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INTRODUZIONE

| polyomavirus (PVs) umani sono virus altamentdugif nella popolazione mondiale sia
adulta che infantife e rivestono un ruolo fondamentale nella patogedésilcune importanti
patologie a carico di pazienti immunocompromessime la Leucoencefalopatia Multifocale
Progressiva (PML) in pazienti con AIDS, la CistiEenorragica in pazienti trapiantati di midollo
osseo o la Nefropatia Associata a Polyomavirus (R)iA trapiantati renafi®.

A tutt’oggi molti aspetti dell’infezione umana darpe di questi virus rimangono da chiarire;
uno degli aspetti piu controversi risulta esseremiadalita di trasmissione con cui i PVs si
diffondono nella popolazione umana, in quantofémone primaria ad essa associata hon presenta
una fase acuta chiaramente riconoscibile

Approfondire le conoscenze su un aspetto sicuraaniemportante della storia naturale dei
PVs umani, come le loro modalita di trasmissiorsilta critico per poter comprendere al meglio la
patogenesi delle importanti patologie umane dirappresentano il principale agente etiologico e

per poter approntare una efficace terapia e preveez

| Polyomavirus

| polyomavirus (PVs) appartengono alla famigliallelePolyomaviridae, anche se
storicamente venivano classificati come genere rég@pente, assieme a quello &eaipillomavirus,
alla famiglia dellePapovaviridae®. L'infezione virale pud avvenire in forméiica —con distruzione
della cellula bersaglio e liberazione della progerirale- oabortiva —cioé con espressione parziale
delle proteine virali, in assenza di distruziondlutare- con potenzialitd di trasformazione
oncogenica in vari tipi cellulari (infatti il loraome deriva dalla fusione di “Poly” e “oma” proprio
a sottolineare questa loro caratteristidstualmente sono noti diversi PVs in grado deitdre su
larga scala molte specie tra i mammiferi in mod@atieamente specie-specifico tra cui topo,
criceto, scimmia e anche 'uomo.

L’'uomo e l'ospite naturale di cinque PVs; i primessere scoperti e per tanto i piu studiati a
tutt’oggi risultano essere il Polyomavirus homirdise 2, meglio conosciuti con I'acronimo,
rispettivamente, di BK virus (BKV) e di JC virusQV) derivante dalle iniziali dei pazienti in cui
sono stati isolati per la prima volta nel 1971. BK\étato isolato per la prima volta nelle urineiali
paziente con trapianto renale che aveva sviluppetio periodo post-operatorio una stenosi
ureteral& Mentre JCV & stato isolato partendo da oligodecitir (cellule del sistema nervoso
centrale produttrici di mielina) di un paziente gonrbo di Hodgkin in terapia immunosoppressiva,
che aveva sviluppato Leucoencefalopatia Multifodalegressiva (PML) una patologia fatale del



sistema nervoso centrale caratterizzata da demzigdinione sottocorticale, multifocale della
sostanza bianca talora estesa alla sostanza gegebrale, che si manifesta in un contesto di
immunodeficienz¥. Recentemente sono stati scoperti tre nuovi P\Mgado di infettare I'uomo:

Kl (Karolinsk Institute) e WU (Washington Univengiisolati in escrezioni respiratorie, e Merkel
cell polyomavirus isolato un anno fa e descrittmegorobabile agente eziologico del carcinoma a
cellule di Merket".

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

Mentre per BKV e JCV é stato ormai accertato iblarolo in diverse patologie umane, per
guanto riguarda SV-40 sono ancora in corso stugBpiwazioni epidemiologiche su popolazioni
accidentalmente infettate da vaccini antipolionéefion hanno evidenziato apparenti legami tra la
presenza del virus e I'insorgere di specifiche logfie. Recenti osservazioni hanno ipotizzato che
esso possa prendere parte al processo di cancesbgemana specie per cio che riguarda

l'insorgenza di mesoteliomi maligrii**

Strutturalmente | PVs (vedigura 1) presentano un capside a simmetria icosaedrida del
dimensioni di 40-45 nm, privo di envelope, formdto3 tipi di proteine: viral protein 1 (VP1), viral
protein 2 (VP2) e viral protein 3 (VP3). VP1 rapgerta la proteina capsidica maggiore in quanto
da sola costituisce circa '80% dell'intero capsidssa si associa in 72 pentameri che costituiscono
l'intera superficie esterna del capside, e pertania diretta responsabile dell'interazione con le
molecole di superficie della cellula bersaglio. V&®2/P3 invece costituiscono insieme il restante

