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Riassunto

Introduzione: Il papillomavirus (HPV) & un virus
molto studiato per la sua capacita di trasforma-
zione neoplastica, nelle cellule che infetta, soprat-
tutto alivello genitale femminile, per integrazio-
ne del DNA virale nel DNA cellulare; il problema
clinico strettamente attuale € capire quali siano
le donne infettate che presentino attivita virale o
meno, per poter definire I'eventuale produttivita
del virus e sottoporle a uno follow up dlinico stru-
mentale personalizzato.

Materiali e metodii: un gruppo di donne afferen-
ti al Laboratorio di Biologia Molecolare e Onco-
logia Sperimentale (LBMOS), dell'Ospedale “Vito
Fazzi" di Lecce, per sospetta recente infezione da
HPV sono state sottoposte a ricerca dell'HPV me-
diante 'amplificazione della regione L1 del geno-
ma virale (Test DNA-HPV L1) con l'impiego della
tecnologia REAL-TIME PCR Sybr Green. | campio-
ni positivi per HPV ad alto rischio sono stati inda-
gati con un nuovo test che ricerca 'mRNA del-
I'HPV (NucliSENS EasyQ), che consente di deter-
minare la presenza dell’'mRNA delle regioni E6 ed
E7 dell'HPV: 16, 18, 31, 33 e 45. Infine, abbiamo
effettuato un confronto tra i risultati ottenuti con
le due tecniche

Risultati: sono stati analizzati 130 donne, rilevan-
done in 42 la positivita al virus (32.3%) e in 19 di
queste la presenza di mRNA di uno o pit di uno
dei cinque genotipi oncogeni di HPV (45.2). Dal
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INTRODUZIONE

La presenza di un’infezione da Papillomavi-
rus (HPV) nella maggior parte dei casi di neo-
plasia della cervice uterina & considerata un
elemento di prova del ruolo pregante dell’at-
tivita del'HPV nello sviluppo di questo di tu-
more femminile.

L'associazione fra HPV e cervicocarcinoma ¢
incontrovertibile, coerente e specifica per un
numero limitato di tipi virali, decimanti ge-
notipi ad alto rischio, fra cui spiccano, per
ora, i1 16, il 18, il 31, il 33 e il 45 (D).

1l rischio di contrarre un’infezione da HPV
nel corso della vita di una donna ¢ molto ele-
vata, giungendo sino all’80% dei casi, ma so-
lo una piccola percentuale delle donne infet-
tate sviluppera una neoplasia cervicale di al-
to grado, grazie a questa differenza di geno-
tipi, ad alto, medio e basso rischio (2).

Lo spettro delle manifestazioni cliniche del-
I'HPV si estende dalle patologie benigne, qua-
li ad esempio le verruche genitali, causate da
genotipi a basso rischio (comunemente HPV
6 ed 11), fino alle neoplasie invasive, causa-
te da genotipi di HPV ad alto rischio.

Tra quest'ultimi, i genotipi 16 e 18 sono as-
sociati ad oltre il 70% dei casi di cancro cer-
vicale a livello mondiale (3-4).

Tra le donne infette da HPV appare, dunque,
di fondamentale importanza individuare quel-

le con genotipo ad alto rischio di trasforma-
zione neoplastica genitale, in modo da defi-
nire quali siano quelle da monitorare in ma-
niera intensiva.

Per poter definire quali di queste siano quel-
le con infezione da HPV ad alto rischio, & ne-
cessario utilizzare metodi che rivelino 'infe-
zione persistente del virus, attraverso la rile-
vazione dell’espressione di oncogeni virali o
l'uso di marcatori umani supplementari (5).

