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RIASSUNTO

Sono descritti un procedimento di saggio in vi-
tro per la rilevazione di anticorpi diretti contro
il virus polioma delle cellule di Merkel (MCPyV) in
un campione di un fluido biologico di un soggetto
sospettato di essere infettato da MCPyV, ed il re-
lativo kit. Il procedimento e il kit
dell’invenzione si basano sull’impiego come agente
di cattura di uno o piu peptidi isolati caratteri-
stici del wvirus polioma delle cellule di Merkel
(MCPyV), che non danno reazione crociata con altri

virus Polioma.
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DESCRIZIONE

La presente 1invenzione rientra nel settore
dell’ immunodiagnostica.

Piu in particolare, la presente invenzione ri-
guarda un saggio immunologico, preferibilmente del
tipo ELISA indiretto, per 1l’identificazione della
presenza di anticorpi contro il virus polioma delle
cellule di Merkel (MCPyV) in un campione di fluido
biologico di un soggetto preferibilmente umano.

I1 virus polioma delle cellule di Merkel é& uno
dei 14 virus polioma wumani ad oggi conosciuti
(1,2). Il suo genoma e stato identificato, nel

2008, integrato nel DNA cellulare di un carcinoma



delle cellule di Merkel (MCC), un raro tumore umano
della pelle (3). MCPyV, come gli altri virus polio-
ma umani, ad esempio BKPyV e JCPyV, & ubiquitario,
cioé ampiamente diffuso nella popolazione umana
(1,2). I wvirus polioma, in genere, non causano ma-
lattie in soggetti sani e, sebbene diversi wvirus
siano associati a malattie negli ospiti immunocom-—
promessi, MCPyV é& 1l’unico direttamente associato al
cancro (3). Infatti, MCPyV & stato classificato
dalla WHO/IARC come probabilmente cancerogeno per
1'uomo (gruppo 2A7A) (1,2)

Il carcinoma delle cellule di Merkel (MCC),
sebbene sia un tumore raro della pelle & molto ag-
gressivo. MCC presenta un alto tasso di mortalita,
circa 46% in 5 anni (3). Ha un'incidenza di 1/~3
milioni di casi all’anno in Europa. Tale tumore &
comune tra soggetti bianchi ed anziani (>60 anni)
con un eccesso di esposizione ai raggi UV. Il virus
oncogeno a DNA, MCPyV, e il suo agente eziologico.
Infatti, il DNA di MCPyV e presente in circa 1'80%
di tutti i MCC (3). Anticorpi anti-MCPyV sono pre-
senti in quasi il 100% di pazienti con MCC, nel 60—
80% di adulti sani e nel 35% di bambini di 1-5 anni
di eta (4). Questi dati indicano che MCPyV & ubi-

guitario. Il DNA di MCPyV e stato rilevato nello



strato leucocitario-piastrinico e in sieri di adul-
ti sani con prevalenze del 22% e 2,6% indicando che
MCPyV pud replicarsi nei soggetti sani, riattivan-
dosi dalla sua fase latente (5,6). Infatti, dopo
l'infezione primaria che avviene in eta pediatrica,
MCPyV rimane latente 1in ospiti immunocompetenti,
fino a quando un indebolimento del sistema immuni-
tario porta alla riattivazione virale, integrazione
del DNA virale nel genoma umano, con conseguente
espressione permanente delle due oncoproteine vira-
1li, gli antigeni Large T (LT) e small T (ST). Si-
milmente, e noto che una riattivazione e conseguen-—
te infezione dei wvirus polioma umani (3), inclusi
JCPyV e BKPyV, pud essere indotta da un deficit im-
munitario.

Negli ospiti immunocompromessi, il rischio
d’ insorgenza dell’MCC aumenta (7); infatti circa il
10% dei pazienti affetti da MCC mostra deficit im-—
munitari. I pazienti immunosoppressi sono anche piu
inclini a sviluppare tumori virus-—-associati, tra
cui il sarcoma di Kaposi e il linfoma di Burkitt,
associati rispettivamente agli herpesvirus HHVS8/
KSHV e EBV.

Ai fini di ricerca scientifica, alcuni gruppi,

compreso quello dei presenti inventori, hanno im-



piegato tecniche di biologia molecolare, come le
metodiche della reazione a catena della polimerasi
(PCR) sia qualitativa che quantitativa, per svelare
la presenza di sequenze di DNA di MCPyV in campioni
umani (7, 8). Tuttavia, attualmente non sono dispo-—
nibili in commercio metodi specifici, rapidi, e po-
co costosi che utilizzino tecniche immunologiche
per verificare la presenza di anticorpi contro
MCPyV nell’uomo. Infatti, le attuali tecniche immu-
nologiche riportate nella letteratura scientifica
sono basate sull’utilizzo delle “wirus-like parti-
cles” (VLPs), aggregati di VPl ricombinante di
MCPyV che si auto-assemblano in vitro (9). Le VLPs
come antigene virale vengono impiegate per la ri-
cerca di anticorpi anti-MCPyV. La produzione delle
VLPs prevede diversi e laboriosi passaggi, tra cui
la sintesi in vitro a partire da cellule di Spodop-
tera frugiperda, o altro batterio ricombinante,
1l’isolamento, la quantificazione ed infine
1"impiego con test ELISA per verificare la presenza
di anticorpi contro MCPyV (9, 10). Alternativamen-
te, studi piu recenti riportano lo sviluppo di me-
todi ELISA basati sul rilevamento multiplo di anti-
corpi denominato “Multiplex Serology” basato

sull’impiego di microsfere fluorescenti, in combi-



nazione con la glutatione S-transferasi (GST). Tali
sistemi, seppur innovativi poiché permettono il ri-
levamento contemporaneo di differenti wvirus, pre-
sentano varie limitazioni metodologiche in quanto
sono basati comunque sull’impiego delle VLPs o pro-
teine ricombinanti solubili (10, 11). Infatti, e
importante far notare che 1’utilizzo di proteine
ricombinanti VLPs potrebbe far aumentare le proba-
bilita di c¢ross—-reazione tra diversi wvirus che,
seppur differenti, presentano un certo grado di
omologia, e quindi inficiare il risultato ottenuto
(9, 10, 11).

Visto 1l’attuale stato delle conoscenze, € evi-
dente 1’ importanza di disporre di metodi di analisi
standardizzati, specifici, sensibili, rapidi, e di
basso costo che consentano di identificare in ma-
niera inequivocabile la presenza di anticorpi con-
tro MCPyV, sia nei sieri di pazienti affetti da pa-
tologie diverse, incluse le neoplasie come MCC, che
in individui sani, per esempio donatori di sangue,
di cellule staminali e di organi.

E inoltre di primario interesse la sorveglianza
immunologica per MCPyV nei pazienti trattati con
anticorpi monoclonali, come ad esempio i pazienti

affetti da sclerosi multipla e da patologie autoim-



muni, quali artrite reumatoide e spondilite anchi-
losante (7). Infatti, dati pregressi dei presenti
inventori indicano un aumento di incidenza del MCC
di circa mille volte in pazienti affetti da patolo-
gie autoimmuni in terapia con farmaci biologici,
anticorpi monoclonali. Per tale scopo, monitorare
nel tempo i 1livelli anticorpali contro MCPyV nei
sieri di tali pazienti, con un metodo standardizza-
to, sensibile, rapido, e di basso costo & di prima-
ria importanza per garantirne un outcome favorevole
(7).

Queste ed altre esigenze sono soddisfatte dalla
presente invenzione, che mette a disposizione il
procedimento immunologico e il relativo kit defini-
ti nelle annesse rivendicazioni indipendenti, ido-
nei per la rivelazione di anticorpi anti-MCPyV in
un campione di un fluido biologico di un soggetto o
paziente da analizzare.

Ulteriori caratteristiche dell’invenzione sono
identificate nelle rivendicazioni dipendenti, che
formano parte integrante della descrizione.

La presente invenzione consente di sopperire
alla mancanza di metodiche analitiche immunologiche
specifiche mediante 1'impiego di una serie di nuovi

peptidi sintetici, usati come antigeni wvirali in un



saggio immunologico, che consentono di svelare la
presenza di anticorpi contro MCPyV. In particolare,
gli inventori hanno identificato Dbrevi sequenze
peptidiche uniche in MCPyV, che rappresentano epi-
topi specifici e bersagli immunologici selettivi
per gli anticorpi presenti nei sieri e altri fluidi
di soggetti infettati da MCPyV.