20% del capside associandosi tra loro in complgssine formano la superficie intetha

Figura 1: A) Fotografia al
microscopio elettronico del PV di
scimmia SV-40 (Ingrandimento
10000);B) Rappresentazione grafica
3D della struttura esterna dei PV
rappresentata dall’envelope formato
nello strato esterno solo dalla VP1.




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

Funzionalmente il genoma dei PVs (védura 2) viene suddiviso in tre regioni.

La regione precoce(Early region, nota anche come regione LT) di 2$00che codifica due
proteine non strutturali: una fosfoproteina nuate@definita farge tumor (T) antigen” (TAg) e una
proteina citoplasmatica ricca in cisteine, defiffigamall tumor (t) antigen’(tAg). Tali proteine
sono le prime ad essere espresse durante l'ingdedsorus nella cellula e sono percio indicative
della presenza virale. TAg riveste un ruolo cotioel ciclo replicativo del virus in quanto
contribuisce attivamente alla sua regolazionegtinpromuove la progressione nel ciclo cellulare
del cellula ospite inducendo l'entrata in fase 8ntdbuisce al reclutamento del macchinario
replicativo di cui il virus e sprovvisto, prenderggaattivamente alla replicazione del DNA come
fattore di iniziazione del processo di sintesi enecelicasi. TAg svolge inoltre un importante ruolo
nello sviluppo di neoplasie in animali da laboraipattraverso l'interazione con svariate proteine
cellulari che ricoprono il ruolo di importanti oremppressori o regolatori del ciclo cellulare, tua ¢
la proteina 53 (p53) e la proteina associata atagbtastoma (pRb). Il ruolo di tag invece & poco

noto, sembra svolgere un’attivita di supporto reifonti di TAg™.
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Figura 2: Struttura del genoma del
PV SV-40. Come si pud notare
dall'immagine partendo dall’origir
(ORI i geni del virus si dividono in
due gruppi: quelli rappresentati
dalle frecce orientate in senso or:
sono i geni della regione tardiva;
mentre quelli rappresentati dalle
frecce orientate in senso antiorario
sono i geni della regione precoce
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La regione tardiva (Late region) di 2300 bp, che viene espressaaeffimente solo durante
la replicazione virale, codifica per le proteingpsidiche del virusvP1, VP2 e VP3 e per una
proteina a funzione ignota, definita appurggnoproteina (tale proteina sembra svolgere un ruolo
nell’lassemblaggio del virione prima del suo rilasail'esterno della celluld}* Queste due regioni
genomiche, codificanti, sono, dal punto di vistanguico stabili, ovvero le mutazioni nella
sequenza di basi nucleotidiche che le compongono sre e generalmente coinvolgono singole
basi nucleotidich®. La proteina VP1 sembra svolgere un ruolo crudieléinfluenzare la capacita
del virus di infettare con diverso tropismo le gkl bersaglio, in quanto riconosce e lega
specificamente molecole bersaglio sulla superfaglulare, permettendo lintenalizzazione della
particella viralé®. Per questo motivo nell’ultimo decennio un centmmero di studi si & proposto di
analizzare e di caratterizzare in dettaglio latgira della proteina VP1, le proteine bersaglio
presenti sulla cellula e il sito di legame con talbteiné”*® .La proteina VP1, & costituita da 362
aminoacidi (regione codificante di circa 1086 notildi) e viene suddivisa in 5 loops: BC, DE, EF,
GH e HI. La struttura terziaria di ogni monomeroni@a un “barile” composto da filamen{
antiparalleli tra i quali si posizionange®liche ea-eliche. Nella regione C-terminale il loop DE si
inserisce in profondita nel monomero VP1 adiacentesentendo il legame con gli altri monomeri,
formando infine un pentamero. La struttura capsidiene completata attraverso I'N-terminale di
ogni monomero che si inserisce in un pentamerocadta, stabilizzando cosi la struttura del
capside viral€. Successive analisi hanno inoltre evidenziato\th& di BKV e JCV & in grado di
legare selettivamente oligosaccaridi leganti aliékminale una molecola di acido sialico presenti
sulla membrana cellulaf&®® (Figura 3 e4). JCV e BKV vengono inoltre classificati sulla badi
variazioni nucleotidiche della regione codificaper la VP1. In particolare JCV viene suddiviso in
8 genotipi (definititipol, tipo 2, tipo 3, tipo 4, tipo 5, tipo 6, tipo 7, tipo §), loro volta suddivisi
in numerosi sottotipi, in base alla sequenza nticliea della regione di 164 bp compresa tra il
nucleotide 1736 e il 1960 Analogamente anche BKV & stato diviso in quatienotipi
denominatigruppo I, gruppo II, gruppo Il egruppo IV in base alla sequenza nucleotidica di 69
bp compresa tra i nucleotidi 1744-18%2 i genotipi cosi identificati di BKV corrispondonai
sierotipi identificabili nelle diverse popolaziofii concetto di sierotipo riflette la risposta imneu
specifica dell'ospite verso epitopi antigenici dferenti strutture), mentre per quanto riguardd/JC
guesta sovrapposizione di classificazione non ésipibs in quanto la regione tardiva del suo
genoma non mostra una variazione di sequenza isufic a generare epitopi antigenici

