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L’espressione delle proteine E6/E7 di HPV (PapillomaVirus Umano) quale marcatore di progres-
sione verso forme severe di displasia intraepiteliale della cervice uterina

SUMMARY

It is widely accepted that only persistent infection with high risk types of Human Papillomavirus (HPV HR) is a
significant risk factor for the development of an invasive squamous cervical cancer.

The overexpression of viral oncogenes E6/E7 of HPV is considered a necessary process for incurring in a malig-
nant phenotype.A HPV infection can be identified by detection of HPV DNA in biological samples, but the DNA-
based tests cannot delineate between transient or persistent and potentially transforming infection. Instead there
is many evidence to suggest that detection of HPV gene expression may constitute a more specific approach to
highlight a clinically significant infection. Especially seems that the detection of E6/E7 transcripts can be usefully
used for identify the women with a persistent HPV infection that will can induce a future cervical cancer.

The aim of our study is to investigate if the detection of oncogenic viral gene activity by detecting transcripts of
the E6 and E7 genes can be most usefull of HPV-DNA test in the triage of ASCUS or low grade cervical lesions.
Our results confirm that HPV E6/E7 mRNA test can be considered a promising method to stratify HPV posi-

tive women for risk of future high-grade cervical lesions or cervical intaepithelial neoplasia.
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INTRODUZIONE