Un primo oggetto della presente invenzione é
quindi un peptide isolato, corrispondente a uno
specifico epitopo o antigene di una proteina virale
capsidica 1, 2 o 3 (VPl, VP2 e VP3) del virus po-
lioma delle cellule di Merkel (MCPyV), consistente
nella sequenza amminoacidica scelta nel gruppo che
consiste di SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:2. Tale peptide
isolato & caratteristico di MCPyV, nel senso che
non da reazione crociata con altri virus polioma.

Un secondo oggetto della presente invenzione é&

un procedimento in vitro per la rivelazione di an-—
ticorpi anti-MCPyV in un campione di un fluido bio-
logico di un soggetto, comprendente le fasi di:
a) porre a contatto detto campione con un agente di
cattura comprendente uno o piu peptidi isolati di
MCPyV come definiti in precedenza (i.e. SEQ ID NO:1
e SEQ ID NO:2); e

b) rilevare la formazione di un immunocomplesso fra



un anticorpo anti-MCPyV e il suddetto agente di
cattura, in cui la formazione dell’ immunocomplesso
e indicativa della presenza di anticorpi anti-MCPyV
nel campione di fluido biologico.

In una forma di realizzazione preferita, gli
anticorpi anti-MCPyV eventualmente presenti nel
campione di fluido biologico sono anticorpi IgG e/o
IgM umani. In tal caso, la formazione
dell’ immunocomplesso & rivelata mediante 1’impiego
di un anticorpo secondario anti-uomo.

In un’altra forma di realizzazione preferita,
il fluido biologico da analizzare é& scelto dal
gruppo che consiste di siero, plasma, sangue, sali-
va, urina, o liquido cefalorachidiano. Fra di essi
e maggiormente preferito il siero.

In ancora un’altra forma di realizzazione pre-
ferita, la rilevazione dell’immunocomplesso e ef-
fettuata mediante immunoprecipitazione, immunosag-
gio (preferibilmente ELISA o RIA o saggio immunolo-
gico in fluorescenza), western blot, analisi FACS o
una tecnica immunocitochimica/immunoistochimica.
Fra di essi & maggiormente preferito un saggio ELI-
SA indiretto.

Un terzo oggetto della presente invenzione & un

kit diagnostico per la determinazione della presen-



za di anticorpi anti-MCPyV in un campione di un
fluido biologico di un soggetto, il kit comprenden-
do (i) un agente di cattura comprendente uno o piu
peptidi isolati come definiti in precedenza, e (ii)
un reagente per la rivelazione dell’ immunocomplesso
eventualmente formatosi fra gli anticorpi anti-
MCPyV e 1l’agente di cattura. Come reagente di rive-—
lazione della presenza dell’ immunocomplesso & pre-—
ferito 1’impiego di un anticorpo secondario anti-
uomo.

I1 kit diagnostico dell’invenzione pud altresi
comprendere un supporto solido di saggio, come ad
esempio una piastra ELISA.

La sezione sperimentale che segue & fornita a
scopo puramente illustrativo e non limitativo della
portata dell’invenzione come definita dalle annesse
rivendicazioni.

Sezione sperimentale

Materiali e metodi
Campioni biologici

I sieri di individui normali, maschi e femmine
di eta diversa, ci sono stati forniti da diverse
Cliniche Universitarie, Ospedali e Centri di Ricer-
ca, previa sottoscrizione del consenso informato in

accordo con la dichiarazione di Helsinki. I1 Comi-



tato Etico di Ferrara ha approvato lo studio, ID:
151078 (7).
Peptidi
Le proteine strutturali o capsidiche dei wvirus
polioma, verso le quali vengono prodotti gli anti-
corpi, sono codificate dalla regione tardiva del
genoma virale. I peptidi dell’invenzione sono stati
sintetizzati utilizzando tecniche e apparecchiature
standard (12) . I due peptidi sintetici
dell’invenzione, utilizzati come antigeni specifici
del MCPyV in un saggio immunologico per rilevare
nei sieri gli anticorpi contro MCPyV (preferibil-
mente un test ELISA indiretto), hanno le seguenti
sequenze amminoacidiche:
Peptide MCPyV-VP1 S (PEP-S) (24 amminoacidi):
NH2- NSPDLPTTSNWYTYTYDLQPKGSS —-COOH (SEQ ID NO:1)
e
Peptide MCPyV-VP2/VP3 F (PEP-F) (25 amminoacidi):
NH2- SLSPTSRLQIQSNLVNLILNSRWVE —-COOH (SEQ ID NO:2)
Le sequenze amminocacidiche dei peptidi PEP-S e
PEP-F sono localizzate all’interno delle sequenze
codificanti per i1 geni tardivi del wvirus MCPyV: le
proteine VP 1, VP 2 e VP 3 (Figura 1). Nonostante
le regioni geniche di MCPyV VPl e VP2/VP3 presenti-

no un certo grado di omologia con altri wvirus po-



lioma, tra cui JCPyV, BKPyV ed SV40, le analisi
bioinformatiche effettuate dai presenti inventori
hanno evidenziato che le regioni genomiche corri-
spondenti a PEP-S e PEP-F presentano vantaggiosa-
mente una omologia estremamente ridotta quando com-
parate con gli altri virus polioma.
Identificazione di anticorpi contro MCPyV nei sieri
umani mediante saggio immunologico ELISA indiretto
La procedura di saggio comprende diverse fasi,
come precedentemente riportato (13-15).
1. Coating. I peptidi liofilizzati sono stati di-
sciolti in Coating Buffer (Candor Bioscience GmbH -
CABRU s.a.s. Milano) 1lx fino a raggiungere la con-
centrazione di 100 pg/ml, aliquotati e sono stati
conservati a -20°C fino al momento dell’utilizzo.
Sono state utilizzate piastre da 96 pozzetti in cui
e stato fatto aderire il peptide sintetico in un
passaggio definito “coating”. I peptidi sono stati
diluiti 1:2 in Coating Buffer 1X, ottenendo una
concentrazione finale di 50 pg/ml. In ogni pozzetto
sono stati aggiunti 100 pl di peptide cosi prepara-
to mediante 1’utilizzo di una pipetta multicanale,
si e lasciata incubare la piastra al buio a 4°C per
16-18 ore in modo che il peptide aderisca corretta-

mente al fondo del pozzetto della piastra. Dopo il



periodo d’incubazione a 4°C sono state effettuati
tre lavaggi con 250 pl per pozzetto di Washing Buf-
fer (Candor Bioscience GmbH - CABRU s.a.s. Milano)
diluito 0,5x in acqua bidistillata, partendo da una
concentrazione di stock 10x. Per effettuare i la-
vaggi, volti alla rimozione del peptide in eccesso,
€ stato utilizzato un washer (Thermo Elctron Corpo-
ration, Wellwash 4 MK 2. Pobbiano, Italia).

2. Blocking. Questa fase prevede 1l’aggiunta della
Blocking Solution (Candor Bioscience GmbH - CABRU
s.a.s. Milano), in grado di completare la satura-
zione di ciascun pozzetto, nel caso vi siano aree
non coperte dal peptide. Con questa soluzione si
evita 1l’interazione tra 1l’anticorpo primario even-—
tualmente presente nei campioni di siero e la su-
perficie della piastra. Sono stati aggiunti 200 ul
di Blocking Solution in ogni pozzetto con una pi-
petta multicanale e la piastra & stata posta in in-
cubazione per 90 minuti a 37°C, al buio. In segui-
to, sono stati effettuati tre lavaggi con 250 ul di
Washing Buffer per ogni pozzetto, sempre utilizzan-—
do il washer.

3. Anticorpi primari. Una volta effettuati i 1la-

vaggi, 1 campioni di siero da saggiare sono stati

N

posti nei pozzetti corrispondenti. In questo modo e



possibile verificare la presenza di eventuali anti-
corpi contro MCPyV presenti nel siero. I sieri sono
stati diluiti 1:20 in Low Cross Buffer (Candor Bio-—
science GmbH - CABRU s.a.s. Milano, Italia); in
ogni pozzetto sono stati aliquotati 100 pl di siero
cosl diluito. Ogni campione & stato analizzato in
doppio. La piastra € qguindi stata fatta incubare a
37°C per 90 minuti al buio. In ogni esperimento e
inoltre presente un controllo positivo rappresenta-
to da siero di: (i) pazienti affetti da carcinoma
delle cellule di Merkel (MCC), risultati in prece-
denza positivi agli anticorpi IgG contro MCPyV (7);
(ii) sieri appartenenti ad individui sani risultati
in precedenza positivi agli anticorpi IgG contro
MCPyV (9). Inoltre sono stati inseriti tre control-
1li risultati negativi in esperimenti precedenti,
che vengono utilizzati per 1’identificazione del
valore-soglia (cut-off).

