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Considerazioni di base

| virus ad alto rischio sono presenti nel nucleo in forma non integrata al pari dei virus a
basso rischio ma, mentre questi non si integrano perché conservano la forma
circolare, quelli ad alto rischio, per motivi ancora poco conosciuti, possono diventare
lineari e integrarsi nel genoma cellulare perdendo pero le proteine capside

Il virus integrato inserisce nel DNA cellulare solo le proteine E6-E7 responsabili della
crescita

Il tipo di virus € identificato dalle proteine del capside. Per tipizzare un virus € necessario
avere un DNA virale o parte di esso con le proteine del capside L1- L2, dunque non
integrato

| test a RNA sono in grado di tipizzare il virus perche possono identificare le proteine del
capside che lo caretterizzano ma non possono identificare un’eventuale integrazione

| test eseguiti sul DNA messaggero della cellula trasformata possono riconoscere solo la
presenza di E6-E7 ma non tipizzare il virus. Il virus potra essere tipizzato solo in maniera
indiretta



Test di biologia molecolare
su liquidi

Test di biologia molecolare
su cellule o su tessuto



HPV e screening: la storia
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Ipotesi sul nesso causale
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Gruppo Haliano Screening del Cervicocarcinoma Venezia, 27-28 Maggio 2010



THE ETIOLOGY OF EPITHELIAL CANCER

Figure 6.10. ViraPap/ViraType™ Kit for detecting HPV DNA. The ViraPap/ViraType™ collection
kit consists of a dacron-tipped applicator stick which is swabbed over the cervix, placed in a transport
tube and sent to the laboratory. (Virapap™ is produced by Digene Diagnostics, Inc.)

Approved by FDA at
start of 1992 ibrido s i
DNA-DNA

DOT BLOT

L
T

B

\'\h"

AR

Figure 6.11. In the laboratory the ViraPap™ sample is filtered onto a membrane and hybridized with

labeled DNA probes against various types of HPV, Dark staining lanes contain HPY DNA. (Virapap™ is
produced by Digene Diagnostics, Inc.)




Hybrid Capture Tube (HCT) approvato FDA Maggio 1995
Tipi 16, 18, 31, 33, 35, 45,51,52,e 56

10 pg/ml (1.000.000 copie HPV ml /50.000 copie HPV per
test)

Hybrid Capture Il (HCII) approvato FDA Marzo 1999

Tipi : 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, e 56
39, 58,59, e 68

1 pg /ml (100.000 copie HPV ml /S5000HPV copie per test )

Diagnostic type Hybrid Capture Hybrd Ca pture
Tube HCT) IHHC )
Technology and effectiveness
Type of technology signal atnplific ation signal armplification
USFDA approwval Yes Yes
Provides serri-quantitative data was Ve
Sensitivityin detecting CIN ILIII ~ 65%
Of Cancer
e

Specifivity in detecting CIN I1-I11 ~ BO%
O Cancer
IWeg ative predictive value for tot avail able
CIN IL-IT of canc e
Lirvit of detection B0, 000virusessatnple | 5 O00viruses'satrple
Atility to differentiate viral categorized by categorized by
typesdt highflow risk highflow risk




Test di biologia molecolare
su liquidi

HPV Molecular Detection Methods

« HR HPV DNA detection

« HR HPV DNA genotyping

« HR HPV DNA quantification
 HR E6/E7 mRNA detection
 HR E6/E7 mRNA genotyping
 HR E6/E7 mRNA quantification
» Direct sequencing

» Clonal sequencing

* Integration assays (RO)



Test di biologia molecolare disponobili

« HPV genotyping RH kit Qiagen « PCR Human Papillomavirus

» Digene HPV genotyping LX kit, Qiagen Detection Set Takara Mirus Bio

« Amplicor HPV Test Roche « HPV DNA Chip Biomedlab

* Linear array Roche « Array Papillomavirus Genomica

« SPF10/LiPa DDL » ProDect Chip HPV typing Bcs Biotech S.P.A
» EasyQ HPV Biomerieux « PapType Genera Biosystems

