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Il ruolo del Papillomavirus (HPV) nella patologia @oplastica della laringe

| carcinomi a cellule squamose rappresentano lplasia pit frequente nella regione testa e collN$EC) e la
laringe € uno dei siti piu frequentemente colgitiquesto lavoro verranno presentati lo statoaté'relativo agli
studi sul ruolo dellinfezione da HPV nella gendsi carcinoma laringeo ed i risultati in meritaaglirevalenza di tale
virus in una serie di campioni di lesioni prenestithie e neoplastiche della laringe, raccolti prd'&nita Operativa
Complessa di Otorinolaringoiatria della FondaziB@CS Policlinico S. Matteo di Pavia negli ultin@ &nni.
L’ibridazione inversa, metodica utilizzata per kengtipizzazione dei campioni, con il kit Inno-Lipar la rile-
vazione di HPV si e rivelata una metodica moltosdigte, tuttavia di per sé non € in grado di dimas il ruolo
oncogenetico del virus. gold-standardper la dimostrazione dell'integrazione virale ppesentato dalla ricer-
ca dellmRNA di E6/7, ma non é disponibile in tutéestrutture. La responsabilita di HPV nella geértdle
neoplasie della laringe, ed in generale di tutteetaone testa-collo, non deve comunque esseraesasiti quanto
sembrano esistere prove indirette di un suo ruella trasformazione neoplastica.

The role of papillomavirus (HPV) in larynx cancer

The squamous cell carcinomas are the most frequaamter in the head and neck region (HNSCC) andathe
rynx is one of the sites most frequently affectelnis work will be presented the state of studiesualbhe role of
HPV in the genesis of laryngeal cancer and resultthe prevalence of this virus in a series of dampf pre-
neoplastic and neoplastic lesions of the laryniected from Complex Operative Unit of Otorhinolagplogy

at the Fondazione IRCCS Paliclinico S. Matteo ofi&én the last 10 years. The reverse hybridizateoomethod
used for samples genotyping with the Inno-Lipa fdtsthe detection of HPV has been a very sensitie¢hod,

but in itself is not able to demonstrate Oncogeseatble of the virus. The gold standard for denatisty viral
integration is the determination of mMRNA of E6/1t s not available in all laboratories. The respibility of
HPV in the genesis of cancer of the larynx, andyémeral of all head and neck should not be excluded
because there is indirect evidence of a role inptesiic transformation.
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Introduzione

| carcinomi a cellule squamose rappresentano lalama piu frequente nella regione testa e colFEC).

La laringe € uno dei siti piu frequentemente dolfginto che solo negli Stati Uniti, nel 2008, taingvano
approssimativamente 12000 nuovi casi all'anno € 3&atti allanno a causa di tale neoplasia [1].

E noto che il fumo di sigaretta e il consumo dicalkcsono i due maggiori fattori di rischio
coinvolti nell’eziopatogenesi della patologia neagiica della laringe, e specialmente quando
presenti in combinazione hanno un effetto sinerdijo

Tuttavia approssimativamente il 5% di tutti i cammi laringei si presentano in soggetti non fumator
0 bevitori; cio suggerisce che altri fattori dialigo possano essere responsabili della trasformazio
neoplastica delle cellule della mucosa laringea Wi potenziali fattori di rischio € il papillomiays
(HPV), che é stato correlato per la prima voltaatcinoma laringeo 38nni fa [3]. Fino ad oggi so-
no stati segnalati piu di 100 tipi di HPV, e alculiessi sono gia stati ampiamente riconosciuti
essere in grado di sostenere la trasformazione lastiga dell’epitelio squamocellulare della
regione anogenitale, della cervice uterina, e datfaringe [4].

In questo lavoro verranno presentati lo statoatédl’ relativo agli studi sul ruolo dell'infeziona 8iPV nella
genesi del carcinoma laringeo ed i risultati initoealla prevalenza di tale virus in una serieafnpioni di
lesioni preneoplastiche e neoplastiche della lariragcolta presso I'Unita Operativa Complessataiiidla-
ringoiatria della Fondazione IRCCS Paliclinico Sattdo di Pavia negli ultimi 10 anni.

Stato dell'arte sul ruolo dell'infezione da HPV niel neoplasie del distretto cervico-cefalico

La ricerca sul Papillomavirus ha avuto inizio dlfge nel diciannovesimo secolo. | primi studi dimo-
strarono come fosse possibile la trasmissionespéeie della verruca canina, bovina e umana tramite
l'inoculo di “estratti di verruca” [5]. L'eziologiavirale della papillomatosi laringea fu descritex ja
prima volta da Ullman. nel 1923: egli inoculd detsuto proveniente da una neoformazione papillo-
matosa di un bambino di 6 anni a livello del suacbio. Dopo tre mesi e mezzo rilevo la comparsa di
numerose piccole verruche piane a livello deidsithoculazione [6].

