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SEZIONE 1

INTRODUZIONE

| Polyomavirus (PVs) sono virus altamente diffusila popolazione mondiale, come dimostra

I'elevata percentuale (60-80%) degli adulti chespedono anticorpi della classe IgG diretti contro i

PVs'. Le modalita attraverso cui i PVs infettano erasmettono non sono ancora interamente note:

la via di trasmissione principale sembra esserdlajuespiratoria®>, anche se sono possibili altre

modalita quale quella oro-fecdjeurinarid e trans-placentaté L'infezione primaria avviene

prevalentemente durante I'eta infantile, dove duppa in forma asintomatica od oligosintomatica

(blande infezioni a livello respiratorio con didtusimil-influenzali). Tuttavia, essi ricoprono un

ruolo fondamentale nella patogenesi di alcune itaodr patologie che coinvolgono

prevalentemente pazienti immunocompronfessd & dovuto al fatto che il virus rimane in leze

e si riattiva in seguito ad un calo della rispastanunitaria, in particolare se si € in presenzardi

rilevante deficit di linfociti T.

Sono noti diversi PVs in grado di infettare su éaggala molte specie tra i mammiferi in modo

relativamente specie-specifico tra cui il topogrkceto, la scimmia e anche 'uomo. Ad oggi sono

stati identificati cinque PVs in grado di infettdi@omo:

- JC virus (JCV), agente eziologico della leucoerloptia multifocale progressiva (PML);

- BK virus (BKV), agente eziologico della nefropatialyomavirus associata (BKVN);

- Kl (Karolinsk Institute) e WU (Washington Univergjt di recente scoperta strettamente
collegati tra loro, isolati da escrezioni respira

- Merkel cell polyomavirus (MCV), isolato un anno & descritto come probabile agente
eziologico del carcinoma a cellule di Merkel (MCC)

| PVs appartengono, secondo una recente classdiegzalla famiglia dell®olyomaviridag anche

se storicamente venivano classificati come genepparéenente, assieme a quello dei

Papillomavirus alla famiglia dellePapovaviridaé.

Tra i PVs che infettano l'uomo, i piu studiati soiloPolyomavirus hominis 1 e 2, meglio

conosciuti con I'acronimo, rispettivamente, di BKVICV, derivante dalle iniziali dei pazienti in

cui sono stati isolati per la prima volta nel 19BKV fu isolato in un campione di urine di un

paziente trapiantato di rene con stenosi uretafaleausa ignota e dove indagini ultrastrutturali

rilevarono la presenza di particelle virali icosagtke, prive di envelope di diametro di 45 fim

JCV venne invece isolato partendo da oligodendrdciellule del sistema nervoso centrale

produttrici di mielina) di un paziente affetto diorbo da Hodgkin in terapia immunosoppressiva
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che aveva sviluppato PMt, una grave patologia del sistema nervoso centaletterizzata da
demielinizzazione sottocorticale, multifocale dedtasstanza bianca talora estesa alla sostanza grigia
cerebrale, che si manifesta in un contesto di inodeficienza?

Esiste infine un altro PVs, definito Simian virug &V40), il cui ospite naturale e la scimmia, in
grado di infettare 'uomo. SV40 é uno dei virus piudiati di cui si conosce sia I'intero genoma, si

il suo modo di interagire con la cellula ospiteeanbra essere stato introdotto accidentalmente
nell’'uomo tramite la somministrazione di vaccintipaliomielite contaminati tra il 1955 e il 1963;

il vaccino veniva allestito in colture di cellulerali di scimmia in cui il virus era presente come
contaminante e si suppone che, una volta inoculaeliuomo, sia stato poi in grado di infettare
nuovi individui® .Recenti osservazioni hanno ipotizzato che esscapmesidere parte al processo
di cancerogenesi umana soprattutto per cid chamigul'insorgenza di mesoteliomi malight®e

tumori cerebrali.

Strutturalmente i PVs presentano un capside a sinrameosaedrica delle dimensioni di 40-45 nm,
privo di envelope, formato da 3 tipi di proteinéraV protein 1 (VP1), viral protein 2 (VP2) e viral
protein 3 (VP3) (Fig. 1). VP1 rappresenta la prwecapsidica maggiore in quanto da sola
costituisce circa I'80% dell'intero capside; essassocia in 72 pentameri che costituiscono l'mter
superficie esterna del capside, ed e pertantorédtaliresponsabile dell'interazione con le molecole
di superficie della cellula bersaglio. VP2 e VP8edoe costituiscono insieme il restante 20% del

capside associandosi tra loro in complessi ch@meano la superficie interffa

Figura 1.

A) Fotografia al microscopio
elettronico di SV40 (ingrandimento
10000).

B)Rappresentazione grafica 3D
della struttura esterna dei
Polyomavirus rappresentata
dall'envelope formato nello strato
esterno solo dalla VP.

All'interno del genoma dei PVs si distinguono tegjioni (Fig. 2):

» Regione precoce(Early region, nota anche come regione LT) di 24@8e pair (bp), che
codifica due proteine non strutturali: una fosfdpnea nucleare definitharge Tumor antigen
(TAg) e una proteina citoplasmatica, ricca in cistethefjnita Small tumor antigen (tAg}ali

proteine sono le prime ad essere espresse duiiagtesso del virus nella cellula e percio sono
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indicative della presenza virale. TAg assume urorgatico nel ciclo replicativo del virus, in
guanto contribuisce attivamente alla sua regol&ziessa, infatti, promuove la progressione nel
ciclo cellulare della cellula ospite inducendo diiesso nella fase S, contribuisce al
reclutamento del macchinario per la replicazionecdi il virus e sprovvisto, partecipa
attivamente alla replicazione del DNA come fattdreniziazione del processo di sintesi e come
elicasi. Inoltre TAg interagisce con molte proteicellulari che rivestono il ruolo di
oncosoppressori 0 regolatori del ciclo cellulara,dui la proteing53 e la proteina associata al
retinoblastoma gRb, formando legami inibenti che promuovono la diwe della cellula
ospite al fine di reclutare i fattori per la replitone del DNA virale, contribuendo, cosi, allo
sviluppo di neoplasie in animali da laboratoriov@®samente il ruolo di tAg non & ancora ben

noto, ma sembra svolgere un‘attivita di suppor® pioteina TAJ".

Figura 2:

Rappresentazione schematica
del genoma dei Polyomavirus
umani. La regione TCR &
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.

