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Introduzione

Il 99,7% dei carcinomi della cervice uterina alberga
sequenze genomiche di papillomavirus umano (HPV).
I tipi virali ad alto rischio oncogeno (HR HPV) sono
responsabili della possibile integrazione all’interno
del DNA cellulare, determinando modificazioni di
tipo preneoplastico che possono regredire, rimanere
invariate, o progredire verso forme tumorali invasive.
Un’infezione persistente con i genotipi di HPV ad alto
rischio è la causa necessaria allo sviluppo del cervico-
carcinoma. Donne con Pap test normale e positività
per HR HPV presentano un rischio 116 volte maggio-
re di sviluppare lesioni squamose intraepiteliali di alto
grado rispetto a donne negative per HR HPV.
Unitamente al genotipo di virus ed alla carica virale,
il fattore principale dell’evoluzione in senso maligno
è legato alle difese immunitarie dell’ospite. La coinfe-
zione con tipi multipli di HPV non rappresenterebbe
invece un fattore di rischio elevato per la progressio-
ne della malattia.
L’infezione genitale da HPV può essere diagnosticata
con citologia, istologia e metodiche di biologia mole-
colare. La citologia non è un metodo affidabile per
rilevare l’HPV: coilociti e discheratociti sono markers
specifici solo per l’infezione clinica e la maggioranza
delle infezioni da HPV non può essere rilevata con il
Pap test. L’accuratezza della citologia per quanto
riguarda la sola infezione da HPV si attesta al 15%. Il
prelievo istologico sotto controllo colposcopico si
effettua solamente nei casi di sospetta lesione morfo-
logica. Le tecniche per la rilevazione dell’HPV differi-
scono in sensibilità. L’esperienza del laboratorio è di
importanza critica per ottenere risultati attendibili,
soprattutto per le tecniche PCR. I metodi tradizionali
di diagnosi virale come la microscopia elettronica, la

coltura cellulare e alcuni metodi immunologici, non
sono adatti al rilevamento dell’HPV. Questi virus non
possono essere coltivati.

Biologia Molecolare

L’HPV test offre un modo per migliorare i programmi
di screening per il cervicocarcinoma e ridurre la mor-
talità per cancro. A tale proposito è stata pubblicata
una mole straordinaria di lavori scientifici, tesi a
dimostrare l’utilità della ricerca del DNA virale ed il
rapporto costo-efficacia di questi test. Le tecniche per
la tipizzazione dell’HPV hanno differenti sensibilità.
Nella diagnostica di routine si utilizzano:
• Hybrid Capture® II (HC 2)
• Polymerase Chain Reaction (PCR)
Poiché tuttavia la maggior parte delle infezioni da
HPV è transitoria e solo l’HPV che esprime attivamen-
te le proteine oncogeniche può causare il cancro
della cervice, si sono implementate nuove metodiche
atte a ricercare le proteine oncogeniche dell’HPV, E6
ed E7.
Infine l’analisi dettagliata dell’attività molecolare ha
permesso di identificare un nuovo biomarcatore che
viene iperespresso nelle cellule cervicali displastiche.
L’iperespressione dell’inibizione della chinasi ciclino-
dipendente p16INK4a nelle cellule displastiche indica
un’attiva espressione dell’oncogene virale E7. Una
maggiore espressione della proteina p16INK4a può oggi
rappresentare un utile biomarcatore per cellule con
espressione attivata di oncogeni virali.
Esistono poi i Biochips (microarrays), che non sono
entrati nella routine per il costo proibitivo. Ogni chip
genico consiste di una fila di pozzetti di 20 micron
quadrati su una superficie di silicone di 1,3 cm. In cia-
scun pozzetto sono contenute sonde di DNA in grado
di rivelare la presenza di un gene specifico.
Il problema principale di tutte queste metodiche è
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essenzialmente quello di evitare i falsi positivi e di
conseguenza l’ansietà delle pazienti 1-23.

Hybrid Capture® (HC 2) test (Digene)
L’HC 2 è un test di ibridazione molecolare in micro-
piastra, che identifica due gruppi di genotipi rispetti-
vamente definiti a basso rischio 6,11,42,43,44 e a rischio
intermedio-alto 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68. La tipizzazione
avviene tramite chemioluminescenza, con una soglia
di identificazione pari ad 1 picogrammo di DNA vira-
le per ml. L’HC 2 non individua però il singolo tipo
virale e la carica virale è calcolata in forma semiquan-
titativa (tramite un gradiente di intensità di chemiolu-
minescenza). Sono inoltre necessari due prelievi, uno
per il Pap test e uno per il test virale. Ha costo eleva-
to. È approvato dalla FDA 24-34.