4. Anticorpo secondario. Sono stati effettuano tre

lavaggi con 250 pl di washing buffer per ogni poz-
zetto in modo da rimuovere il siero residuo. E sta-
to utilizzato un anticorpo secondario di capra an-—
ti-umano coniugato con perossidasi (CalbioChem, Mi-
lano), diluito 1:10.000 in Low Cross Buffer. 1In

ogni pozzetto sono stati aggiunti quindi 100 pl di



anticorpo secondario, utilizzando una pipetta mul-
ticanale. Si & lasciato incubare per 90 minuti a
temperatura ambiente al buio.

5. Rilevazione e lettura allo spettrofotometro.

Sono stati effettuati tre lavaggi con 250 pl di Wa-
shing Buffer per ogni pozzetto, in modo da rimuove-
re l’anticorpo secondario residuo. Per effettuare
una lettura allo spettrofotometro in grado di quan-—
tificare il livello di anticorpi eventualmente pre-
senti nel siero, sono stati aggiunti a ciascun poz-
zetto 100 pnl di 2,2"-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid, ABTS; Sigma,
Milano) wutilizzando una pipetta multicanale. La
piastra & stata incubata a temperatura ambiente per
45 minuti al buio. La lettura e stata effettuata
mediante uno spettrofotometro (Thermo Elctron Cor-
poration, Wellwash 4 MK 2. Pobbiano, Italia) ad una
lunghezza d’onda di 405 nm. I risultati ottenuti
sono stati analizzati, in modo da valutare
l"intervallo di densita ottica (OD) ottenuto, con-
trollando che i wvalori dei duplicati nella stessa
piastra abbiano valori paragonabili tra loro.

6. Determinazione del cut-off. Il valore di cut-

off & stato determinato come descritto in preceden-—

za (13-15). Nello specifico, il cut-off & stato de-



terminato per ogni esperimento, utilizzando le OD
dei controlli negativi inseriti in piastra. Il va-
lore-soglia e stato calcolato attraverso la media
di tre controlli negativi a cui €& stata sommata la
tripla deviazione standard (+3D). Tale procedimento
e coerente con esperimenti effettuati in precedenza
e con la letteratura internazionale (13-15). Il va-
lore del cut-off viene calcolato in ogni esperimen-—
to e varia a seconda del peptide utilizzato.

Al termine delle analisi, un campione viene
considerato positivo per MCPyV se risulta positivo
sia per il peptide MCPyV-VP1l S che per il peptide
MCPyV-VP2/VP3 F, quindi avente valori di OD supe-
riori ai wvalori soglia dei singoli esperimenti.
Risultati
Saggio di specificita di due peptidi sintetici,
PEP-S e PEP-F, impiegati come antigeni per svelare
la presenza di anticorpi anti-MCPyV nel siero umano

In un saggio ELISA indiretto sono stati esami-
nati complessivamente n=1080 campioni di siero per
valutare 1la presenza di anticorpi contro MCPyV.
Nello specifico, i campioni erano rappresentati da
sieri di individui sani (n=1.080), stratificati per
eta: <1-4 anni (n=128), da 5 a 10 anni (n=54), da

11 a 17 anni (n=124), da 18 a 30 anni (n=130), da



31 a 40 anni (n=120), da 41 a 50 anni (n=141), da
51 a 65 anni (n=157), da 66 a 70 anni (n=40), da 71
a 75 anni (n=46), da 76 a 80 anni (n=57), da 81 a
85 anni (n=47), >86 anni (n=36).
Prevalenza di anticorpi anti-MCPyV determinata con
il saggio ELISA indiretto

Con il saggio ELISA indiretto impiegante i pep-
tidi PEP-S e PEP-F sono stati considerati MCPyV-
positivi solo i sieri risultati contemporaneamente
positivi per entrambi 1 peptidi MCPyV-VP1 S e
MCPyV-VP2/VP3 F utilizzati nel test. La prevalenza
di anticorpi anti-MCPyV & risultata nel complesso
del 55.3% (597/1080). I dati di prevalenza di anti-
corpi anti-MCPyV nei sottogruppi di individui sani
stratificati per eta sono riportati in Tabella 1.
Nello specifico, la prevalenza di sieropositivita
pit bassa, 11.7% (15/128), & stata riscontrata nel
gruppo degli individui <1-4 anni. Infatti, la dif-
ferenza di prevalenza di anticorpi anti-MCPyV nel
gruppo degli individui <1-4 anni é risultata stati-
sticamente inferiore rispetto ai gruppi 5-10 anni
(48.1%, 26/54), 11-17 anni (55.6%, 69/124), 18-30
anni (63.1%, 82/130), 31-40 anni (56.7%, 68/120),
41-50 anni (64.5%, 91/141), 51-65 anni (66.2%,

104/157), 66-70 anni (62.5%, 25/40), 71-75 anni



(71.7%, 33/46), 76-80 anni (64.9%, 37/57), 81-85
anni (63.8%, 30/47), >86 anni (52.8%, 19/36)
(p<0.0001) (Tabella 1). Inoltre, & stata riscontra-
ta una prevalenza statisticamente inferiore di an-
ticorpi anti-MCPyV, 48.1%, 26/54, nel gruppo degli
individui di fascia di eta 5-10 anni in comparazio-
ne con i gruppi 41-50 anni (64.5%, 91/141), 51-65
anni (66.2%, 104/157), 71-75 anni (71.7%, 33/46)

(p<0.05) (Tabella 1).



Tabella 1. Sieroprevalenza di anticorpi anti-MCPyV

negli individui sani stratificati per eta

Numero di campioni positivi (%)

Range eta (anni) Numero Maschi VP1S VP2/3 F VP1S+VP23 F
campioni (%)

Individu giovani (<1-17 anni, n=306)

<1-4 128 57.8 24 (18.8) 27 (21.1) 15(11.7)
5-10 54 42.6 30 (55.6) 30(55.6) 26 (48.1)*
11-17 124 41.9 79 (63.7) 89 (71.8) 69 (55.6)*
Individui adulti/donatori di sangue (18-65 anni, n=548)
18-30 130 20.8 92 (70.8) 90 (69.2) 82 (63.1)*
31-40 120 36.7 79 (65.8) 72 (60) 68 (56.7)*
41-50 141 39 104 (73.8)  102(72.3) 91 (64.5)**
51-65 157 33 122 (77.7) 108 (68.8) 104 (66.2)**
Individui anziani (>66 anni, n=226)
66-70 40 525 28 (70) 26 (65) 25 (62.5)*
71-75 46 50 33(71.7)  39(848)  33(7L.7)*
76-80 57 56.1 39 (68.4) 38 (66.7) 34 (64.9)*
81-85 47 36.2 32 (68.1) 32 (68.1) 31 (63.8)*
>86 36 36.1 21(58.3) 26 (72.2) 19 (52.8)*
Totale 1080 59 683(63.2) 679(629) 599 (55.5)

*p<0.0001 vs <1-4; “p<0.05 vs 5-10.
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RIVENDICAZIONT

1. Peptide isolato del virus polioma delle cellule
di Merkel (MCPyV), consistente nella sequenza ammi-—
noacidica SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2.

2. Procedimento per la rivelazione di anticorpi
anti-MCPyV in un campione di un fluido biologico di
un soggetto, comprendente le fasi di:

a) porre a contatto detto campione con un agente di
cattura comprendente un peptide isolato consistente
nella sequenza amminocacidica SEQ ID NO.l1l o un pep-
tide isolato consistente nella sequenza amminoaci-
dica SEQ ID NO:2 o entrambi i suddetti peptidi iso-
lati; e

b) rilevare la formazione di un immunocomplesso fra
gli anticorpi anti-MCPyV e 1’'agente di cattura, in
cui la formazione dell’immunocomplesso & indicativa
della presenza di anticorpi anti-MCPyV nel campione
di fluido biologico.

3. Procedimento secondo la rivendicazione 2, in
cui 1 suddetti anticorpi anti-MCPyV sono anticorpi
IgG e/o IgM umani.

4. Procedimento secondo la rivendicazione 3, in
cui la formazione dell’immunocomplesso €& rivelata
mediante 1’impiego di un anticorpo secondario anti-

uomo .



5. Procedimento secondo una qualsiasi delle riven-—
dicazioni 2 a 4, in cui il fluido biologico & scel-
to dal gruppo che consiste di siero, plasma, san-
gue, saliva, urina, o liquido cefalorachidiano.

6. Procedimento secondo una qualsiasi delle riven-
dicazioni 2 a 5, in cui i1l soggetto & un individuo
affetto da una patologia neoplastica, un individuo
immunocompromesso, un individuo affetto da sclerosi
multipla o patologia autoimmune trattato con anti-
corpo monoclonale, oppure & un individuo sano.

