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INTRODUZIONE 

 
I Polyomavirus sono agenti eziologici in grado di infettare diverse specie animali, quali 

topo, criceto, scimmia e l’uomo. Questi virus vennero inizialmente classificati nella famiglia delle 

Papovaviridae a causa della loro struttura con capside icosaedrico simile ai Papillomavirus 

(anch’essi membri della stessa famiglia), osservata al microscopio elettronico al momento della loro 

scoperta (Figura 1). Successivamente vennero poi classificati come famiglia delle Polyomaviridae1. 

Tra i Polyomavirus in grado di infettare l’uomo, i più studiati sono sicuramente i Polyomavirus 

hominis 1 e 2,  meglio conosciuti con l’acronimo, rispettivamente, di BK Virus (BKV) e JC Virus 

(JCV), derivante dalle iniziali dei pazienti in cui sono stati isolati per la prima volta nel 1971. BKV 

fu isolato da un laboratorio inglese in un campione di urina di un paziente portatore di trapianto di 

rene con stenosi ureterale da causa ignota: le indagini ultrastrutturali rivelarono la presenza di 

particelle virali icosaedriche, prive di envelope, del diametro di circa 45 nm2. Nello stesso anno, in 

un altro laboratorio, furono studiati campioni cerebrali  autoptici di soggetti deceduti per una 

malattia demielinizzante del sistema nervoso centrale, ad esordio acuto-subacuto, rapidamente 

progressiva, chiamata leucoencefalopatia multifocale progressiva (PML): anche in questo caso si 

osservò la presenza di un virus con caratteristiche simili a quello osservato in Inghilterra3. Di 

recente scoperta sono invece i Polyomavirus KI (Karolinsk Institute) e WU (Washington 

University), strettamente correlati tra loro ed isolati da escreati respiratori e il Merkel Cell 

Polyomavirus descritto come probabile agente eziologico del carcinoma a cellule di Merkel 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esiste inoltre un altro Polyomavirus il cui ospite naturale è la scimmia, ma che è stato 

osservato trovarsi anche nell’uomo; si tratta del virus vacuolizzante della scimmia, o SV40. SV40 è 

uno dei virus più studiati di cui si conosce sia l’intero genoma, sia il suo modo di interagire con la 

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. a b 
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cellula ospite e sembra essere stato introdotto accidentalmente nell’uomo tramite la 

somministrazione di vaccini antipoliomielite contaminati tra il 1955 e il 1963; il vaccino veniva 

allestito in colture di cellule renali di scimmia in cui il virus era presente come contaminante e si 

suppone che,  una volta inoculato nell’uomo, sia stato poi in grado di infettare nuovi individui5. 

Tuttavia, alcune osservazioni epidemiologiche su popolazioni accidentalmente infettate con vaccini 

antipoliomielite non hanno evidenziato apparenti legami del virus con l’insorgere di specifiche 

patologie. Recenti osservazioni hanno ipotizzato che esso possa prendere parte al processo di 

cancerogenesi umana soprattutto per ciò che riguarda l’insorgenza di mesoteliomi maligni6, 7. 

Studi strutturali e genomici successivi alla loro scoperta hanno mostrato presenza di capside 

icosaedrico privo di envelope del diametro di 40-45 nm (variabile in relazione ai mezzi di fissazione 

e di inclusione utilizzati per l’indagine ultrastrutturale) e DNA a doppia elica della lunghezza di 

circa 5300 paia di basi (bp)8. Strutturalmente il DNA genomico è racchiuso da un capside virale 

composto da 360 copie della proteina capsidica maggiore VP (viral protein) 1, che si organizza in 

pentameri legando le proteine capsidiche minori, VP2 e VP37. 

Il genoma virale è costituito da due regioni codificanti e una regione di controllo 

trascrizionale9, in dettaglio (Figura 2): 

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

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

- regione tardiva (Late region), codificante per le proteine capsidiche  VP1, VP2, VP3, e 

per l’agnoproteina, che si suppone essere coinvolta nell’assemblaggio del capside 

virale. 

- regione di controllo trascrizionale (TCR), non codificante, posizionata tra le due 

regioni codificanti. Presenta siti di legame per fattori di trascrizione e, pertanto, riveste 

un ruolo chiave nella storia naturale dell’infezione. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2 
 
Rappresentazione schematica del 
genoma dei Polyomavirus umani. 
La regione TCR è 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. 
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La regione regolatoria di JCV è stata schematicamente suddivisa in 6 blocchi di sequenza 

genica da Ault e Stoner10, convenzionalmente definiti A, B, C, D, E, F, ciascuno composto da un 

determinato numero di bp (A:25bp; B:23bp; C:55bp; D:66bp; E:18 bp; F:69bp). Analogamente 

Moens et al11 hanno suddiviso la regione TCR di BKV in 5 blocchi di sequenza genica (O:124bp; 

P:68bp; Q:39bp; R:63bp; S:63bp). 