La struttura di HPV fu visualizzata tramite micropia elettronica in verruche umane ed il DNA eli-
coidale fu identificato nelle preparazioni umangapillomavirus (HPV) da Crawford LV e Crawford
EM nel 1963 [7]. L'esistenza dei tipi differenti PV fu stata dimostrata tramite la scoperta che
I'RNA complementare del virus della verruca plaatapn dava ibridazionin situ positive con tutte le
verruche virali o con il DNA del condiloma [8]. Nieganni settanta questa scoperta fu seguita
dall'identificazione di molti sottotipi di HPV [9% dall'isolamento di molti nuovi tipi di HPV [10-11

Nel 1980 Lack EE dimostro la presenza di antigemiegspecifici a livello delle neoformazioni larin-
gee utilizzando la tecnica perossidasi-antiperassi@PAP test) [12].

Nel 1983 K. Syrjanen fu il primo a descrivere l'asiszione tra HPV e lesioni squamose di vari di-
stretti corporei, inclusa la cavita orale e adigmatre che HPV avrebbe potuto essere responsadbile d
lo sviluppo almeno di alcuni determinati tipi dircemoma a cellule squamose orali (OSCC) [13].
Durante gli anni seguenti, in letteratura furonblglicati diversi studi che fornirono un’ulterioreoqpa
quantitativa che l'infezione orale da HPV, in pestare con i genotipi ad alto rischio, potesseitost

re un significativo fattore di rischio per lo s\plpo di un OSCC [14-15].

Scheurlen W nel 1986 isolo genotipi ad alto risaiitiPV in carcinomi della laringe [16], Kashima
H discusse invece il ruolo di HPV nel carcinomapapilloma concludendo che lo sviluppo del carci-
noma da un papilloma preesistente, partiva da apélgmatosi laringea giovanile [17].
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Oggi e chiaro che la continua espressione dellgeesi virale da HPV € necessaria per la progressio
stopatologica e per lo sviluppo del fenotipo madighun tumore del tratto cervico faciale HPV-agto¢ ma

la reale prevalenza globale ed il tipo di distriboe dell'infezione da HPV sono spesso poco contesci

In letteratura esiste infatti un’alta variabilitarpquanto riguarda lo studio del rapporto tra ézibne

da HPV e lo sviluppo di tumori squamo cellulari dadtretto testa e collo. Questo e dovuto al fatto
che le metodiche di campionamento utilizzate neistadi (biopsia scraping fissazione in formali-
na ed inclusione in paraffina o congelamento dek@g cosi come le tecniche d’analisi del DNA
(Southern blgtPCR / RT-PCR, ibridaziona situ), i primer utilizzati (MY9/MY11, GP5/GP6primer
genotipo specifici) e il tipo di test per l'ident&zione del sierotipo (saggio lineare, sequenzmme
diretto, reverse dot blgtecc.), possono influenzare notevolmente i dédinotti. | dati della letteratura
sono pertanto spesso difficilmente confrontabiliché non esiste attualmente una metodica di analisi
ed identificazione di HPV approvata ed adottataensalmente.

Bisogna inoltre ricordare che mentre fino agli a®d era possibile identificare solo alcuni sigpoti
virali (HPV-6, -11, -16, -18, -31, -33), dopo glh@ ‘90 lo sviluppo di nuovi kit ha permesso
I'identificazione di altri sierotipi di HPV ad alte a basso rischio ontogenetico [18-19].

Il lavoro piu significativo in merito allo studiaiBa prevalenza dell'infezione da HPV nelle neoas
del distretto cervico-cafalico € senza dubbio ldamelisi di Kreimer e Collaboratori [20]. Gli auitor
hanno analizzato in maniera sistematica studi pcdabin letteratura su biopsie di HNSCC che hanno
impiegato la metodica PCR per la rilevazione delogipo HPV per descrivere la prevalenza e la di-
stribuzione del’HPV nei diversi siti anatomici Sostati identificati 60 studi idonei, per un totae
5.046 campioni tumorali di HNSCC. | risultati hanmostrato una prevalenza globale di HPV pari al
25.9% con delle variazioni a seconda delle sedniscativamente piu elevata nel SCC orofaringeo
(35.6%), rispetto al SCC orale (23.5%) o al SC@htwo (24.0%). Il sierotipo HPV-16 era presente
nella maggior parte dei SCC orofaringei HPV-posi86.7%) rispetto a quelli orali (68.2%) e larin-
gei (69.2%). Al contrario, il sierotipo HPV-18 eraro nei SCC orofaringei HPV-positivi (2.8%) ri-
spetto alle altre sedi (34.1% per i SCC orali 0% per i SCC laringei). La prevalenza di HPV nei
HNSCC era piu elevata negli studi eseguiti nel Niamaerica rispetto a quelli eseguiti in Europa ed\ia.
Oltre ai sierotipi HPV-16 e HPV-18, gli altri HP\hoogenici sono stati identificati raramente nel XS
L'alta prevalenza di HPV-16 e la mancanza di HP\VA&Bcarcinomi orofaringei rispetto agli altri HNSC
puo quindi assumere, secondo gli Autori, il sigaifd di un’interazione specifica tra virus e tes§2d)].

