); g—t (522)
2 (5.4 g—t (522)
1(2.6) c—a (R12); g—t (522)
11(2.6) a—t (S27)
2(5.4) A(P20-P26); ins 8 bp (P41); g—t (522)
1(2.6) ins 8 bp (P41)
1(2.6) A(P42-P55); ins ctca(P60); rep (P51-
$35); gt (522)
1(2.6) A(P42-P55); ins ctca(P60); rep (P51-
535); g—t (522); A(R6-R10)
[ (2.6) ins 8 bp (P41); A(P42-P51); g—t (522);
a—t (527)
1 (2.6) ins 8 bp (P41); A(P42-P51); g—t (522);

BKV WW (N = 5)

A(R6-R10)

4 (80) Archetipo
1(20) A(P8-P26)
BKV AS (N = 3)
3 (100) Archetipo
0 Rearrangement
Sangue
BKV WW (N = 2)
2 (100) Archetipo
BKV 128-1 (N = 9)
0 Archetipo
7 (77.8) ins 8 bp (P41); g—t (522)
Tl ins 8 bp (P41)
1{11.1) ins 8 bp (P41); g—t (522); rep (P15-
P40)
Biopsie renali
BKV 128-1 (N =1)
0 Archetipo
1 (100) ins 8 bp (P41); g—t (522)

No. campioni (%) Riarrangiamenti
Urine
BKV WWT (N = 13)
0 Archetipo
13 (100) g—a (518)
BKV WW (N = 29)

22 (75.9) Archetipo
1(3.4) rep (P31-Q7)
1(3.4) A(P8-P26)
4(13.9) c—t (Q8)
1(3.4) c—t (P31)

BKV AS (N = 17)
9 (53) Archetipo
8 (47) A(P42-P49)
Sangue
BKV WWT (N = 4)
0 Archetipo
4 (100) g—a (518)
BKV WW (N = 1)
1 (100) Archetipo
BKV AS (N = 5)
2 (40) Archetipo
2 (40) A(P42-P49)
1(20) g—a (525)
Biopsie renali
BKV 128-1 N = 1)
0 Archetipo
1(100) ins & bp (P41); rep (P19-P52); g—t(522)
BKV WW (N = 1)
1 (100) Archetipo
BKV AS (N = 1)
1 (100} Archetipo
TABELLA 7

Riarrangiamenti della regione regolatoria

virale in campioni di urina, sangue e

biopsia renale, prelevati da pazienti senza
PAN: coinfezione da BKV-JCV.

— indica sostituzione

bp, paia di basi

ins, inserzione

rep, ripetizione

A, delezione
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Indagine molecolare regione VP1
La regione VP1 e stata amplificata in tutti i 68ngaoni di urina (100%), in 28 di 36
campioni di sangue (77,7%) e in 12 delle 13 biopsei®li (92,3%) prelevate dai pazienti del

gruppo A e positive per la presenza di Polyomayines pazienti del gruppo B, la regione VP1 é
stata invece amplificata in 100 delle 110 urine91in 17 dei 20 campioni di sangue (85%) e in
tutte le biopsie renali (100%).

Nella tabella 8 é riportata la distribuzione deugpi e sottotipi di BKV isolati nei vari
campioni di entrambi i gruppi. Differenze statiatigente significative sono state principalmente
trovate nei campioni di urina e in alcuni campidnisangue: i sottotipi prevalenti sono stati GS
(gruppo 1) e IV (gruppo 1V) nei pazienti del gruppomentre MM (gruppo 1) in quelli del gruppo
B (P<.001); inoltre, nei campioni prelevati dai jgeti del gruppo A non sono mai stati trovati
BKV appartenenti ai gruppi Il e lll, raramente tabvin campioni di urina del gruppo B. Nei
campioni di sangue dei pazienti con nefropatiatastd la frequenza del sottotipo GS e stata
statisticamente significativa (P=.047). A causal’elbuita dei campioni di biopsie renali, i
risultati non possono essere confrontati statisterae.