Origin of ® 3
Replication 1

Regione tardiva(Late region) di 2300 bp viene espressa solo dernteplicazione virale e
codifica per le proteine caspidiché”l, VP2, VP3e per la proteinagnoproteina la cui
funzione & poco nota e sembra riguardare I'assaygigalelle proteine caspidiche del virione
prima del suo rilascio all'esterno della celfflaQueste due regioni genomiche, entrambe
codificanti, sono dal punto di vista genomico diadul altamente conservate, caratterizzate da
rare mutazioni puntiformi all'interno della sequardi basi nucleotidiche che le compong®dno
Sulla base delle variazioni nucleotidiche, dellgiore codificante per VP1, si possono
identificare diversi sottotipi di JCV e di BKV. Cié dovuto al fatto che VP1 & deputata al

riconoscimento delle diverse cellule bersaglio itarmterazioni con i recettori di membrana e



quindi pitl soggetta a variabilita VP1, infatti, media I'aggancio alle cellule bega tramite
una regione proteica specifica, denominata BC-lab, interagisce con l'acido sialico delle
glicoproteine presenti sulla superficie delle dellubersaglio; singoli cambiamenti
amminoacidici a livello del loop possono influirall§nfettivita e la stabilita delle particelle
virali*’. Attualmente JCV viene suddiviso in 8 genotipifiiciéi tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 4,
tipo 5, tipo 6, tipo 7, tipo 8§, che a loro sono suddivisi in ulteriori sottotipi

BKV ¢ invece suddiviso in quattro genotipi defirgtuppo I, gruppo Il, gruppo Il e gruppo IV,
suddivisi in altrettanti sottotipl; i genotipi cosi identificati di BKV corrispondorai sierotipi
identificati nelle diverse popolazioni, dove il i8po riflette la risposta immune specifica
dell’'ospite verso epitopi antigenici di differestrutturé®.

Regione di controllo trascrizionale(TCR region) di circa 400 bp, non codificante, pasiata
tra la regione precoce e la regione tardiva debgenvirale, dove svolge il ruolo di regolazione
della sintesi e della replicazione virale. Contiemdatti, 'origine di replicazione ORI, che
divide la regione codificante in due regioni di egsione genica, precoce e tardiva, e tutti gli
elementi che funzionano come promoter ed enhandati degioni codificanti. In questo modo
consente, quindi, la trascrizione dei geni precposti vicino a ORI, a partire da un filamento
seguendo una direzione e dei geni tardivi, trassaio in seguito all'inizio della replicazione,
dal filamento complementare e seguendo una direzippost&. All'interno della regione di
controllo trascrizionale sono presenti anche iditliegame per diversi fattori di trascrizione,
aventi il ruolo di attivatori o repressori. | pitmportanti sono:Spl proteina endogena
dell'ospite, il cui ruolo sembra essere quello dintenere libere dalla metilazione le isole CpG
permettendo quindi la trascrizione dei geMyclear factor 1 (NF1)proteina dell’ospite che
media reazioni inflammatorie ed immunologiche spasta a vari stimoli, mutazioni a questo
livello sembrano interferire con la trascrizione dgeni tardivi; TAg, proteina virale che agisce
come controllore negativo legando i siti del proometprecoce e inibendone la sua attivita;
Pura, proteina implicata nel controllo della replicazioredella trascrizione del DNA, che
agisce promuovendo la trascrizione dei geni preeosiene inibita da TAG. Sebbene la
regione TCR sia caratterizzata da un’elevata ip&bdita mutazionale, e stato dimostrato che
vi sono un numero limitato di sequenze TCR altamertinservate caratterizzate solo da
occasionali mutazioni puntiformi (quali deleziomnserzioni o sostituzioni di singole basi
nucleotidiche); tali sequenze sono state definite Ytbgo et af® archetipi. Gli archetipi
rappresentano i genotipi dei PVs presenti nellaofagione umana derivanti dalla co-evoluzione

con l'ospite; l'ipotesi piu accreditata e quelleecdpiega come dalle sequenze archetipo, presenti



in un individuo, si originano per fenomeni di riangiamento genico, le sequenze ricombinanti,
a causa dell'ipervariabilita della regione, allooge di adattarsi alle condizioni presenti
nell'ospite, modificando per esempio il tropismdldare, I'infettivita, I'aggressivita e I'abilita
replicativa viralé*. E stato infatti dimostrato come la regione regwia sia in grado di
controllare la trascrizione cellulo-specifica deNB® virale osservando, per esempio, come la
TCR di JCV aumenta notevolmente la trascriziondenetllule gliali in coltura rispetto alle
cellule non gliali; cio anche grazie alla presemzdali cellule di fattori di trascrizione piu
specifici per le sequenze regolafffé’. Inoltre, in altri studi & stato osservato comedquenze
riarrangiate presentino un’attivita differente, m@age o minore, rispetto quelle archetipo,
evidenziando come significative mutazioni possanodificare la capacita replicativa,
linfettivitd e anche gli effetti patogeni del vail. Allo scopo di classificare i genotipi di JCV,
Ault e Stonet’ divisero la sequenza archetipo, definita Mad1sénblocchi definitiA(25bp),
B(23bp), C(55bp), D(66bp), E(18bp) edF(69bp) in base alle sequenze che mancavano o
duplicavano se confrontate con altri archetipi. Juesto modo identificarono quattordici
genotipi differenti di JCV, tra cui i pitl ricorréfit CY, Mad1, e Tokyo-1.

Analogamente fu divisa anche la regione TCR di BK\¢inque blocchi di sequenze definite da
Yoshiite e TakemotdD(124bp), P(68bp), Q(39bp), R(63bp) edS(63bp), basandosi su una
sequenza archetipo (BKV-WW), cioé non mutatBKV venne, infatti, classificato in relazione
alla sequenza della regione TCR, che mostravaitdpotimorfici caratteristici e conservati tra i

vari genotipf®. | genotipi pitl rappresentati sono: WW, WWT, A$28-1.

| PVs umani sono virus ubiquitari; sebbene l'inte® avvenga durante l'infanzia, essi, in seguito
all'infezione primaria, rimangono in forma latenpeincipalmente nei reni, nelle vie escretrici
urinarie e nei linfociti B. La patogenesi dell'infezione da PVs non & debtuahiarita; I'ipotesi pitl
accreditata, anche in relazione all’'estrema diffasidei virus nella popolazione generale, e quilla
una trasmissione per via aerea, con successivaphuaizione a livello dell'apparato respiratorio e
conseguente viremia transitoria. Per via ematogegiaplato dai linfociti T, il virus raggiunge vari
siti di latenza attualmente identificati negli adgndrociti del sistema nervoso centrale, cellule
tubulari renali e uroteliali delle vie di transin®, tessuto stromale tonsillare, linfociti B e loro
precursor’. In tali sedi, e, verosimilmente, anche in altmn rancora identificate, il virus rimane
guiescente per un tempo indefinito, e il suo genendentificabile mediante estrazione di DNA ed
amplificazione mediantBolymerase Chain ReactidRCR) in tali distretti, come dimostrato da vari
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In relazione al tipo cellulare infettato, I'infexrie da PVs puo essere:

- produttiva o liticanelle cellule permissive, con trascrizione digu# proteine virali, liberazione
finale di progenie virale e conseguente morte ey

- abortiva o non produttivanelle cellule non permissive. Si suppone che TAlgghi a proteine
cellulari, come quelle prodotte dai geni onco-seppori quali p53 e pRBche vengono inattivate.
Solitamente questo effetto si manifesta per podbing dopo di che il genoma virale viene
rilasciato dalla cellula che ritorna a possedei@tatteristiche normali.