TCR di entrambi i virus si è dimostrata essere conservata nella maggior parte dei casi, con 

occasionali mutazioni puntiformi (sostituzioni, delezioni o inserzioni di singole basi nucleotidiche); 

queste sequenze sono state definite da Yogo et al.12 archetipi. L’archetipo rappresenta il genotipo 

virale prevalente nella popolazione umana derivante dalla co-evoluzione con l’ospite. L’ipotesi è 

che dalle sequenze archetipo presenti in un individuo si originano, per fenomeni di riarrangiamento 

genico, le sequenze ricombinanti a causa dell’ipervariabilità della regione, allo scopo di adattarsi 

alle condizioni presenti nell’ospite13. 

All’interno della regione TCR di BKV e JCV sono stati osservati siti di legame per fattori 

trascrizionali14,15 (Figura 3), quali: 

- Sp1: proteina implicata nella differenziazione cellulare; sembra avere un ruolo nel 

mantenere libere da metilazione le isole CpG, mantenendo attiva la trascrizione. 

- Nuclear Factor-1 (NF1): media le reazioni infiammatorie e immunologiche in risposta a 

diversi stimoli; mutazioni in questo sito hanno mostrato avere conseguenze nella 

trascrizione dei geni tardivi. 

- Large T: agisce con un meccanismo di controllo negativo, inibendo l’attività del 

promotore precoce e bloccando la sua stessa espressione. 

- Purα: proteina implicata nel controllo della replicazione e della trascrizione del DNA, 

agisce promuovendo l’espressione delle proteine precoci; inibita da Large T. 

- Altri fattori di trascrizione che si legano alla regione TCR sono: GM-CSF 

(granulocyte/macrophage-colony stimulating factor), PEA3, AP1. 

La regione TCR sembra essere determinante per la trascrizione cellulo-specifica del DNA 

virale, infatti è stato osservato che le regioni promotrici presenti nella TCR di JCV aumentano 

notevolmente la trascrizione nelle cellule gliali rispetto alle cellule non gliali in coltura, 

probabilmente anche grazie alla presenza in questi tipi di cellule di fattori di trascrizione più 

specifici per le sequenze regolatrici14. Risulta evidente quindi che significative mutazioni 

(come ad es. grosse delezioni, inserzioni o duplicazioni genomiche) possano, almeno 
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teoricamente, modificare la capacità replicativa virale, l’infettività, il tropismo cellulare od 

anche gli effetti patogeni di tali virus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analogamente alla regione TCR, si suppone che anche mutazioni aminoacidiche nella 

sequenza proteica di VP1 potrebbero influenzare la capacità del virus di infettare con diverso 

tropismo le cellule bersaglio16; per questo motivo nell’ultimo decennio un certo numero di studi si è 

proposto di analizzare e di caratterizzare in dettaglio la struttura della proteina VP1, le proteine 

bersaglio presenti sulla cellula e il sito di legame con tali proteine17,18. Le prime conoscenze 

riguardanti la funzione di VP1 sono relative a SV40, il quale è stato osservato essere in grado di 

riconoscere le proteine del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC), presenti sulle cellule 

bersaglio. Successive analisi sui Polyomavirus umani hanno però evidenziato che VP1 di BKV e 

JCV non lega le molecole MHC, ma presenta un legame selettivo con oligosaccaridi leganti all’N-

terminale una molecola di acido sialico18,19.  

La proteina VP1 è costituita da 362 aminoacidi, tradotti da una sequenze di circa 1086 

nucleotidi presenti nella regione tardiva del genoma, e viene suddivisa in 5 loops: BC, DE, EF, GH 

e HI (Figura 4). La struttura terziaria di ogni monomero forma un “barile” β composto da filamenti 

β antiparalleli tra i quali si posizionano 310-eliche e α-eliche. Nella regione C-terminale il loop DE 

FIGURA 3 
 
Rappresentazione schematica della regione regolatoria (TCR) BKV. 
I numeri nelle parentesi indicano il numero di paia di basi presenti in ogni blocco. I nucleotidi 
polimorfici sono colorati in blu. I siti di legame con fattori di trascrizione sono segnati sopra 
la sequenza. 
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si inserisce in profondità nel monomero VP1 adiacente consentendo il legame con gli altri 

monomeri, formando infine un pentamero. La struttura capsidica viene completata attraverso l’N-

terminale di ogni monomero che si inserisce in un pentamero adiacente, stabilizzando così la 

struttura del capside virale (Figura 5 A e B)20. 