7. Procedimento secondo la rivendicazione 6, in
cui la patologia neoplastica € il carcinoma delle
cellule di Merkel (MCC).

8. Procedimento secondo una qualsiasi delle riven-
dicazioni 2 a 7, in cui 1’ immunocomplesso & rileva-
to mediante immunoprecipitazione; immunosaggio,
preferibilmente ELISA o RIA o saggio immunologico
in fluorescenza; western blot; analisi FACS; oppure
una tecnica immunocitochimica/immunoistochimica.

9. Procedimento secondo la rivendicazione 8, che e
un saggio immunologico del tipo ELISA indiretto.
10. Kit diagnostico per la determinazione della
presenza di anticorpi anti-MCPyV in un campione di
un fluido biologico di un soggetto sospettato di

essere infettato da MCPyV, comprendente:



— un agente di cattura comprendente un peptide iso-
lato consistente nella sequenza amminoacidica SEQ
ID NO.l1l o un peptide isolato consistente nella se-
quenza amminoacidica SEQ ID NO:2 o entrambi i sud-
detti peptidi isolati, e

— un reagente per rilevare la formazione di un im-
munocomplesso fra gli anticorpi anti-MCPyV e il
suddetto agente di cattura.

11. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 10,
comprendente un anticorpo secondario anti-uomo come
reagente di rivelazione dell’ immunocomplesso.

12. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 10 o
11, comprendente una piastra ELISA come supporto

solido di saggio.
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Reference is made to the following documents:

D1: Tolstov et al, 2009. Int J of Canc, 125(6), 1250-1256 [XP055804101]
D2: Cason et al, 2018. J NeuroVir, 24, 314-322 [XP036521696]

D3: WO2009079481

D4: US2011182901 also the full length sequences (consisting)

1.1
1.2

1.3

1.4

2.2

2.3
2.4

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

The subject-matter of claims is 2-12 not novel

D1 (abstract ; pg 1250, col 2, para 1-2 ; pg 1251, col 1, last para ; Fig 1-2)
discloses serological detection of antibodies against Merkel cell polyoma
(MCPyV). The method involves incubation of the sample with a capture agent
comprising VP1 and VP2 (i.e. comprising peptide of SEQ ID 1 and SQ ID 2) and
detecting the antibodies present in serum samples using labeled anti-human
antibodies. This document anticipates the subject-matter of claims 2-12.

D2 (abstract ; pg 315, col 2, para 2) discloses a method for detection of
antibodies to VP1 of Merkel Cell polyoma virus in blood samples of patients
using MCPyV344VP1 as a detection antigen (i.e. comprising peptide of SEQ ID
1). This document anticipates the subject-matter of claims 2-3, 5-6, 8, 10.

D3 (claim 8-9, 11-12 ; para 8, 10, 15-16, 74-75, 78, 91) discloses the use of
MCYV polypeptides (e.g. VP1, VP2 or VP3) for detection of antibodies to MCPyV
(herein also called MCV). This document anticipates the subject-matter of
claims 2-3, 5-6, 8, 10.

The subject-matter of claim 1 is novel, but does not involve an inventive step.

All of the documents cited above disclose the polypeptide VP1 and VP2. They
constitute equally valid closest prior art documents, as they address the
problem of detection of anti-MCPyV antibodies in patient samples.

The subject-matter of claim 1 differs in that it concerns a fragment of said
polypeptide.

The effect is that Merkel cell polyomavirus infection can be detected.

The objective technical problem can thus be formulated as the provision of a
fragment of VP1 or VP2 for detection of antibodies against MCPyV.

Form 1T237-3 (separate sheet) (July 2008) (sheet 1)
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2.5

2.6

The solution, as identified by the difference above, does not involve an inventive
step for the following reasons:

The skilled person starting from e.g. D1, D2 or D3 knows that these proteins are
suitable for serological detection of MCPyV infection with no cross-reaction due
to low polyomavirus homology (e.g. D3: para 75, 158). This view is corroborated
by D4 (para 135) which also indicates that the VP1 capsid protein has
significant differences in corresponding region in other human polyomaviruses.
The skilled person will thus with a reasonable expectation of success use
fragments of VP1, VP2 or VP3 thereby arriving at subject-matter falling within
the scope of claim 1 without exercising inventive skill. No technical prejudice
had to be overcome an no surprising advantages are shown,

The claims are industrially applicable.
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Procedimento di esame — replica a rilievo ministeriale

Con riferimento alla domanda di brevetto citata in oggetto si risponde con la
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1. Rispetto del termine
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sottopongono all’attenzione dellEsaminatore una descrizione e delle rivendicazioni
modificate, in sostituzione della descrizione e delle rivendicazioni originariamente depositate.

[l Richiedente formula pertanto istanza per rettificare la descrizione e le
rivendicazioni sostituendo il testo della descrizione e delle rivendicazioni originariamente
depositato con il testo modificato unito in allegato.

Si allega altresi una stesura modificata della descrizione e delle rivendicazioni ove
le modifiche apportate sono chiaramente evidenziate.

Si confida nell’'accoglimento della presente istanza.

3. Emendamenti

Gli emendamenti riguardano innanzitutto I'originaria rivendicazione 2, che & stata
limitata alla forma di realizzazione del procedimento dell'invenzione secondo la quale gli
anticorpi anti-MCPyV eventualmente presenti nel campione biologico del paziente da
esaminare vengono rilevati mediante I'ausilio di entrambi i peptidi descritti nella domanda di
brevetto, uno derivato alla proteina VP1 di MCPyV e l'altro derivato dalla proteina VP2 di
MCPyV. Tali peptidi sono definiti nelle rivendicazioni come “consistenti” nelle rispettive
sequenze aminoacidiche (SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:2). Nella descrizione essi sono
chiamati rispettivamente “PEP-S” e “PEP-F” (v. pag. 10).

In maniera analoga, anche loriginaria rivendicazione 10, che riguarda un kit
diagnostico per 'attuazione del suddetto procedimento di rilevazione di anticorpi anti-MCPyV
a fini diagnostivi, & stato limitato alla forma di realizzazione secondo la quale, come agenti di
cattura, vengono utilizzati i due peptidi PEP-S e PEP-F sopra menzionati (cioé i peptidi
consistenti rispettivamente nelle sequenze SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:2).

La rivendicazione 1, che riguardava il peptide PEP-S (SEQ ID NO:1) o il peptide
PEP-F (SEQ ID NO:2) in quanto tali, € stata cancellata. Conseguentemente, tutte le restanti
rivendicazioni e le loro dipendenze sono state rinumerate.

La descrizione e il riassunto della domanda di brevetto sono stati anch’essi
modificati in conformita con le rivendicazioni emendate.

Le modifiche apportate a rivendicazioni, descrizione e riassunto non comportano
aggiunta di materia rispetto al contenuto della domanda iniziale.

4. Novita, attivita inventiva ed applicazione industriale dell'invenzione

L’opinione di brevettabilita allegata al rapporto di ricerca emesso da codesto Ufficio
riconosceva la sussistenza del requisito della novita per l'originaria rivendicazione 1, ma
negava la sussistenza del requisito dell’altezza inventiva per tutte le rivendicazioni 1-12.
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Come indicato nella sezione precedente, le rivendicazioni della presente domanda
di brevetto sono ora state limitate ad una specifica forma di realizzazione che prevede
I'impiego combinato dei due peptidi PEP-S e PEP-F come agenti di cattura.

Nessuna delle anteriorita citate nel rapporto di ricerca in relazione alla novita (ossia
le anteriorita D1, D2 e D3) descrive un saggio per la rilevazione di anticorpi anti- MCPyV che
impieghi la combinazione di due peptidi del virus MCPy, uno derivato dalla proteina VP1 e
I'altro derivato dalla proteina VP2/VP3. Inoltre, nessuna delle anteriorita citate descrive la
specifica sequenza di PEP-S né di PEP-F.

Pertanto, le rivendicazioni della presente domanda di brevetto, cosi come ora
emendate, sono evidentemente nuove a fronte delle anteriorita D1, D2 e D3.

Per cid che concerne l'altezza inventiva, si concorda innanzitutto con I'esaminatore
riguardo allimpiego del cosiddetto “technical problem-solution approach”. Avendo proceduto
a modificare le rivendicazioni, appare evidente che anche la definizione del problema
tecnico, che rappresenta una fase cruciale nel’ambito del suddetto approccio, deve essere
ora modificata.