Anche la metanalisi di Hobbs e Collaboratori hamito risultati sovrapponibili: il genoma di HPV e
stato osservato in circa il 26% degli HNSCC, sdptst nei tumori orofaringei (oltre il 50% di pagit

ta). Inoltre I'associazione tra sierotipo HPV-1@umore era massima per la tonsilla palatina (ORL)Lk-
termedia per I'orofaringe (OR: 4.3) e minore peasdsita orale (OR: 2.0) e la laringe (OR: 2.0) [21]

Infine, una metanalisi pubblicata nel 2008 da TaamN. e Collaboratori ha valutato la prevalenza
dell'infezione da HPV nelle biopsie del OS@€rsusbiopsie del NHSCC in studi eseguiti tra il 1988
ed il 2007 in relazione alla metodica di identifime del DNA virale (PCR @& situ hybridization
(ISH)), allo scopo di verificare I'influenza di gsta variabile [22]. Sono stati identificati ed amzeati

62 studi idonei. La prevalenza globale di HPV DN& campioni totali (n = 4852) era del 34.5%, su-
periore nel OSCC (38.1%) rispetto ai HNSCC nonsjtecifici (24.1%). In relazione alla metodica uti-
lizzata, gli studi che hanno impiegato la PCR haifadto una prevalenza piu alta di quelli che ianisato

la ISH (34.8versus32.9%) soprattutto nel sottogruppo OSCC (OSCOPE@R: 39.9%) [22].
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La presenza di HPV e stata documentata anchenmaflasa normale e nelle lesioni preneoplastichebisem
infatti esserci una stretta correlazione tra gdidtisplasia e presenza di HPV, e la probabilit@elntifica-
zione dellHPV nella mucosa orale cresce parallef@mal grado di displasia delle lesioni consied2s)].
Nonostante la difficile confrontabilita dei risuitelei diversi studi, a causa dei problemi metogiciple me-
tanalisi hanno permesso di definire alcuni pumid@omentali sulla correlazione tra l'infezione daviH# il
tumore della testa e del collo, che riguardancestytto il carcinoma dell’'orofaringe [24-28]:

= L’infezione da HPV e strettamente e significativameecorrelata al carcinoma dell’orofaringe,
soprattutto della zona tonsillare, con una prevaaompresa tra il 40 ed il 70% [29].

e | tumori dell’orofaringe HPV-positivi sono clinicaante e molecolarmente distinti da quelli
HPV-negativi. Tendono infatti a comparire in sogigéi eta piu giovane, di solito non fuma-
tori 0 bevitori e sono caratterizzati da una marfieh di tipo basalioide.
| tumori dell’orofaringe HPV positivi hanno una girmosi pit favorevole rispetto a quelli HPV
negativi nella maggior parte degli studi. La ridum del rischio di morte negli OSCC HPV
positivi e infatti segnalata tra il 60 e I'80% rétfw agli HPV negativi [30-32]. La causa di
gquesta migliore sopravvivenza non e stata totalenehiarita tuttavia la migliore risposta alle
terapie radianti, la presenza di una maggiore épdcrisposta immune agli agenti virali e
'assenza di field cancerizatioh (caratteristica dei tumori in fumatori e bevifokiengono
suggerite come cause principali. [33-35]. Inolaehpacita di risposta apoptotica € intatta ne-
gli OSCC HPV positivi, per preservazione della afoptotica di p53 dovuta alla presenza di
geni p53wild type che consente una migliore risposta alle raditveamioterapie [36]. Nei
tumori orofaringei HPV associati inoltre é ricortema sovraespressione della proteina p16, il
livello di proteina p16 in soggetti HPV negativi nadagisti e alcolisti risulta al contrario bas-
so [37]. Ne consegue che i tumori orofaringei tabaalcol associati presentano una ipoe-
spressione pl6 e mutazione p53, mentre quelli H&Sitipi sono strettamente correlati ai ge-
notipi wild typedi p53 e Rb1l e a una iperespressione di pl16.i@alkato non tiene tuttavia
conto dei casi in cui entrambi i fattori di risclioesistono.

Altri studi [Fischer e Collaboratori e Lewis e cphanno confermato tali dati e sostengono quiheéi ¢
pl6 possa essere considerato il piu forte indiegtoognostico indipendente in OSCC.