A volte il genoma virale puo integrarsi in modo uae nel DNA della cellula ospite che assume
caratteri trasformati. Tale processo sembra esesei@volto nell'insorgenza delle neoplasie e
porterebbe quindi a presupporre un ruolo causalivBVs con lo sviluppo di tumori, come ad
esempio accade nel carcinoma a cellule di Merkadi&®ffettuati su MCV, hanno mostrato come |l
virus sia in grado di integrarsi, a vari livellielhgenoma umano secondo un modello clonale,
indicando come linfezione delle cellule si possaificare prima della loro espansione clonale.
Un’evidenza aggiuntiva deriva dal fatto che soratesibsservate mutazioni troncanti il prodotto
dell’antigene TAg nel genoma virale dei tumori MQfBe interromperebbero la replicazione virale.
La proteina TAg, infatti, rilevabile nei tumori MC@rus-positivi, e le mutazioni del genoma non
sembrano influenzare il legame della proteina Rb BAg. E stata descritta inoltre una mutazione
nel gene VP1, in possibile relazione con l'integyag incompleta del virus nellMCC. Tali
mutazioni non sono state osservate nei genomiiwi@le cellule non tumorali, a conferma
dell'ipotesi che nella tumorigenesi del’'MCC potbelto essere coinvolte un’alterata replicazione o
integrazione dell’MCV*.

Parallelamente alcuni studi hanno messo in luceecanthe JCV, BKV e SV40 abbiamo capacita
trasformante cellule umane in coltura e, se indcglgerimentalmente sottocute o nei ventricoli
cerebrali, di indurre tumori maligni in animali teboratorid>*>*® Come accennato in precedenza
lattivita trasformante € mediata dall’espressiothel’antigene LT, il quale stabilisce legami
inattivanti con i prodotti proteici di geni oncogmpssori che esercitano funzione inibitoria dellocic
cellulare, quali p53 e pRB e con beta catenina, tlaslocata nel nucleo della cellula infettata,
amplifica I'espressione di oncogeni deregolatogidlo cellulare, come c-myc e ciclina D1. Studi
recenti hanno inoltre sottolineato che un’altratgirea virale, I'agnoproteina, puo esercitare atlivi
trasformante, in parte con meccanismi simili ad LT parte condizionando una meno efficace

risposta enzimatica della cellula alla riparazideedanni del DNA indotti da agenti esog€ni



Alcuni lavori hanno associato SV40 con l'insorgedeanedulloblastomi e meningiomi e ipotizzato
un ruolo causativo di JCV e BKV nell'insorgenzagitomi malignf®>° mentre altri autori hanno
negato tali evidenZ& al contrario, solo pochi lavori hanno investigatopossibile nesso causale o
concausale tra infezione da PVs, carcinoma tramsate e carcinoma del rene. Un recente lavoro
ha identificato alti livelli di espressione delltegene LT di BKV in tumori primitivi e metastatici
dell'urotelio, suggerendo come BKV possa esseragante eziologico nello sviluppo di questo
tumoré™,

L’insorgenza di tumori da parte dei PVs non solene attribuita all’inibizione di geni
oncosoppressori 0 alterazione dei meccanismi diaael DNA della cellula; recentemente infatti
altri autori hanno associato la capacita dei PVsimdiurre l'insorgenza di neoplasia alla
caratteristica, in particolare di BKV e JCV, di sate instabilita cromosomica. L'induzione di
guesto fenomeno, caratterizzato da rotture cromusmncromosomi dicentrici e aumento della

ploidia, fu osservato in alcuni studi sperimengalicellule in coltura infettate da alcuni genotlpi
JCcv*?,

Occasionalmente il virus si riattiva in individmmmunocompetenti in varie condizioni fisiologiche,
quali la gravidanza o nei soggetti anziani, e imdtpioni di immunocompromissione di grado
variabile, per esempio nei pazienti affetti da rlagie trattati con chemioterapici, nei diabeti@j n
soggetti dializzati, dove possono causare cistitiuceteriti emorragicfé Diversamente accade,
invece, in tutti i pazienti con un’immunita celluboediata gravemente compromessa, dove la
riattivazione di PVs porta a manifestazioni cliréchilevanti. Cid accade soprattutto se si € in
presenza di un deficit di linfociti T, come in peaii affetti da AIDS la cui riattivazione puo paga
allinsorgenza di PMf o in pazienti trapiantati renali nei quali si psiluppare la Nefropatia
Associata a Polyomavirus (BKVRPo in pazienti sottoposti a trapianto allogenicaniilollo osseo

nei quali pud provocare una cistite emorraffica

Studi condotti fino ad oggi affermano con certezha JCV sia I'agente eziologico responsabile
della PML¥. La PML, leucoencefalopatia multifocale progreasi una patologia demielinizzante,
cosi chiamata perché la guaina mielinica, che a@evali assoni delle cellule nervose, viene
gradualmente distrutta, con il conseguente danmeggito della trasmissione nervosa. E una
patologia che insorge quasi esclusivamente neeptzthe soffrono di grave immunodeficienza,
come in pazienti trapiantati in trattamento con mmosoppressori o in pazienti affetti da AIDS. La
PML é caratterizzata dalla demielinizzazione dedlastanza bianca cerebrale provocata da
un’infezione litica degli oligodendrociti da partie JCV. La distruzione di oligodendrociti, con

produzione di inclusioni nucleari, € associatatmeohd un’ulteriore infezione degli astrociti, nei



guali il virus sviluppa le tipiche caratteristicheorfologiche indicative di neoplasia, come 'aspett
mitotico e la forma multinucleata

Parallelamente con altri studi emerge come BKV aasssere considerato I'agente eziologico di
cistiti emorragiche insorte in pazienti ricevemtipianto di midollo osseo eterold§oe soprattutto
della cosiddetta nefropatia da PVs che colpiscepiceola parte di pazienti che hanno subito un
trapianto renaf®. La nefropatia da PVs (BKVN) consiste in un’infezé litica di cellule epiteliali
dei tubuli renali o delle cellule epiteliali dekdapsula di Bowman che riveste i glomeruli renai) ¢
conseguente nefrite tubulo-interstizidleTale patologia, causata da una riattivazione idvBé
tipica dei pazienti immunocompromessi che hanndtsum trapianto di rene e pud essere causata,
sia da una riattivazione del virus latente nel stiggricevente I'organo trapianto, sia da una nuova
infezione veicolata dal rene trapiantato. In entvancasi, la riattivazione di BKV (che rappresenta
un evento molto frequente, nell'ordine del 70% gdakienti), dovuta molto probabilmente alle
terapie farmacologiche anti-rigetto alle quali izigmti sono sottoposfi pud portare ad una
prematura perdita dell’organo neo-trapiantato (dakll'80% dei casi). Per tale motivo la BKVN e
considerata la maggior causa di disfunzione efarfahto del trapianto renale Recentemente &
stato riportato, inoltre, il possibile coinvolginmerdi JCV nell'infezione-riattivazione causa di dan
renalé?