sierologicamente distinguitifl
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La regione di controllo trascrizionale (TCR region) di circa 400 bp, non codificante, &
posta tra la regione precoce e quella tardiva, agevun importante ruolo nel controllo della
regolazione della sintesi e della replicazionelgir&ontiene leorigini di replicazione (ORI) e
gli elementi dipromoter/enhancerdi entrambe le regioni codificanti, permettenaarhscrizione
dei geni precoci su uno dei filamenti in una dioes, e quella dei geni tardivi sul filamento
complementare in direzione oppdétaAll'interno di questa regione sono anche pressitiidi
legame per diversi fattori trascrizionali, tra iadjui piu importanti sonoSp1 proteina endogena
dell'ospite coinvolta nel differenziamento cellidail cui ruolo principale sembra essere quello di
mantenere libere da metilazione le isole CpG mamen cosi attiva la trascrizionbluclear
factor 1 (NF1) proteina dell'ospite che media le reazioni infraatorie ed immunologiche in
risposta a vari stimoli, mutazioni a questo livedlembrano interferire con la trascrizione dei geni
tardivi; TAg proteina di origine virale che agisce attraversanatcanismo di controllo negativo,
infatti inibisce I'attivita del promotore precocBura proteina che controlla la replicazione e la
trascrizione del DNA, in particolare promuove lastrizione dei geni precoci e viene inibita da
TAg®. La regione TCR, a differenza di quelle precedentiaratterizzata da una ipervariabilita
mutazionale dovuta a inserzioni di singoli o mdipnucleotidi, duplicazioni o delezioni. In
contrasto con quanto appena detto sono state ¢rawatlimitato numero di sequenze di TCR
altamente conservate defini@chetipi; queste sequenze rappresentano i genotipi dei PVs
realmente circolanti nella popolazione umana evdao dalla co-evoluzione con l'ospite (prova
di cio ne ¢ il fatto che € possibile usare JCV conagker per ricostruire le migrazioni umane).
L'ipotesi € che dalle sequenze archetipo presemtun individuo si originano le sequenze
ricombinanti a causa della ipervariabilita dellgiome, allo scopo di adattarsi alle condizioni
presenti nell'ospite modificando il tropismo cedite, il potere infettivo, 'aggressivita e I'abdit
replicativa viralé®. Infatti la regione regolatoria sembra controllaee ttascrizione cellulo-
specifica del DNA virale come & stato osservatdirstgdi di Sock et af’ dove & emerso che la
TCR di JCV aumenta notevolmente la trascrizionéenadllule gliali in coltura in confronto alle
cellule non gliali; inoltre, in altri studi & statusservato che le sequenze riarrangiate mostrano
un‘attivita differente da quelle archetipo, che mssere sia pitl alta sia pitl b&8sAllo scopo di
classificare pitl agevolmente i genotipi di JCWult e Stoner®® (vedi figura 5) divisero
arbitrariamente la sequenza archetipo individuataYeo et al.*, definita Mad1, in cinque
blocchi definiti A(25bp), B(23bp), C(55bp), D(66bp),E (18bp) eF(69bp) in base alle sequenze

che mancavano o duplicavano se confrontate caraedtretipi .