Nell’80.0% dei cas il carcinoma della cervice
uterina origina nel sottile strato di cellule piatte
che delimitano il collo dell’ utero e I’ evidenza che
il DNA del Papilloma Virus Umano (HPV) viene
riscontrato nel 99.7% dei carcinomi cervicali (35)
ha indotto a riconoscerlo come la causa primaria,
anche se non unica, di questo tipo di tumore soli-
do. Il manifestarsi di modificazioni cellulari anor-
mali (displasia) nel tessuti del collo uterino prece-
de, di solito, la comparsa delle cellule canceroge-
ne. Tragli ameno 15 tipi di HPV riconosciuti ad
alto rischio oncogeno (HPV-HR), i tipi virali HPV
16 eHPV 18risultano di gran lunga quelli piti fre-
guentemente implicati nellagenes del carcinoma
cervicale, essendo considerati responsabili rispet-
tivamente di circail 60% e il 10% di tutti i tumo-
ri cervicali (6) (17) (26). Nello sviluppo del cervi-
cocarcinoma hanno rilevanza (anche se minore)
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anchei tipi virai HPV 31, HPV 33, HPV 45 (19)
(27). Lamaggior parte delle donne contrae un’in-
fezione da HPV entro pochi anni dall’inizio dei
rapporti sessuali. 1l 75-80% di queste infezioni
risultano transitorie, regrediscono spontaneamen-
te per il coinvolgimento attivo del sistema immu-
nitario del soggetto infettato e non presentano
significato clinico anche seil risultato del Pap-test
puo mettere in evidenza alterazioni temporanee.
(11) Soloin circail 20% dei cas I'infezione per-
siste pit alungo e pud essere riscontrata anche a
molti anni di distanza. Circail 40% delle infezio-
ni “persistenti” ha come esito finale 1o sviluppo di
lesioni precancerose di alto grado o di un tumore
della cervice uterina (2) (3) (10). E’ ormai accer-
tato che latrasformazione neoplastica delle cellu-
le della cervice uterina & indotta dall’ integrazione
del DNA di HPV nel genoma della cellula ospite
e dalla successiva produzione di due proteine
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codificate dai geni E6 ed E7 del virus (9). Solo
I'infezione sostenuta da tipi di HPV in grado di
produrre un’ espressione deregol ata delle oncopro-
teine E6 ed E7 é interessata nel processo di cance-
rogenes e I’over-espressione di queste ultime,
direttamente correlata con lo stato di proliferazio-
ne cellulare, & condizione necessaria per I'indu-
zione ed il mantenimento del fenotipo maligno
(33). La stretta correlazione tra infezione persi-
stente e sviluppo di stati pre-cancerosi o cancero-
s dellacervice uterinahafatto si chelaricercadel
DNA di HPV HR in campioni di essudato cervica-
le assumesse, col tempo, sempre piu rilevanza
nella diagnostica preventiva del cervicocarcinoma
(13) (21). Studi retrospettivi hanno messo in evi-
denza che I'infezione da HPV precede di molti
anni la comparsa delle lesioni di alto grado e che
le donne HPV negative hanno un minor rischio di
svilupparetali lesioni (4). Il Ministero della Salute
hainserito nelle “Raccomandazioni per la pianifi-
cazione e |’ esecuzione degli screening di popola-
zione per la prevenzione del cancro della mam-
mella, del cancro della cervice uterina e del can-
cro del colon retto” (2006) I'indicazione alla pos-
sibile esecuzione del test HPV nel triage delle
donne con citologiaASCUS o LSIL in alternativa
al’invio diretto in colposcopia €/o allaripetizione
dellacitologiaasel mesi. (21). Solo le donne posi-
tive a test HPV vengono inviate in colposcopia
Analogamente il Gruppo Italiano Screening del
Cervicocarcinoma (GISCi) indica quale possibile
test di approfondimento diagnostico il test HPV
nel triage degli ASCUS e delle LSIL delle donne
con piu di 35 anni d’eta e nel follow-up post trat-
tamento per CIN 2 — CIN 3 e Adenocarcinoma
endocervicale in situ (AlS) in quanto il test risul-
ta avere importante valore predittivo negativo per
CIN 3 e AIS. (13) Anaoghe indicazioni sono
riportate nelle raccomandazioni delle piu impor-
tanti Societa Scientifiche Ginecologiche (SIGO,
AOGOI, AGUI, SICPCV) (2) (32). | test di biolo-
gia molecolare per la ricerca del DNA di tipi di
HPV HR non sono perd in grado di distingueretra
un’ infezione che regredira spontaneamente e
un’infezione attiva, persistente e destinata a pro-
gredire (31). In particolar modo utilizzando i
metodi basati sullaricercadel DNA virale, si puo
giungere a riscontrare genctipi di HPV HR fino
nel 20% del totale della popolazione femminile
presain esame, mentre, nella stessa popolazione i
test istologici evidenziano una displasia significa-
tivain meno dello 0.5% della stessa popolazione
(20). Questa differenza é dovuta appunto al fatto
che la maggior parte delle infezioni da HPV sono
transitorie, con ati livelli di acquisizione ma
anchedi clearance mentre solo I’ HPV che esprime
attivamente le proteine oncogeniche E6 ed E7,
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puo causare il cancro della cervice. (12) In defini-
tiva s puo affermare che il carcinoma della cer-
vice uterina & un esito molto raro di unainfezione
molto comune (14). e che I’infezione daHPV pre-
cede di parecchio la comparsa di lesioni di alto
grado, quando la citologia € ancora normale (16)
(4.

In questa ottica un test in grado di rilevare i tra-
scritti degli oncogeni E6 ed E7 di HPV, potrebbe
possederei requisiti per proporsi come vero e pro-
prio marcatore di progressione verso la cancero-
genesi (33) (34). Recenti studi di Kraus e coll.
(19), Molden e call. (22) (23) (24), Cuschieri e
coll. (7) (8) (9) eadltri Autori (5) (30) hanno deter-
minato la sensibilita, la specificita, il Valore
Predittivo Positivo (PPV) ed il Valore Predittivo
Negativo (PNV) di questo test, concludendo che
laricercadei trascritti di E6/E7 di HPV in asso-
ciazione con la citologia, puo risultare di grande
aiuto nel triage delle donne con citologia ASCUS
o LSIL in quanto, identificando le infezioni persi-
stenti, consente di individuare piu efficacemente
le donne amaggior rischio di sviluppare un cervi-
cocarcinoma.