Attualmente, i metodi utilizzati per la diagno-
si delle infezioni da HPV hanno come target
la regione L1, una regione altamente conser-
vata del genoma virale; tali metodi, tuttavia,
permettono esclusivamente di valutare la pre-
senza del DNA del virus, ma non forniscono
informazioni riguardo l'eventuale attivita del
virus o produttivita dell'infezione; tali infor-
mazioni sarebbero, invece, opportune e in-
dispensabili per identificare, precocemente,
quei casi che potrevvero evolvere verso la
trasformazione neoplastica.

L'effetto oncogeno del virus ¢ legato ai geni
E6 ed E7 dei genotipi di HPV ad alto rischio
e la loro continua espressione appare neces-
saria per la trasformazione ed il mantenimen-
to del fenotipo neoplastico o displastico del-
le cellule cervico-vaginali.

Pertanto, la rilevazione dei prodotti di trascri-
zione (m-RNA) dei geni E6 ed E7 dei geno-
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confronto fra il test per la ricerca di mMRNA-HPV
ed il Test DNA-HPV L1, € emerso che i risultati era-
no totalmente concordi nel 78.9% dei casi, men-
tre erano parzialmente o totalmente discordanti
nel 21.1%, cioé nelle infezioni virali classificabili
non attive.

Conclusioni: la rilevazione contemporanea nei
campioni esaminati sia del DNA virale che dell'mR-
NA virale permette d" individuare, con assoluta
precisione, la presenza di un'infezione da HPV e
la sua attivita; la produzione persistente delle on-
coproteine E6 ed E7, rilevabile con la ricerca del-
I'HPV-mRNA, permette di identificare i soggetti a
rischio per una probabile evoluzione dell'infezio-
ne virale verso una trasformazione cellulare neo-
plastica. Cio potrebbe consentire al clinico, con un
notevole margine di affidabilita, di disporre di un
maggior numero d'informazioni utili per selezio-
narne e personalizzarne il follow up.

Parole chiave

HPV, DNA test

mMRNA test

Sequenziamento molecolare
PCR

Sonde molecolari

Summary

Viral HPV activity evaluation by mRNA
analisys: a new molecular technique

to detect viral activity

Introduction: Human papillomavirus (HPV) are
well studied virus for its transforming capability
in neoplasm, in infecting cells, particularly in fe-
male genital areas, for DNA integration in cel-
lular DNA; the current clinical problem is to tar-
get who is an infected women with viral acti-
vity or not, to define the eventual viral produc-
tivity and to submit them to a clinical and instru-
mental follow up

Material and methods: a group of women, re-
ferent to Biological Molecular and Experimen-
tal Oncological Lab (LBMOS) of “Vito Fazzi" Ho-
spital of Lecce, for suspect of recent HPV infec-
tion by ORF L1 amplification test (DNA-HPV L1
Test), and by REAL-TIME PCR Sybr Green tech-
nology. The positive samples to high risk HPV
were studied by a new mRna-HPV Test (Nucli-
SENS EasyQ), to show the presence of mRNA in
E6 and E7 HPV regions of subtypes: 16, 18, 31,
33 and 45. Finally we compared the results ob-
tained with both molecular methods.

Results: we analyzed 130 women, finding 42
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tipi di HPV ad alto rischio rappresenta un uti-
le fattore di valutazione del rischio di svilup-
po di una neoplasia cervico-vaginale, rispet-
to alla sola rilevazione del DNA virale (6).
Da quanto emerso nella disamina della pro-
blematica inerente alla produttivita 0 meno
delle infezioni da HPV, abbiamo deciso di ri-
cercare I'HPV in donne con sospetta infezio-
ne virale e di sottoporle allmRNA HPV test,
in caso di positivita al test DNA-HPV ad alto
rischio.