 

FIGURA 4 
 
Sequenza regione VP1 con struttura secondaria determinata in relazione alla formazione dei 
legami idrogeno e le principali conformazioni di catena. 
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FIGURA 6 
 
Superficie di legame della proteina VP1 in cui si lega la molecola di acido sialico (in 
giallo). 

A 

FIGURA 5 
 

A- modello di legame tra i pentameri. I: pentamero libero; II: un braccio C-
terminale (blu) invade il pentamero adiacente e si lega all’N-terminale (rosso); 
III: legame stabile tra due pentameri; IV: rappresentazione del legame stabile 
illustrato schematicamente al punto III. 

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

B 
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Studi in vitro utilizzando cellule Vero hanno dimostrato l’interazione tra VP1 e gangliosidi 

a cui è legata in posizione N-terminale una o più molecole di acido sialico. Low et al.21 hanno 

recentemente condotto uno studio trattando le cellule con neuroamidasi, un inibitore dell’acido 

sialico, e incubandole con BKV: il virus non era in grado di infettare le cellule. Successive analisi 

hanno confermato il legame tra la proteina VP1 e acido sialico e hanno permesso di identificare due 

particolare gangliosidi interessati nel legame: GD1b e GT1b. Un terzo ganglioside preso in 

considerazione, GM1,  ha portato infezione se incubato con SV40 ma non con BKV, indicando che 

l’acido sialico legato in posizione α2-8, mancante in GM1 ma presente in GD1b e GT1b, è 

essenziale per il legame con VP1. Il modello ad alta risoluzione proposto da Stehle et al.20 ha 

mostrato che la superficie di legame di VP1 consiste in una tasca piana formata dai loop di foglietti 

β, nella quale si inserisce la molecola di acido sialico (Figura 6). 

La sequenza aminoacidica di BKV interessata nel legare il ligando è compresa nella regione 

tra l’aminoacido 61 e l’aminoacido 83. Jin et al.22 hanno analizzato la sequenza nucleotidica di 69 

bp codificante per questa regione, individuando polimorfismi nucleotidici caratteristici, che hanno 

permesso di classificare il virus in quattro principali gruppi sierologici, successivamente 

caratterizzati in sottotipi da Baksh et al.23:  

- GRUPPO I: Dunlop (DUN), MM, GS 

- GRUPPO II: SB 

- GRUPPO III: AS 

- GRUPPO IV: IV, MG 

BKV viene anche classificato in relazione alla sequenza della regione TCR, che mostra dei siti 

polimorfici caratteristici e conservati tra i vari genotipi24. I più rappresentati sono: 

- WW 

- WWT 

- AS 

- 128-I 

 

I Polyomavirus sono largamente diffusi nella popolazione umana, dato rappresentato da uno 

studio di Shah25 dove, analizzando la presenza di IgG anti-BKV e anti-JCV nel siero, si osserva che 

rispettivamente il 60% e 80% della popolazione mondiale risulta essere infettata da Polyomavirus.  

Le modalità attraverso cui il Polyomavirus infetta e si trasmette non sono ancora 

interamente note: la via di trasmissione principale sembra essere quella respiratoria 26,27 , anche se 

sono possibili altre modalità quale quella oro-fecale28, urinaria29 e trans-placentare30,31, quest’ultima 

è stata presa in esame in un recente studio condotto dal nostro gruppo di ricerca32: non è stata 
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osservata trasmissione verticale madre-feto durante l’ultimo trimestre di gravidanza, tuttavia 

ulteriori studi sono in corso al fine di valutare la possibile trasmissione durante tutto il corso della 

gestazione. Indipendentemente dalle modalità di trasmissione, l’infezione da Polyomavirus risulta 

quasi sempre asintomatica od oligosintomatica ed è seguita da una fase viremica nella quale virioni 

o più probabilmente frammenti genomici virali, veicolati da linfociti circolanti attraverso il torrente 

circolatorio raggiungono gli organi bersaglio. Questi ultimi sono in parte noti, in parte non noti e 

differenti per JCV (encefalo, vie escretrici urinarie) e BKV (rene, vie escretrici urinarie). Raggiunta 

la cellula bersaglio il virus si localizza sulla membrana plasmatica in modo casuale, distribuendosi o 

a piccoli gruppi di copie virali oppure in gruppi di numerosi virioni; in questa sede riconosce i 

gangliosidi leganti acido sialico e viene veicolato all’interno della cellula mediante endocitosi33. 