 Aptima Gen-Probe * LCD Array HPV 3.5 Chipron

« Human Papilloma Virus reagents Third Wave » Seeplex HPV Genotyping Seegene

* BIOPAP QTS HPV Kit Loxo * Viroactiv Virofem

» Reveal HPV Real-Time HPV Detection Kit * HPV OncoTest Invirion Diagnostics
GenolD » Genpoint Tm HPV test Dako-Oxoid

« AID STD assay GenID » Abbott RealTime High Risk HPV Abbott
 AID HPV screening kit GenlD » Luminex HPV Genotyping

» AID HPYV typing kit GenlD Multimetrix/Progen

Linear ArrayExtra HPV Genotyping Kit  Papillocheck, Greiner BioOne

Innogenetics « PreTect HPV Proofer Norchip



Test di biologia molecolare

su liquidi
Hybrid Capture 1l(Qiagen) chemioilluminescenza (amplificazione segnale)
HPVDNA )
Amplicor (Roche) 13 tipi HR5LR Pcr (amplificazione target) Pool
Presenza
Cervista HPV 14 tipi HR 6LR I virale
Cobas (Roche) 16 tipi HR 21 LR >
. . o HPV DNA

Clinical Arrays (Genomica) 18 tipi HR12 LR > Tiping
Inno-LiPA HPV Genotiping ( Innogenetics) 25 HR e 8 LR
RealTime HPV Assay (Abbott) 14 tipi HR
Cepheid Xpert HPV 16 18 45 J p

\ )

HPV-Proofer (Norchip; Biomerieux) 5 tipi Presenza E6-E7

Integrazione
virale

> HPV RNA >

APTIMA HPV assay (Gen-Probe) 14 tipi



Hybrid Capture Il

Ibridizzazione in fase liquida

« Sonda per 13 tipi di HPV HR (alto e medio rischio)
(16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68)

« Sonda per 5 tipi HPV LR (6,11,42,43,44)
 Chemiluminescenza

 Qualitativo e semiquantitativo (RLU= Unita di Luce Relativa)
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denaturazione

N
%

Cattura dell'ibrido mediante
anticorpi anti-doppia catena

Hybrid Capture Il

Ibridazione con un pool di sonde
ad RNA per HPV ad alto rischio

Sonda RNA

Ibrido
DNA/ RNA

Rilevazione dell'ibrido mediante anticorpi anti-ibridi
marcati con fosfatasi alcalina
Amplificazione del segnale.

Rivelazione con substrato
chemiluninescente




Amplificazione del segnale

m Vengono applicati ai campioni anticorpi coniugati con la fosfatasi alcalina anti-ibridi
RNA/DNA in soluzione tamponata.

®m Anticorpi coniugati ognuno con molte molecole di fosfatasi alcalina riconoscono brevi
sequenze dell’ibrido in modo che migliaia di anticorpi possono legarsi ad ogni singolo
ibrido, provocando amplificazione del segnale

m [’amplificazione risultante ¢ circa di 3000 volte

Fosfatasi alcalina Substrato chemiluminescente

iAc. anti Jopp&a catena > ‘
B
L




Rivelazione

= Si applica un substrato chemiluminescente.

» La fosfatasi alcalina rimuove un gruppo fosfato dal substrato che diventa
instabile e si degrada emettendo luce che viene, misurata da un luminometro e

quantificata in unita di luce relativa(RLU).

»[’intensita di luce emessa indica la presenza o I'assenza di DNA bersaglio nel
campione.

La fosfatasi € un enzima che |' @
catalizza la rimozione di gruppi fosfato ' o OCH;4

. . Ad tan

substrato chemiluminescente. B
Figura 3.6 Un substrato chemiluminescente della fosfatasi alcalina. Quando la fosfatasi alcalina rimuove
un gruppo fosfato da AMPPD (4-metossi-4-(3-fosfatofenil) spiro [1,2-diossietano-3,2'-adamantano]), I'in-
termedio instabile si degrada ed emette luce a 480 nm. La presenza di altri componenti nella reazione pud
spostare la lunghezza d’onda della luce emessa.