MATERIALI E METODI

Un gruppo di donne afferenti al Laboratorio
di Biologia Molecolare e Oncologia Speri-
mentale (LBMOS), dell’Ospedale “Vito Faz-
zi” di Lecce, per sospetta infezione da HPV,
sono state sottoposte, mediante analisi del
muco cervico-vaginale raccolto con scrape
cervicale, a ricerca del’'HPV, durante il pe-
riodo compreso fra il primo gennaio 2007 e
il maggio 2008

I campioni di muco cervico-vaginale sono
stati analizzati mediante 'amplificazione del-
la regione L1 del genoma virale (Test DNA-
HPV L1), una regione altamente conservata,
presente in tutti i genotipi di HPV, che codi-
fica per la proteina capsidica maggiore del
virus.

L'amplificazione € stata ottenuta attraverso
I'impiego della tecnologia REAL-TIME PCR,
utilizzando la molecola fluorescente SYBR
Green ed i primer MY09 e MY11 diretti verso
una regione di 450 bp all'interno del’ORF L1.
L'analisi del segnale fluorescente emesso, che
risulta essere direttamente proporzionale al-
I'amplificazione della regione virale L1, ha
permesso di rilevare la presenza di un’infe-
zione da Papillomavirus.

Inoltre, attraverso I'analisi della Temperatu-
ra di melting (Tm), & stato possibile operare
una classificazione indicativa tra genotipi di
HPV ad alto e a basso rischio.

La Temperatura di melting (temperatura alla
quale il 50% del DNA di un organismo risul-
ta denaturato) dipende, infatti, dalla percen-
tuale delle basi Guanina e Citosina presenti
nel filamento target ed i diversi genotipi di
HPV differiscono tra di loro proprio per quan-
to riguarda la composizione in basi dello spe-
cifico filamento di DNA.

Successivamente si € proceduto, per le pa-
zienti risultate positive all’HPV, con l'identi-

ficazione del genotipo di HPV responsabile
dell'infezione, mediante I'utilizzo di una tec-
nica che sfrutta il principio dell'ibridazione
dei prodotti di amplificazione con 37 sonde
oligonucleotidiche, specifiche per altrettanti
genotipi di HPV.

Dai dati ottenuti sull'analisi della presenza
dei genotipi di HPV ad alto rischio, in parti-
colare il 16, il 18, il 31, il 33 e il 45, abbiamo
ricercato la produttivita dell'infezione virale
attraverso I'impiego di un nuovo test di ricer-
ca, 'mRNA HPV.

Questo test per la ricerca denominato mRNA
HPV E6/E7 test, € in commercio con il nome
di NucliSENS EasyQ® e si basa sulla tecno-
logia NASBA e consente di determinare Iat-
tivita oncogena di di quei 5 genotipi di HPV
ad alto rischio, rilevando la presenza del'mR-
NA delle regioni E6 ed E7 che, come suddet-
to, svolgono un ruolo chiave nel processo di
trasformazione neoplastica;

Infine, abbiamo effettuato un confronto tra i
risultati ottenuti attraverso la tecnica di ibri-
dazione molecolare e quelli ottenuti con la
nuova metodica di rilevazione del'mRNA del-
le regioni E6 ed E7 del virus.

RisuLTATI

Sono stati analizzati complessivamente 130
campioni di pazienti, rilevandone in 42 la po-
sitivita al virus (32.3%).

Tra i 42 campioni risultati positivi al Papillo-
mavirus, 19 (45.2 %) presentavano uno o pitt
di uno dei cinque genotipi oncogeni di HPV
(16, 18, 31, 33 e 45) che, come emerge in let-
teratura (1), sono presenti nell’82.9 % dei ca-
si di carcinoma della cervice uterina; su tali
campioni di muco cervico-vaginale ¢ stata
poi valutata l'espressione delle oncoproteine
virali E6 ed E7.

I casi positivi a quest'ultimo test hanno per-
messo d'individuare le infezioni virali pro-
duttive e quindi i virus non quiescenti, in gra-
do di produrre le oncoproteine trasformanti
E6 ed E7.