Diversa é la situazione per quel che riguardaritioama laringeo. Anche se teviewsuggeriscono
un ruolo dei sierotipi ad alto rischio (soprattuti®V-16 e -18) nella trasformazione maligna
delle lesioni laringee, la frequenza di identificare dell’infezione da HPV in queste forme é
estremamente variabile da studio a studio (da B%%) [38-40].

Kasperbauer e Collaboratori hanno determinatoitiercza di HPV su un archivio di campioni prove-
nienti da carcinomi verrucosi fissati in formalied inclusi in paraffina utilizzando rispettivamerde
metodica PCR con HP¥onsensus primers ibridaziondn situ per testare la presenza di HPV 6/11,
16/18, 31/33/35. Il DNA di HPV e stato rilevato 1 campioni dei 20 testati con la PCR (85%); tra-
mite I'ibridazionein situ nessun dei 20 campioni era positivo per i sghiedtiHPV testati [35].

Gallo e Collaboratori nel 2009 hanno pubblicato ehalio trasversale con I'obbiettivo di verificakre
ruolo dell'infezione da HPV e da adenovirus (Ad\Blla patogenesi dei carcinomi squamocellulari
della laringe e delle lesioni displastiche deliange. | campioni bioptici sono stati prelevati @ pa-
zienti con lesioni benigne e maligne della laringetti i campioni di tessuto sono stati analizzsr
mezzo di PCR con due gruppimimer per HPV e con un paio girimer per gli AdV. Tutti i casi di
carcinoma e di displasia come pure tutti i casitcdio erano negativi per entrambi i virus. Quattro
dei cinque casi di papilloma laringeo erano posgoitanto per HPV, confermando il ruolo di questi
virus nella patogenesi della papillomatosi. L’agsedi genoma virale nei carcinomi laringei cosi co-
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me negli altri casi studiati suggeriva I'esistemizaltri fattori che svolgono un ruolo piu importan
che l'infezione virale nella carcinogenesi di gedssioni [36].

Alla luce del fatto che vi sono in letteratura levche mostrano risultati del rapporto tra infezata
HPV e SCC laringei, si ritiene comunque che la atipiu aderente alla realtd sulla prevalenza
dell'infezione da HPV nelle neoplasie della larirgja quella emersa dalla metanalisi di Kreimer e
Collaboratori. In questo studio gli Autori hannaego in esame i risultati di 35 studi sul carcinoma
laringeo che hanno coinvolto 1435 pazienti. Gli &utiferiscono una frequenza media di infezione
da HPV del 24%, causata nel 70% dei casi da HPY2Qp Tuttavia unbias di questo lavoro é rap-
presentato dal fatto che nel gruppo dei carcinamindgei sono stati inclusi anche quelli ipofaringei
questo potrebbe aver influito in senso positivaegativo il calcolo della reale frequenza d’'infeaon
Dal momento che la presenza del virus non compuwetessariamente la sua responsabilita nel-
la genesi del carcinoma laringeo, in letteraturaosstati pubblicati diversi studi che hanno cer-
cato di dimostrare l'integrazione del HPV DNA neNB della cellula ospite, che ad oggi &
l'unica prova certa del ruolo oncogenico del virus.

Uno studio del gruppo romano di Cattani e Collamraha studiato la correlazione tra
I'amplificazione del gene della ciclina 1 (CCND1)eeprevalenza di infezione da HPV in una serie di
75 SCC laringei utilizzando rispettivamente la ndeta PCR con HP\¢onsensus primers I'analisi
Southern blotcon una sonda CCND1-specifica. La prevalenza fdzione da HPV era del 29.3%,
quasi esclusivamente dovuta ai ceppi virali altameoncogenici HPV-16, HPV-18 e HPV-33.
L’amplificazione del gene CCND1 e stata osservatd5 dei 75 tumori (20%) ed era significativa-
mente associata all'infezione da HPV (P<0.001).08do gli Autori, 'amplificazione del gene
CCND1 nei SCC laringei puo essere considerato guesea dell'instabilith genomica e all’'accumulo
di mutazioni determinate dai geni oncogeni E6 el&l/HPV. Queste alterazioni provocherebbero una
perturbazione del ciclo cellulare e sarebbero quenilenza indiretta dell'integrazione virale [41].

Altri studi hanno focalizzato I'attenzione sullagsibile correlazione tra l'iperespressione dellatgir

na p53 e l'infezione da HPV, ottenendo risultamatinttastanti. Da un lato, Ma e Collaboratori hanno
mostrato che sebbene la sovra espressione detkina@53 fosse stata identificata in 35 (58.3%) de
60 pazienti con carcinoma laringeo e cellule squaamdPV-positivo (prevalenza: 58.8%), non esiste-
va alcuna correlazione significativa tra infeziateeHPV ed iperespressione di p53 in questi soggetti
[42]. Al contrario, uno studio pubblicato nel 20082 Jacob e Collaboratori ha osservato una correla-
zione staticamente significativa tra tipo di nesfddaringea e accumulo di p53 (P=0.00000), tra pre
senza di HPV e accumulo di p53 (P=0.00424) e diessipne di PCNARfroliferating Cell Nuclear
Antigen P=0.00266), evidenziando il fatto che i tumori\HPositivi mostrano un accumulo significa-
tivo di p53 ed un conseguente aumento della pralifene [43].