L’analisi di sequenza della regione VP1 (Graficot® mostrato che mutazioni in singole
basi sono state piu frequenti nei campioni di udea pazienti del gruppo A (52%), rispetto ai
campioni di sangue e di biopsie renali (21,2% d%f) rispettivamente), mentre sono state trovate
nel 16,4% dei campioni di urina del gruppo B e meli sangue e nelle biopsie renali di questi
pazienti. Nella tabella 9 sono illustrati i cambg&mti aminoacidici derivati dalle mutazioni
riscontrate nei frammenti analizzati. Sono staieogati tre “hot spots” nel gene della VP1 in
entrambi i gruppi: in posizione 62, 73 e 77 permjaaiguarda i campioni del gruppo A, e in
posizione 69, 73 e 77 nei campioni del gruppo Bnlmamenti aminoacidici nei campioni del
gruppo A sembrano non essere casualmente distyipaitesempio la sostituzione piu frequente
(da acido aspartico a asparagina al residuo 7&t@ sovata nel 27,5% dei campioni urinari, in 3
di 7 campioni di sangue e in 3 di 5 biopsie renglittavia nel gruppo B non é stata osservata
nessuna prevalenza di specifici cambiamenti.

Analisi piu approfondite riguardo i cambiamentirigi degli aminoacidi hanno mostrato
che il piu frequente cambiamento in entrambi i giupla sostituzione da aminoacido acido a uno
idrofilico; ma € stata anche osservata la sostineiin posizione 78 di una serina idrofilica a
isoleucina idrofobica in due campioni di urina galppo B. Infine & stata trovata una delezione di
un residuo di alanina in tre casi del gruppo A.

Nella tabella 10 sono mostrati i genotipi di BKVIe sostituzioni aminoacidiche dei

campioni prelevati prima e dopo la diagnosi di PA& pazienti del gruppo A. | genotipi e i
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sottotipi si € osservato essere stabili in tutimpioni, mentre cambiamenti temporali di uno o piu
nucleotidi sono stati trovati in 5 pazienti; al t@mio, i restanti tre pazienti hanno mostrato
soltanto sequenze archetipo nei campioni preletiliversi intervalli temporali.

Nel gruppo B, la sequenza di VP1 e sempre stabdlesia cambiamenti nucleotidici sono

stati trovati in campioni provenienti dallo stegsziente.

Gruppo Sottotipo Gruppo A Gruppo B Analisi statistica
| MM 17,3% (17/98) | 44,6% (49/110) P<.001
GS 37,8% (37/98) | 12,7% (14/110) P<.001
Il SB 0% (0/98) 14,5% (16/110) P<.001
URINE I AS 0% (0/98) 0,9% (1/110) P>.99
v v 24,5% (24/98) | 9,1% (10/110) P=.004
MG 20,4% (20/98) | 18,2% (20/110) p=.72
TOT. 98 110
| MM 15,1% (5/33) 35,3% (6/17) P=.15
GS 30,3% (10/33) 5,9% (1/17) P=.047
Il SB 0% (0/33) 11,8% (2/17) P=.111
SANGUE i AS 0% (0/33) 0% (0/17) P>.99
v v 18,2% (6/33) 29,4% (5/17) P=.475
MG 36,4% (12/33) 17,6% (3/17) P=.209
TOT. 33 17
| MM 23,6% (4/17) 33,3% (1/3) P>.99
GS 41,2% (7/17) 0% (0/3) P>.510
Il SB 0% (0/17) 33,3% (1/3) P>.15
BIOPSIE 1 AS 0% (0/17) 0% (0/3) P>.99
RENALI
v 1Y 17,6% (3/17) 33,3% (1/3) P=.508
MG 17,6% (3/17) 0% (0/3) P>.99
TOT. 17 3
TABELLA 8