Hybrid Capture 2® (HC2®)

* Procedura standardizzata

« Sensibilita ottimizzata per applicazioni cliniche

» Meno suscettibile a problemi di contaminazione e inibizione della PCR

» Maggiore semplicita rispetto al metodo PCR, medesima sensibilita clinica
* Estesa validazione clinica

Amplificazione del segnale



La Reazione a Catena della Polimerasi (PCR-Polymerase Chain Reaction).

La PCR e una metodica che consente la rapida amplificazione di un segmento
di DNA

Amplificazione del target
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PCR

denaturazione

HPV DNA

Dna polimerasi

Amplificazione con primers (MY09/MY11 GP5+/GP6+ pU-1M/pU2R)
disegnati per amplificare sequenze altamente conservate del genoma
virale di HPV nella regione L1,E1ed E6/E7

Sistema di rilevazione
gel di agarosio




DNA Target

Oligonucleiotidi iniziatori (primers) Erame
DNA Polimerasi -

Desossinucleotidi trifosfato (ANTP)

Il profilo termico & impostato | pesssx
inun thermal cycler

Pcr.exe

Il prodotto di reazione &
controllato per elettroforesi

L1 E1 E6 E7



Cosa serve la PCR

+ Identifica la presenza di infezione da HPV
« Determina la carica virale dell’ infezione
- E’la condizione base per tipizzazione



PCR IN REAL TIME

E’ un’evoluzione della tecnica di PCR , infatti permette, mediante
visualizzazione, la misurazione “in tempo reale” del DNA amplificato .



PCR IN REAL TIME

denaturazione

Amplificazione con primers

Dna polimerasi
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PCR IN REAL TIME

Presenta elevata sensibilita, riproducibilita e velocita di esecuzione

Rappresenta 'approccio migliore per la quantificazione degli acidi nucleici e, in
particolare, nel determinare la carica virale dell'infezione da HPV

Consente di abbandonare tutte le manipolazioni successive all’amplificazione,
potenziali fonti di inquinamento del campione.



Una volta che la reazione di amplificazione € avvenuta con l'utilizzo di primers
consenso, I'identificazione dei genotipi HPV puo essere eseguita con vari
metodi

L’ibridazione inversa (LIPA, line probe assay)

*RFLP (uso dei restriction fragment lengh polymorfism)

*ELISA (ibridazione con sonde di oligonucleotidi tipo-specifici in micropiastra)
*Sequenziamento diretto e comparazione delle sequenze



denaturazione

HPV DNA

@

Cromogeno

Fosf.alc..
HPV DNA

%@@ T

La biotina lega il complesso streptoavidina/ fosfatasi alcalina

Premiers marcati con biotina

Denaturazione

Il DNA denaturato marcato con biotina
e ibridato con oligonucleotidi specifici
immobilizzati su uno strip




Tipizzazione: quando?

* Nelle infezioni persistenti
* Nel follow-up delle lesioni trattate

* In studi epidemiologici



Test RNA

L’alta prevalenza di soggetti positivi al test DNA-HPV non corrisponde alla bassa
incidenza di tumori della cervice

Non e I'intero virus ad avere un ruolo attivo nel processo di carcinogenesi, ma la
produzione delle oncoproteine E6 ed E7 integrate nel genoma cellulare della cellula
ospite

Solo tramite la ricerca nel’mRNA dei geni E6 ed E7 integrati si riesce a valutare il
reale rischio di progressione della malattia



Integrazione Virale

Infezione iniziale da HPV Integrazione nel DNA di HPV

DMA Episomale Virnla
Cromosomi dell’'ospite

Infezione ad
alto rnschio

* Basso livello di
espressione di mRNA
du EG/E7

» Aumento dell'espressione di
mRNA di EG/E7

« Aumento della probabilita di
progressione della malattia




Il prodotto della reazione NASBA € un RNA a

H PV R NA singolo filamento, che rappresenta 106-109

volte |la sequenza bersaglio

NASBA (Nucleic Acid Sequence Base Amplification)

mRNA cellulare S
E6-E7 1° primer Rna polimerasi <——— T RNA polimerasi

Rna complementare

DNA complementare

ribonucleasi H

rd

RNA

ibrido
DNA

. enotipizzazione
2° primer + Dna

polimerasi Sonde b o
DNA onde pacon \ ’