Sono due le vie endocitotiche con cui BKV e JCV superano la membrana plasmatica34: 

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

- BKV utilizza caveole, vescicole delle dimensioni di 50-70 nm, a forma di fiasca, presenti 

sulla superficie di molti tipi di cellule. 

Nel corso di una infiammazione matura e produttiva, le particelle virali si uniscono a formare 

aggregati tubulo-vescicolari all’interno della cellula, osservati mediante microscopia elettronica in 

continuità con il reticolo endoplasmatico rugoso e in prossimità dell’apparato di Golgi33. Il 

meccanismo mediante il quale i Polyomavirus penetrano nel nucleo ancora non è chiaro, alcuni 

studi hanno ipotizzato che i pori nucleari siano troppo piccoli per consentire il passaggio del 

virione, oppure che siano presenti degli inibitori che riducano il diametro dei pori; tuttavia, altri 

studi hanno proposto proprio il passaggio attraverso i pori nucleari come via di ingresso nel 

nucleo35,36. 

Durante la prima infezione asintomatica, successivamente all’ingresso nella cellula, i Polyomavirus 

diventano latenti negli organi bersaglio, in forma di DNA extracromosomico (episomiale) o di virus 

integrato e in questa fase sono rilevabili solo mediante metodiche di biologia molecolare37,38. 

Tuttavia, in condizioni di immunodeficienza di variabile grado (farmacologiche, indotte da infezione 

da HIV, gravidanza, deficit di immunità cellulo-mediata), il virus può andare incontro a riattivazione 

con conseguente infezione produttiva che porta alla produzione di nuova progenie virale, lisi 

cellulare e conseguente danno d’organo.  

All’inizio della riattivazione il virus trasloca nel nucleo in cui ha inizio la trascrizione dei 

geni precoci: Large-T e small-t, derivanti da uno splicing alternativo di un singolo trascritto 

primario. Large-T si lega con, e inibisce attraverso degradazione, la proteina regolatrice del ciclo 

cellulare nota come retinoblastoma (pRB) e membri della stessa famiglia quali p107 e p130. Il 

legame permette la liberazione del promotore del ciclo E2F, che consente l’ingresso nella fase S, 
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dove la cellula produce proteine utili sia per la trascrizione sia per mantenere l’infezione virale. 

Large-T ha una funzione di controllo per le fasi iniziali della replicazione virale, legandosi a 

sequenze genomiche del virus formando complessi con diverse proteine: complesso polimerasi α-

primasi; proteina A replicativa; proteina che lega DNA a singola elica. Inoltre possiede un’attività 

elicasica che permette la distensione del DNA e lo predispone per la sintesi. Nella fase tardiva, 

Large-T promuove la trascrizione dei geni tardivi e la repressione di quelli precoci. I meccanismi di 

inibizione non sono ancora pienamente conosciuti, ma quelli di attivazione si basano sul 

reclutamento di proteine cellulari. I geni tardivi VP1, VP2 e VP3, sono responsabili della formazione 

del capside, coadiuvati dalla agnoproteina. La capacità del large-T di trasformare le cellule è data da 

tre domini: dominio J, dominio legante pRB e dominio legante p53. Quest’ultimo dominio è 

responsabile del legame alla proteina, inattivandola e causando la crescita incontrollata della cellula. 

Durante l’infezione litica, l’interazione con queste proteine consente di prolungare la vita cellulare, 

per poter aumentare il numero di virioni prodotti8,14.  

L’effetto di degradazione delle proteine oncosoppressive p53 e pRB da parte di Large T 

sembra essere alla base del processo di trasformazione neoplastica proposto per alcune neoplasie 

umane39,40. 

Le patologie sicuramente causate da polyomavirus umani sono: leucoencefalopatia 

progressiva multifocale, cistiti ed uretriti emorragiche e la nefropatia da polyomavirus (PVAN)41,42. 

La PVAN consiste in una infezione litica di cellule epiteliali dei tubuli renali o delle cellule epiteliali 

della capsula di Bowman che riveste i glomeruli renali, con conseguente nefrite tubulo-interstiziale8. 