L'immunocompetenza € considerata un’importantesdifeontro l'induzione e progressione del
carcinoma uroteliale; nei pazienti immunocompeteatitrasformazione maligna indotta da BKV
puo essere controllata da meccanismi di sorvegliammunologia. Il potere trasformante di BKV
pud quindi essere maggiore nei pazienti immunocompssi nei quali si verifica riattivazione
dell'infezione da BKV. Poiché il carcinoma urotédia stato identificato come una delle neoplasie
maligne che insorgono de novo nei pazienti traptaménali, il trapianto renale e la concomitante
immunosoppressione sembrano portare ad una condif&vorevole al comportamento aggressivo
del tumore. E dimostrato infatti come questi tipi @hrcinoma alla vescica, insorgendo nei
trapiantati renali, comportino una rapida prog@ss, precoce disseminazione e una bassa risposta
alla chemioterapfa.

La diagnosi di BKVN si basa su elementi clinici, ldboratorio e su indagini cito-istologiche
effettuate su urine e biopsia renale. Un importagianento diagnostico e rappresentato dalla
escrezione urinaria di cosiddettdettoy cell§ identificabili con esame citologico urinario st
forma di cellule con nucleo ipercromico, con inadus intranucleari a vetro smerigliato, espressione
morfologica di replicazione virald(figura 3). Tale reperto, & costantemente presente neiefbgg

con BKVN, ma é scarsamente specifico, in quantgorigabile anche in soggetti in cui la



riattivazione virale avviene nelle vie escretri@d es. nelle cistiti od ureteriti emorragiche)evel
essere associato ad una valutazione molecolage@@éenza di viremia. Le attuali linee guida sulla
diagnostica della BKVN prevedono poi che in casopdsitivita citologica alledecoy cellse
molecolare su sangue debba essere eseguita ureabiepale che attualmente rappresentplidi

standarddiagnostico per questa patologia.

' Figura 3:
vk Decoy cells causate da infezione da
: & PVs, caratterizzate da nuclei
perfettamente rotondi e con

" - cromatina a “vetro smerigliato”.
& . Identificate con esame citologico
. delle urine .

d{’ i Colorazione di Papanicolau,

ingrandimento 400x.

Sebbene l'analisi citologica sia uno strumento jsz per valutare se cellule infettate da PVs siano
presenti nel campione di urina, € noto come BK\étit@indo le cellule, possa mimare I'alto grado di
malignita nei campioni di urina sottoposti a vahitae per il Carcinoma Uroteliale (UZ)

| carcinomi uroteliali sono le neoplasie piu freqtiedell’apparato urinario, principalmente si
sviluppano nella vescica, ma si possono riscontache a livello pielico, caliciale, ureterale ed
uretrale. L’'esame citologico del sedimento urinaiveste un ruolo importante nella diagnosi, nello
screening e nel follow-up di questa neoplasia. @uépo di analisi che presenta un’elevata
specificita, poiché permette di identificare le la@lel neoplastiche di sfaldamento, e tuttavia
caratterizzato da una variabile sensibilita, saptiat nel rilevamento di neoplasie di basso grado
che sono poco esfolianti e con caratteristicheulzell troppo simili alle cellule normali. Numerosi
progressi nella tecnica di Fluorescence In Situridykations (FISH), hanno permesso la ricerca di
alterazioni citogenetiche che possono verificamsi carcinoma uroteliale. Recenti studi hanno
messo in evidenzia come la progressione del car@naroteliale sia accompagnata da un aumento
dell'instabilitd cromosomica e aneuploidia. Studogenetici rivelano frequenti alterazioni di una
serie di cromosomi, tra cui i cromosomi 3, 9, 1,71¥ e 1, evidenziando come l'analisi FISH possa
essere utilizzata per rilevare le cellule con altemi cromosomiche garantendo una maggiore

sensibilita (80%) se paragonata alla citologiainiadale (figura 4). In particolare viene utilizpat



un pool di sonde dirette verso i centromeri denweomi 3 (CEP3), 7 (CEP7), e 17 (CEP17) e
della sonda per il gene p16 (LS| 9pZt},

Figura 4:

Esempio di analisi
FISH positiva.
Cellule di carcinoma
uroteliale in cui
sono visibili
alterazioni
cromosomiche.
Cellule in interfase:
nuclei colorati con
DAPI e marcati con
tre sonde
centromeriche e una
sonda locus-
specifica

Studi precedenti hanno dimostrato, con FISH o Bigitnage Analysis (DIA), che BKV puo
causare aneuploidia e alterazioni cromosomicheampooni di urina di pazienti non affetti da
carcinoma uroteliale o altre neoplasie. In pario®| una ricerca attuale mostra come una
riattivazione virale di BKV, in campioni di urinai gbazienti trapiantati renali, possa indurre
polisomia, trisomia del cromosoma 7 e delezioneonmozigosi di 9p21, suggerendo cosi come
l'infezione possa causare risultédlsi-positivise metodiche, come DIA o FISH, vengono utilizzate

per valutare presenza di carcinoma urotelfale
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SCOPO DEL LAVORO

Scopo del lavoro consiste nel valutare se linfeeioda PVs possa causare alterazioni
cromosomiche nelle cellule uroteliali rilevabili chante analisi FISH, su urine di pazienti
sottoposti a trapianto renale. Nell'ipotesi chesservi instabilita cromosomica lo studio proseguir
valutando se tale fenomeno possa interferire rdiignosi del carcinoma uroteliale generando
risultati falsi positivi, indicando la necessita pgorre maggiore attenzione al momento della
diagnosi. Infine potra essere condotto un monitgiaglei pazienti, risultati positivi all’analisi
FISH, per osservare se i soggetti svilupperannatardurante il follow-up clinico.

Lo studio viene condotto su campioni di urina dpgg@etti trapiantati, in cui era evidente la
riattivazione virale, indicata dalla presenza delsidettedecoy cells Al fine di confermare la
presenza di genoma virale e indicare la presend@dio BKV o entrambi, sui campioni di urina e
sangue dei pazienti viene condotta dapprima l'indagnolecolare (PCR multiplex), seguita
dall'analisi UroVysion FISH su urine per la ricediganeusomia cromosomica. | ceppi virali isolati
verranno poi sottoposti ad analisi di sequenzadelyjioni genomiche TCR e VP, per la ricerca di

mutazioni di possibile significato oncologico.
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MATERIALI E METODI

RACCOLTA E SELEZIONE DEI CAMPIONI

Nel presente studio sono state analizzate uririerieds pazienti trapiantati renali, provenientilne
reparto di Anatomia Patologica del’Ospedale Maggidella Carita di Novara, per i controlli

routinari in seguito a trapianto di rene.