Considerando D1 come la tecnica nota piu vicina (perché presenta il maggior
numero di caratteristiche tecniche in comune con la presente invenzione, nonché la stessa
finalita), il procedimento della rivendicazione 1 (ex rivendicazione 2) differisce da D1 non
solo nelluso di polipeptidi specifici delle proteine VP1 e VP2/VP3 del virus polioma delle
cellule di Merkel (MCPyV), cioé i peptidi PEP-S e PEP-F, ma anche nel fatto che detti
polipeptidi vengono utilizzati in combinazione I'uno con l'altro.

L’effetto tecnico complessivo di queste differenze € il miglioramento della specificita
del saggio. Entrambe le caratteristiche distintive sopra identificate contribuiscono a questo
miglioramento.

Si nota innanzitutto che i peptidi PEP-S e PEP-F consistono in brevi sequenze
peptidiche uniche in MCPyV, che rappresentano epitopi specifici e bersagli immunologici
selettivi per gli anticorpi presenti nei sieri e altri fluidi di soggetti infettati da MCPyV (v. primo
paragrafo di pag. 7 della domanda di brevetto). Tali peptidi sono stati identificati dai presenti
inventori tramite lo studio delle regioni genomiche ad essi corrispondenti, che,
sorprendentemente, presentano un minor grado di omologia con quelle degli altri
poliomavirus (v. paragrafo a cavallo delle pag. 10 e 11 della domanda di brevetto). Non vi &
nulla nelle anteriorita citate nel rapporto di ricerca che avrebbe orientato la persona esperta
del settore all’identificazione di questi specifiche regioni delle proteine VP1 e VP2/VP3, che
presentano un minor grado di omologia con le corrispondenti regioni degli altri poliomavirus.

In aggiunta, I'impiego della combinazione dei due peptidi PEP-S e PEP-F é
un’ulteriore caratteristica che consente di incrementare la specificita del saggio. Cio si evince
chiaramente dalla Tabella 1 della domanda di brevetto, in cui viene mostrato il confronto fra i
risultati di sieroprevalenza ottenuti utilizzando i peptidi PEP-S e PEP-F separatamente o in
combinazione I'uno con l'altro. La tabella mostra che la combinazione dei due peptidi porta
allidentificazione di una % significativamente inferiore di campioni positivi, il che € indicativo
di una maggiore specificita del saggio.
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Alla luce di quanto sopra illustrato, si ritiene che il procedimento e il kit che formano
oggetto delle rivendicazioni 1-11 come ora emendate, e che sono basati sull'uso dei peptidi
PEP-S e PEP-F in combinazione I'uno con l'altro, non siano derivabili in modio ovvio dallo
stato della tecnica e siano quindi dotati di altezza inventiva.

5. Richiesta

Si richiede rispettosamente a codesto Ufficio di riconsiderare le obiezioni espresse
nell'opinione di brevettabilita allegata al rapporto di ricerca e di voler concedere il brevetto,
accogliendo la contestuale istanza di rettifica della domanda.

Con osservanza.

Per incarico di: UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI FERRARA

[l Mandatario
Elena Comoglio

(iscrizione all’Albo n. 1116B)
c/o JACOBACCI & PARTNERS

- descrizione modificata

- rivendicazioni modificate

- riassunto modificato

- descrizione con modifiche evidenziate

- rivendicazioni con modifiche evidenziate
- riassunto con modifiche evidenziate
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RIASSUNTO

Sono descritti un procedimento di saggio in vi-
tro per la rilevazione di anticorpi diretti contro
il virus polioma delle cellule di Merkel (MCPyV) in
un campione di un fluido biologico di un soggetto
sospettato di essere infettato da MCPyV ed il rela-
tivo kit. Il procedimento e il kit dell’invenzione
si basano sull’impiego come agente di cattura di
due peptidi isolati caratteristici del wvirus polio-
ma delle cellule di Merkel (MCPyV), che non danno

reazione crociata con altri virus Polioma.
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Descrizione dell’invenzione industriale dal titolo:

“Immunosaggio per 1’identificazione di anticorpi
contro il wvirus polioma delle cellule di Merkel
(MCPyV) mediante 1’uso di peptidi sintetici”

Di: Universita degli Studi di Ferrara, nazionalita
italiana, Via Ariosto 35, 44121 Ferrara (Italia).
Inventori designati: MARTINI, Fernanda; ROTONDO,
John Charles; MAZZONI, Elisa; TORREGGIANI, Elena;
MAZZIOTTA, Chiara; LANZILLOTTI, Carmen; TOGNON,
Mauro.

Depositata il:

DESCRIZIONE

La ©presente invenzione rientra nel settore
dell’ immunodiagnostica.

Pit in particolare, la presente invenzione ri-
guarda un saggio immunologico, preferibilmente del
tipo ELISA indiretto, per 1l’identificazione della
presenza di anticorpi contro il virus polioma delle
cellule di Merkel (MCPyV) in un campione di fluido
biologico di un soggetto preferibilmente umano.

I1 virus polioma delle cellule di Merkel & uno
dei 14 wvirus polioma umani ad oggi conosciuti
(1,2). I1 suo genoma €& stato identificato, nel

2008, integrato nel DNA cellulare di un carcinoma



delle cellule di Merkel (MCC), un raro tumore umano
della pelle (3). MCPyV, come gli altri virus polio-
ma umani, ad esempio BKPyV e JCPyV, e ubiquitario,
cioe ampiamente diffuso nella popolazione umana
(1,2). I virus polioma, in genere, non causano ma-
lattie in soggetti sani e, sebbene diversi virus
siano associati a malattie negli ospiti immunocom-
promessi, MCPyV & l’unico direttamente associato al
cancro (3). Infatti, MCPyV e stato classificato
dalla WHO/IARC come probabilmente cancerogeno per
1'uomo (gruppo 2A) (1,2)

I1 carcinoma delle cellule di Merkel (MCC),
sebbene sia un tumore raro della pelle & molto ag-
gressivo. MCC presenta un alto tasso di mortalita,
circa 46% in 5 anni (3). Ha un'incidenza di 1/~3
milioni di casi all’anno in Europa. Tale tumore e
comune tra soggetti bianchi ed anziani (>60 anni)
con un eccesso di esposizione ai raggi UV. Il virus
oncogeno a DNA, MCPyV, e il suo agente eziologico.
Infatti, il DNA di MCPyV e presente in circa 1'80%
di tutti i1 MCC (3). Anticorpi anti-MCPyV sono pre-
senti in quasi il 100% di pazienti con MCC, nel 60-
80% di adulti sani e nel 35% di bambini di 1-5 anni
di eta (4). Questi dati indicano che MCPyV & ubi-

quitario. Il DNA di MCPyV é& stato rilevato nello



strato leucocitario-piastrinico e in sieri di adul-
ti sani con prevalenze del 22% e 2,6% indicando che
MCPyV pud replicarsi nei soggetti sani, riattivan-
dosi dalla sua fase latente (5,6). Infatti, dopo
l'infezione primaria che avviene in eta pediatrica,
MCPyV rimane latente in ospiti immunocompetenti,
fino a quando un indebolimento del sistema immuni-
tario porta alla riattivazione wvirale, integrazione
del DNA virale nel genoma umano, con conseguente
espressione permanente delle due oncoproteine vira-
1li, gli antigeni Large T (LT) e small T (ST). Si-
milmente, & noto che una riattivazione e conseguen-
te infezione dei virus polioma umani (3), inclusi
JCPyV e BKPyV, pud essere indotta da un deficit im-
munitario.

Negli ospiti immunocompromessi, il rischio
d’insorgenza dell’MCC aumenta (7); infatti circa il
10% dei pazienti affetti da MCC mostra deficit im-
munitari. I pazienti immunosoppressi sono anche piu
inclini a sviluppare tumori wvirus-associati, tra
cui il sarcoma di Kaposi e il linfoma di Burkitt,
associati rispettivamente agli herpesvirus HHV8/
KSHV e EBV.

