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PROGETTO PRINCIPALE

ABSTRACT

I virus C dell'epatite (HCV) & stato riconoscitto come il maggior agente eziologico delle epatiti croniche non-A non-B
post-trasfusionali e sporadiche nel mondo. Inoltre, FHCV sembra essere correlato con lo sviluppo di carcinoma
epatoceltulare perfino in assenza di lesioni cirrotiche. Questo dato suggerisce un effetto oncogenico diretto dell'HCV su
fegato infettato cronicamente, Noi precedentemente abbiamo mostrato che FHCV non & solo un virus epatotropico, ma
anche linfotropico. Inoltre, diversi disordini autoimmuni e linfoproliferativi (DLP), sono stati messi in correlazione con
un'infezione cronica da HCV, esempi sono l'epatite antoimmune e 1a crioglobulinemia mista (CM).
La CM ¢ un disordine linfoproliferativo benigno che in un limitato numero di casi pud evolvere in un franco linfoma
non Hodgkin's a cellule B (LNH). E' stato inoltre suggerito che la CM stessa sia l'espressione di un LNH a basso grado
di- malignita. 11 linfotropismo dellHCV suggerisce che questo virus potrebbe essere il fattore scatenante della
proliferazione clonale delle cellule B che & alla base della CM e in alcuni casi, della sua evoluzione.in un linforma
maligno. Su questa base & possibile ipotizzare che I'HCV potrebbe anche essere coinvolto nella patogenesi del linfoma
non-Hodgkin's a cellule B idiopatico maligno. Questa ipotesi & stata recentemente rinforzata dall'osservazione di una
significativamente pili alta prevalenza di infezione HCV in pazienti con linfoma di Hodgkin’s a cellule B rispetto agli
appropriati controlli, e questo non solo nei nostri studi e in quelli europeii, ma anche in quelli giapponesi e americani.
Gli scopi delia nostra ricerca sono:
1) definire meglio la possibile associazione dell'infezione HCV  con disordini maligni e non, con particolare riguardo
per DLP (CM, linfoma a cellule B e T, leucemia linfatica acuta e cronica, macroglobulinemia dj Waldenstrom,

plasmocitoma, ete.), sulla base di un ampio studio della prevalenza dellinfezione da HCV in quste condizione
cliniche comparate ad un appropiato gruppo di controllo.

2) eseguire un’analisi virologica dei pazienti infetti per :

- capire la storia naturale dell’associazione tra I'infezione da HCV e disordini sia epatici che extra-epatici (es. data
dell’infezione/data dello sviluppo della malatiia, concomitanza di differenti fattori ambientali efo dell’ospite
coinvolti nella trasformazione maligna; entitd e cronologia dell’infezione di cellule linfoidi e tessuti, etc.);

- valutare la posssibile associazione tra DLP e particolari varianti dell’HCV ; :

- elaborare nuovi protocolli terapeutici includenti 'uso di interferone (alfa e beta} e un accurato follow-up sia
virologico che onco-ematologico di pazienti con DLP.

3) Studiare il possibile ruolo giocato dall’infezione HCV nello sviluppo di una linfoproliferazione maligna, per
esempio ;

- analizzando la possibilitd che Iinfezione HICV di cellule linfoidi possa indurre una trasformazione maligna

aftraverso un’attivazione di differenti virus linfotropici gia precedentemente implicati nella patogenesi di malignita

ematologiche (es. virus Herpes umano di tipo 6 e il virus di Epsten Barr) e/o attraverso la cooperazione con nuovi
virus epatitici che mostrano analogie strutturali con PHCV (HGV) ;

- analizzando le caratteristiche dell’infezione da HCV in cellule linfoidi normali e maligne;

- studiando la possibilita di un’alterazione del meccanismo regolante I'apoptosi delle celtule linfatiche /o di una
anormale linfoproliferazione indotta da HCV,




BACKGROUND AND RAZIONALE

1l virus C dell'epatite (HCV) & stato riconosciuto come il maggior agente eziologico delle epatiti croniche non-A non-B
post-trasfusionali e sporadiche nel mondo. Inolire, PTHCV sembra essere correlato con lo sviluppo di carcinoma
epatocellulare pq&i&no in assenza di lesioni cirrotiche. Questo dato suggerisce un effetto oncogenico diretto dell'HCV su
fegato infettato cr mcamente Precedentemente noi abbiamo dimostrato che I' HCV non & solo un virus epatotropico,
ma anche linfotropico. Diversi disordini autoimmuni ¢ linfoproliferativi (DPL), sono stati messi in correlazione con
un'infezione cronica da HCV, esempi sono V'epatite autoimmune ¢ la crioglobulinemia mista (CM).