Tale patologia è causata in prevalenza da infezione-riattivazione di BKV43, anche se di recente è 

stato riportato un caso di possibile coinvolgimento di JCV44. La PVAN, esclusiva dei soggetti 

immunodepressi in corso di trapianto renale, può essere causata da una riattivazione di virus latente 

nel soggetto ricevente l’organo trapiantato o, in alternativa, da una nuova infezione veicolata 

dall’organo trapiantato. Le cause principali della riattivazione sono le terapie farmacologiche anti-

rigetto45 (in particolare mophetil-mycophenolato, ciclosporina A e prednisone), ma ci possono essere 

altri fattori di rischio come l’età avanzata (le persone anziane rispondono di più 

all’immunosoppressione), il sesso (i maschi sono più a rischio), il siero-stato (l’80% dei pazienti con 

PVAN presenta BKV nel siero prima del trapianto)8. La diagnosi di PVAN si basa su elementi 

clinici, di laboratorio e su indagini cito-istologiche effettuate su urine e biopsia renale. 

I sintomi della infezione sono aspecifici e in gran parte simili a quelli che si osservano in 

corso di rigetto acuto interstiziale mentre gli esami di laboratorio evidenziano generalmente un 

incremento aspecifico della creatinina sierica. Un importante elemento diagnostico è rappresentato 

dalla escrezione urinaria di cosiddette “decoy cells”, identificabili con esame citologico urinario 
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sotto forma di cellule con nucleo ipercromico, con inclusioni intranucleari a vetro smerigliato, 

espressione morfologica di replicazione virale46. Tale reperto, è costantemente presente nei soggetti 

con PVAN, ma è scarsamente specifico, in quanto riscontrabile anche in soggetti in cui la 

riattivazione virale avviene nelle vie escretrici  (ad es. nelle cistiti od ureteriti emorragiche) e deve 

essere associato ad una valutazione molecolare sulla presenza di viremia. Le attuali linee guida sulla 

diagnostica della PVAN prevedono poi che in caso di positività citologica alle decoy cells e 

molecolare su sangue debba essere eseguita una biopsia renale che attualmente rappresenta il gold 

standard diagnostico per questa patologia.  

In caso di PVAN, la biopsia renale evidenzia un quadro di nefrite tubulo-intersiziale (Figura 

7) (infiltrati mononucleari interstiziali, atrofia tubulare e fibrosi interstiziale) associata alla presenza 

delle tipiche inclusioni virali intranucleari, dimostrabili morfologicamente e con metodiche 

immunoistochimiche in cellule epiteliali. 

Lo sviluppo della PVAN può essere diviso in stadi8:  

� STADIO A: coinvolgimento focale midollare della cellule epiteliali del tubulo, 

inclusioni nucleari limitate 

� STADIO B: estensivo coinvolgimento del rene con alterazioni citoplasmatiche 

diffuse o multifocali, necrosi e primi segni di fibrosi 

� STADIO C: fibrosi interstiziale, i tubuli sono atrofici e appiattiti.  

 

Dai dati della letteratura emerge che l’infezione-riattivazione di BKV nei soggetti trapiantati di rene 

rappresenta un evento molto frequente (nell’ordine del 70% dei pazienti) mentre la malattia 

conclamata si osserva in una netta minoranza (2-7%)47. Tale discrepanza può dipendere da vari 

fattori, in parte legati all’ospite (età, sesso, tipo e livello di immonodepressione, fattori geografici) e 

in parte legati al virus. Tra questi ultimi di particolare rilevanza sembra essere il genotipo virale, 

quale determinato dalle caratteristiche specifiche della regione regolatoria che, come 

precedentemente detto, presiede al controllo della replicazione ed infettività virale; più recentemente 

è emerso il possibile ruolo di JCV come co-fattore coinvolto nel danno renale da Polyomavirus. 

Una seconda patologia associata ai Polyomavirus, in particolar modo BKV, è la cistite 

emorragica42, caratterizzata da ematuria dovuta a infezione emorragica della mucosa vescicale, 

accompagnata da disuria, dolore sovrapubico e minzione frequente e impellente. Poiché, come già 

precedentemente detto, i Polyomavirus si riattivano in situazioni di immunodepressione, negli 

ultimi anni diversi studi si sono incentrati nel determinare il ruolo di BKV nello sviluppo di cistite 

emorragica in pazienti sottoposti a trapianto di midollo osseo o di cellule staminali della linea 

emopoietica48,49,50. Si è osservato che BKV nei campioni di urina in pazienti trapiantati di midollo 
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osseo è presente nel 50% dei casi51 ed è stata associata a diverse manifestazioni cliniche come: 

ematuria asintomatica, cistite emorragica, stenosi ureterale, nefrite interstiziale8,52. Tra queste la 

complicazione più frequente in pazienti sottoposti a trapianto di midollo osseo è la cistite 

emorragica (10-25%) che, in rari casi, può condurre a morte53. I diversi gradi di ematuria hanno 

permesso di determinare una scala di gradazione crescente che aiuta a determinare la severità della 

cistite emorragica54: 