Distribuzione dei gruppi e dei sottotipi di BKV neampioni prelevati dai pazienti con e
senza PAN.
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No. Prototipo Stadio PAN Urine Sangue Biopsia renale
Prima 1 Prototipo 0 1 neg
1 G(rupp)o | [PAN 1 Prototipo 1 neg 1 Prototipo
MM
Dopo 2 neg ) 6 neg 2 neg
4 Prototipo
Prima 1 SNP 1792 1 Prototipo
PAN 1 Prototipo 1 Prototipo 1 Prototipo
) Gruppo IV 1 SNP 1747;1780;1792 1 SNP 1747;1780;1792 1 SNB;1782
(V) 7 Prototipo 2 Prototipo
Dopo 3 SNP 1792 1 neg 0
6 SNP 1747;1780;1792
Prima 1 SNP 1786 0 0
1 Prototipo
PAN 1 SNP 1786 1 SNP 1786
(GS) 1 Prototipo 2 Prototipo 2 Prototipo
Dopo 12 SNP 1786 2 SNP 1786 2 SNP 1786
3 SNP 1780;1781;1786 |7 neg
) 1 Prototipo .
Prima 1 Prototipo 0
1 SNP 1747;1751
PAN 1 Prototipo 1 Prototipo 1 Prototipo
G v 1 SNP 1747;1780
4 ra\agc)) 6 Prototipo 4 Prototipo
1 SNP 1747;1780;1792 2 neg
Dopo 1 SNP 1747 1 Prototipo
2 SNP 1747;1780
1 SNP 1747;1784
Prima 2 Prototipo 2 Prototipo 0
1 Prototipo .
PAN 0 1 Prototipo
1 SNP 1749;1794;1807
5 Gruppo | 4 Prototipo 2 Prototipo
(GS) 3 SNP 1749;1794;1807 | 1 SNP 1794;1807
Dopo 2 SNP 1749 6 neg 0
5 SNP 1794
1 SNP 1793;1794
2 Prototipo i i
Prima p 2 Prototipo 1 Prototipo
1 SNP 1769 1 SNP 1769;1781 1 neg
6 Grl\leFI:/lpo | PAN 1 Prototipo 1 neg 1 Prototipo
(MM) 1 SNP 1769;1781 1 SNP 1769
4 Prototipo i
Dopo p 2 Prototipo 0
2 SNP 1769;1781 1 neg
Prima 1 Prototipo 1 Prototipo 0
Gruppo IV
! (RE)) PAN 1 Prototipo 0 1 Prototipo
Dopo 3 Prototipo 2 neg 0
Prima 2 Prototipo 2 Prototipo 0
8 Gruppo IV 1 SNP 1781
(MG) PAN 1 Prototipo 1 Prototipo 1 Prototipo
Dopo 2 Prototipo 2 Prototipo 0
TABELLA 10

Gruppi, sottotipi e cambiamenti nucleotidici nebgquenza della regione VP1 in
campioni sequenziali di urine, sangue e biopsialrgmelevati prima, durante e sopo lo
sviluppo di PAN.



DISCUSSIONE

Regione regolatoria TCR

La regione regolatoria di BKV, localizzata tra Igine di replicazione del DNA e il gene
dell’agnoproteina, svolge importanti funzioni: penira tutte la regolazione della trascrizione
delle regioni early e late, controllo della rephmme virale mediante sequenze promotrici e
regolazione degli oncogeri-myg e oncosoppressop%3e pRB della cellula ospité.

Sequenziando il DNA di differenti BKV e stato pdsk osservare che le sequenze
codificanti (Large-T, Small-t, agnoproteina e pnogecapsidiche), presentano sequenze altamente
conservatf, mentre la regione TCR & soggetta a considereeniazioni nella sequenza. Dopo
che questi risultati furono per la prima volta agaé in cellule in vitro infettate con
Polyomavirus, lipervariabilita della regione regtria € stata inizialmente interpretata come
adattamento del virus alla situazione della coleHularé®, tuttavia & stato osservato che, su
sequenze di BKV isolato da individui sani o portawi differenti patologie, le variazioni di
sequenza possono incorrere naturalniéniertanto i meccanismi e il significato patologitio
tali modificazioni geniche deve essere ancora ithian un precedente studio abbiamo analizzato
la frequenza dalle variazioni di sequenze nella T@CHBKYV in pazienti portatori di trapianto
renale che hanno sviluppato PANE stata investigata la possibile correlazionderaariazioni
genomiche e la patogenesi del danno renale, ma,lwde dei risultati ottenuti, non é stato
possibile determinare la correlazione tra i dutfat