La CM & un disordine linfoproliferativo benigno che in un limitato numero di pazienti pud evolvere in un francoe linfoma
non Hodgkin's a cellule B (LNIH). E' stato inoltre suggerito che la CM stessa & {'espressione di un LNH a basso grado di
malignitd. Il linfotropismo dell' HCV indica che questo virus potrebbe essere il fattore scatenante della proliferazione
clonale delle cellule B che & alla base della CM e, in alcuni casi, defla sua evoluzione in un linfoma maligno. Su questa
base & possibile ipotizzare che I' HCV potrebbe anche essere coinvolto nella patogenesi del linfoma non-Hodgkin's a
cellule B idiopatico maligno. Questa ipotesi & stata recentemente rinforzata dall'osservazione di una alta percentuale (>
30%-25%) di marcatori HCV in pazienti con LNH a cellule B e dall’osservazione della ricorrenza della stessa forma
patologica maligna in pazienti con epatite cronica da FICV. I nostri dati preliminari sono stati recentemente confermali
da studi europei, giapponesi, americani dove ¢ stata determinata una frequenza di infezione da HCV significativamente
pit alta in soggeiti con LNH a cellule B rispetto ai controlli, solo in Inghilterra ci sono sporadicamente dati negativi.

Tuttavia, non eststono sufficienti dati che possano correlare in maniera significativa I'infezione da HCV con le patologie
maligne delle cellule linfatiche.

Alla luce di questi risultati, gli scopi della nostra ricerca seno :
1) studiare la possibile associazione dell'infezione HCV sia con disordini maligni e non maligni, con particolare
riguardo per DLP (CM, linfoma a cellule B ¢ T, leucemia linfatica acuta e cronica, macroglobulinemia di

Waldenstrom, plasmocitoma, etc.), sulla base di un ampio studio della prevalenza dell‘mfezmne da HCV in queste
condizioni cliniche comparate ad un appropiate gruppo di controllo.

2) eseguire un’analisi virologica dei pazienti infetii per :
- capire la storia naturale dell’associazione tra I’infezione da HCV e disordini sia epatici che extra-epatici (es. data
dell’infezione/data dello sviluppo della malattia, concomitanza di differenti fattori ambientali e/o dell’ospite
coinvolti nella trasformazione maligna; entita ¢ cronclogia dell’infezione di cellule linfoidi e tessuti, ete.);
- valutare la posssibile associazione tra DLP e particolari varianti delt’HCV ;
- elaborare nuovi protocolli terapeutici che includono I'uso di interferone (alfa e beta) e un accurato follow-up sia
virologico che onco-ematologico di pazienti con DLP,

3) Studiare il possibile ruolo giocato dall’infezione HCV nello sviluppo di una lmfoprohferazmne maligna, per
esempio :
- analizzando la possibilitd che infezione HCV di cellule linfoidi possa indurre unma trasformazione maligna
attraverso un’attivazione di differenti virus linfotropici gid precedentemente sospettati di essere implicati nella
patogenesi di malignitd ematologiche (es. virus Herpes umano di tipo 6 e if virus di Epsten Barr) e/o attraverso la
cooperazione con nuovi virus epatitici che mostrano analogie strutturali con "HCV (HGV) ;
- analizzando le caratterstiche dell’infezione da HCVin cellule linfoidi normali e maligne;

- studiando la possibilitd di un’alterazione del meccanismo regolante 1’apoptosi delle cellule linfoidi efo di una
anormale linfoproliferazione indotta da HCV.
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DESCRIZIONE DELLE PROPOSTE DI RICERCA

1} Analisi dell’associazione tra infezione da HCV e malattie maligne ¢ non, in particolare tra infezione virale e
disordini linfoproliferativi (DLP).