• grado 1: ematuria microscopica 

• grado 2: ematuria macroscopica 

• grado 3: ematuria macroscopica con presenza di coaguli 

• grado 4: grave ematuria con presenza di coaguli che causano ostruzione del tratto 

urinario 

I potenziali fattori di rischio di sviluppo di cistite emorragica che portano a riattivazione di  

BKV sono: presenza di anticorpi IgG per BKV, regime di condizionamento (intenso o intensità 

ridotta), nei casi di trapianto allogenico si ha un aumentato rischio, insorgenza di Graft Versus Host 

Disease49,55. Per valutare la possibilità di insorgenza di cistite emorragica occorre valutare la carica 

virale nei campioni di urina dei pazienti, tuttavia questo metodo diagnostico non risulta decisivo 

poiché anche pazienti senza cistite emorragica presentano viremia56. 
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FIGURA 7 
 
Biopsie renali di soggetti con nefropatia polyomavirus-associata: A,B,C) Varie tipologie di 
inclusi virali in cellule tubulari renali (frecce) e D) in cellula parietale di capsula di Bowman 
(freccia). 
Ematossilina-Eosina, Ingrandimenti originali: 250x  
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SCOPO DELLA TESI 
 

I Polyomavirus sono presenti in stato di latenza nel 90% della popolazione mondiale, ma in 

particolari condizioni di immunodepressione –quale quella farmaco-indotta in corso di trapianto di 

midollo osseo o di rene- essi si riattivano causando, in una bassa percentuale di pazienti (<10%), 

insorgenza di patologie quali la nefropatia Polyomavirus-associata e la cistite emorragica. La 

discrepanza tra frequenza di infezione e frequenza di patologia virus-indotta può essere correlata –

almeno ipoteticamente- a vari fattori, in parte legati all’ospite, in parte alla tipologia di terapie 

immunosoppressive e in parte a caratteristiche strutturali del virus stesso. Lo scopo di questa tesi è 

di investigare se specifiche mutazioni nelle regioni genomiche virali TCR e VP di BKV e JCV 

possano essere correlate ad un incremento della patogenicità virale nel determinismo sia della 

PVAN in corso di trapianto di rene, sia della cistite emorragica in corso di trapianto di midollo 

osseo. 

A tale scopo sono state caratterizzate le sequenze genomiche di TCR e VP di isolati virali  

da campioni (sangue, urine, eventuale biopsia renale) prelevati in pazienti provenienti da due 

casistiche distinte.  

Nella prima lo studio è stato condotto su una casistica di pazienti portatori di trapianto 

renale, afferenti al Centro Trapianti di rene dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria “Maggiore della 

Carità”, che hanno sviluppato PVAN, istologicamente dimostrata, e, per confronto, di pazienti con 

infezione da Polyomavirus senza PVAN (gruppo di controllo). 

Nella seconda, in collaborazione con il Dipartimento di Sanità Pubblica dell’Università “La 

Sapienza”, è stata analizzata una casistica di pazienti sottoposti a trapianto di midollo osseo con 

cistite emorragica da Polyomavirus.  

Dopo estrazione ed amplificazione della regione meglio conservata di Polyomavirus (LT), 

sono state amplificate e sequenziate le regioni genomiche virali TCR e VP di BKV e JCV. La 

frequenza e la tipologia di mutazioni di TCR e VP, e le modificazioni aminoacidiche della struttura 

proteica della VP sono state analizzate e comparate tra il gruppo di pazienti con PVAN e il gruppo 

di controllo in termini statistici, così da evidenziare eventuali differenze significative tra i due 

gruppi, anche nell’ottica di utilizzare tali informazioni ai fini di una metodologia di approccio 

diagnostico non invasivo. 
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Pubblicazione 1 
 
 

BK virus è l’agente eziologico della nefropatia Polyomavirus-associata (PVAN); su di esso 

si sono incentrati numerosi studi nel corso degli ultimi decenni, principalmente al fine di stabilire il 

suo ruolo nella patogenesi della malattia. Alcuni gruppi di ricerca hanno analizzato la regione 

regolatoria virale (TCR) riscontrando delle mutazioni in campioni prelevati da soggetti affetti da 

PVAN, giungendo alla conclusione che determinate mutazioni possono essere causa di aumentata 

patogenicità virale e quindi maggiormente associate allo sviluppo di PVAN. 