Nel presente lavoro sono stati messi aconfronto la
tipizzazione virale basata sulla ricerca dell’ HPV-
DNA tipo-specifico eil test di ricercadell’mRNA
delle oncoproteine E6 ed E7 di HPV, utilizzando
un campione di donne per le quali era stato refer-
tato un risultato citologico variabile da negativo a
HSIL e s e cercato di valutare se il test basato
sullaricercadei trascritti delle oncoproteine E6 ed
E7 di HPV, inserito come test di approfondimento
nello studio delle lesioni di basso grado e nel tria-
ge delle pazienti con lesioni pre-cancerose, possa
effettivamente offrire un valore prognostico
migliore rispetto a test basato sulla semplice
ricerca dell’ HPV-DNA.

MATERIALI E METODI

Sono stati presi in esame 214 campioni prove-
nienti da donne per le quali risultava gia nota una
diagnosi citologica derivata da un Pap-test esegui-
to con tecnica tradizionale.

Per 40 di queste ladiagnosi risultava negativa; per
70 era stato refertato un ASCUS; 62 avevano una
diagnos di LSIL, 42 di HSIL o superiore. L’eta
media delle donne prese in esame é risultata esse-
re di 32 anni. Tutte le donne arruolate per il pre-
sente studio sono state sottoposte a prelievo per la
ricerca di HPV-DNA (tipizzazione virale) e
MRNA delle oncoproteine E6 ed E7. | campioni
da sottoporre ale indagini molecolari per laricer-
cadi DNA e E6/E7 mRNA di HPV sono stati rac-
colti tramite un prelievo eseguito a livello endo-
cervicale, ruotando il CytoBrush per tre volte in
senso antiorario nel canale cervicale allo scopo di
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consentire una raccolta ottimale delle cellule. I
dispositivo di prelievo é stato poi stemperato per
rotazione ed agitazione nella soluzione
PreservCyt Solution del sistema di trasporto
ThinPrep e quindi eliminato. Il contenitore del
ThinPrep cosi preparato € stato trasferito imme-
diatamente in laboratorio per I'estrazione degli
acidi nucleici o conservato in frigorifero a 4°C
sino a momento del processamento. Gli acidi
nucleici (DNA e RNA) contenuti nei campioni
cosi prelevati e conservati sono stati estratti utiliz-
zando il dispositivo semi-automatico NucliSens
miniMAG e i reattivi per |'estrazione
(BioMerieux) basati sulla tecnologia di Boom a
silice magnetica. 1| DNA estratto € stato sottopo-
sto ad amplificazione utilizzando 4 mix di primers
diversi (per i tipi virai 6 e 11, per i tipi
16,31,33,35, per i tipi 18,39,45,59 e per quelli
52,56,58,66) mediante una Multiplex-PCR che
amplifica simultaneamente in una provetta un
gruppo di target virali ed un Controllo Interno (IC:
gene 13 globinico umano)

Il controllo di qualita (CQ) dellaseduta analiticae
stato realizzato includendo un Controllo Positivo
(C+) ed un Controllo Negativo (C-) in ognuna
delle quattro sequenze di mix e, per i tipi virali
HPV 16 e HPV 18 includendo anche quattro con-
trolli esterni (QCE) costituiti da genoma comple-
to di HPV 16 e HPV 18 clonato in plasmide e
purificato mediante centrifugazione in gradiente
di cloruro di cesio, in buffer Tris 10 mM pH 8.0,
1 nm EDTA. Per i due virus sono stati utilizzati
campioni a basso titolo (1x10"4 copie/ml) e ad
alto titolo (1x10"7 copie/ml), nella quantita di 10
ml di campionein 200 ml di siero negativo (Clonit
Sr.l.) Larivelazione della presenza di amplificato
specifico e stata eseguita mediante elettroforesi su
gel di agarosio a 2% contenente 0.5 pg/ml di eti-
dio bromuro. Il gel & stato fatto correre a 10
Volts/cm per circa 2 ore. Per evidenziare le bande
corrispondenti ai diversi tipi virai e stata utilizza-
to un marcatore di pesi molecolari (50bp DNA
Step Ladder) che evidenzia bande da 50 a 800 bp.
A fine corsail gel e stato posto su transilluminato-
re a UV (303 nm) e fotografato con filtro UV e
pellicola Polaroid. Sono stati considerati positivi i
campioni che contenevano le bande a 325
(HPV16), 520 (HPV31), 227 (HPV33) 0 280 bp
(HPV35) nell’amplificato con PCR mix-1 «16-
35» elebande a425 (HPV 18), 340 (HPV39), 475
(HPV45) 0 395 bp (HPV 395) nell’amplificato con
PCR mix-1 «18-59», le bande a 360 (HPV52),
325 (HPV56), 240 (HPV58), 304 bp (HPV66)
nell’amplificato con PCR mix-1 «52-66», le
bande a 260 (HPV6), 425 bp (HPV 11) nell’ ampli-
ficato con PCR mix-1 «6,11».