Lo studio delPassociazione da HCV con disordini HCV-correlati, ed in particolarg, con differenti malattie

linfoproliferative maligne (linfoma a cellule B e T, leucemia linfatica acuta e cronica, macroglobulinemia di

Waldestrom, plastocnoma) sard fatto sulla base di un ampio studio della prevalenza dell’infezione da HCV in queste

condizioni cluuchgm'@etto ad appropriati gruppi di controllo,

Questo studio sard prmc1pa]mente indirizzato verso Panalisi di pazienti reclutati fra quelli che alla prima diagnost

presentavano evidenze di malattie linfoproliferative, cid per evitare interferenze con infezioni virali nosocomiali e/o con

precedenti terapie. Questo studio epidemiologico a lungo termine rappresenterd la base per il progetto di ricerca,

comprovante I’opportunitd di descrivere ulteriormente P’associazione, precedentemente dimostrata, tra infezione da

HCV e alcuni disordini linfopreliferativi (CM, LNH a cellule B durante il corso di una CM, LNH a cellule B

idiopatico). Questo possibilnente permetterd :

- inclusione/esclusione di differenti disordini linfoprotiferativi in/da un gruppo di malattie significativamente associate

con ’ifezione da HCV con conseguente riferimento a popolazioni di pazienti che devono essere studiate ;

- dati epidemiologici (differénze geografiche, incidenza, ece.) .

2) Analisi virologica di pazienti HCV-positivi con DLP.

La selezione di pazienti con marcatori di infezione da HCV in atto/o pregressa (vedi punto 1} sard seguita mediante
analisi virologiche pit approfondite in pazienti infetti per :

- capire la storia naturale dell’associazione tra I'infezione da HCV e disordini sia epatici che extra- epatw] {es. data
dell’infezione/data dello sviluppo della malattia, concomitanza di differenti fattori ambientali e/o dell’ospite coinvolti
nella trasformazione maligna; entiid ¢ cronologia dell’infezione di cellule linfoidi e tessuti, etc.);

- valutare la posssibile associazione tra DLP e particolari varianti dell’HCV ;

- elaborare nuovi protocolli terapeutici ncludenti I'uso di interferone (alfa e beta) € un accurato follow-up sia virologico
che onco-ematologico di pazienti con DLP,

Le principali metodiche necessarie per o svolgimento della ricerca sono le seguenti :

Estrazione RNA. L’RNA totale viene estratio da vari materiali (siero, cellule mononucleate del sangue e dell’aspirato
midotlare, tessuti) utilizzando una versione modificata del metodo di Chomezynsky & Sacchi(13). L’'RNA viene quindi
-risospeso in H,O DEPC, aliquotatoe, se non utilizzato immediatamente, conservato a-80°C o in azoto liquido.

Per la determinazione del’HCV-RNA viene eseguita una RT-Nested PCR(9). Al fine di assicurare un’alta sensibilita la
reazione viene effetiuata utilizzando due coppie di primers, una interna all’altra (nested PCR), localizzati nella regione
altamente conservata posta a 5° del genoma virale (5’UTR). I rischio di falsi positivi dovuti alla riamplificazione di
prodotti preesistenti, viene eliminato wtilizzando particolari accorgimenti oltre a quelli gid descritti in letteratura (14)
quali :

-“One-tube™nested PCR che consente di effettuare le due reazioni di amplificazione nello stesso tubo senza doverlo
aprire tra il primo ed il secondo step.

- Uso di stanze separate per le varie fasi della metodica (estrazione RNA, sintesi di cDNA, preparazione delle mlsce!e di
reazione, amplificazione, elettroforesi su gel).

- Incorporazione di dUTP al posto di dTTP nella miscela di reazione della PCR per creare podotti di amplificazione
conienenti dUTP che possono poi essere degradati dall’azione dell’enzima Uracil-N-Glicosilasi che viene aggiunto ad
entrambe le miscele di reazione.

Determinazione del genotipo del’HCV. La principale tecnica di genotipizzazione adotiata & quella che si basa
sull’amplificazione di una regione del core con primers genotipo-specifici (15,16), alla quale abbiamo apportato alcune
modifiche per incrementarne sia la sensibilita che 1a specificitd ; infatti, le reazioni di'amplificazioni (come descritto
precedentemente), sono effettuate non miscelando nella stessa prov etta i vari primers genotipo-specifici, ma
eseguendole separatamente in presenza di un solo primer specifico. Per la rilevazione del genitipo 2, viene utitizzato il
nuove primer tipo specifico sintetizzato sulla base di un ampio studio di sequenze di isolati virali europee (17). In
assenza di primer genotipo specifici per distinguire i genotipi meno frequenti 4 e 5, usiamo in caso di risultati
indeterminati, un’altra tecnica di determinazione del genotipo HCV basata sull’ibridazione di prodotti di PCR della
regione 5° UTR contro sonde genotipo-specifiche immobilizzate su supporti di nitroceliulosa (Linee Probe Assay,
LIPA).