Un punto cruciale nella diagnosi di PAN é il ricesonento da campioni bioptici di
inclusi virali di BKV nelle cellule dell’epitelio ubulare renale o nelle cellule parietali della
capsula di Bowmdn. Metodi non invasivi, come I'analisi citologica dampioni di urine per la
ricerca di decoy cells o PCR quantitativa su camipib urine e sangue, sono utili per pazienti
selezionati portatori di trapianto e a rischio diuppo di nefropatia, ma non permettono di dare
una diagnosi definitiva della patolofffa Ciononostante, l'identificazione di ceppi di BKV
nefritogenici o specifiche variazioni di sequenefianregione TCR in campioni di urina o sangue
di soggetti portatori di trapianto o con gia diagindi PAN, mediante metodiche molecolari di
PCR e analisi di sequenza, potrebbero avere unrtame risvolto pratico nel diagnosticare la
malattia senza la necessita di un esame invasivie @la biopsia renale. Questo risultato e stato
ottenuto, per esempio, nel caso di JCV associ&dB, sono stati infatti identificati nel liquido
cerebrospinale ceppi virali detti propriamente PNke; che hanno permesso l'identificazione e la
corretta diagnosi della patologia senza ausiliméiodiche invasive.

Sulla base di queste considerazioni, e stato aicgibf e successivamente sequenziata la
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regione regolatoria virale isolata da campioni dha, sangue e biopsie renali al fine di: 1)
verificare possibili differenze di sequenza trazienti con PAN e i portatori di trapianto che non
hanno sviluppato la malattia; 2) identificare lerigaioni di sequenza che possano essere
caratteristiche dei soli pazienti con nefropatif;sébile se l'analisi di sequenza della TCR di
BKV possa essere di utilita nella definizione deliagnosi di PAN.

Per quanto riguarda il primo punto, i nostri rigtilthanno mostrato che il genotipo BKV
WWT e significativamente piu frequente nei campidnurine e sangue prelevati da pazienti del
gruppo A e, dato interessante, WWT é stato isaotaiccampioni di biopsie renali di pazienti con
PAN, ma mai trovato nei campioni prelevati a patzidal gruppo B. Inoltre WW e AS non furono
mai isolati in pazienti del gruppo A, mentre furofiequentemente trovati nei campioni
appartenenti al gruppo B.

Dato il largo numero di campioni di urina e sangsaminati, € possibile ipotizzare che i
genotipi di BKV non sono distribuiti casualmenta te due popolazioni, anche se un legame
preciso tra un particolare genotipo virale e ilm@nenale non puo essere dimostrato con certezza.
BKV WWT & stato per la prima volta isolato in Nogi@ dal gruppo di Sundsfjord etdle venne
considerato una variante dell’archetipo WW, cherteva una attivita di replicazione virale piu
efficiente nelle cellule ospiti. Olsen et®8lhanno recentemente riportato che WWT & stato il
genotipo virale piu frequentemente identificatolih pazienti portatori di trapianto renale (tra i
quali 7 hanno sviluppato PAN), ma I'esiguo numer@ampioni da loro analizzati e il ristretto
gruppo di pazienti senza malattia, rende questticfnoco paragonabile al nostro.

L’analisi di sequenza della regione TCR dei BKVlabin questo studio ha mostrato un
buon numero di variazioni di sequenza, molte dgliali furono sostituzioni di singole basi
nucleotidiche, ma sono stati trovati anche grossrangiamenti, come per esempio delezione o
duplicazione di blocchi di sequenza. Variazions€élfjuenza sono state osservate in tutti i genotipi
128-I e in tutti tranne due WWT (isolati in campiah urina del gruppo B), mentre AS e WW,
che sono stati isolati solo nel pazienti del gruppdanno mostrato una architettura archetipo in
tutte le biopsie renali e nella maggioranza deimami di urine e sangue.