Polymerase Chain Reaction
Si è potuto dimostrare che la carica virale determina-
ta con HC 2 non si modifica con l’aumentare della
gravità delle lesioni. Oltre a ciò, la carica virale cumu-
lativa misurata con HC 2 in presenza di coinfezioni
multiple sovrastima la carica virale tipo-specifica.
Viceversa la carica virale determinata con PCR
aumenta in modo lineare con l’aumentare del grado
della lesione squamosa intraepiteliale.
Il test con PCR si è ultimamente reso disponibile in
Italia con due metodiche che identificano i 13 princi-
pali genotipi degli HR HPV:
1) DuoPap® (con individuazione del singolo tipo vira-
le);
2) Amplicor® (che non individua il singolo sottotipo).
Del tutto recentemente è però stato a attivato anche
un nuovo metodo, il Linear Array® HPV test, che
identifica ben 37 genotipi di HPV ad alto e basso
rischio, anche individualmente.

1) DuoPap® (Bi-tech)
Abbina la metodica PCR alla citologia su strato sotti-
le. Tipizza i 13 principali genotipi di HPV ad alto
rischio: 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68 (con possibilità di indivi-
duazione del singolo tipo virale). La carica virale è
determinata con precisione e vi è necessità di un sin-
golo prelievo. Viene fornito tutto il materiale necessa-
rio per il prelievo ed il ritiro del campione. I referti
sono personalizzati via e-mail oppure on-line. Il costo
è contenuto 35-42.

2) Amplicor® HPV test (Roche)
L’Amplicor è un test altamente sensibile ed affidabile
che tipizza i 13 principali genotipi di HPV ad alto
rischio. La “cross-contaminazione” con altri tipi di
HPV è risultata pari a zero. Il rilevamento di DNA
virale mediante Amplicor HPV test dovrebbe essere

effettuato entro 21 giorni dal prelevamento del mate-
riale. Un test negativo in presenza di CIN è risultato
associato a regressione o persistenza delle lesioni,
mai a progressione. L’Amplicor HPV test si correla
bene con il grado delle lesioni associate e la storia
naturale della malattia. Questo test è risultato più sen-
sibile rispetto all’HC 2: la presenza di HR HPV è stata
confermata nel 33% dei campioni positivi con
Amplicor e negativi con HC 2. In nessuno dei cam-
pioni negativi con Amplicor e positivi con HC 2 sono
stati riscontrati HPV ad alto rischio: ciò starebbe ad
indicare una falsa positività dell’HC 2. L’Amplicor è
marcato CE. Non individua il singolo sottotipo virale.
Il Linear Array® HPV test (Roche) identifica invece il
singolo sottotipo virale su 37 genotipi di HPV ad alto
e basso rischio. È risultato altamente sensibile su dif-
ferenti materiali clinici, con un’affidabile e sensibile
determinazione delle coinfezioni 43-48.

Le oncoproteine E6 ed E7
Nelle cellule epiteliali germinali in fase di replicazio-
ne i geni E6-E7 producono all’inizio un controllo sul
ciclo cellulare e sull’apparato mitotico e inducono in
seguito una grave instabilità genica, che si manifesta
morfologicamente attraverso l’alterazione del rappor-
to nucleo-citoplasma, anisonucleosi ed ipercromasia.
I metodi precedenti, tutti basati sulla ricerca del DNA
virale, identificano i genotipi dell’HPV ad alto rischio
fino al 20% del totale della popolazione femminile,
laddove in realtà i test istologici indicano che solo lo
0,4% delle donne hanno una displasia significativa.
La differenza è dovuta al fatto che le infezioni da HPV
sono transitorie, con alti livelli di acquisizione e di
clearance. Solo l’HPV che esprime attivamente le pro-
teine oncogeniche E6 ed E7, può causare il cancro
della cervice. La presenza dell’RNA permette un
monitoraggio specifico della produzione e dell’e-
spressione di questi oncogeni virali.
Attraverso il legame e l’induzione di una rapida degra-
dazione della p53, la proteina virale E6 blocca l’atti-
vità di repressione, riparazione del DNA e l’azione
apoptotica della p53. Attraverso il legame e l’inattiva-
zione della pRb, la proteina virale E7 incrementa la
sintesi del DNA e blocca la differenziazione cellulare.
Le cellule mancanti della funzionalità di p53 e pRb
sono altamente predisposte allo sviluppo del tumore,
a causa di una ridotta risposta apoptotica, instabilità
genomica ed aumento della proliferazione, tutti
segnali di una trasformazione maligna.
L’identificazione tipo-specifica dell’espressione onco-
genica dell’HPV eseguita tramite il test “HPV-
Proofer”, introduce il monitoraggio delle infezioni
persistenti dei genotipi virali più fortemente associati
allo sviluppo del cervicocarcinoma.



PreTect® HPV-Proofer
Determina l’attività oncogenica (rileva mRNA delle
regioni oncogeniche E6/E7 dell’HPV) dei genotipi 16,
18, 31, 33 e 45. Impiega la tecnologia NASBA per una
determinazione dell’RNA più specifica e più sensibi-
le. Include un set di primer specifici e sonde con strut-
tura molecular beacon per l’identificazione e la tipiz-
zazione dei genotipi, permettendo così di individuare
le pazienti con attiva espressione oncogenica 49-52.