Analogamente anche la regione TCR di BKV fu divisacinque blocchi di sequenza
definiti da Yoshiike e Takemoto®' O(124bp),P(68bp),Q(39bp),R(63bp) edS(63bp), basandosi su
una sequenza archetipo (BKV-WW) .
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Figura 5: Divisione in blocchi di sequenza della regione tagwia (TCR) inbase ¢
legame di fattori trascrizionale della cellula asprispettivamente di JCV e di BKV.

I PVs umani sono virus ubiquitari; infatti circaGD-80% degli adulti possiede anticorpi
della classe 1gG diretti contro BKV e JE\Si ritiene che I'infezione primaria avvenga duea
linfanzia e decorra in forma asintomatica od ofigomatica (blande infezioni a livello
respiratorio con disturbi per lo piu simil-influeal®, autolimitante. Successivamente il virus
rimane latente riattivandosi in seguito a immunadsgione, soprattutto se dovuta ad un deficit di
linfociti T.

La patogenesi dell'infezione da PVs non é statomndefinitivamente chiarita. L'ipotesi
pitl probabile prevede una trasmissione per viaa¥erk successiva moltiplicazione a livello
dell’apparato respiratorio con conseguente viretraasitoria. Per via ematogena, veicolato dai
linfociti T, il virus raggiunge vari siti di latelaz attualmente identificati in oligodendrociti del
sistema nervoso centrale, cellule tubulari renabtelio’, tessuto stromale tonsillare , linfociti B e

loro precursor.

| virus aderiscono alla membrana citoplasmaticdadegllula ospite tramite la proteina
capsidica VP¥, vengono internalizzati mediante vescicole endtictie e quindi trasportati al
nucleo dove, previa fusione delle vescicole allanmi@na nucleare, sono liberati nelle cisterne
perinucleari (vedfigura 6). La sintesi del DNA virale necessita dei prodaéiscritti nella fase

precoce, in particolare del TAg, che funziona ttivatore trascrizionale ed é richiesto per il
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completamento del ciclo replicativo del virus e peiziare la trascrizione dei geni tardivi. In
particolare, una volta privato di rivestimento adm®, il virus inizia la trascrizione degli RNA
messaggeri della regione precoce ad opera della Bditnerasi dell’ospite; i trascritti vengono
tradotti nel citoplasma. La trascrizione della ca@i tardiva consente la produzione delle proteine
che entreranno a far parte del capside ed assuntepantanto il ruolo di determinanti antigenici.
Le patrticelle virali, una volta assemblate nel poglliseranno la cellula ospite acquisendo la

capacita di iniziare un nuovo ciclo infettivo.

L’infezione della cellula puo essere di due tipi:

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

» Infezioneabortiva 0 non produttiva nelle cellule non permissive: si suppone che Tégpsi a
proteine cellulari, come quelle prodotte dai gemé@soppressori quali p53 e pREBhe vengono
inattivate. Solitamente questo effetto si manifgsta pochi giorni, dopodiché il genoma virale
viene rilasciato dalla cellula che ritorna a pogsede caratteristiche normali.

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

Come gia accennato l'infezione primaria pud deceria forma asintomatica o esordire
con lieve sintomatologia delle prime vie aeree. €almente negli individui immunocompetenti
BKV e JCV non causano quadri clinici di significgiatologico ed una riattivazione virale si puo
occasionalmente riscontrare, mediante citologiaani@, durante la gravidanza, negli anziani, nei

pazienti affetti da neoplasie e trattati con cheerapia, nei diabetici, nei soggetti dializZati
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Figura 6: A) Principali siti di latenza noti dei PVs umani, JE\BKV, e di SV-40 all'interno