Inoltre, dalla comparazione del test Nucli-
SENS EasyQ® per la ricerca di mRNA-HPV e
del Test DNA-HPV L1 sono emersi dei dati
alquanto sostanziali, in quanto quest’ultimo
test ha rilevato la presenza di un numero di
genotipi maggiore rispetto a quelli eviden-
ziati dal test mRNA

Difatti, il Test DNA-HPV L1 si avvale dell’'u-
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HPV positivity (32.3%) and in 19 of these we
checked the high risk HPVs mRNA presence of
one or more of them (42.5 Comparing the two
tests, the NucliSENS EasyQ for the mRNA-HPV
research and the DNA-HPV L1 Test, we detec-
ted a total concordance in 78.9% of cases, whi-
le in 21.1% they were totally o partially discor-
dant, defining, so, the viral infections as non ac-
tives.

Conclusion: the contemporary detection, in the
examined samples, either of viral DNA or of vi-
ral mRNA permits to establish, with absolute
precision, the presence of a HPV infection and
its activity; the persistent production of E6 and
E7 onco-proteins, finding by HPV-mRNA re-
search, allows to identify the patients at risk for
a probable evolution of viral infection to a neo-
plastic cellular transforming. It could permit to
a clinicians, with a large entrusting margin, to
have an extensive panel of useful information
to select and personalize the follow up.
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mRNA test

Molecular sequencing
PCR

Molecular probe
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tilizzo di sonde specifiche per 37 diversi ge-
notipi del virus, mentre il NucliSENS EasyQ
utilizza delle sonde dirette verso 'mRNA del-
le regioni E6 ed E7 di soli 5 genotipi di HPV
ad alto rischio.

Prendendo in considerazione soltanto tali 5
genotipi per 15 campioni sui 19 esaminati
(78.9%), i risultati ottenuti con la metodica
NASBA hanno confermato i risultati ottenuti
con il test del DNA.

In 2 casi su 19 ¢ stata riscontrata una parzia-
le concordanza: nel primo soggetto in studio,
il test per la rilevazione del’'mRNA-HPV ha
rivelato la presenza del trascritto delle regio-
ni E6 ed E7 per i genotipi 18 e 45, ma non
per il genotipo 16; nella seconda paziente, il
test mRNA-HPV ha rivelato la presenza dei
trascritti delle regioni E6 ed E7 per il genoti-
po 18, ma non per il genotipo 16.

Infine, in altri 2 casi su 19 & stata riscontrata
una totale discordanza di risultati: il test del
DNA ha accertato, rispettivamente, la positivi-
ta ai genotipo 31 e 16, risultato che non & sta-
to confermato dalla metodica mRNA-NASBA.
In totale, quindi, il 21.1% circa dei casi esa-
minati presentava infezioni classificabili co-
me infezioni non produttive parziali o totali.
I dati suddetti sono esposti nella Tabella 1.

DiscussioNE

La ricerca della presenza di HPV in donne in
eta fertile & sempre pit richiesta nei labora-
tori biologici e microbiologici.

Da quanto emerge dai dati correnti sulle ma-
lattie sessualmente trasmesse, I'infezione da
HPV rappresenta l'infezione virale pitt comu-
nemente trasmessa per via sessuale; attual-
mente sono noti circa 200 genotipi del virus
di cui pit di 30 sono in grado di infettare il
tratto genitale (1).

Nonostante il Pap-test sia uno dei test di
screening pit diffusi e a basso costo, la sua
importanza come strumento di predittivita,
nei confronti della presenza dell'infezione da
HPV, tende a ridursi, pur rimanendo fonda-
mentale nel monitoraggio del grado della le-
sione cellulare e, quindi, dell'evoluzione del-
la patologia precancerosa.

Negli ultimi anni i test di biologia molecola-
re sono entrati a far parte della diagnosi di
routine delle infezioni da Papillomavirus.
Test quali la REAL-TIME PCR, I'ibridazione
molecolare ed il sequenziamento del DNA
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consentono la massima sensibilita e specifi-
cita ed una rapida ed accurata identificazio-
ne dei genotipi di HPV responsabili dell'in-
fezione virale, grazie all'individuazione del-
I'ORF L1 del genoma del virus (1).