Altri lavori hanno valutato la correlazione trarifezione da HPV e l'iperespressione del recet-
tore del fattore di crescita epidermico (EGFR) cagicinoma laringeo.

Almadori ha dimostrato che, a fronte di una prevadedi infezione del 35.7% (anche in questo caso
quasi esclusiva dei ceppi virali altamente oncogdiiPV-16, HPV-18 e HPV-33), il livello di EGFR
era significativamente piu elevato nei casi HPVipasispetto a quelli HPV-negativi (P=0.002). |-
noltre, I'iperespressione di EGFR e stata osserivaf neoplasie laringee su 42 (47.6%) ed era
significativamente superiore nei casi con infezigdaeHPV (P=0.03). Un aumento di espressio-
ne e di attivazione di EGFR nei carcinomi a cellatpiamose laringei si puo verificare anche
come conseguenza dell'azione degli oncogeni E6 ddE HPV e supporta l'ipotesi del coinvol-
gimento dell'infezione da HPV nella carcinogenesingea [44].

Un altro fattore che potrebbe essere considergtmsadiretto della responsabilita di HPV nella ggrdel
carcinoma laringeo e l'iperespressione di p16,mhetieratura i dati disponibili sono discordanti.
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Laco e Collaboratofianno valutato un archivio di 88 campioni provetiiea lesioni laringee mali-
gne e beninge, testando I'espressione di p16 comuimistochimica e l'incidenza di HPV utilizzando
la metodica PCR e l'ibridazionia situ cromogenica (CISH). L’espressione di pl6 era adatarin
ugual modo nei papillomi, nelle displasie e neico@mi. L'indice di correlazione di pl6 e
I'infezione da HR-HPV analizzato con CISH era 0.6@8indi molto piu bassa rispetto agli stu-
di eseguiti su lesioni displastiche della cervici®, suggerisce che non solo le oncoproteine ma
anche altri fattori probabilmente sono correlatin ¢d@spressione del pl6.

L’evidenza che p16 non sia un adeguak@rkerdi positivita per infezione da HPV é stata confaten
anche da altri studi. Weinberger e Collaboratdsi [4anno infatti dimostrato che nel distretto ceovi
cefalico il fumo e 'alcool possono inibire la saespressione della proteina p16 [46]; mentre Begum
e Collaboratori [4Y hanno rilevato come pl6 risulti essere sovraespre®n solo in tutto
I'epitelio neoplastico dei pazienti con neoplagadillare ma anche nell’epitelio non neoplasti-
co e nel tessuto tonsillare dei pazienti non affddtcancro [48-49]

Altri studi hanno tentato di identificare il DNAtegrato del HPV-16 amplificando i geni E2/E6 met#ian
PCR o RT -PCR, ma i risultati hanno mostrato péuedirmolto basse di casi positivi [40, 50-51].

Infine, i SCC laringei HPV positivi non presentaeocaratteristiche cliniche o molecolari osservate
nei carcinomi orofaringei HPV positivi. Infattidiversi studi pubblicati in materia non hanno ewide
ziato alcuna correlazione statisticamente sigrtifieara infezione da HPV e giovane eta, abitudihe
fumo, stadio clinico, morfologia basalioide e progin19, 44, 52].

Obiettivo della ricerca

E stata condotta un’analisi retrospettiva su umi sk campioni di lesioni preneoplastiche e neopla
stiche del distretto cervico-cefalico raccolte medfimi 10 anni dall U.O.C. di Otorinolaringoiadri
della Fondazione IRCCS Policlinico S. Matteo diiRau fine di valutare la prevalenza dell'infezione
da HPV, utilizzando la medesima metodica di gefe#gzione impiegata per la diagnosi e la caratte-
rizzazione delle infezioni cervico vaginali nel trosospedale. Nei pazienti sottoposti a biopsie
multiple per la presenza di lesioni evolutive eidaé@nti nel tempo, la progressione della ma-
lattia neoplastica e l'infezione da HPV sono stalutate nel tempo.

Materiali e metodi

Analisi e tipologia del campione

La ricerca di HPV é stata condotta su una ser@autipioni istologici di lesioni benigne, preneoglast
che e neoplastiche del distretto cervico-cefalicggvati da pazienti afferiti al’'U.O.C. di Otorile
ringoia della Fondazione IRCCS Policlinico S. Mattdi Pavia negli ultimi 10 anni. Inoltre, dalle
cartelle cliniche relative ai pazienti oggetto dedtudio sono state raccolte informazioni riguar-
do 'eta anagrafica, il sesso, le abitudini volattie (fumo ed alcool) e 'andamento della pato-
logia nel tempo inteso come comparsa di lesionidieanti.