Nel caso di infezione di pil di un genotipo all’interno dello stesso individuo, questi sono evidenziabili quasi
esclusivamente dalla PCR genotipo-specifica anche se talvolta sono stati descrittti risultati ambigui dovuti a fenomeni di
cross-annealing da parte dei vari primers (18). Per tale ragione & stata messa a punto un’analisi del polimorfismo dei
framment di restrizione (RFLP) dei prodotti di PCR tipo-specifica che si avvale di endonucleasi di restrizione che
tagliano specificatamente un genotipo rispetto ad un altro.

Tecniche di sequenziamento del DNA. Per quanto riguarda il sequenziamento diretto dei prodotti di PCR vengono
utilizzati due metodi :




-sequenziamento ciclice in PCR con una DNA polimerasi termostabile che consente di partire da quantita infinitesime
(defl’ordine delle frmoli) di DNA a doppia elica. Tale metodo & utilizzato specialmente per molecole a basso peso
molecolare come i prodotti della PCR genotipo-specifica.

- Tecniche di sequenziamento in fase solida con la polimerasi T7 per prodotti di PCR ; in alternativa al clonaggio in
vettori procarioti per ottenere DNA a singola elica altamente puirificato vengono impiepate delle resine magnetiche
rivestite di avidina. Biotilinando uno dei due primer della PCR (generalmente il primer antisensa) si ottengono, dopo
una breve denatwgggne con alcali, e singole eliche pronte per il sequenziamento.

Sono di corrente uvtilizzo, anche tecniche di clonaggio di vettori procariotici sia per la generazmne di DNA a singola
elica per il sequenziamento, sia per la produzione di sonde per southem e northern blotting,

3) Studio del possibile ruelo giocato dall’infezione da HCVaello sviluppo di linfoproliferazioni maligne.
- analizzando la possibilitd che I'infezione HCV di cellule linfoidi possa indurre una trasformazione maligna attraverso
un’attivazione di differenti virus linfotropici gid precedentemente sospettati di essere implicati nella patogenesi di

malignita ematologiche (es. virus Herpes umano di tipo 6 e il virus di Epsten Barr) e/o attraverso la cooperazione con
nuovi virus epatitici che mostrano analogie strutturali con PHCV (HGV) ;

-analizzando le caratterstiche dell’infezione da HCVin cellule linfoidi normali e maligne;
-studiando la possibilitd di un’alterazione del meccanismo regolante Papopiosi delle celtule linfoidi e/o di una anormale
linfoproliferazione indotta da HCV,

I principali metodi necessari per la realizzazione di questo progeito sono quelli gid deseritti al punto 2 con Paggiunta dei
seguenti; ‘

Colture cellulari, 1’analisi della replicazione virale all’interno di celtule del sistema linfatico viene effettuata anche
grazie a colture cellulari B ¢ T e monociti provenienti sia dal sangue periferico o da linfociti provenienti dall’infilirato
infiammatorio intraepatico. Cloni linfocitari T sono ottenuti da tali popolazioni celulari tramite immediata coltura in
adeguato medium im presenza di inerlenchina-2. Dopo la coltura & protratta per vari giorni ( circa 9), i cloni linfocitari
vengono ottenuti tramite diluizioni limite delle suddette linee cellulari { 8); qiundi, il fenotipo cellulare viene
determinato grazie ad analisi citofluorimetriche. Su cloni di tinfociti T e su linee di cellule B immortalizzate ( da EBVY)
sono previsti esperimenti di infezione HCV artificiale utilizzanti sieri umani o di scimpanzé sulla base di protocotli
esistenti in letleratura, da noi parzialmente modificali e gia mostratisi efficaci in esperimenti preliminari ( 8).
Esperimenti su topi “SCID”. | topi “SCID” (Severe Combined Immuno Deficent) sono roditori privi di cellule Be T
finzionanti ¢ pessono rappresentare un ottimo modello sperimentale per evidenziare I'infezione, la replicazione ¢ la
permanenza del virus C in cellule linfatiche o tessuti. Esperimenti preliminari evidenziano che dopo ’inoculo di cellule
mononucleate (HCVRNApositive) provenienti da soggettti con infezione cronica, il virus permaneva nell’animale anche
a distanza di varie settimane. Questi risultati preliminari suggeriscono 1'uso di tale modello animale per esperimenti di
inoculo di cellule lencemiche/linfomatose provenienti da pazienti HCV-positivi nei quali successivamente sara effettuata
un’ approfondita analisi virologica.