L'alta prevalenza di soggetti positivi al test
DNA-HPYV, perd, non corrisponde alla bassa
incidenza neoplastica genitale; si ¢ difatti vi-
sto che non ¢ l'intero virus ad avere un ruo-
lo attivo nel processo di carcinogenesi, ma la
trasformazione neoplastica € legata alla pro-
duzione delle oncoproteine virali E6 ed E7.
Inoltre, il test DNA-HPV potrebbe fornire, in
alcuni casi, falsi negativi.

Lintegrazione del DNA virale nel genoma del-
la cellula ospite implica, spesso, la perdita di
parte del genoma dell'HPV: di conseguenza,
sarebbe impossibile individuare la presenza
del virus, se il gene L1 fosse deleto anche
parzialmente.

I test basati sulla rilevazione del DNA del vi-
rus non sono i pitt adeguati per prevedere
l'insorgenza di un cervico-carcinoma, poiché
essi rilevano esclusivamente la presenza del
DNA virale, ma non l'attivita oncogena (7,8).
Proprio per questa ragione sono stati recen-
temente introdotti sul mercato dei test per la
rilevazione dellmRNA delle regioni E6 ed E7
di alcuni genotipi oncogeni di HPV (7,8).

1l test mRNA-HPV & molto sensibile ed & quin-
di in grado di rilevare le infezioni allo stadio
iniziale, molto prima che le modificazioni cel-
lulari siano visibili in un normale campione
di cellule studiato al microscopio (9,10).

In questa ricerca lavoro la positivita all’infe-
zione virale ¢ stata rilevata utilizzando una
tecnica di amplificazione genica del DNA di
comune impiego nella diagnosi di laborato-
rio, ossia la REAL-TIME PCR (11).

Tutti i campioni risultati positivi sono stati sot-
toposti a genotipizzazione attraverso ibrida-
zione con sonde specifiche.

Lattenzione ¢ stata quindi focalizzata su quei
campioni risultati positivi ai 5 genotipi ad al-
to rischio, verso cui e rivolto il test mRNA-
HPV; l'impiego di tale test ha consentito d’in-
dividuare quali, tra le infezioni risultate po-
sitive al test DNA, fossero infezioni virali at-
tive (12).

Dai risultati dal nostro studio possiamo affer-
mare che sicuramente il test per la rilevazio-
ne del’/RNA messaggero (m-RNA) rappresen-
ta un’importante innovazione nell'ambito del-
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la prevenzione del carcinoma della cervice,
dal momento che esso consente di accertare
la presenza di un fattore di rischio di trasfor-
mazione neoplastica, in uno stadio molto pre-
coce, quando non sono ancora evidenti le-
sioni citologiche.

Dato che la maggior parte delle infezioni da
HPV ¢ transitoria, €, quindi, importante de-
terminare la persistenza di una infezione da
HPV, che esprime proteine trasformanti, qua-
li le E6 ed E7 (13).

[ test per la determinazione della presenza
del DNA virale e quello per la determinazio-
ne della presenza dei trascritti delle regioni
E6/E7 dovrebbero essere condotti contempo-
raneamente, soprattutto in presenza di lesio-
ni citologiche sospette per possibile trasfor-
mazione neoplastica.

Inoltre, questo tipo di test & attualmente ri-
volto verso 5 genotipi oncogeni di HPV, ma
il suo utilizzo non pud essere applicato ad
altri genotipi di HPV ad alto rischio (14).

Al contrario, i test per la rilevazione del DNA
dellHPV permettono la rivelazione della pre-
senza di un’infezione virale, ma non forni-
scono informazioni circa 'espressione delle
oncoproteine virali e quindi la persistenza
dell'infezione virale e la sua evoluzione ver-
so un cancro cervicale (11).