A partire da aprile 2009 ad oggi sono stati racd80 sieri e urine di pazienti trapiantati renak.

urine dei campioni sono state valutate tramite gnua citologica identificando 100 campioni
postivi per i PVs, sui quali é stata successivamenndotta I'indagine molecolare su siero e urina
con metodica PCR multiplex. | campioni di urinaipgsalla presenza di PVs sono stati selezionati

tramite pretrattamento e processazione con metddrcaysion per valutare la presenza di un

numero adeguato diecoy cellsottenendo 35 campioni idonei per I'analisi FISH.

Poiché alcuni dei campioni appartenevano allo stpsziente, in tabella 1 vengono riportati i casi

(pazienti) e per ciascun caso i campioni di sienoirga raccolti.

N° casi Eta Sesso N° campioni Data prelievi sierowgina

1 58 M 1 Aprile 2009

2 55 F 2 Aprile 2009

3 54 = 3A Aprile 2009
3B Dicembre 2009
4 A Aprile 2009
4B Novembre 2009

4 62 M 4C Dicemb.re 2009
4 D Gennaio 2010
4E Marzo 2010
4 F Aprile 2010

5 63 M 5 Maggio 2009
6 A Maggio 2009

6 42 M 6B Marzo 2010
6C Luglio 2010

Z 70 M 7A Giugno 2009
7B Novembre 2009

8 68 M 8 A Giug-no 2009
8B Luglio 2010

9 55 9 Novembre 2009
10 A Novembre 2009

10 56 M 10B Aprile 2010
10C Luglio 2010

11 52 M 11 Dicembre 2009

12 56 M 12 Dicembre 2009
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13 55 M 13 A Dicembre 2009
13 B Marzo 2010
14 78 F 14 Gennaio 2010
15 63 M 15 Gennaio 2010
16 63 M 16 Febbraio 2010
17 56 F 17 Aprile 2010
18 59 M 18 Aprile 2010
19 51 F 19 Maggio 2010
20 52 M 20 Luglio 2010
21 29 M 21 Luglio 2010
22 39 M 22 Agosto 2010

Tabella 1: Dati relativi ai campioni utilizzati per lo studioVengono mostrati il numero dei casi
corrispondenti ai pazienti, I'eta e il sesso deizeenti, i relativi campioni raccolti e la data dprelievi di
siero e urina.

Campioni di sangue periferico

| campioni di sangue periferico sono stati cengdfti a 2500 rpm per 10 min per evitare la lisi
cellulare. Il siero cosi ottenuto é stato aliquotat provette da 1,5 mL e stoccato a -20°C. Per
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

Del campione di urina giunto in reparto circa 50 dilurina sono stati inizialmente centrifugati a
2500 rpm per 10 min. Dal sedimento ottenuto somti sicavati: una provetta da 1,5 mL per
indagini molecolari, conservata a -20°C; mediariteriore cito-centrifugazione a 1800 rpm per
10 min e stato ottenuto un vetrino per valutazioitelogica in microscopia ottica. Il vetrino é
stato fissato mediante citospray, contente unazewla alcolica. | preparati citologici ottenuti
sono stati colorati con metodica Papanicolau edjsaminati citologicamente, in particolare per
identificare la presenza decoy cellsritenute espressione morfologica della prolifevae virale
intranucleare.

Le decoy cellsono state valutate semiquantitativamente comgeseg

. carica bassa (+): da 1 a5 cellule in 5 campi osicopici ad alto ingrandimento (HPF, dove

HPF corrisponde ad un ingrandimento di 400x)
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. carica intermedia (++), da 6 a 10 cellule in 5 HPF

. alta carica (+++), piu di 10 cellule in 5 HPF .

La rimanente urina, circa 10 ml, ottenuta dopaziale centrifugazione viene posta rapidamente in
soluzione conservantearbowax(PEG al 2% in alcool 50%) e stoccata a -4°C; iastiel condizioni

il campione rimane stabile per una settimana esattlella processazione per I'analisi FISH.

LT MULTIPLEX PCR

Al fine di amplificare la regione del large-T (LT stata eseguita una multiplex/nested PCR

(nPCR) sulle urine e sul DNA estratto da siero.
La reazione avviene utilizzando PM1+ e PM1- primesterni, che amplificano un frammento di
DNA (550 bp) comune a tutti i PVs; mentre come risninterni PM2- primer comune a tutti i PVs
a cui vengono aggiunti nella stessa reazione: J@etifico per JCV (189 bp), BK+ specifico per
BKV (353 bp), e SV40+ specifico per SV40 (135 Hm.reazione avviene in un volume totale di
25 pyL contenenti 0.05Y/L Biotag DNA polimerase (Bioline, London,U.K.), ipresenza di
tampone NH Bioline 1x, MgCh 4mM (2mM nella reazione interna), 0,2 mM di dNTRs2
pmol/juL di ciascun primer (Roche Diagnostics, Milanoliétpai quali vengono aggiunti 0L e 5
ML di DNA estratto da siero e 2|8 di urina. La reazione e stata eseguita su MagtincGradient
(Eppendorf, Amburgo, Germania) con il seguente fanogna:
— denaturazione a 95°C per 5 min;
— 40 cicli (35 nell'interna) costituiti da: - demahzione a 95°C per 40s;

- annealing a 61°C (55°C per éma) per 40s;

- estensione a 7p&C40s;

— estensione finale a 72°C per 5 min.
Come controllo negativo é stata usata acqua DERGtdd RNase free (Bioline, London, U.K.), e
come controllo positivo un campione di urina préaete confezione da JCV, BKV e SV40.
| prodotti di amplificazione, sono stati analizzatiraverso elettroforesi su gel di agarosio al&%
visualizzati tramite colorazione con SYBR safe DNgal stain (Invitrogen Molecular Probes,
Oregon, USA).

ANALISI FISH

Processazione dei campioni

| campioni di urina, conservati i@arbowax(PEG al 2% in alcool 50%) vengono centrifugati a
2000 rpm per 8 minuti a temperatura ambiente. Remalssurnatante, il pellet di circa 5ml viene
risospeso in 15 ml di una soluzione ipotonica (8.07 KCI) e lasciato riposare per 10 minuti.
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Successivamente il campione viene centrifugatoQ® 20m per 8 minuti a temperatura ambiente e
viene eliminato il surnatante. Il pellet di circand viene poi risospeso in 10 ml di soluzione
fissativa (3:1, metanolo:acido acetico) e centafioga 1000 rpm per 8 minuti. Il pellet viene quindi

risospeso in 0.5 ml del surnatante rimasto e tridsfie una provetta da 2 ml.