Ricerca e caratterizzazione dell'infezione da HPV

L’'HPV DNA e stato estratto dai campioni fissatiformalina e inclusi in paraffina (FFPE) mediante
incubazione per 24 ore a 58C° in 100-200 micratitiampone di estrazione (contenente KCI, TRIS-
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HCI, MgClI2, TWEEN, NP40) in cui erano diluiti 0.5giml di proteinasi K. La soluzione e stata quindi
ulteriormente incubata a 95°C per 20 min per e la protenasi K e successivamente centrifympataO
min. a 10.000 rpm. Il DNA recuperato dalla provettstato amplificato mediante PCR usando una caolppia
primer SPF10 (4orward e 6reversg ad ampio spettro per il rilevamento della regibhelel genoma virale.
Questo breve segmento di 65 bp € comune a fipitivirali e rappresenta il 40% del genoma virale.
Il sequenziamento e la genotipizzazione del HPV Dédho stati eseguiti tramite la metodica della
ibridazione inversa del DNA, metodica estremamepeggifica (100%) e sensibile (97%) e con eleva-
ta accuratezza di genotipizzazione (96.5%) chezzailil kit diagnostico Inno-Lipa HP\Genotyping
V2 Ampl. (InnogeneticsGent, BE). In questo caso é stato utilizzatditim grado di identificare i 10
sierotipi HPV a basso rischio (LR HPV) e 15 siggbHPV ad alto rischio (HR HPV). La validita del
testé stata dimostrata da numerosi studiegtviene utilizzato in numerosi centri per la diagno$a
tipizzazione dell'infezione da HPV in ambito ginéamgico; Inno-Lipa é stata approvata dalla Comuni-
ta Europea per I'esecuzione del test del’HPV @enpioni cervico-vaginali.
Nella ibridazione inversa, il prodotto di PCR vieskenaturato in ambiente alcalino (400 mmol/L Na-
OH, 10 mmol/L EDTA( e successivamente ibridato obgonucleotidi (specifici per diversi tipi vira-
li) immobilizzati su membrana (LIPAjne probe assgy L'HPV DNA amplificato & stato valutato
tramite specifiche stringhe di nitrocellulosa chentengono le sonde di diversi sierotipi.
L'accoppiamento esatto tra il DNA virale e la som@ge identificato mediante una reazione cromagena
La metodica della ibridazione inversa ha i segueanitaggi:

« E altamente specifica, permette la rilevazionendsingolomismatchucleotidico.

e Larilevazione & molto sensibile, soprattutto peritificare specie secondarie come nel

caso di infezioni miste.
» Lalettura dei risultati puo essere eseguita manerle o in maniera automatica.
» Il test é rapido (circa 8 ore, compresa I'amplificee).

Valutazione dell'integrazione del DNA virale

La valutazione dell’eventuale integrazione di HP$tata condotta sia in maniera indiretta ana-
lizzando I'espressione di p53 e di p16 con metoglithmunoistochimiche, sia in maniera diret-
ta mediante la tecnica di ibridazionesitiu.

Analisi immunoistochimica

Le reazioni immunoistochimiche dei campioni in esasono state eseguite su sezioni non colorate
ottenute dalle inclusioni in paraffina, dello sp@esdi quattranicron | vetrini sono stati sparaffinati
mediante passaggi di 10 minuti ciascuno in unaastiadliscendente degli alcoli (xilolo, alcol asgolu
alcol 95°). Per I'inibizione delle perossidasi egdne (emazie, fagosomi dei macrofagi), i vetrimcso
stati immersi per 8 minuti in una soluzione al 3Pperossido di idrogeno in alcol etilico al 95%.

Per la determinazione di p53 i vetrini sono stetieuati in acqua corrente, e sottoposti ad utigire
tamento per lo smascheramento di epitopi antigeaisiituito da tre cicli di 5’ in forno a microonde
potenza 650W, in tampone citrato pH6. Le sezionbsguindi state ricoperte con anticorpo primario
monoclonale (DO7, DakoCytomation, Carpinteria, @aito 1:5000 in tamponéntibody diluent
(Dako) ed incubate a 4 gradi per 12 ore. La re&zionmunoistochimica é stata rivelata mediante si-
stemaEnvision(Dako) utilizzando come substrato cromogeno dialmémzidina tetraidrocloruro (Da-
ko liquid DAB substrate-chromogen systeropo lo sviluppo i vetrini sono stati contrastatema-
tossilina, risciacquati, disidratati in una scad@emndente degli alcoli e montati con montante perma
nente. In ogni serie di reazioni, sono stati dtiegtrini di controllo contenenti sezioni di tummosede

di mutazioni documentate per p53; controlli nedgatigno stati ottenuti mediante la sostituzione
dell'anticorpo primario con siero non immune. L'imnmoreattivita per p53 é stata valutata median-
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te un microscopio a luce normale ad ingrandimei@. 4£a presenza di immunoreattivita nucle-
are per p53 in almeno il 10% delle cellule epitélthsplastiche o neoplastiche e stata conside-
rata positiva per sovraespressione della proteina.