dell'organismo umand) Ciclo replicativo dei PVSFASE 1 Il virus interagisce con i recettor
membrana della cellula ospite; FASE 2 in seguitmtdrazione tra il virus e il recettore di
membrana inizia il processo endocitico con cuirily penetra nella cellula ospite; FASE 3 il
virus ormai all’interno della cellula si dirige \8eril nucleo; FASE 4 il virus interagisce con i
fattori trascrizionali endogeni per poter inizidaidase di trascrizione genica; FASE 5 'mRNA
virale prodotto migra nel citosol; FASE 6 le piatevirali generate nel citosol tornano nel
nucleo della cellula ospite; FASE 7 nel nucleprieteine virali possono o far partire un nuova
fase replicativa del genoma virale (FASI 8 e 9)wppiassemblarsi intorno alla molecola di
dsDNA virale per generare nuovi virioni (FASE 1€Ne attraverso la via esocitica vengono
liberati nel’ambiente esterno (FASE 11,12 e 13).
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Le manifestazioni cliniche da PVs si riscontranevailentemente nei pazienti affetti da
deficit dellimmunita cellulo-mediata, in particokaa carico dei linfociti T, come avviene in corso

di AIDS?? di trapianto allogenico di midollo osdemdi trapianto renale

Allo stato attuale delle conoscenze possiamo aHeznche JCV sia sicuramente l'agente
eziologico della PME®, mentre BKV & attualmente riconosciuto come ageniglogico delle cistiti
emorragiche in pazienti riceventi trapianto di niidoosseo eterologd e della cosiddetta
nefropatia da PVs che colpisce una piccola peredmtli pazienti portatori di trapianto renale.

Nonostante il largo numero di studi effettuati, @pgecentemente, sussistono ancora alcuni
dubbi su vari aspetti della storia naturale demone virale, sulle modalita di trasmissione
dell'infezione e infine su siti di latenza viraldire a quelli gia noti del sistema nervoso ceptel

dell’apparato uropoietico.

Nefropatia associata a PVs

La nefropatia associata a PVs (PVAN) consiste i infezione litica di cellule epiteliali dei
tubuli renali o delle cellule epiteliali della cajs di Bowman che riveste i glomeruli renali, con
conseguente nefrite tubulo-interstizi4leTale patologia & causata in prevalenza da infiezio
riattivazione di BKV?®, anche se di recente & stato riportato un cagossibile coinvolgimento di
JCV?. La PVAN, esclusiva dei soggetti immunodepresseanso di trapianto renale, pud essere
causata da una riattivazione di virus latente roggetto ricevente l'organo trapiantato o, in
alternativa, da una nuova infezione veicolata dejano trapiantato. Le cause principali della
riattivazione sono le terapie farmacologiche aigetc™ (in particolare mophetil-mycophenolato,
ciclosporina A e prednisone), ma ci possono esakfiefattori di rischio come I'eta avanzata (le
persone anziane rispondono di piu allimmunosogioe®), il sesso (i maschi sono piu a rischio), il
siero-stato ('80% dei pazienti con PVAN presentd/Bnel siero prima del trapiant) La diagnosi
di PVAN si basa su elementi clinici, di laboratoesu indagini cito-istologiche effettuate su urene
biopsia renale.

| sintomi della infezione sono aspecifici e in gnaarte simili a quelli che si osservano in
corso di rigetto acuto interstiziale mentre gli resali laboratorio evidenziano generalmente un
incremento aspecifico della creatinina sierica. idportante elemento diagnostico e 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 vifal@ale reperto, & costantemente presente nei gbgget

con PVAN, ma é scarsamente specifico, in quantoomisabile anche in soggetti in cui la
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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 PVAN prevedono poi che in casopakitivita citologica alle decoy cells e
molecolare su sangue debba essere eseguita ursabiepale che attualmente rappresentmlil
standard diagnostico per questa patologia.
In caso di PVAN, la biopsia renale evidenzia undyaali nefrite tubulo-intersiziald={gura
7) (infiltrati mononucleari interstiziali, atrofiaibulare e fibrosi interstiziale) associata allasprea
delle tipiche inclusioni virali intranucleari, dirstvabili morfologicamente e con metodiche
immunoistochimiche in cellule epiteliali.
Lo sviluppo della PVAN pud essere diviso in stidi
« STADIO A: coinvolgimento focale midollare della cellule wliali del tubulo, inclusioni
nucleari limitate;
« STADIO B: estensivo coinvolgimento del rene con alteraziooplasmatiche diffuse o
multifocali, necrosi e primi segni di fibrosi;

* STADIO C: fibrosi interstiziale, i tubuli sono atrofici @piattiti.