Infine, & previsto P'utilizzo di tecniche di biologia molecolare ¢ cellulare per Panalisi del possibile intervento di
un'alterazione dei meccanismi fisiologici apoptotici regolanti I'omeostasi del sistema linfatico a seguito dell’infezione
virale.

Analist della ricombinazione di bel-2. La determinazione del segmento di fusione bel-2/TH & stata effettuata con la
metodica della PCR ( MBR bel-2/JH PCR) utilizzando DNA totale (0,1pg) estratto da cellule mononucleate del sangue
periferico o dell’aspirato midollare secondo Gribben et al. (9) con minori modificazioni. In ogni esperimento erano -
inclusi controfli positivi costituiti da un ugual quantitativo di DNA proveniente da PBMC di pazienti con linfoma
follicolare non- Hodgkin’s che presentavano la traslocazione e DNA proveniente dalla linea cellulare DHL-6, e
controlli negativi costituiti dal tampone di PCR senza DNA,

Ogni campione & stato amplificato almeno tre volte usando i metodi gia descritti per evitare risuitati falsamente positivi
{3).

Caratterizzazione immunoistochimica delle cellule linfoidi in sezionl epatiche e di midollo, con particolare interesse
per la determinazione del bel-2 & dei prodotti c-mye, dei fenotipi e monotipi IgMIK relativamente alle cellule B con Ig di
superficie.

Analisi dell’espansione clonale delle cellule B utilizzando metodi di RTPCR gia descritti {10,11),
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ESPOSIZIONE E VALORE DEL PROGETTO

L’infezione da virug C dell’epatite, sia per la sua diffusione che per la severitd dei sintomi, costituisce un problema
medico di primatf#8teportanza sia nei paesi industrializzati che non -industrializzati. Secondo studi recenti almeno 100
milioni di persone nel mdndo sono portateri cronici di HCV, In Italia, studi sierologoci eseguiti su donatori di sangue,
hanne rilevato che almeno 1°1,15% dei soggetti adulii apparentemente sani sono portateri cronici di infezione da HCV,
mentre dati ricavati da studi eseguiti su una popolazione random mettono in evidenza una perceniuale di circa 2-4% in
una fascia di eta pil elevata. La scoperta del linfotropismo dell’HCV e Vassociazione deli’infezione del virus con una
ampia serie di disordini extraepatici basati su meccanismi di tipo autoimmune e/o linfoproliferative, mostrano il
potenziale patogenetico di questf) virus, non solo nell’insorgenza di epatopatie, ma anche di disordini del sistema
emopoietico.

In particolare, dal punto di vista oncologice, P'HCV sembra essere coinvolto da un lato nella patogenesi della maggior
parte degli epato-carcinomi,-dall’aliro nella determinazione di alcuni DLP maligni conosciuti attraverso meccanismi che
potrebbero presentare dei possibili passaggi in comune.

In accordo-al fatto che ’individuazione dell’agente virale di una patologia & sempre il primo passo per una razionale
valutazione delle misure preventive e terapeutiche, appare chizro che Vindividuazione della relazione fra HCV e DLP,
I'eventuale importanza di effetti co-operativi di una coinfezione con altri virus linfotropi e, pit in generale, 1 possibili
meccanismi attraverso i quali 'infezione da HCV possa favorire una linfomagenesi, cosi come la valutazione della
risposta a specifiche terapie, potrebbero essere considerati di primaria importanza.

Per una appropriata comprensione della precisa relazione esistente fra ’infezione da HCV e processi linfoproliferativi,
gli studi clinico-epidemiologici devono esssere affiancati con parallele analisi virologiche della popolazione, inolire
negli stessi pazienti, tramite tecniche di biologia molecolare, deve essere valutato il coinvolgimento di particolari
meccanismi oncogenici e anti-apoptotici.

Questo implica una sostanziale riorganizzazions del gruppo di ricerca con importanti costi in termini di
reagenti/strumenti, tempo e personale.




FASIDI RICERCA

1) Analisi dell’as@&azione fra infezione da HCV e disordini HCV-correlati :
a- inclusione/esclusione.di differenti disordini extraepatici nel/dal gruppo di malattie associate significativamente con
I’infezione da HCV con conseguente selezione della popolazione di pazienti da studiare.

b- raccolia dei dati epidemiologici (differenze geografiche, incidenze, etc.); ottenibile in 3 anni. Tempo totale durata:
1-36 mesi del progetto.