Ai fini di ricerca scientifica, alcuni gruppi,

compreso quello dei presenti inventori, hanno im-



piegato tecniche di biologia molecolare, come le
metodiche della reazione a catena della polimerasi
(PCR) sia qualitativa che quantitativa, per svelare
la presenza di sequenze di DNA di MCPyV in campioni
umani (7, 8). Tuttavia, attualmente non sono dispo-
nibili in commercio metodi specifici, rapidi, e po-
co costosi che wutilizzino tecniche immunologiche
per verificare 1la presenza di anticorpi contro
MCPyV nell’uomo. Infatti, le attuali tecniche immu-
nologiche riportate nella letteratura scientifica
sono basate sull’utilizzo delle “virus-like parti-
cles” (VLPs), aggregati di VPl ricombinante di
MCPyV che si auto-assemblano in vitro (9). Le VLPs
come antigene virale wvengono impiegate per la ri-
cerca di anticorpi anti-MCPyV. La produzione delle
VLPs prevede diversi e laboriosi passaggi, tra cui
la sintesi in vitro a partire da cellule di Spodop-
tera frugiperda, o altro Dbatterio ricombinante,
l"isolamento, la quantificazione ed infine
1"impiego con test ELISA per verificare la presenza
di anticorpi contro MCPyV (9, 10). Alternativamen-
te, studi piu recenti riportano lo sviluppo di me-
todi ELISA basati sul rilevamento multiplo di anti-
corpi denominato “Multiplex Serology” basato

sull’impiego di microsfere fluorescenti, in combi-



nazione con la glutatione S-transferasi (GST). Tali
sistemi, seppur innovativi poiché permettono il ri-
levamento contemporaneo di differenti virus, pre-
sentano varie limitazioni metodologiche in quanto
sono basati comunque sull’impiego delle VLPs o pro-
teine ricombinanti solubili (10, 11). Infatti, e
importante far notare che 1’utilizzo di proteine
ricombinanti VLPs potrebbe far aumentare le proba-
bilita di cross-reazione tra diversi virus che,
seppur differenti, presentano un certo grado di
omologia, e quindi inficiare il risultato ottenuto
(9, 10, 11).

Visto 1l’attuale stato delle conoscenze, & evi-
dente 1’importanza di disporre di metodi di analisi
standardizzati, specifici, sensibili, rapidi, e di
basso costo che consentano di identificare in ma-
niera inequivocabile la presenza di anticorpi con-
tro MCPyV, sia nei sieri di pazienti affetti da pa-
tologie diverse, incluse le neoplasie come MCC, che
in individui sani, per esempio donatori di sangue,
di cellule staminali e di organi.

E inoltre di primario interesse la sorveglianza
immunologica per MCPyV nei pazienti trattati con
anticorpi monoclonali, come ad esempio 1 pazienti

affetti da sclerosi multipla e da patologie autoim-



muni, quali artrite reumatoide e spondilite anchi-
losante (7). Infatti, dati pregressi deil presenti
inventori indicano un aumento di incidenza del MCC
di circa mille volte in pazienti affetti da patolo-
gie autoimmuni in terapia con farmaci biologici,
anticorpi monoclonali. Per tale scopo, monitorare
nel tempo 1 1livelli anticorpali contro MCPyV nei
sieri di tali pazienti, con un metodo standardizza-
to, sensibile, rapido, e di basso costo e di prima-
ria importanza per garantirne un outcome favorevole
(7).

Queste ed altre esigenze sono soddisfatte dalla
presente invenzione, che mette a disposizione il
procedimento immunologico e il relativo kit defini-
ti nelle annesse rivendicazioni indipendenti, ido-
nei per la rivelazione di anticorpi anti-MCPyV in
un campione di un fluido biologico di un soggetto o
paziente da analizzare.

Ulteriori caratteristiche dell’invenzione sono
identificate nelle rivendicazioni dipendenti, che
formano parte integrante della descrizione.

La presente 1invenzione consente di sopperire
alla mancanza di metodiche analitiche immunologiche
specifiche mediante 1'impiego di una serie di nuovi

peptidi sintetici, usati come antigeni virali in un



saggio immunologico, che consentono di svelare 1la
presenza di anticorpi contro MCPyV. In particolare,
gli inventori hanno identificato brevi sequenze
peptidiche uniche in MCPyV, che rappresentano epi-
topi specifici e Dbersagli immunologici selettivi
per gli anticorpi presenti nei sieri e altri fluidi
di soggetti infettati da MCPyV.

Tali peptidi corrispondono a uno specifico epi-
topo o antigene di una proteina virale capsidica 1,
2 o 3 (VP1l, VP2 e VP3) del virus polioma delle cel-
lule di Merkel (MCPyV), consistente nella sequenza
amminoacidica SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:2. Detti pep-
tidi sono caratteristici di MCPyV, nel senso che
non danno reazione crociata con altri virus polio-
ma.

Un oggetto della presente invenzione e quindi

un procedimento in vitro per la rivelazione di an-
ticorpi anti-MCPyV in un campione di un fluido bio-
logico di un soggetto, comprendente le fasi di:
a) porre a contatto detto campione di fluido biolo-
gico con un peptide PEP-S consistente nella sequen-
za amminoacidica SEQ ID NO:1 e un peptide PEP-S
consistente nella sequenza amminoacidica SEQ 1ID
NO:2 quali agenti di cattura; e

b) rilevare la formazione di un immunocomplesso fra



un anticorpo anti-MCPyV e i suddetti agenti di cat-
tura, 1in cui la formazione dell’immunocomplesso &
indicativa della presenza di anticorpi anti-MCPyV
nel campione di fluido biologico.

In una forma di realizzazione preferita, gli
anticorpi anti-MCPyV eventualmente presenti nel
campione di fluido biologico sono anticorpi IgG e/o
IgM umani. In tal caso, la formazione
dell’ immunocomplesso e rivelata mediante 1’impiego
di un anticorpo secondario anti-uomo.

In un’altra forma di realizzazione preferita,
il fluido biologico da analizzare e scelto dal
gruppo che consiste di siero, plasma, sangue, sali-
va, urina, o liquido cefalorachidiano. Fra di essi
e maggiormente preferito il siero.

In ancora un’altra forma di realizzazione pre-
ferita, la rilevazione dell’immunocomplesso & ef-
fettuata mediante immunoprecipitazione, immunosag-
gio (preferibilmente ELISA o RIA o saggio immunolo-
gico in fluorescenza), western blot, analisi FACS o
una tecnica immunocitochimica/immunoistochimica.
Fra di essi & maggiormente preferito un saggio ELI-
SA indiretto.

Un terzo oggetto della presente invenzione € un

kit diagnostico per la determinazione della presen-



za di anticorpi anti-MCPyV 1in un campione di un
fluido biologico di un soggetto, il kit comprenden-
do 1 peptidi PEP-S e PEP-F come sopra definiti come
agenti di cattura, e (ii) un reagente per la rive-
lazione dell’immunocomplesso eventualmente formato-
si fra gli anticorpi anti-MCPyV e gli agenti di
cattura. Come reagente di rivelazione della presen-
za dell’ immunocomplesso & preferito 1’impiego di un
anticorpo secondario anti-uomo.

I1 kit diagnostico dell’invenzione pud altresil
comprendere un supporto solido di saggio, come ad
esempio una piastra ELISA.

La sezione sperimentale che segue e fornita a
scopo puramente illustrativo e non limitativo della
portata dell’invenzione come definita dalle annesse
rivendicazioni.

Sezione sperimentale

Materiali e metodi
Campioni biologici

I sieri di individui normali, maschi e femmine
di eta diversa, ci sono stati forniti da diverse
Cliniche Universitarie, Ospedali e Centri di Ricer-
ca, previa sottoscrizione del consenso informato in
accordo con la dichiarazione di Helsinki. Il Comi-

tato Etico di Ferrara ha approvato lo studio, 1ID:



151078 (7).
Peptidi
Le proteine strutturali o capsidiche dei wvirus
polioma, verso le quali vengono prodotti gli anti-
corpi, sono codificate dalla regione tardiva del
genoma virale. I peptidi dell’invenzione sono stati
sintetizzati utilizzando tecniche e apparecchiature
standard (12). I due peptidi sintetici
dell’invenzione, utilizzati come antigeni specifici
del MCPyV in un saggio immunologico per rilevare
nei sieri gli anticorpi contro MCPyV (preferibil-
mente un test ELISA indiretto), hanno le seguenti
sequenze amminoacidiche:
Peptide MCPyV-VP1 S (PEP-S) (24 amminoacidi) :
NH2- NSPDLPTTSNWYTYTYDLQPKGSS —-COOH (SEQ ID NO:1)
e
Peptide MCPyV-VP2/VP3 F (PEP-F) (25 amminoacidi):
NH2- SLSPTSRLQIQSNLVNLILNSRWVF —-COOH (SEQ ID NO:2)
Le sequenze amminoacidiche dei peptidi PEP-S e
PEP-F sono localizzate all’interno delle sequenze
codificanti per i geni tardivi del wvirus MCPyV: le
proteine VP 1, VP 2 e VP 3 (Figura 1). Nonostante
le regioni geniche di MCPyV VPl e VP2/VP3 presenti-
no un certo grado di omologia con altri virus po-