Dai dati della letteratura emerge che l'infeziorativazione di BKV nei soggetti trapiantati di
rene rappresenta un evento molto frequente (ndifierdel 70% dei pazienti) mentre la malattia
conclamata si osserva in una netta minoranza (2°7%jle discrepanza pud dipendere da vari
fattori, in parte legati all'ospite (eta, sesspote livello di immonodepressione, fattori geogriafe
in parte legati al virus. Tra questi ultimi di pedlare rilevanza sembra essere il genotipo virale,
guale determinato dalle caratteristiche specifictella regione regolatoria che, come
precedentemente detto, presiede al controllo dedplicazione ed infettivita virale; piu
recentemente € emerso il possibile ruolo di JCV eawnfattore coinvolto nel danno renale da

polyomavirus.

Le possibili vie di trasmissione dell'infezione dd°Vs umani

La modalita con cui i PVs si diffondono all'interdella specie ospite rimane, di sicuro, uno
degli aspetti piu oscuri e di difficile studio delloro storia naturale, non solo per quanto rigaard
PVs umani, ma anche per i PVs infettanti altre gp@ome il Polyomavirus murin@Murine
Polyoma virus (MuPyV** o SV-40°. Per quanto riguarda le possibili vie di trasntissi dei PVs
umani BKV e JCV sono state fatte varie ipotesi:

» Trasmissione per via aereadato che l'infezione primaria dei PVs sembra avieesi livello

delle vie respiratorie superiori, si ipotizza cmelividui infettati in forma asintomatica possano
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rilasciare nell’lambiente le particelle virali tramifini gocce di aereosol, oppure tramite gocce di
saliva. A conferma di questa ipotesi sono stabtrtgti casi in cui sono stati isolati i virus pantie

da lavaggi e spazzolati provenienti della golindividui immunocompromes¥j e soprattutto nel
tessuto tonsillare di bambini con ricorrenti pagiéorespiratori€. Si deve perd aggiungere che,
nonostante sia stato individuato il DNA virale, nfostato possibile dimostrare l'infettivita deiugr
isolati transfettandoli in linee cellulari suschiti

» Trasmissione urinaria: € noto da studi effettuati su campioni autoptiche@urgici che rene e
vie escretrici urinarie rappresentano importariticsilatenza di JCV e BKV e alcuni studi rilevano
un aumento della viruria di BKV e JCV in condiziodi deficit immunologici transitori o
persistenf®*®. E’ stato percid ipotizzato che una delle vie @ le particelle virali vengano
propagate e trasmesse da individuo ad individutraiaite la loro escrezione nelle urifie

» Trasmissione oro-fecalealcuni studi hanno messo in evidenza la possilah&i PVs possano
utilizzare come sito d’entrata il tratto gastrostieale tramite l'ingestione di cibi e acqua
contaminati. Questa ipotesi viene supportata dabvamento dei genomi virali in tessuti
provenienti dall’apparato gastrointestiridlelnoltre & stato recentemente riportato che &ostat
possibile individuare DNA di BKV analizzando il nesiale proveniente dai rifiuti urbani in
concentrazioni relativamente elevate’10® particelle virali per 4 ml di rifiuti".

» Trasmissione tramite organo trapiantato: costituisce una possibile via di trasmissione
nell’eventualita in cui si trapianti un organo didnza per i PVs, come per esempio il rene, da un
individuo sieropositivo ad uno sieronegafito

e Trasmissione verticale:quest’ultima via di trasmissione € stata propostalduni autori sulla
base di osservazioni epidemiologiche che evidenzs la presenza di IgG anti JCV e BKV nel
sangue di soggetti in eta pediatritaia la presenza di materiale genomico di SV-#ivarno di
tumori pediatrici®. In particolare & stata propostatdasmissione per via trans-placentareanche

se non si esclude la possibilita di trasmissiorleperdodo perinatalel'ipotesi della trasmissione
trans-placentare viene supportata sia da studiegpalogici, che hanno messo in evidenza la
presenza di IgG anti JCV e BKV nel sangue di cnedombelicale in neonati sanisia da studi
sperimentali effettuati sulla possibilita di trassione trans-placentare di analoghi Polyomavirus