2) Analisi virologica dei pazienticon DLP e HCV-positivi.

a- analisi della storia naturale dell’ associazione tra infezione da HCV e disordini associati (es, data dell’infezione/data
dell’inizio della malattia); studio della concomitanza dei fattori ambientali /o dell’ospite probabilmente coinvolti nella
trasformazione maligna; entitd ¢ cronologia deli’infezione delle cellule linfoidi e del tessuto; Qttenibile nello stesso
tempo del punto 1 (almeno 3 anni). Tempo totale di durata: 1-36 mesi del progetto.

b-valutazione della possibile associazione fra DLP e particolari varianti dell’HCV ; ottenibile in 1 anni. Tempo totale
durata: 1-12 mesi del progetto.

¢~ elaborazione e realizzazione di nuovi protocolli terapeutici per DLP includenti 'uso dell’interferone e un accurato

follow-up virologico dei pazienti in aggiunta a quelllo onco-ematologico ; ottenibile in 3 anui. Tempo totale durata:
1-36 mesi del progetto.

3) Studio de! possibile ruolo gioeato dall’infezione da HCV nello sviluppe di linfoproliferazioni maligne.

a- analisi della possibilitd che I'infezione da HCV delle cellule linfoidi induca una trasformazione maligna attraverso
Pattivazione di differenti virus linfotropi gid sospettati di essere implicati nella patogenesi di malignita ematologiche {es.
virus herpes umano di tipo 6 e virus di Epstein Barr) e/o attraverso una co-operazione con nuovi virus epatitici mostranti
una analogia strutturale con PHCV (HGV) o con differenti varianti genotipiche del’HCV presenti nello stesso
paziente; ottenibile in 1 anno. Tempo totale di durata: 1-12 mesi del progetto.

b- analisi delle caratteristiche dell’infezione da HCV nelle cellule linfoidi sia normali che maligne; ottenibile in 1 anuo.
Tempo totale di durata: 12-24 mesi del progetio.

c- Studio della possibilita dell’alterazione nelle cellule linfoidi del meccanismo regolante I’apoptosi efo un’anormale
linfoproliferazione indotta dall’"HCV ; ottenibile in 3 anni. Tempo totale di durata: 1-36 mesi del progetto

POTENZIALE DI ATTUAZIONE DEL PROGETTO

Esperienza, qualificazione, passate esperienze e lavori attuati dal resposabile del gruppo e di grande rilevanza
per ii compimento del progetto del lavoro proposto.

Anna Linda Zignego ha acquisito esperienze nei seguenti settori di ricerca:

a- studi clinici : c/o Istituto di Medicina Interna (clinica e ambulatorio) e presso 1"Unitd di Trapianto di Fegato,
Ospedale di Paul Brousse, Villejuif, France ;

b- biologia molecolare, biclogia cellulare e tecniche di immunologia: ¢/o Istituto Pasteur, Unitd de Ricombinazione e
Espressione Genetica, ¢ Hybridotest (Prof. Plerre Tiollais e Prof. Christian Brechot) e laboratori di Immunologia
Clinica dell’Universita di Siena e di Firenze (vedi c.v.).

La responsabile & artualmente Dottore in Medicina, Dottore di Ricerca, Assistente medico, Specialista in Immunologia

Clinica e dal 1990 dirige il laboratorio di ricerca di Virologia Molecolare e Oncologia Virale deli’Istituto di Medicina

Interna dell’Universitd di Firenze; nel quale ha pubblicato 315 lavori tra cui articoli su riviste internazionali e nazionali,

review, capitoli su libri scientifici, monografie e abstracts accettati per la presentazione e discussione in congressi sia

nazionali che internazionali (citation Index al Dicembre 1996 : 442), £’ membro di diverse societd scientifiche sia
nazionali che internazionali quali : Buropean Association fot the Study of the Liver (EASL), Associazione ftaliana per lo

Studio del Fegato (AISF), Italian Liver Foundation (ILF : membro della commissione scientifica), Associazione Italiana

per la Loita contro le Crioglobutinemie (ALCRI), Societa Italiana Medicina Interna (SIMI). Precedente esperienza nello

specifico campo del progetto di ricerca & attestata da una serie di pubblicazioni internazionali (vedi Pubblicazioni).
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