Sono stati considerati negativi i campioni che
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contenevano solo la banda a 723 bp. (Controllo
Interno) Nel caso di assenzadellabandadi 723 bp
la seduta non € stata accettata in quanto I’ assenza
dellabandadell’IC indicalanon-idoneita del pre-
lievo del campione. La sensibilita e la specificita
cliniche dichiarate del test sono rispettivamente
del 96.0% e del 95.0%. La sensibilita analitica del
test & tale da consentire larilevazione di circa 200
copie di HPV-DNA/mI Per laricerca dell’mRNA
delle oncoproteine E6 ed E7 é stato utilizzato il
test NucliSENS EasyQ HPV della ditta
bioMérieux che utilizza le tecnologie PreTect
HPV-Proofer della NorChip e la NASBA Real-
Time di bioMérieux. Il test €in grado di rilevare
lapresenza di mMRNA delle oncoproteine E6 ed E7
dei tipi virali HPV16, HPV 18, HPV31, HPV33,
HPV45, cioé de tipi virai di HPV HR piu fre-
guentementeimplicati nellagenesi del cervicocar-
cinoma. L'integrita e |'adeguatezza dell’RNA,
sono poste sotto controllo interno verificando
I"amplificazione dell’'mRNA del gene umano U1l
che e un gene housekeeping poco abbondante. La
riproducibilita del test e risultata all’interno di un
range del 96-100%. Il test E6/E7 mRNA ha una
sensibilita clinica del 98.6% ed una specificita del
92.5%.

Il Valore Predittivo Positivo (PPV) dd test nei
confronti di una possibile evoluzione a CIN2 o
pit nei casi di ASCUS o0 LSIL édel 37.5% contro
il 15.4% de test HPV-DNA mentre il Valore
Predittivo Negativo (NPV) dei due test si equiva-
le (98.3% contro 97.1%). (24)

RISULTATI

Su 214 donne prese in esame, 130 (60.7%) sono

risultate negative allaricerca di HPV-DNA (tipiz-

zazione) e 84 (39.3%) sono risultate positive |l
test di ricerca dell’mRNA delle oncoproteine E6
ed E7 de tipi virai HPV16, HPV18, HPV31,

HPV33, HPV45 é risultato positivo in 42 casi

(19.6%) e negativo in 172 (80.4%). (Tabella 1)

Il DNA di HPV 16 é stato rilevato, dasolo o in co-

infezione, in 54 casi su 84 risultati positivi

(64.3%), quello di HPV 18 in 12 cas (14.3%),

guello di atri genotipi di HPV in 18 casi (21.4%).

Laricercadell’mRNA di E6/E7 e risultata positi-

vaper il tipo virdle HPV 16 in 32 casi su 42 posi-

tivi (76.2%), per HPV 18 in 6 cas (14.3%) ein 4

cas (9.5%) per 'mRNA di atri tipi di HPV.