L’analisi di questi dati sembra escludere la pabgilche specifiche sostituzioni di paia di
basi o grossi riarrangiamenti possano essere sichuer lo sviluppo di PAN, ma il loro significato
rimane controverso. Una review di Moens ef‘aha confermato che variazioni di sequenza
possono essere osservate in campioni di vari tepsonenienti da soggetti sani, portatori di
trapianto con e senza PAN, pazienti immunocomprsmesimmunocompetenti, pazienti con
neoplasie o malattie autoimmuni; quindi, 'anatissequenza della regione TCR non € in grado di

predire il tropismo cellulare o la malattia med&nno specifico genotipo. Anche Sharma é&f al.

33



sono giunti a una simile conclusione. Essi hannodotio una meta-analisi di 507 sequenze di
TCR: nonostante le variazioni della sequenza furowdto frequenti in campioni prelevati da
pazienti con PAN rispetto a quelli presentanti k@uma asintomatici, non & stato possibile
determinare una associazione causa-effetto neltag@aesi del danno renale causato da
Polyomavirus. Una possibile spiegazione (fornitaMeens et af') & che il danno renale &
associato una elevata attivita virale e a un granearo di copie virali, portando cosi ad aumentare
la probabilita di ricombinazione del genoma deusirTuttavia, quando in un precedente la¥bro
abbiamo paragonato le variazioni di sequenza coariga virale (valutata come numero di decoy
cells), non e stata osservata nessuna relaziosbéuariazioni di sequenza furono trovate sia in
presenza che in assenza di decoy cells.

Un altro punto interessante del presente studibegilogenotipo WWT isolato da biopsie
renali dei pazienti del gruppo A ha mostrato sengngole sostituzioni di basi nucleotidiche
guando identificato da solo (senza coinfezione 8QWV), tale risultato avvalora il lavoro di
Randhawa et df, i quali hanno osservato che singole sostituzitiiasi furono il pit frequente
riarrangiamento in campioni di 26 biopsie renaélpvate da 15 paziente con PAN.

Infine, molti pazienti con coinfezione BKV-JCV imtambi i gruppi hanno mostrato un
genotipo 128-I riarrangiato. Il significato di qte®sservazione non e ben chiaro, ma puo essere
ipotizzato che 128-1 necessiti della coinfeziona A&V per persistere nel paziente con trapianto
renale, oppure che ci sia reciproca interazioné dge Polyomavirus, come gia riportato per altri
virus™.

In conclusione, i risultati ottenuti indicano cleeMariazioni di sequenza nella regione TCR
di BKV sono frequenti in pazienti portatori di tiapto renale indipendentemente dallo sviluppo
di PAN; inoltre, nonostante I'esiguo numero di @sti che hanno sviluppato PAN non consenta
di giungere a conclusioni definitive, la prevalend& genotipo WWT nel tessuto renale dei
pazienti del gruppo A suggerisce una associazitnd genotipo e lo sviluppo della patologia.
Analisi di sequenza della TCR di BKV isolati da ei portatori di trapianto potrebbe essere
utile per predire lo sviluppo di danno renale ma sembra essere essenziale per una definitiva
diagnosi di PAN.

Regione proteina capsidica VP1

La regione VP1 di BKV codifica per la proteina calisa maggiore, che gioca un ruolo
strutturale nell’architettura virale e presenta etdsi epitopi antigenici cruciali per |l
riconoscimento della cellula bersaglio. Polimorfismucleotidici nella sequenza genomica

compresa tra il nucleotide 1744 e il 1812, vengosati per identificare i gruppi (I-IV) e i
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sottotipi (DUN, PT, MM, GS, SB, AS, IV, MG) di BKY. Il gruppo | & il pit rappresentato nella
popolazione umana, seguito dal Il, IV e lll; ci sosignificative differenze geografiche, come
anche differenze tra trapiantati renali e di midabsseo, ma non ci sono abbastanza evidenze che
mettano in relazione il gruppo o il sottotipo di BKon la sua riattivazione, con una particolare
malattia o particolari gruppi di pazienti immunodegst®.