lioma, tra cui JCPyV, BKPyV ed SV40, le analisi



bioinformatiche effettuate dai presenti inventori
hanno evidenziato che le regioni genomiche corri-
spondenti a PEP-S e PEP-F presentano vantaggiosa-
mente una omologia estremamente ridotta quando com-
parate con gli altri virus polioma.
Identificazione di anticorpi contro MCPyV nei sieri
umani mediante saggio immunologico ELISA indiretto
La procedura di saggio comprende diverse fasi,
come precedentemente riportato (13-15).
1. Coating. I peptidi liofilizzati sono stati di-
sciolti in Coating Buffer (Candor Bioscience GmbH -
CABRU s.a.s. Milano) 1x fino a raggiungere la con-
centrazione di 100 ug/ml, aliquotati e sono stati
conservati a -20°C fino al momento dell’utilizzo.
Sono state utilizzate piastre da 96 pozzetti in cuil
e stato fatto aderire 1l peptide sintetico in un
passaggio definito “coating”. I peptidi sono stati
diluiti 1:2 in Coating Buffer 1X, ottenendo una
concentrazione finale di 50 pg/ml. In ogni pozzetto
sono stati aggiunti 100 pl di peptide cosi prepara-
to mediante 1’utilizzo di una pipetta multicanale,
si & lasciata incubare la piastra al buio a 4°C per
16-18 ore in modo che il peptide aderisca corretta-
mente al fondo del pozzetto della piastra. Dopo il

periodo d’incubazione a 4°C sono state effettuati



tre lavaggi con 250 pl per pozzetto di Washing Buf-
fer (Candor Bioscience GmbH - CABRU s.a.s. Milano)
diluito 0,5x in acqua bidistillata, partendo da una
concentrazione di stock 10x. Per effettuare i la-
vaggi, volti alla rimozione del peptide in eccesso,
e stato utilizzato un washer (Thermo Elctron Corpo-
ration, Wellwash 4 MK 2. Pobbiano, Italia).

2. Blocking. Questa fase prevede 1’aggiunta della
Blocking Solution (Candor Bioscience GmbH - CABRU
S.a.s. Milano), in grado di completare la satura-
zione di ciascun pozzetto, nel caso vi siano aree
non coperte dal peptide. Con gquesta soluzione si
evita 1’interazione tra 1’anticorpo primario even-
tualmente presente nei campioni di siero e la su-
perficie della piastra. Sono stati aggiunti 200 pl
di Blocking Solution in ogni pozzetto con una pi-
petta multicanale e la piastra e stata posta in in-
cubazione per 90 minuti a 37°C, al buio. In segui-
to, sono stati effettuati tre lavaggi con 250 pl di
Washing Buffer per ogni pozzetto, sempre utilizzan-
do il washer.

3. Anticorpi primari. Una volta effettuati i la-

vaggi, 1 campioni di siero da saggiare sono stati
posti nei pozzetti corrispondenti. In questo modo &

possibile verificare la presenza di eventuali anti-



corpi contro MCPyV presenti nel siero. I sieri sono
stati diluiti 1:20 in Low Cross Buffer (Candor Bio-
science GmbH - CABRU s.a.s. Milano, Italia); in
ogni pozzetto sono stati aliquotati 100 pl di siero
cosi diluito. Ogni campione & stato analizzato in
doppio. La piastra e quindi stata fatta incubare a
37°C per 90 minuti al buio. In ogni esperimento &
inoltre presente un controllo positivo rappresenta-
to da siero di: (i) pazienti affetti da carcinoma
delle cellule di Merkel (MCC), risultati in prece-
denza positivi agli anticorpi IgG contro MCPyV (7);
(1i) sieri appartenenti ad individui sani risultati
in precedenza positivi agli anticorpi IgG contro
MCPyV (9). Inoltre sono stati inseriti tre control-
1li risultati negativi 1in esperimenti precedenti,
che vengono utilizzati per 1’identificazione del
valore-soglia (cut-off).

4. Anticorpo secondario. Sono stati effettuano tre

lavaggi con 250 pl di washing buffer per ogni poz-
zetto in modo da rimuovere il siero residuo. E sta-
to utilizzato un anticorpo secondario di capra an-
ti-umano coniugato con perossidasi (CalbioChem, Mi-
lano), diluito 1:10.000 in Low Cross Buffer. 1In
ogni pozzetto sono stati aggiunti quindi 100 pl di

anticorpo secondario, utilizzando una pipetta mul-



ticanale. Si e lasciato incubare per 90 minuti a
temperatura ambiente al buio.

5. Rilevazione e lettura allo spettrofotometro.

Sono stati effettuati tre lavaggi con 250 pl di Wa-
shing Buffer per ogni pozzetto, in modo da rimuove-
re l’anticorpo secondario residuo. Per effettuare
una lettura allo spettrofotometro in grado di quan-
tificare il livello di anticorpi eventualmente pre-
senti nel siero, sono stati aggiunti a ciascun poz-
zetto 100 nl di 2,2’ -Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid, ABTS; Sigma,
Milano) wutilizzando wuna pipetta multicanale. La
piastra e stata incubata a temperatura ambiente per
45 minuti al buio. La lettura e stata effettuata
mediante uno spettrofotometro (Thermo Elctron Cor-
poration, Wellwash 4 MK 2. Pobbiano, Italia) ad una
lunghezza d’onda di 405 nm. I risultati ottenuti
sono stati analizzati, in modo da valutare
1"intervallo di densita ottica (OD) ottenuto, con-
trollando che i valori dei duplicati nella stessa
piastra abbiano valori paragonabili tra loro.

6. Determinazione del cut-off. Il wvalore di cut-

off &€ stato determinato come descritto in preceden-
za (13-15). Nello specifico, 11 cut-off e stato de-

terminato per ogni esperimento, utilizzando le OD



dei controlli negativi inseriti in piastra. Il va-
lore-soglia é& stato calcolato attraverso la media
di tre controlli negativi a cui € stata sommata la
tripla deviazione standard (+3D). Tale procedimento
e coerente con esperimenti effettuati in precedenza
e con la letteratura internazionale (13-15). Il va-
lore del cut-off viene calcolato in ogni esperimen-
to e varia a seconda del peptide utilizzato.

Al termine delle analisi, un campione viene
considerato positivo per MCPyV se risulta positivo
sia per il peptide MCPyV-VP1l S che per il peptide
MCPyV-VP2/VP3 F, quindi avente valori di OD supe-
riori ai valori soglia dei singoli esperimenti.
Risultati
Saggio di specificita di due peptidi sintetici,
PEP-S e PEP-F, impiegati come antigeni per svelare
la presenza di anticorpi anti-MCPyV nel siero umano

In un saggio ELISA indiretto sono stati esami-
nati complessivamente n=1080 campioni di siero per
valutare la presenza di anticorpi contro MCPyV.
Nello specifico, i campioni erano rappresentati da
sieri di individui sani (n=1.080), stratificati per
eta: <1-4 anni (n=128), da 5 a 10 anni (n=54), da
11 a 17 anni (n=124), da 18 a 30 anni (n=130), da

31 a 40 anni (n=120), da 41 a 50 anni (n=141), da



51 a 65 anni (n=157), da 66 a 70 anni (n=40), da 71
a 75 anni (n=4¢6), da 76 a 80 anni (n=57), da 81 a
85 anni (n=47), >86 anni (n=306).
Prevalenza di anticorpi anti-MCPyV determinata con
il saggio ELISA indiretto

Con il saggio ELISA indiretto impiegante i pep-
tidi PEP-S e PEP-F sono stati considerati MCPyV-
positivi solo 1 sieri risultati contemporaneamente
positivi per entrambi 1 peptidi MCPyV-VP1 S e
MCPyV-VP2/VP3 F utilizzati nel test. La prevalenza
di anticorpi anti-MCPyV e risultata nel complesso
del 55.3% (597/1080). I dati di prevalenza di anti-
corpi anti-MCPyV nei sottogruppi di individui sani
stratificati per eta sono riportati in Tabella 1.
Nello specifico, la prevalenza di sieropositivita
piu bassa, 11.7% (15/128), e stata riscontrata nel
gruppo degli individui <1-4 anni. Infatti, la dif-
ferenza di prevalenza di anticorpi anti-MCPyV nel
gruppo degli individui <1-4 anni & risultata stati-
sticamente inferiore rispetto ai gruppi 5-10 anni
(48.1%, 26/54), 11-17 anni (55.6%, 69/124), 18-30
anni (63.1%, 82/130), 31-40 anni (56.7%, 68/120),
41-50 anni (64.5%, 91/141), 51-65 anni (66.2%,
104/157), 66-70 anni (62.5%, 25/40), 71-75 anni

(71.7%, 33/46), 76-80 anni (64.9%, 37/57), 81-85



anni (63.8%, 30/47), >86 anni (52.8%, 19/36)
(p<0.0001) (Tabella 1). Inoltre, & stata riscontra-
ta una prevalenza statisticamente inferiore di an-
ticorpi anti-MCPyV, 48.1%, 26/54, nel gruppo degli
individui di fascia di eta 5-10 anni in comparazio-
ne con i gruppi 41-50 anni (64.5%, 91/141), 51-65
anni (66.2%, 104/157), 71-75 anni (71.7%, 33/46)
(p<0.05) (Tabella 1).