(Tabella2)

L'analis risultati dei test di biologia molecolare

per la ricerca di HPV in rapporto ala citologia

fornisce questo quadro: (Tabella 3)

e Su 40 campioni derivati dadonne con citologia
negativa, 38 (95.0%) sono risultati negativi a
test di ricerca dell’HPV-DNA (tipizzazione) e
2 positivi (5.0%). Nello stesso gruppo (citolo-
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gia negativa) il test di ricerca dell’mRNA di
E6/E7 € risultato negativo per tutti e 40 i cam-
pioni presi in esame.

e | 70 campioni provenienti da donne con citolo-
giaASCUS sono risultati negativi al test HPV-
DNA in 46 casi (65.7%) e positivi alo stesso
test in 24 casi (34.3%).

In questo gruppo il test di ricercadell’mRNA &
risultato negativo per 66 campioni (94.3%) e
positivo per 4 (5.7%).

e Nel caso dei 62 campioni provenienti dadonne
con citologia LSIL, i campioni negativi al test
HPV-DNA sono risultati 30 (48.4%), mentre
quelli positivi sono risultati 32 (51.6%).
Il test di ricerca dell’mRNA é risultato negati-
Vo per 48 campioni (77.4%) e positivo per 14
(22.6%)

e | 42 campioni provenienti da pazienti con cito-
logia HSIL o superiore sono risultati negativi
al test HPV-DNA in 16 casi (38.1%) e positivi
alo stesso test in 26 (61.9%)

Conil test di ricercadell’mRNA i negativi sono
risultati 18 (42.9%) ed i positivi 24 (57.1%)

E’ interessante, infine, notare che 2 dei 32 risulta-
ti positivi al test mMRNA HPV E6/E7 (uno con
espressione dell’'mRNA di HPV3l e I'altro
dell’mRNA di HPV45 ) sono relativi ai campioni
di due pazienti con referto citologico di LSIL e
che gli stessi campioni sono risultati negativi al
test HPV-DNA. Risultati analoghi sono riportati
anche da altri Autori (30).

CONCLUSIONI
| risultati, anche se ottenuti su di un campione
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numericamente limitato, confermano che la ricer-
ca dell’mRNA delle oncoproteine E6 ed E7 di
HPV HR mette in evidenza una percentuale di
soggetti infettati da HPV pit bassa (19.6%) rispet-
to a quella rilevata dai test di ricerca dell’ HPV-
DNA (39.3%) (Tabella 1). La maggior parte delle
positivita messe in evidenza con il test di tipizza-
zione virale é dovuta alarilevazione nel campio-
ne in esame di DNA dd tipo virde HPV 16
(64.3% dei casi), mentre HPV 18 si conferma il
secondo tipo virale rilevato tramite il test di tipiz-
zazione HPV-DNA. Anchetrai 32 risultati positi-
vi ottenuti con il test di ricerca dell’mRNA delle
oncoproteine E6/E7 di HPV, il tipo virale HPV 16
risulta quello piu frequentemente riscontrato
(76.2% dei cas). (Tabella 2) L’ esame dei risultati
riportati in Tabella 3 conferma, infine, quanto
ormal ampiamente riportato in letteratura e cioé
che laricerca dell’mRNA di E6/E7, a contrario
dei test basati sullaricercadel DNA virale, risulta
positiva con maggiore frequenza in campioni di
pazienti con citologia di grado superiore e meno
nei casi di citologia negativa, ASCUSo LSIL.

| dati ottenuti con il test di tipizazzione HPV-
DNA mostrano infatti, nei casi di citologia
ASCUS, una percentuale di positivita pari al
34.3% mentre, nello stesso gruppo, il test E6/E7
MRNA risulta positivo solo per una percentuae
del 5.7%. | risultati positivi ottenuti con il test di
ricerca del DNA salgono al 51.6% nel cas di
LSIL ea 61.9% nei casi di citologiaHSIL o supe-
riore, mentre la percentuale di positivita del test
E6/E7 mRNA risulta decisamente pit bassa nei
cas di ASCUS (5.7%) e apparein crescitadai casi
LSIL (22.6%) aquelli HSIL o piu (57.1%).