Preparazione dei vetrini

Per ogni campione vengono allestiti quattro vettinaisferendo su di ognuno ~ 150 della
soluzione ottenuta precedentemente. | vetrini veag@tti asciugare all'aria e un vetrino viene
colorato con blu di toluidina (0,1% in acqua) perminuto; si osserva il vetrino per controllare la
densita cellulare e valutare la presenza di un nomgeguato diecoy cellsPer I'esecuzione della
metodica FISH da noi condotta, € richiesto un namdir decoy cellsnon inferiore a 3 per
campione; se la densita cellulare risulta inferidrequella richiesta, viene aggiunto ai restanti
vetrini una quantita idonea della soluzione del gimme per ottenere la densita necessaria e si
controlla nuovamente la cellularita ottenuta. D$aanente, qualora il numero déecoy cellsnon
fosse sufficiente, nonostante I'aggiunta di camejajuest’ultimo viene escluso dalla casistica.

| vetrini, cosi preparati, possono essere stoecafi0°C.

Analisi Fish

Tale metodica viene eseguita utilizzando il kit 8@ UroVysion(Abbott Molecular Inc.), applicato
nella diagnosi dei tumori della vescica, che prevadilizzo di un pool di sonde e un programma di
ibridazione di 73°C per 2 min seguito da 39°C cbmme descritto da Halling et al.. Il pool consiste
in tre sonde centromeriche per i cromosomi 3(CEPRLEP7), 17(CEPL17), utilizzate per
l'individuazione di aneuploidie cromosomiche ed doeus specifica per il gene pl6 (9p21), che
rileva delezioni di tale locus. Ogni sonda € maxcdirettamente” con un fluorocromo differente
(tabella 2, figura 5).

SONDA | FLUOROCROMO FILTRO A Assorbimento| A Emissione
CEP3 RODAMINA SpectrumRed 590nm 620 nm
CEP7 FITC SpectrumGreen 488 nm 530 nm
CEP17 AQUA SpectrumAqus 433 nm 480 nm

LSI9p21 GOLD SpectrumGold 530 nm 555 nm

DAPI DAPI 325 nm 470 nm

Tabella 2 Schema delle sonde usate per I'analisi in FISH.
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Figura 5: Rappresentazione dei cromosomi e detlede utilizzate per I'analisi in FISH.

Durante l'analisi in FISH il vetrino viene postopgaima in SSC 2X (Sodio Citrato Standard) a
37°C per 10 min e successivamente in pepsina 0.@08%8C per 15 min per ottenere la digestione
cellulare. 1l vetrino viene poi lavato in 1X PBSuUfBer Fosfato Salino) per 5 min a temperatura
ambiente e fissato con 1% di formalina (12,5mlatinfalina 10% + 500 di MgCl, 2M + 37ml
PBS 1%) per 5 min a temperatura ambiente. Il vetcosi fissato viene lavato nuovamente in 1X
PBS e disidratato con scala alcolica (70-85-10096ka volta asciutto, al vetrino viene aggiunta
circa 3ul della soluzione contente il mix di sonde (dilult) e coperto con vetrino coprioggetto da
12mm. Il vetrino viene quindi posizionato in camaraida HYBrite (Vysis) dove sara sottoposto al
programma di ibridazione. Terminata la fase didarione il vetrino, rimosso il coprioggetto, viene
lavato dapprima in SSC 2X/0.1% NP40 a 73°C per2 ensuccessivamente in SSC 2X/0.1% NP40
a temperatura ambiente per 2 min. Una volta asciait vetrino vengono applicati circaul8di
DAPI (4'6’-diammino-2-fenilindolo diidroclorito) eil coprioggetto. Dopo la lettura i vetrini

vengono conservati a -20° C al buio.

Criteri di valutazione

L’analisi del vetrini, che avviene tramite micropam a fluorescenza, prevede un primo screening
ad ingrandimento 400X per l'identificazione dellellale con morfologia sospetta e un’analisi
approfondita dei nuclei, ad un ingrandimento di @00La valutazione prevede l'individuazione

delledecoy cellsvengono considerate almenalé&coy cellper vetrino.
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Acquisizione delle immaagini

Il programma da noi utilizzataAkionVision 4 funziona tramite I'utilizzo di una telecamera ithée
posizionata sul microscopio a fluorescenza cheiasge le immagini generate dalle sonde in B/N;
in seguito il programma elabora i dati e li tragfarin immagini digitali: permette di identificare
ogni flourocromo con un colore diverso, rendendmadiata I'osservazione dell’analisi FISH. E’
possibile visualizzare le cellule con un’unica fiescenza oppure sommare tutte le immagini
generate singolarmente e visualizzare la preseara#elle sonde contemporaneamente.

Grazie alla trasformazione digitale delle immaginpossibile operare aggiustamenti su queste per
ottimizzarne la risoluzione, il contrasto e la lmwsita, rendendo meglio visibili le sonde e le

cellule stesse.

Amplificazione e sequenziamento delle regioni greimiVP e TCR.

In un secondo tempo, i ceppi virali isolati verrarsottoposti ad analisi di sequenza delle regioni

genomiche TCR e VP, per la ricerca di mutaziorpa#sibile significato oncologico.
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RISULTATI

Dati clinici

| 35 campioni selezionati per lo studio apparteneva 22 pazienti trapiantati renali. | pazienti
erano suddivisi in sei femmine (27.3%) e 16 maéthi7%), con eta media di 56 anni (range 29-
78; mediana 56). Sette dei 22 trapiantati rendli§%) presentavano due o piu prelievi effettuati a
distanza di mesi (il periodo di tempo con cui i wohi venivano fatti variava da un mese fino a 10

mesi) (tabella 1).

Analisi citologica

L’esame citologico effettuato sui 790 campioni arirgiunti in laboratorio di Anatomia Patologica
da aprile 2009 ad agosto 2010, ha evidenziato presdidecoy cellan 100 campioni di urina di
pazienti trapiantati (12.65%). Dai 100 campioni ipas all'analisi citologica ne sono stati
selezionati 35 idonei per l'analisi in FISH (35%)ei 35 campioni selezionati, 11 (31.4%)
presentavano numerose cellule epiteliali con inaasPVs (+++); 10 (28.6%) mostravano carica
intermedia (++) e 14 (40%) erano caratterizzatiadta cellule infettate da PVs (+) (tabella 3).

Indagine molecolare: LT multiplex PCR

La regione LT dei PVs é stata amplificata in 7 cemmipdi siero (7/35; 20%) e in 33 campioni di
urina (33/35; 94.3%) di pazienti sottoposti a tespo renale. In particolare, nei campioni di siero
sono stati identificati: 5 BKV (71.4%) e 2 co-infeai BKV-JCV ( 28.6%); mentre nei campioni di
urina sono stati identificati: 15 BKV (45.45%), &€\ (18.2%) e 12 co-infezioni BKV-JCV
(36.35%). Negli 8 campioni (casi n°1, 3, 7, 9, 188}, in cui é stata amplificata la regione LT sia
nei sieri che nelle urine, 7 mostravano l'infeziatedlo stesso virus nei due campioni (5 BKV e 2
co-infezione BKV-JCV), mentre uno solo (caso n°vVigenziava un’infezione da BKV nel siero e
co-infezione BKV-JCV nell'urina. Dei 35 campionigsi in esame due campioni (caso n°5 e 13)
risultavano negativi (5.7%), sia nel campione dirgiche di urina, per 'amplificazione della
regione LT dei PVS (tabella 3).