La Proteina P16
La p16INK4a è una proteina che interviene nel controllo
del ciclo cellulare e che viene iperespressa in cellule
cervicali trasformate dagli HPV ad alto rischio.
Abbiamo visto come nella patogenesi del cancro cer-
vicale e dei suoi precursori, l’espressione degli onco-
geni E6 ed E7 dei tipi virali ad alto rischio sia richie-
sta per avviare e mantenere il fenotipo trasformato
delle cellule epiteliali. L’espressione del gene E7 nelle
cellule epiteliali in replicazione comporta la distru-
zione del complesso pRb-E2F e l’inattivazione funzio-
nale del pRb. Ciò induce una overespressione dell’i-
nibitore chinasico p16INK4a ciclina dipendente in
maniera indipendente dal tipo di HPV ad alto rischio.
Il gene INK4 è uno dei più frequenti geni oncosop-
pressori inattivati nel cancro umano. La p16INK4a (inibi-
tore della chinasi ciclino dipendente) è un gene onco-
soppressore in grado di prevenire la fosforilazione
della pRb, bloccando così la cellula in fase G1.
Quando l’oncoproteina E7 lega la pRb viene rilascia-
to il fattore trascrizionale E2F permettendo alla cellu-
la di procedere dalla fase G1 alla fase S: divisione cel-
lulare. Nelle cellule normali la p16INK4a non è determi-
nabile con metodiche immunoistochimiche. In poche
cellule tuttavia, specialmente nella metaplasia squa-
mosa, questa proteina può essere espressa fisiologica-
mente durante il processo di trans-differenziazione. In
immunoistochimica gli stadi di differenziazione cellu-
lare “displasia” e “metaplasia” sono caratterizzati da
differenti espressioni di p16INK4a rispettivamente “diffu-
so” e “localizzato”. In citologia queste differenze di
colorazione non possono ovviamente essere rilevate.
Nel cancro della cervice l’inattivazione della pRb è
mediata dal legame dell’oncoproteina E7 dell’HPV ad
alto rischio alla pRb. Dal momento che l’espressione
della p16INK4a è sottoposta ad un controllo di feed back
negativo da parte della pRb funzionante, l’iperespres-
sione rappresenta un utile biomarcatore per cellule in
cui vi è un’intensa espressione degli oncogeni HPV.

CINtec™ p16INK4a Kit Citologico (DakoCytomation)
Nelle cellule displastiche ed in proliferazione la
p16INK4a è fortemente espressa e quindi facilmente
identificabile con metodi immunoistochimici. Il kit

CINtec™ p16INK4a per citologia è progettato per l’uti-
lizzo su campioni citologici preparati in modo con-
venzionale o su strato sottile. I reagenti contenuti nel
kit sono ottimizzati per l’utilizzo su campioni citolo-
gici ed il sistema di rivelazione si basa sulla tecnolo-
gia del polimero di destrano al quale sono legati gli
anticorpi secondari. I controlli di qualità garantiscono
un’elevata standardizzazione e riproducibilità della
metodica 53-62.

Conclusioni

L’impiego clinico dell’HPV DNA test è stato valutato
per le seguenti indicazioni:
1) nello screening primario del cancro cervicale
nelle donne? 30 anni in aggiunta alla citologia
2) nella gestione dei risultati citologici dubbi
(ASCUS)
3) nel follow-up delle lesioni squamose intraepitelia-
li di basso e medio grado (CIN 1-2), per predirne la
regressione, la persistenza o la progressione
4) dopo trattamento per displasia cervicale.
L’esecuzione annuale del Pap test è valida per diagno-
sticare le lesioni cervicali neoplastiche preinvasive e
il cancro cervicale nei suoi stadi più precoci. L’HPV
test può essere utile nei casi in cui un Pap test risulti
positivo per lesioni dubbie o di basso grado, per la
sua capacità di predire le lesioni cervicali di alto
grado. Questa strategia incrementa la sensibilità dello
screening citologico, senza la necessità di inviare
tutte le donne con anomalie citologiche minori all’e-
same colposcopico. L’impiego del test in Italia è
attualmente limitato dal costo eccessivo. Pertanto l’u-
tilizzo che può essere auspicato fin da oggi è quello
relativo al follow-up di pazienti trattate per pregressa
lesione di alto grado, considerando anche che il
numero di questi casi è limitato ed al contrario in que-
sto gruppo è molto più frequente il cancro invasivo
(per cui anche il rapporto costo-efficacia può essere
considerato favorevole). Nuove prospettive si aprono
con il sempre crescente utilizzo della citologia su
strato sottile in sostituzione di quella convenzionale:
tale metodica, consentendo di effettuare il test in caso
di citologia dubbia o di basso grado senza che la
paziente debba tornare alla visita, permetterà di avere
anche un più favorevole rapporto costo-efficacia,
ampliandone così l’utilizzo nella routine clinica.
Infine in un prossimo futuro, il test potrebbe venire
ulteriormente valorizzato dall’avvento di strategie
vaccinali su vasta scala.
Ulteriori studi sono necessari per validare l’impiego
dei test di ultima generazione (oncoproteine E6/E7,
proteina p16).
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