La rilevazione contemporanea nei campioni

esaminati sia del DNA virale (attraverso REAL-
TIME PCR e successiva ibridazione moleco-
lare) che del'mRNA del virus, di uno o piu
dei 5 genotipi oncogeni di HPV, permette
dunque d’individuare, con assoluta precisio-
ne, la presenza di un’infezione attiva da HPV.
Difatti, la produzione persistente delle onco-
proteine E6 ed E7, rilevabile con la ricerca
dellHPV-mRNA, permette di identificare i sog-
getti a rischio per una probabile evoluzione
dell'infezione virale verso una trasformazio-
ne neoplastica.

Per cio che riguarda i casi discordanti, per cui
¢ stata evidenziata la presenza del solo DNA
virale di un genotipo oncogeno, possiamo af-
fermare che si tratta, probabilmente, di un’in-
fezione virale attualmente non produttiva.
In caso d’infezioni non produttive non occor-
re dunque eseguire controlli assidui e perio-
dici, in quanto il rischio di trasformazione
neoplastica imminente non sussiste.

CONCLUSIONI

La produttivita del virus nell'organismo uma-
no ¢ identificabile mediante la recente intro-
duzione sul mercato di un test per la ricerca
dell'mRNA delle regioni E6/E7 dei 5 princi-
pali tipi oncogeni del’HPV ad alto rischio,
marcatori di un’infezione virale attiva.

La metodica NASBA permettendo l'identifica-

zione del reale genotipo responsabile dell’in-
fezione, oltre che la ricerca del’HPV-mRNA
delle regioni E6 ed E7, evidenzia il ruolo di
importante innovazione di tale test sia nel-
I'ambito della diagnosi di laboratorio che del
monitoraggio della progressione dell'infezio-
ne virale.

In futuro, ulteriori passi in avanti nella dia-
gnosi delle infezioni da Papillomavirus si po-
tranno avere con I'ampliamento della gam-
ma di ceppi di HPV verso i quali cercare
eventuali marcatori di replicazione attiva
(mRNA).

Cio potrebbe consentire al clinico, con un
discreto margine di affidabilita, di disporre di
un maggior numero d'informazioni utili da
un punto di vista diagnostico e prognostico
e fruibili per terapie sempre pilt mirate e per-
sonalizzate.

Sebbene la vaccinazione contro 'HPV rap-
presenti un importante mezzo di prevenzio-
ne, occorre tener presente che essa ¢ limita-
ta ad un numero ristretto di tipi virali; per ta-
le ragione, ¢ di fondamentale importanza non
affidarsi esclusivamente sulla prevenzione pri-
maria, ma € necessario che questa sia sem-
pre affiancata da una prevenzione di tipo se-
condario, ossia da efficaci test di screening,
quali il Pap-test ed i test di biologia moleco-
lare.

TABELLA 1. Comparazione dell’analisi dei 19 su 45 casi positivi all’HPV ad alto rischio, con I'impiego del test per la ricerca
dell'mRNA HPV E6/E7 (NucliSENS EasyQ®) e il test DNA HPV L1

Genotipi rilevati attraverso amplificazione (PCR)

e ibridazione del gene L1

Genotipi rilevati attraverso amplificazione (NASBA)

e ibridazione dell’'mRNA dei geni E6/E7

31, 53, 59, 66 31

6, 11, 16, 18, 45, 56 18, 45
16 16

31 31

16, 18, 59 16, 18
16, 59 16
33,42, 54, 52/33/35/58 33
31, 52/33/35/58 31

16, 58, 52/33/35/58 16
16, 18, 31 16, 18, 31
16 16

16, 18, 53, 54, 56, 62 18
31,62, 84 -
6,16 16

16 16

16 16

18, 51, 53 18

31 31

16 -—
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