Tabella 1. Risultati (negativo e positivo) del test di tipizzazione (HPV-DNA) e del test di ricerca del’mRNA delle onco-

proteine E6/E7 sul totale dei 214 campioni presi in esame

tipizzazione (HPV-DNA)

MRNA di E6/E7

NEGATIVO 130 (60.7%)

172 (86.0%)

POSITIVO 84 (39.3%)

42 (19.6%)

Tabella 2. Prevalenza dei tipi virali (da soli o in co-infezione) sui positivi da Tabella 1

HPV 16 HPV 18 altri genotipi
HPV-DNA (tipizzazione) 54 (64.3%) 12 (14.3%) 18 (21.4%)
E6/E7 mRNA 32 (76.2%) 6 (14.3%) 4 (9.5%)

Tabella 3. Percentuali di positivita rilevate dal test di tipizzazione (HPV-DNA) e dal test E6/E7 mRNA in relazione al
risultato citologico (Pap-test tradizionale, refertazione secondo il Sistema di Bethesda 2001)

diagnosi citologica

Negativa (40)

ASCUS (70)

LSIL (62) HSIL o superiore (42)

HPV-DNA  negativo 38 (95.0%) 46 (65.7%) 30 (48.4%) 16 (38.1%)
positivo 2 (5.0%) 24 (34.3%) 32 (51.6%) 26 (61.9%)
HPV E6/E7 negativo 40 (100.0%) 66 (94.3%) 48 (77.4%) 18 (42.9%)
positivo 0 (0.0%) 4 (5.7%) 14 (22.6%) 24 (57.1%)
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| risultati ottenuti, analoghi a quelli riportati in
molti lavori gia presenti in letteratura, sembrano
confermare che |’ espressione delle oncoproteine
E6 ed E7 pud realmente essere considerata un
marker di progressione verso il cervicocarcinoma
e che, pertanto, il test MRNA E6/E7 HPV potreb-
be essere proficuamente utilizzato quale test di
approfondimento nel cas di citologia dubbia o
borderline.

In un prossimo futuro un nuovo schema operativo
di prevenzione del cervicocarcinoma, che potreb-
be essere proposto per donne di tutte le eta potreb-
be essere, pertanto, il seguente:
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dail Triage dei risultati ASCUS/LSIL.

In particolare potrebbe portare ad una significativa
diminuzione del numero di colposcopie, di biopsie
etrattamenti non necessari con conseguente rispar-
mio globale dei costi a fronte di un effettivo
migliore trattamento del paziente ed a una sostan-
Ziale riduzione dello stress psicologico a carico
delle donne con un’infezione “transiente”.

Il test di ricercadell’ E6/E7 mRNA potrebbe risul-
tare di grande utilita anche come test di approfon-
dimento dei campioni HPV DNA positivi in caso
tale test fosse adottato come screening primario,
nel Follow-up dopo Trattamento, nello Screening e
Follow-up di tumori Non-

CITOLOGIA

NORMALE >

neg
ASCUS o LSIL . E6/ET mRNA
pos

ey

HSIL o + p COLPOSCOPIA

RICHIAMO NORMALE (3 anni)

RICHIAMO PIU” BREVE (1 anno)
(follow up secondo Linee Guida Nazionali)

cervicali e nel Follow-up
della Vaccinazione.

In ultimo, anche sei genotipi
virali presi in esame dal test
E6/E7 mMRNA (HPV16,
HPV18, HPV31l, HPV33,
HPV45) sono di gran lunga
quelli piu frequentemente

L’ adozione di questo algoritmo potrebbe consen-
tire di raggiungere significativi traguardi in termi-
ni di efficacianell’ operadi prevenzione del cervi-
cocarcinoma consentendo contemporaneamente
unaottimizzazione dei costi per quello cheriguar-
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