Amplicon RNA E6-E7 da hpv
E6-E7 da hpv 16 E6-E7 da hpv 33-45

YA, T 71

©

@ Piastra

Molecular beacon

DNA probe quencher reporter




Attraverso questa nuova generazione test e possibile avere piu
informazioni:

-Integrazione del Papillomavirus (necessaria all’espressione di E6 ed E7 e
quindi alla trasformazione cellulare)

-Tipizzazione dei genotipi piu frequenti nei tumori della cervice

-1l test RNA-HPV rileva il 96-98% delle donne a rischio di sviluppare cancro
della cervice indotto da HPV con una specificita del 91.8%.

-1l test RNA-HPV e eta indipendente



Concetti da tenere a mente

| test HPV DNA rilevano la presenza virale nel nucleo cellulare, non un eventuale integrazione
nel DNA della cellula ospite.

*| test HPV DNA possono identificare un pool di virus o virus specifici (genotiping).
«La PCR e la PCR real-time sono metodiche che consentono I'amplificazione di segmenti di DNA
ma non la tipizzazione virale. Per tipizzare sono necessari metodi aggiuntivi (LIPA, line probe

assay).

| test HPV RNA rilevano lo stato fisico virale (integrazione virale nel DNA della cellula ospite) ,
dunque 'aumento di probabilita di progressione della malattia.



Conclusioni

L’'HC2 e il test commerciale piu diffuso di semplice applicazione e
costo non troppo elevato.

Ha un alto VPN, permettendo di individuare donne che quasi certamente
non hanno infezione da HPV e che quindi non necessitano di indagini di Il
livello

Sono oggi disponibili una ampia gamma di altri test per la
rilevazione e la tipizzazione dell’HPV che possono essere usati in
clinica

L’'introduzione di test sempre piu’ specifici (RNA test) portera ad una
rivisitazione dell’approccio allo screening e al triage dei positivi,
confinando I’esame citologico ad un ruolo ancillare



Suggerimenti per una strategia di prevenzione ambulatoriale

NILM
Citologia con
HPV reflex ASC-US
sotto i 35 anni

> ASC-US

Entrambi negativi

ASC-US/HPV-
Co-testing ASC-US/HPV+
HPV +Citologia
Follow up NILM/HPV-+
HPV con HPV -
Citologia reflex
Sopra i 35 anni

HPV +

Follow-up

HPV test -
HPV test +

Colposcopia

Follow-up

Colposcopia

Ripetizione Co-testing un anno

Follow-up

Citologia -

Citologia+

Follow-up

Colposcopia

Follow-up 12 mesi

Colposcopia



Test di biologia molecolare

su liquidi
Hybrid Capture ll(Qiagen) chemioilluminescenza (amplificazione segnale) )
Amplicor (Roche) PCR (amplificazione target) HPI\Z{OI?):\IA
13 tipi HR 5 LR
Presenza
Cervista HPV 14 tipi HR 6LR > virale

Cobas (Roche) 16 tipi HR 21 LR
Clinical Arrays (Genomica) 18 tipi HR12 LR~ PCR+LiPA HPV DNA

Tiping
Inno-LiPA HPV Genotiping ( Innogenetics) 25 HR e 8 LR
RealTime HPV Assay (Abbott) 14 tipi HR J &
HPV-Proofer (Norchip; Biomerieux) 5 tipi HPVANA | Pflijggsziif
virale

APTIMA HPV assay (Gen-Probe) 14 tipi i



35-64anni

HPV test pool

Negativo /

Ripetizione dopo 5 anni

Positivo
7-9%

Triage Citologico

Negativo \
/ Positivo

Ripetizione dopo
un anno

Colposcopia




Esempio di algoritmo di screening prevalentemete molecolare

HPV-DNA test pool

|

Tipizzazione virale

N T

HPV alto rischio (+) HPV basso rischio (+) HPV (-)
m Rna + m Rna - Controllo a 5 anni
Colposcopia Follow-up con

pap-test a 6-12 mesi
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