Valutazione cellularita con blu di toluidina

L’analisi FISH dei campioni di urina é stata preatedin tutti i casi da una valutazione
dell’'adeguatezza mediante colorazione delle cetlaleblu di toluidina, allo scopo di identificaie |

cellularita e la presenza di un numero congrutdedoy cells
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N° N° . o . LT-multiplex | LT-multiplex
: - Diagnosi citologica : :
casl | campioni Slero urina
1 1 Tappeto di cellule epiteliali con inclusi da P¥#S-+). BKV BKV
2 2 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). egn BKV
3 3A Tappeto di cellule epiteliali con inclusi da 8V+++). BKV-JCV BKV-JCV
3B Presenza di cellule epiteliali con inclusi d&sR++). BKV BKV
4A Tappeto di cellule epiteliali con inclusi da 8V+++). neg BKV
4B Numerose cellule epiteliali con inclusi da P{st+) neg BKV
4C Tappeto di cellule epiteliali con inclusi da $YA4++). neg BKV
4 4D Numerose cellule epiteliali con inclusi da P{Ast+) neg BKV
4E Presenza di cellule epiteliali con inclusi désR++). neg BKV
4F Tappeto di cellule epiteliali con inclusi da $YA4++). neg BKV
5 5 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg neg
6 A Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg BKV-JCV
6 6 B Presenza di cellule epiteliali con inclusi d&sR++). neg BKV-JCV
6C Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg JCV
7 7A Numerose cellule epiteliali con inclusi da PYAst+) neg BKV-JCV
7B Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). BKV BKV-JCV
3 8 A Numerose cellule epiteliali con inclusi da P{Ast+) neg BKV-JCV
8 B Presenza di cellule epiteliali con inclusi d&sK++). neg BKV-JCV
9 9 Presenza di cellule epiteliali con inclusi da R¥s). neg BKV-JCV
10 A Numerose cellule epiteliali con inclusi da P{Ast+) BKV-JCV BKV-JCV
10 10B Presenza di cellule epiteliali con inclusiRiés (++). BKV BKV
10C Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs.(+) neg BKV
11 11 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg BKV-JCV
12 12 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg BKV-JCV
13 13 A Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs.(+) neg neg
13B Presenza di cellule epiteliali con inclusiRiés (++). BKV BKV
14 14 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg JCV
15 15 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg JCV
16 16 Presenza di cellule epiteliali con inclusi dasRv+). neg JCV
17 17 Presenza di cellule epiteliali con inclusi dasRv+). neg BKV
18 18 Tappeto di cellule epiteliali con inclusi da P{AS+). BKV BKV
19 19 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg BKV-JCV
20 20 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg JCV
21 21 Rare cellule epiteliali con inclusi da PVs (+). neg JCV
22 22 Presenza di cellule epiteliali con inclusi dasRv+). neg BKV

Tabella 3 Risultati ottenuti dall’analisi citologica sui prielvi di urina e dall’analisi mediante PCR-
multiplex sui campioni di siero e urina.
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FISH analisi

Ad oggi sono state effettuati 9 saggi FISH dei &mpioni raccolti durante il primo anno di studio.
Dei 9 campioni, 4 (campioni n°3A, 3B, 4B e 7A) namostravano alterazioni cromosomiche
(44.4%), mentre gli altri 5 vetrini analizzati (cpioni n°1, 4C, 8A, 9 e 10A), mostravano
aneusomia cromosomica. Tali alterazioni cromosoeietano differenti all'interno delle cellule
dello stesso vetrino (tabella 4).

Nel caso 1 sono state osservate 13 cellule coraaitei cromosomiche, di queste 7 presentavano
piu di una alterazione mentre 6 cellule ne presema solo una. Nei casi 4 e 8 sono state osservate
3 cellule una sola delle quali mostrava piu abésrazcromosomiche. Nel caso 9 sono state
individuate 8 cellule mutate meta delle quali eraamtterizzate da piu alterazioni, mentre nel caso
10, delle quattro cellule osservate, una sola raeatuna sola alterazione cromosomica. Il caso n°1
mostrava 2 cellule con polisomia di 2 cromosomintreei casi n°4 C, 8A, 10A, erano caratterizzati
da una sola cellula con polisomia in 2 cromosorgu(a 6).

Si & inoltre osservata in una discreta proporzidneecoy cells(dato non mostrato in tabella)

delezione di 9p21, sia in omozigosi (76.2%) siatarozigosi (23.8%).

Casie Polisomia | Delezione N° cell con | N° cell con
necell. crom. 3 crom. 3 plu. . una. .
mutate alterazioni | alterazioni
XXXX
1 XXXX X XXXXX X XX 7 6
13 cell. XXXX
4C X XX X X 1 2
3 cell
8 A
X X X X 1 2
3 cell
XXXX
9 XXX X X 4 4
8 cell. XXX
10A X XX XXX XX X 3 1
4 cell.

Tabella 4: Dati relativi ai campioni risultati positivi all’analisi in FISH. \fggono rappresentate il numero
di cellule esaminate per ogni campione e le altergizcromosomiche che le caratterizzano (polisomia
delezione dei cromosomi 7, 3 e 17 e delezioneodet|9p21).

“X” indica la presenza dell’alterazione cromosomigaogni cellula. Le cellule analizzate vengondidis

in cellule aventi una sola alterazione e cellulesv piu di un’alterazione cromosomica.
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Figura 6: Rappresentazione di decoy cells analizzate condiwetd-ISH mediante tre sonde centromeriche
per i cromosomi 3(CEP3), 7(CEP7), 17(CEP17), wdie per lindividuazione di aneuploidie
cromosomiche ed una locus specifica per il gene (@p&1). In ogni cellula € presente alterazione del
numero dei cromosomin particolare: A ) e B) presentano delezione denwosomi 7, 17 e 9p21; C)
presenta delezione del cromosoma 7 e polisomiacdghosoma 17; D) presenta delezione di 9p21 e
polisomia del cromosoma 17.
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DISCUSSIONE

Numerosi autori hanno investigato il possibile soigimento dei polyomavirus umani JCV e BKV
nell'insorgenza di vari tipi di neoplasie umaneamalogia con quanto noto per SV40 che, in animali
da laboratorio mostra sicura azione oncog&na e in relazione al recentemente descritto MCV di
cui € comprovata l'azione oncogena nel carcinomaebule di Merkel insorto in soggetti
immunocompromessi. Nelle cellule di MCC, infat8, stato osservato come il genoma di MCV sia
integrato a vari livelli nel genoma della cellulspite indicando cosi che l'infezione delle cellsie
era verificata prima della loro espansione clondl& i vari studi, che tentano di identificare i
meccanismi attraverso i quali i PVs possano cordalfinsorgenza di un tumore, l'ipotesi piu
accreditata, sembra essere quella descritta nel digeplicazione di tipo abortivo. Il meccanismo
d’azione prevede l'inserimento del genoma viralbaneellula ospite con arresto della replicazione
virale e continua espressione della proteina TAgcapacita di TAg di trasformare le cellule é data
in particolare da tre domini: dominio J, dominigdate pRB e dominio legante p53. Quest’ultimo
dominio é responsabile del legame alla proteinattirandola e causando la crescita incontrollata
della cellula. Piu recentemente € stato ipotizzétouolo di un’altra proteina con attivita
trasformante: 'agnoproteina, che sembra possaiziondre la risposta enzimatica della cellula alla

riparazione del danno del DNA indotta da agentgesé’.