Alla luce dei risultati ottenuti in precedenti lavori del nostro gruppo di ricerca, il presente 

studio si propone di valutare su un’ampia casistica di pazienti portatori di trapianto renale, 

l’effettiva associazione tra riarrangiamenti nella regione TCR di BKV e l’insorgenza della PVAN. 

Dal 2001 al 2007 sono stati raccolti campioni di sangue e urine, prelevati durante i controlli di 

routine, e biopsie renali, di 226 pazienti portatori di trapianto renale afferenti presso il Centro 

Trapianti dell’Ospedale Maggiore di Novara. Nel corso dello studio 8 pazienti hanno sviluppato 

PVAN (5 maschi e 3 femmine, età media 51 anni), mentre i restanti 218 pazienti (118 maschi e 100 

femmine, età media 51,6 anni) che non hanno sviluppato la patologia sono stati analizzati come 

gruppo controllo. Sui campioni di sangue, urina e biopsie renali è stata quindi eseguita 

amplificazione e successivo sequenziamento al fine di determinare la distribuzione dei genotipi di 

BKV e il significato patologico dei riarrangiamenti riscontrati nei diversi ceppi virali. 

I risultati delle indagini hanno mostrato presenza di riarrangiamenti genomici sia in 

campioni provenienti da pazienti PVAN sia in campioni di pazienti controllo; la maggior parte dei 

riarrangiamenti era rappresentata da sostituzioni di singole basi nucleotidiche, ma sono state 

osservate anche grosse delezioni o duplicazioni in entrambe le popolazioni. Questi dati 

suggeriscono che i riarrangiamenti della regione TCR possano essere eventi casuali, non correlati 

con un incremento della virulenza o patogenicità virale. L’unico dato di un certo rilievo statistico è 

risultato la maggiore prevalenza di BKV WWT nei pazienti con PVAN rispetto al gruppo di 

controllo, suggerendo una possibile correlazione tra questo genotipo e sviluppo della patologia. 

Tuttavia anche questo dato necessita di ulteriori conferme, in considerazione del basso numero di 

pazienti con PVAN inclusi in questo studio. 
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Pubblicazione 2 
 

La regione tardiva del genoma virale dei Polyomavirus codifica per le proteine capsidiche 

VP1, VP2 e VP3; di queste solo VP1 è coinvolta nel riconoscimento dell’antigene. La sequenza 

genomica della regione compresa tra il nucleotide 1744-1812 di BKV, codificante per la porzione di 

VP1 coinvolta nel riconoscimento antigenico, viene utilizzata per definire il genotipo (I, II, III, IV) 

e il sottotipo (DUN, PT, MM, GS, SB, AS, IV, MG) del virus. I genotipi sono geograficamente 

distribuiti, ma possono essere osservate differenze anche tra pazienti trapiantati di rene e pazienti 

sottoposti a trapianto di midollo osseo. 

Lo scopo del presente lavoro è di valutare la distribuzione dei genotipi e sottotipi di BKV, 

classificati in relazione alla proteina VP1, in pazienti portatori di trapianto renale che hanno e non 

hanno sviluppato PVAN, e di analizzare eventuali mutazioni genomiche che portano a un 

cambiamento amminoacidico, eventualmente correlato a una maggiore patogenicità virale o a una 

maggiore capacità del virus di riconoscere la cellula bersaglio presentante l’antigene. È stata quindi 

analizzata la sequenza compresa tra i nucleotidi 1744 e 1812, che codifica per la sequenza 

aminoacidica dall’aminoacido 61 all’83 coinvolta nel legame virus-antigene. 

La casistica dei pazienti del presente lavoro è la medesima della precedente pubblicazione: 

226 pazienti portatori di trapianto renale di cui 8 hanno sviluppato nefropatia Polyomavirus-

associata (PVAN) nel corso dello studio, mentre i restanti 218 che non hanno presentato insorgenza 

di malattia sono stati analizzati come pazienti controllo. Sono stati raccolti campioni di urina, 

sangue periferico e biopsie renali, durante i controlli di routine. 

L’analisi di distribuzione dei genotipi ha mostrato una prevalenza del sottotipo MM 

(genotipo I) nel gruppo controllo, mentre nei pazienti PVAN non sono stati osservati i sottotipi SB e 

AS (genotipo II e III rispettivamente). I dati ottenuti inoltre sembrano mostrare una maggiore 

frequenza di mutazioni in singole basi nucleotidiche nei campioni dei pazienti con PVAN, ciò 

nonostante cambiamenti aminoacidici abbiano presentato una distribuzione casuale in entrambi i 

gruppi.  