Y4 e nel criceto (SV-46§ dimostranti il passaggio di

nel topo Murine Polyoma virus (MuPyV)
virioni attraverso il cordone ombelicale duraniafzione virale acuta. Tale ipotesi viene, inqltre
supportata dall’'osservazione che durante la graz@a verosimilmente in seguito a mutate
condizioni immunologiche ed ormonali, si evidenzian discreta frequenza una riattivazione
dell'infezione da P\E. Cid & dimostrato dalla escrezione urinaria debsidette decoy cells,

cellule uroteliali con tipiche inclusioni intraneeri, espressione morfologica di proliferazione
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virale. Altri autori tuttavia, basandosi sull'usfio di metodiche sierologiche, non sono riusciti a

dimostrare con certezza la possibilita di una S$igativa trasmissione trans-placentare

dell'infezione®*®, pertanto tale modalita di trasmissione & tuttmmatroversa.

Figura 7: Biopsie renali di soggetti con nefropatia polyomasiassociata: A,B,C) Varie
tipologie di inclusi virali in cellule tubulari rexti (frecce) e D) in cellula parietale di capsula
di Bowman (freccia).

Ematossilina-Eosina, Ingrandimenti originali: 250x
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SCOPO DELLA TESI

Durante il periodo di dottorato la candidata haugegdue differenti progetti di ricerca, volti
entrambi a chiarire alcuni punti oscuri dell'infeee da polyomavirus umani, ma in contesti
differenti.

Il primo progetto di ricerca ha riguardato I'anatis sequenza dell'intera regione codificante
la proteina capsidica VP1 di BKV in soggetti trapati renali allo scopo di identificare eventuali
mutazioni aminoacidiche che possano influire splddogenicita virale. Nello specifico e stato
condotto uno studio, in collaborazione con il Ladorio di Patologia e di Ricerca Traslazionale
del Ospedale “San Giuseppe” di Milano, su una tiaaigli pazienti trapiantati renali afferenti al
Centro Trapianti di Rene dellAzienda Ospedaliemuivérsitaria “Maggiore della Carita” che
hanno sviluppato nel corso degli anni PVAN istotagnente dimostrata e, per confronto, su una
popolazione di pazienti con infezione da Polyomaima che non hanno sviluppato PVAN
(gruppo di controllo).

Il secondo progetto di ricerca, invece, e statadova chiarire la possibile trasmissione
verticale dei polyomavirus umani BKV e JCV e delypmavirus di scimmia SV-40. Allo scopo di
investigare la trasmissione trans-placentale ® stabdotto uno studio di carattere osservazionale
Su una popolazione non selezionata di donne cowidgmaza fisiologica in fase terminale (37°
settimana di gestazione), afferenti alla | divigodi Ostetricia e Ginecologia dell’Azienda
Ospedaliero-Universitaria “Maggiore della Carit@,i rispettivi neonati utilizzando metodiche
molecolari qualitative per identificare ed eventoahte caratterizzare i PVs presenti. In una fase
successiva, allo scopo di valutare la trasmissuanicale (inclusa la via trans-placentare), lalgiu
e stato esteso a tutti i tre trimestri gestazioaall primo mese di vita dei bambini. Nello spedfi
e stata presa in esame una nuova casistica ctastimiuna popolazione di donne con gravidanza sia
fisiologica che patologica afferenti alla | divie® di Ostetricia e Ginecologia dell’Azienda
Ospedaliero-Universitaria “Maggiore della Carita”i @ispettivi bambini afferenti al reparto di
Pediatria dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria dypjiore della Carita”. In questo studio sono
state utilizzate metodiche molecolaria sia qualigatche quantitative per identificare e
caratterizzare i PVs presenti, inoltre in collalzowae con Laboratorio di Microbiologia del
Dipartimento di Pediatria della “Johns Hopkins” Werisity School of Medicine di Baltimora, sono
stati determinati i livelli sierologici di immunogbuline specifiche contro i BKV e JCV sia nelle

donne in corso di gravidanza che nei rispettivi benindurante il primo mese di vita.
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