Per la determinazione di p16, i vetrini sono statacquati in acqua corrente, e sottoposti ad en pr
trattamento per lo smascheramento di epitopi amitifjeostituito da tre cicli di 5’ in forno a micon-
de, potenza 650W, in soluzione di smascheramemtotdonelkit di determinazione (CINteklisto-
logy, mtmlaboratoriesAG, Heidelberg DE). Le sezioni sono quindi stateperte con anticorpo pri-
mario monoclonale (p1¢“*?) ed incubate a temperatura ambiente per 30 mibatreazione immu-
noistochimica é stata rivelata mediante I'agenteisiializzazione fornito netit CINtec Histology
utilizzando come substrato cromogeno diaminobenaidetraidrocloruro. Dopo lo sviluppo i vetrini
sono stati contrastati in ematossilina, risciadgusidratati in una scala ascendente degli aleoli
montati con montante permanente. In ogni serieakzioni, sono stati allestiti vetrini di controtton-
tenenti sezioni di cervice uterina sede di espoessnota di p16; controlli negativi sono stati ottt
mediante la sostituzione dell’anticorpo primarim@ero non immune. L'immunorettivita per pl16 é
stata valutata in maniera semiquantitativa, disterglo l'assenza di espressione (0),
I'espressione sporadica in meno del 30% delle tell), 'espressione nel 30-60% delle cellu-
le (2), e 'espressione nella maggioranza delléutel(3).

Le reazioni sono state analizzate senza che fasserde caratteristiche cliniche e molecolarigiiente.

Ibridazione in situ con amplificazione catalizzatiel segnale [CASH]

Le reazioni di ibridazion& situsono state eseguite su sezioni dello spessorendirdn, sparaffinate

in una scala discendente degli alcoli, risciacquatacqua distillata ed incubate in tampone citrato
pH6 a 95°C per 40 minuti. Successivamente le sezimo state sottoposte a digestione proteica kaBn p
teinasi k a temperatura ambiente per 10 minutiadguate in acqua distillata ed incubate in médacmnte-
nente perossido di idrogeno all'1% per 20 minufira di inibire le perossidasi endogene. Dopo umvo
risciacquo in acqua distillata, le sezioni sontestaciugate all'aria a temperatura ambiente panaminuti.

Per l'ibridazione sono state utilizzate una sond&EN#\ ad ampio spettro, marcata con biotina, in gra-
do di riconoscere i sierotipi 16, 18, 31, 33, 38,45, 51, 52, 56, 58e 59 di HPV (Dako GenPont HPV,
Dako Cytomation, Carpinteria, CA) e quattro soneéeosipo-specifiche per HPV 16, 18, 31 e 33, co-
niugate con biotina (DISH Rembrandt Biotin label@NA probes, PanPath, Budel, NL). | casi posi-
tivi alla biologia molecolare per uno o piu deirsi#pi riconosciuti dalle sonde sono stati ibriditiz
con tutte le sonde corrispondenti ai sierotipi pntis Come controllo positivo sono state utilizzate
sezioni di biopsie endocervicali con quadri di thspa severa che risultavano positive alla biologia
molecolare per i sierotipi riconosciuti dalle son@eme controlli negativi sono stati utilizzati gaioni di
neoplasia del distretto cervicocefalico che eresuitate negative per HPV alle indagini molecolari.

Su ciascuna sezione é stata depositata una gastassdluzione contenente le sonde, e i prepavati s
no stati sigillati con un vetrino coprioggetto.dtkini cosi preparati sono stati sottoposti a demaaio-

ne per 5 minuti a 95°C e successivamente incub3fi’& per 16 ore in un incubatore per ISH. Alla
fine della incubazioni, i vetrini copriogetto sostati rimossi mediante lavaggio in tampone Tris-con
tenente Tween 20 (TBST, DakoCytomation). Le sezinoubate con sonda GenPoint Dako sono
quindi state sottoposte a lavaggio stringente aygtibsita soluzione (DakoCytomation) per 30 minuti a
48°C, con agitazione meccanica. Le sezioni incubatesonde Rembrandt sono state invece incubate
con soluzione di lavaggio stringente PanWash, Ranpar 15 minuti a 37°C. A questo passaggio
hanno fatto seguito per tutti i vetrini 3 risciacda 5 minuti in tampone TBST, l'incubazionepn-
mary streptavidinDakoCytomation) per 15 minuti a temperatura amigietre ulteriori risciacqui in
tampone, l'incubazione in tiramide (DakoCytomatigey 15 minuti a temperatura ambiente, tre ri-
sciacqui in tampone, I'incubazione secondary streptavidifDakoCytomation) per 15 minuti a tem-
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peratura ambiente, il risciacquo in acqua distllatlo sviluppo della reazione con la soluzione cro
mogena di aminoetilcarbazolo (DakoCytomation) deurs secondi, sotto controllo miscroscopico.
Infine le sezioni sono state contrastate con ersiitts di Harris e montate con montante acquoso M.