Come dato osservazionale va infine sottolineato che un paziente ha mostrato una mutazione 

al residuo 75 in tutti i campioni di biopsia renale che mostravano progressione di malattia; ciò 

potrebbe suggerire una possibile correlazione tra una specifica mutazione aminoacidica e la 

progressione di PVAN. 
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Pubblicazione 3 
 

È stato stimato che il 50% dei pazienti sottoposti a trapianto di midollo osseo presentano 

infezione da BKV, e diversi studi hanno dimostrato che la presenza di tale virus può essere 

associata ad insorgenza di cistite emorragica. 

Il seguente lavoro, condotto in collaborazione con il laboratorio di Microbiologia del 

Diaprtimento di Scienze di Sanità Pubblica dell’Università “La Sapienza” di Roma, si pone lo 

scopo di valutare, in sette pazienti sottoposti a trapianto di midollo osseo e affetti da cistite 

emorragica, la presenza dei Polyomavirus BKV e JCV, determinando il titolo virale e i genotipi 

presenti. Inoltre sono stati ricercati, tramite sequenziamento diretto, eventuali riarrangiamenti 

genomici nella regione regolatoria virale e nella regione codificante la proteina VP1, ed è stata 

valutata la possibile associazione di tali riarrangiamenti con una aumentata patogenicità virale.  

Dei sette pazienti analizzati, quattro hanno mostrato infezione da BKV, due presenza di 

coinfezione BKV-JCV e un solo paziente è risultato positivo per il solo JCV. Dati quantitativi 

hanno mostrato che in campioni consecutivi di pazienti coinfetti, l’aumento della carica virale di un 

virus corrispondeva alla diminuzione dell’altro, questo sembrerebbe indicare un ruolo di entrambi i 

virus nello sviluppo della cistite emorragica. L’analisi dei genotipi ha confermato quanto già 

presente in letteratura: BKV genotipo I è il più frequente nei campioni di urina di soggetti sottoposti 

a trapianto di midollo osseo e affetti da cistite emorragica, mentre JCV genotipo I, osservato sia da 

solo sia in associazione con infezione da BKV in tutti i pazienti della nostra casistica, è il più 

comunemente distribuito in Italia. 

La ricerca di mutazioni nelle sequenze genomiche TCR e VP1 non ha mostrato presenza di 

riarrangiamenti o di sostituzioni di basi nucleotidiche, pertanto sembra non esserci nessuna 

associazione tra mutazione e insorgenza di cistite emorragica.  

Infine, la identificazione di infezione da JCV in un paziente con cistite emorragica 

suggerirebbe un coinvolgimento anche di questo virus nell’insorgenza di questa patologia.  
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CONCLUSIONI 
 
 

Gli studi condotti dai nostri gruppi di ricerca non hanno sostanzialmente evidenziato un 

ruolo prioritario di specifiche mutazioni genomiche né della regione regolatoria virale né di quella 

capsidica di BKV nel determinare, in pazienti portatori di trapianto di rene, un sostanziale 

incremento della potogenicità virale. Rimangono quindi aperti gli interrogativi iniziali in ordine alle 

vere motivazioni che portano ad un danno renale virus-indotto in una frazione relativamente bassa 

di pazienti con infezione latente o replicativi da BKV. E’ anche possibile che ciò sia in parte legato 

all’analisi di una casistica tutto sommato limitata di pazienti affetti da nefropatia BKV correlata,  o 

che in alternativa vi siano altre cause –non strettamente virus-correlate- di maggiore suscettibilità 

individuale ad una infezione virale che causi danno d’organo. 

 

Analogamente, l’investigazione circa il possibile ruolo di JCV nel determinismo del danno 

vescicale (cistite emorragica) in soggetti portatori di trapianto di midollo osseo non ha 

sostanzialmente condotto a risultati definitivi. Dei sette casi analizzati, quattro hanno evidenziato 

una esclusiva infezione da BKV, due una coinfezione JCV-BKV e uno solo una infezione da JCV. 

In nessun caso i dati di analisi di sequenza delle regioni TCR e VP, né i dati quantitativi sembrano 

correlarsi in alcun modo ad una maggiore virulenza di BKV o JCV. Tuttavia la segnalazione, solo 

occasionalmente riportata in letteratura, di un caso di cistite emorragica da JCV suggerisce anche 

per questo argomento un ampliamento della casistica a conferma di un risultato per ora provvisorio. 
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