In questo studio € stata esaminata la distribuzé@miegruppi e dei sottotipi di BKV in 8
pazienti con PAN e comparati con 218 pazienti portali trapianto renale ma che non hanno
sviluppato nefropatia. Sono state evidenziate whffee statisticamente significative nei BKV
isolati dai campioni di urina (prevalenza di GS/enkl gruppo A, e prevalenza di MM nel gruppo
B) e dai campioni di sangue (GS nel gruppo A). du#t, sebbene i sottotipi di BKV si sono
rivelati costanti nei campioni prelevati in tempvetsi dallo stesso paziente, il ridotto numero
(N=8) di pazienti affetti da PAN osservati nel mosstudio, potrebbe indicare che queste
differenze possano semplicemente riflettere laadita geografica dei BKV circolanti nella
popolazione, come evidenziato anche da studi epadegici®>.

Analisi di sequenze del gene della VP1 hanno mimsttee mutazioni di basi nucleotidiche
sono frequenti in campioni di urina di entrambirugpi, ma sono rari in campioni di sangue e
biopsie renali dei pazienti del gruppo A, e maivatth in campioni prelevati dai pazienti del
gruppo B. Occorre sottolineare che cambiamenti aauitici sono casualmente distribuiti nei
pazienti senza PAN, mentre la mutazione da acig@ariso in asparagina al residuo 75 e |l
cambiamento piu frequentemente trovato nei camploarina, sangue e biopsia renale prelevati
dai pazienti con PAN. Sono stati inoltre osserdatie particolari posizioni sul gene della VP1
che possono essere definite “hot spots”™: le poasif@, 73 e 77 nei pazienti del gruppo A, e le
posizioni 69, 73 e 77 nei pazienti del gruppo B.

A causa dei pochi dati presenti in letteratura@m@parino la sequenza della regione VP1
in campioni di urine, sangue e biopsie renali praieda pazienti con e senza nefropatia associata
a Polyomavirus in un determinato arco di tempasultati ottenuti in questo lavoro sono poco
confrontabili con quelli di altri autori; Zheng at>* hanno studiato il significato di mutazioni
nella regione VP1 di un altro polyomavirus umard&yV - in pazienti affetti da leucoencefalopatia
progressiva multifocale, osservando mutazioni pigdienti nei casi a lunga sopravvivenza,
suggerendo una associazione per alcune di quesézioni con la progressione della malattia.

Randhawa et &f hanno invece sequenziato la regione VP1 di BKVatsoda 49 biopsie
renali prelevate a 24 pazienti affetti da PAN, mdiecin tempi diversi durante lo sviluppo della
patologia (non sono stati riportati dati relativiuaine e sangue), e hanno osservato frequenti

mutazioni di basi nucleotidiche e cambiamenti amaidici; inoltre, I'esame dei dati in tempi
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differenti ha mostrato che la struttura geneticdavites € in continua evoluzione in relazione allo
sviluppo della malattia. Hanno quindi ipotizzatcedfinstabilita genetica e proteica della VP1
potrebbe avere implicazioni nel superare I'autoimitéu dell’ospite e sviluppare resistenza ai
farmaci antivirali. |1 nostri risultati hanno modtwache cambiamenti genomici spesso portano a
cambiamenti nella sequenza aminoacidica, ma irmportanti cambiamenti (sostituzione di una
serina idofilica in una isoleucina idrofobica, eled#one di una alanina) sono stati trovati
solamente nei pazienti senza nefropatia.

A tuttora non siamo in grado di spiegare il readmificato dei cambiamenti aminoacidici
descritti in questo studio, ma Freund et?ahanno osservato che cambiamenti nella sequenza
della proteina incorrono in specifiche posizioni gene VP1, portando a formazione di placche in
vitro e emoagglutinazione. Quindi ancora non érchég simili cambiamenti nella regione VP1 di
BKV isolati da pazienti portatori di trapianto rémapossano aver un ruolo nello sviluppo della
nefropatia associata a Polyomavirus, inoltre, seblstgano state osservate alcune differenze nella
distribuzione delle mutazioni di basi nucleotidia@eostituzioni aminoacidiche tra i due gruppi di
pazienti analizzati, non ci sono chiare evidenze wtettano in relazione specifiche mutazioni o

cambiamenti con il rischio di sviluppare la patoéog
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SEZIONE 2:
CORSI FREQUENTATI (per ciascun anno del corso)