Oggi, alcuni gruppi di ricerca stanno focalizzankittenzione sui possibili meccanismi che
inducono, nelle cellule infettate dai PVs, un’ifslié cromosomica. Alcuni autori hanno
investigato il possibile nesso tra alcuni genadiiplCV (Mad-1 eA98) e la loro capacita di portare
ad un'alterazione cromosomica nelle cellule di icemma colon-rettale in coltufg altri hanno
indagato il potere trasformante di JCV, attraveesperimenti in vitro e in vivo, in cellule del
sistema immunitario conosciute come sito di latentiafociti B. Quest’ultimi in particolare hanno
osservato come le cellule trasformate, in coltun@stravano multiple e complesse aberrazioni
cromosomiche (come traslocazioni, inserzioni, deld}, e pertanto venivano definiterdgue
cells™®,

Il meccanismo molecolare dell’effetto clastogenéiolrAg non € ancora chiaro, ma tra le ipotesi
formulate le piu accreditate risultano essere guelie correlano l'instabilita cromosomica con la
capacita di TAg di legare la topoisomerasi 1, caiternativa I'attivita elicasica della proteina

viralg?6061

Nonostante gli studi effettuati, non & stato ancmsservato con certezza un nesso specifico tra
l'infezione da PVs e l'insorgenza di neoplasie 'nelno ed & ancora da chiarire quali siano i

meccanismi molecolari alla base dell'instabilitaransomica causata da questi virus.
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Nelluomo sono riportate associazioni tra infezialai JCV e SV40 e neoplasie cerebrali nell’eta
adultd?®3e in quella pediatrica (glioblastomi, ependimomedulloblastomi}*, e tra infezione da
BKV e neoplasie renali o delle vie escretrici urie®®. In particolare recenti studi hanno
ipotizzato un probabile ruolo di BKV nell'insorgemelel carcinoma urotelidfe La riattivazione di
BKV sarebbe supportata da un calo delle difese imtade in pazienti immunocompromessi,
come i soggetti trapiantati renali, i quali preset un rischio tre volte maggiore di sviluppare un
carcinoma uroteliafé. Sebbene I'esame citologico del sedimento urineipresenti un elemento
importante per la diagnosi di questo carcinomaydasa sensibilita che caratterizza quest’analisi
non permette I'identificazione delle neoplasie adoagrado. Per questo motivo all’analisi citologica
e seguita l'analisi in FISH che permette la ricedcalterazioni citogenetiche che caratterizzano il
carcinoma uroteliale. Recenti studi su questa eoplhanno infatti messo in evidenzia come la
progressione del carcinoma uroteliale sia accomgtagia un aumento dell’'instabilita cromosomica
e aneuploidia. Le alterazioni dei cromosomi 3,7¢eIdel gene p16 sembrano essere le piu frequenti
e nella diagnosi, la positivita al carcinoma vidndicata dalla presenza di 5 o piu cellule che
presentano guadagno di 2 o piu cromosomi opputa gaésenza di 12 cellule che presentano
perdita in omozigosi del locus 9p21

Recenti studi hanno indagano un probabile corretezitra l'infezione da PVs e alterazioni
cromosomiche in urine di pazienti trapiantati rendh gruppo di ricercatori ha mostrato come in
urine di pazienti trapiantati, non affetti da camrna uroteliale o da altre neoplasie, BKV, in segui

a riattivazione, sia in grado di indurre alterazicromosomiche quali polisomia, trisomia del
cromosoma 7 e delezione in omozigosi di 9p21. &bsipotizzato in questo modo come l'infezione
da PVs possa condurre a risultilsi positivi nella diagnosi al carcinoma uroteliale effettuata
tramite FISH'.

Sulle base delle conoscenze che abbiamo riguardoapgacita dei PVs di indurre instabilita

cromosomica nasce il nostro interesse nell’indagatel’infezione dei PVs, in particolare JCV e
BKV, possa causare alterazioni cromosomiche nellianin FISH su urine di pazienti trapiantati, e
valutare se tale meccanismo possa interferire ndifgnosi di carcinoma uroteliale. Come
accennato in precedenza, alcuni autori come Kipal.ehanno ipotizzato come I'alterazione del
numero dei cromosomi da PVs puo condurre a risuliégi positivi nei pazienti trapiantati, ma

nessuno fino a oggi ha segquito il follow up clinido tali pazienti e osservato se l'instabilita
cromosomica puo contribuire nel tempo allo sviluplpoancro.

Nel nostro studio iniziale I'analisi ha rilevato atlterazione del numero dei cromosomi in cinque

campioni sui nove esaminati (66.6%), mentre quatdnmpioni erano caratterizzati cellule prive di
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aneusomia cromosomica (44.4%). Dei cinque campositivi all’analisi in FISH il numero di
cellule esaminate variava da 3 a 13 cellule peo eadi queste alcune erano rappresentate da una
sola alterazione altre da piu alterazioni per ¢allle anomalie cromosomiche riscontrate
comprendevano: polisomia e delezione del cromosonmolisomia e delezione del cromosoma 3,
delezione di 9p21, polisomia e delezione del cramws17. Dato il numero limitato di campioni a
cui momentaneamente € stata eseguita I'analisil8HFon e stato possibile individuare una
maggiore corrispondenza tra 'aneusomia cromosomitafezione di BKV o JCV.

Nessuno dei casi esaminati in FISH mostrava pdsitar criteri diagnostici utilizzati nel carcinoma
uroteliale, che prevedono positivita nel caso instano presenti almeno 5 cellule con polisomia di
2 o piu cromosomi. Nella nostra analisi condoita fad oggi il caso n°1 possedeva 2 cellule con
polisomia di 2 cromosomi, mentre i casi n° 4 C, 8LBA, erano caratterizzati da una sola cellula
con polisomia in 2 cromosomi.

Alla luce dei risultati ottenuti si puo, quindi,gaupporre che i PVs, BKV e JCV, possano causare
aneuploidia cromosomica, ma sara necessario ampBacasistica per confermare tale dato e

suggerire nuove ipotesi.
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