Tabella 1. Sieroprevalenza di anticorpi anti-MCPyV

negli individui sani stratificati per eta

Numero di campioni positivi (%)

Range eta (anni) Numero Maschi VP1S VP23 F VP1S+VP2/3 F
campioni (%)

Individui giovani (<1-17 anni, n=306)

<1-4 128 57.8 24 (18.8) 27 (21.1) 15(11.7)
5-10 54 42.6 30 (55.6) 30 (55.0) 26 (48.1)*
11-17 124 419 79 (63.7) 89 (71.8) 69 (55.6)*
Individui adulti/donatori di sangue (18-65 anni, n=548)
18-30 130 20.8 92 (70.8) 90 (69.2) 82 (63.1)*
31-40 120 36.7 79 (65.8) 72 (60) 68 (56.7)*
41-50 141 39 104 (73.8)  102(72.3) 91 (64.5)**
51-65 157 53 122 (77.7) 108 (68.8) 104 (66.2)**
Individui anziani (=66 anni, n=226)
66-70 40 525 28(70) 26 (65) 25 (62.5)*
71-75 46 50 33 (71.7) 39 (84.8) 33 (71.7)%
76-80 57 56.1 39 (68.4) 38 (66.7) 34 (64.9)*
81-85 47 36.2 32 (68.1) 32(68.1) 31(63.8)*
>80 36 36.1 21(58.3) 26(72.2) 19 (52.8)*
Totale 1080 59 683 (63.2)  679(629) 599 (55.5)

*p<0.0001 vs <1-4; 4p<0.05 vs 5-10.



Bibliografia

WHO International Agency for Research on Cancer
Monograph Working Group. Malaria and Some Polyoma-
viruses (SV40, BK, JC, and Merkel Cell Viruses) in
IARC Monograph 104. Evaluation of carcinogenic
risks to humans, ed. WHO (Lyon, France: WHO), 169-
193, 2013.

Bouvard V, Baan RA, Grosse Y, Lauby-Secretan B, E1
Ghissassi F, Benbrahim-Tallaa L, Guha N, Straif K
et al. Carcinogenicity of malaria and of some poly-
omaviruses. WHO International Agency for Research
on Cancer Monograph Working Group. Lancet Oncol.
13(4):339-40, 2012.

Feng H, Shuda M, Chang Y, Moore PS. Clonal integra-
tion of a polyomavirus in human Merkel cell carci-
noma. Science 19, 1096-100, 2008.

Nicol JTJ et al. Age-specific seroprevalences of
merkel cell polyomavirus, human polyomaviruses 6,
7, and 9, and trichodysplasia spinulosa-associated
polyomavirus. Clin. Vaccine Immunol. 20, 363-

68.2013.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22577663/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22577663/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&term=Shuda+M&cauthor_id=18202256
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&term=Chang+Y&cauthor_id=18202256
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&term=Moore+PS&cauthor_id=18202256

10.

Mazzoni E et al. Detection of Merkel Cell Polyoma-
virus DNA in Serum Samples of Healthy Blood Donors.
Front Oncol.7, 294.2017.

Pancaldi C et al. Merkel cell polyomavirus DNA
sequences in the buffy coats of healthy blood do-
nors. Blood.117, 7099-7101.2011.

Rotondo JC et al. Merkel Cell Carcinomas Arising in
Autoimmune Disease Affected Patients Treated with
Biologic Drugs, Including Anti-TNF. Clin Cancer
Res.23, 3929-34.2017.

Tagliapietra A, et al. Droplet-digital PCR assay to
detect Merkel cell polyomavirus sequences in chori-
onic wvilli from spontaneous abortion affected fe-
males. J Cell Physiol. 2020 Mar;235(3):1888-1894.
Touzé A et al. Generation of Merkel cell polyoma-
virus (MCV)-1like particles and their application to
detection of MCV antibodies. J Clin Microbiol. 2010
May;48(5):1767-70.

Samimi et al, Prognostic value of antibodies to
Merkel cell polyomavirus T antigens and VPl protein
in patients with Merkel cell carcinoma. BJD. 2016.

Br J Dermatol. 2016 Apr;174(4) :813-22.



11.

12.

13.

14.

15.

Cason et al, Antibody response to polyomavirus
primary infection: high seroprevalence of Merkel
cell polyomavirus and lymphoid tissue involvement.
Journal of NeuroVirology (2018) 24:314-322..
Guerrini et al. Address and message sequences for
the nociceptin receptor - A structure activity
study of nociception (1-13) amide. J. Med. Chem.,
40, 1789-93, 1997

Bononi I et al. Serum IgG antibodies from healthy
subjects up to 100 years old react to JC polyoma-
virus. J Cell Physiol.233:5513-22, 2018.

Mazzoni E et al. Serum IgG Antibodies from Pregnant
Women Reacting to Mimotopes of Simian Virus 40
Large T Antigen, the Viral Oncoprotein. Front Immu-
nol.8,411, 2017.

Pietrobon S et al. Specific IgG Antibodies React to
Mimotopes of BK Polyomavirus, a Small DNA Tumor Vi-
rus, in Healthy Adult Sera. Front. Immunol. 8, 236,

2017.

- 20 -



10188839

RIVENDICAZIONI

1. Procedimento per 1la rivelazione di anticorpi
anti-MCPyV in un campione di un fluido biologico di
un soggetto, comprendente le fasi di:

a) porre a contatto detto campione di fluido biolo-
gico con un peptide PEP-S consistente nella sequen-
za amminoacidica SEQ ID NO:1 e con un peptide PEP-F
consistente nella sequenza amminoacidica SEQ 1ID
NO:2 quali agenti di cattura; e

b) rilevare la formazione di un immunocomplesso fra
gli anticorpi anti-MCPyV eventualmente presenti nel
campione di fluido biologico e i suddetti agenti di
cattura, in cui la formazione dell’ immunocomplesso
e indicativa della presenza di anticorpi anti-MCPyV
nel campione di fluido biologico.

2. Procedimento secondo la rivendicazione 1, in
cui 1 suddetti anticorpi anti-MCPyV sono anticorpi
IgG e/o IgM umani.

3. Procedimento secondo la rivendicazione 2, in
cui la formazione dell’ immunocomplesso €& rivelata
mediante 1’impiego di un anticorpo secondario anti-
uomo .

4. Procedimento secondo una qualsiasi delle riven-
dicazioni 1 a 3, in cui il fluido biologico & scel-

to dal gruppo che consiste di siero, plasma, san-



gue, saliva, urina, o liquido cefalorachidiano.

5. Procedimento secondo una qualsiasi delle riven-
dicazioni 1 a 4, in cui i1l soggetto € un individuo
affetto da una patologia neoplastica, un individuo
immunocompromesso, un individuo affetto da sclerosi
multipla o patologia autoimmune trattato con anti-
corpo monoclonale, oppure € un individuo sano.

6. Procedimento secondo la rivendicazione 5, in
cui la patologia neoplastica €& il carcinoma delle
cellule di Merkel (MCC).

7. Procedimento secondo una qualsiasi delle riven-
dicazioni 1 a 6, in cuil 1l’immunocomplesso e rileva-
to mediante immunoprecipitazione; immunosaggio,
preferibilmente ELISA o RIA o saggio immunologico
in fluorescenza; western blot; analisi FACS; oppure
una tecnica immunocitochimica/immunoistochimica.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 7, che &
un saggio immunologico del tipo ELISA indiretto.

9. Kit diagnostico per 1la determinazione della
presenza di anticorpi anti-MCPyV in un campione di
un fluido biologico di un soggetto sospettato di
essere infettato da MCPyV, comprendente:

- un peptide PEP-S consistente nella sequenza ammi-
noacidica SEQ ID NO:1 e un peptide PEP-F consisten-

te nella sequenza amminoacidica SEQ ID NO:2 come



agenti di cattura, e

- un reagente per rilevare la formazione di un im-
munocomplesso fra gli anticorpi anti-MCPyV e 1 sud-
detti agenti di cattura.

10. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 9,
comprendente un anticorpo secondario anti-uomo come
reagente di rivelazione dell’ immunocomplesso.

11. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 9 o
10, comprendente una piastra ELISA come supporto

solido di saggio.
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