- Corso di statistica medica tenuto dal Prof. Corrsidgnani
- Corso di inglese tenuto dal Prof. Colin Erwing-Bell

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

- 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 IMNICO 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, Paeh (IT), 10/06/2007 — 12/06/2007

- IV INTERNATIONAL CONFERENCE ON POLYOMAVIRUSES AND HMAN
DISEASE, Barcellona (ES), 30/09 — 01/10/2007

- LA BIOLOGIA MOLECOLARE NELLA CARATTERIZZAZIONE DEI TUMORI, Aula
CeRMS, Azienda Ospedaliera San Giovanni Battistain®d (I1T), 16/04/2008

CORSI
- “REAL TIME PCR - ABI PRISM 7500 COURSE”, Afiptl Biosystems, Monza (IT), 21-
22/04/2008

COMUNICAZIONI A CONGRESSI (elenco completo: autdriplo, denominazione congresso,
sede, data)
A) Comunicazioni presentate personalmente (orali dgds

Miglio U, Allegrini S, Veggiani C, Paganotti A, Boldorini R

Sequence variation in the regulatory region of harRalyomavirus isolated from kidney transplant
recipient.

IV International conference on Polyomaviruses amehéin diseases.

Barcellona (ES), 02/10/2007

Miglio U.

Diagnostiche molecolari in Anatomia Patologica +fare polmonare non a piccole cellule e
Mycobatterios{Corso ECM per operatori della sanita).

Azienda Ospedaliero Universitaria “Maggiore delkri@”

Novara (IT), 2/11/2007 — 21/02/2008 — 22/05/2008

B) Altre comunicazioni

Allegrini S., Veggiani C., Amoruso Bjiglio U., Paganotti A., RibaldoneE R, Boldorini R.
Human polyomavirus infection and pregnancy: inggdton on possible vertical transmission.

IV International conference on Polyomaviruses amchéin diseases. Barcellona (ES), 01/10/2007
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Boldorini R.,Miglio U., Allegrini S., Veggiani C., Paganotti A.
Sequence variation in the regulatory region of Bkiwvisolated from kidney transplant recipient.
Primo congresso internazionale sulla ricerca ireionale. Padova (IT), 12/06/2007

POSTER

Boldorini R., Allegrini S. Miglio U ., Paganotti A., Veggiani C.
Frequency of Polyomavirus detection in surgical pks of unselected human tumoypster)

IV international conference on Polyomaviruses amehén diseases, Bercellona, 03/10/2007

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

“Latent Human Polyomavirus Infection In Pregnanayvestigation Of Possible Transplacental
Transmission” Amoruso E., Ribaldone R., Boldorini R., Veggianj 8llegrini S., Miglio U.,
Surico N., Monga GPathology, 2008; 40(1): 72-77

Review: “Complication post renal transplantation: letteratifocus on BK virus nephropathy and
diagnostic tools actually avaiableMischitelli M, Bellizzi A, Anzi vino E, Fioriti D,Boldorini R,
Miglio U, Chiarini F, Di Monaco F, Pietropaolo Virology Journal, 2008; 5: 38-43

“Detection, distribution and patologica significa@of BK virus strains isolated from patients with
kidney transplants, with and without Polyomavirss@ciated nephropathyBoldorini R,

Allegrini S, Miglio U, Paganotti A, Veggiani QArchives of Pathology and Laboratory Medicine,

In Press

“Genomic mutations of viral protein 1 do not afféiee development of BK virus nephropathy in
kidney transplant recipientsBoldorini R, Allegrini S,Miglio U, Paganotti A, Veggiani C,
Mischitelli M, Pietropaolo V, Monga GViodern Pathology, Submitted

“Polyomavirus infection in bone marrow transplanf& virus that involved?Mischitelli M,

Fioriti D, Anzivino E, Bellizzi A, Barucca V, Boldmi R, Miglio U, Sica S, Sora F, De Matteis S,
Chiarini F, Pietropaolo VTransplantation, Submitted
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