Scraping della mucosa orale

In un campione di 27 pazienti affetti da neopldaitngee € stata eseguita la ricerca e la tipizrezi

di HPV anche sul materiale di raschiamerdgordping della mucosa orale per verificare la concor-
danza dei risultati in termini di prevalenza e dgnzzazione (ibridazione inversa su PCR). Il ra-
schiamento é stato eseguito con una spatola stikriggno, che permette una scelta piu precisa del
sito di prelievo. Ciascun sito & stato raschiatmbe, e la punta della spatola e stata immeraanin
contenitore riempito con metanolo (ThinPrepPresgrgBlution). Il materiale del raschiamento e sta-
to incubato per 24 h a 58'C in buffer sterile d®-PO0 microlitri (contenente 50 mM KCI, 10mM
Tris-HCI pH 8.3, 2.5 mM MgGJ| 0.45% Tween 20, 0.45% NP40) e successivamenselttisn 0.5
mg/dl di proteinasi K. La soluzione €& stata polipata a 95'C per 20 minuti per disattivare la grote
nasi K e centrifugata a 10000 giri/min per 10 nidNA estratto ha poi subito I'identificazione & |
genotipizzazione tramite la metodica dell’ibridamadnversa del DNA.

Analisi statistica

La presenza di infezione da HPV é stata calcolat@imini di percentuale assoluta, di percen-
tuale in base ai diversi sierotipi (LG-HPX HG-HPV; HPV-16,18vs HPV non16-18), di per-
centuale in base al diverso tipo istologico dedlsidni ed alle diverse sedi per valutare eventua-
li differenze di prevalenza tra i campioni laringequelli delle altre sedi.

Sono state quindi eseguite le analisi di corretazimediante’ tra la positivita/negativita per HPV e
I'espressione di p16 e p53, il sesso, I'eta, |¢uai voluttuarie e la comparsa di recidive.

Risultati

Caratterizzazione del campione

Centodieci campioni provenienti d¥ pazienti (21 di sesso femminile, 73 di sessocimides,
eta mediana 61 anni, range 24-88 anni) sono gtadriti nello studio. La maggior parte dei
campioni & stata prelevata dalla laringe (61 campda (17 campioni da 17 pazienti, 15%) e
dall'ipofaringe (4 campioni da 4 pazienti, 4%) (kig 1).
Sessantuno (55%) dei 110 campioni oggetto delldiG®ono risultati positivi per HPV.
La tabella 1 mostra la distribuzione della prevatedell'infezione da HPV in base al sito di pretiev
del campione tumorale. La prevalenza di infeziomsdtata leggermente superiore nelle lesionidell
cavita orale (68%) e dell’orofaringe (65%) rispedtquella osservata a livello laringeo (44%).
La completa positivita (100%) dei campioni prelewadl'ipofaringe non € statisticamente signifigatipoi-
ché si riferisce a soli 4 casi, per questo moto verra presa in considerazione nelle valutaziariessive.
Distribuzione della prevalenza di HPV per sedepotistologico delle lesioni
Le tabelle 2, 3 e 4 presentano la distribuzionéadgbsitivita per HPV in base al tipo istologico
per le diverse sedi anatomiche:
» alivello del cavo orale, sono stati analizzatiasa di cheratosi, 13 casi di lesioni displastiche
di basso grado, 3 casi di lesioni displasticheltdi grado e 11 lesioni neoplastiche. La preva-
lenza di infezione da HPV, assente nel caso diatbsir € risultata progressivamente piu ele-
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vata al peggioramento del tipo istologico delldades, fino ad essere quasi assoluta nelle le-
sioni piu gravi (100% nelle displasie di alto gral61% nelle neoplasie).

« Alivello dell'orofaringe sono state analizzateldé§ioni neoplastiche ed un caso di cheratosi. E-eme
sa una prevalenza di infezione da HPV del 62% tedlieni neoplastiche e del 100% nella cheratosi.

* Alivello della laringe sono stati analizzati 24scdi noduli, 14 casi di lesioni displastiche di
basso grado, 9 casi di lesioni displastiche di gttmlo e14 lesioni francamente neoplastiche.
Anche per questa sede la prevalenza di infezionEllM, assente nel caso di noduli, &
risultata progressivamente maggiore con il peggmmato del tipo istologico della le-
sione, fino a raggiungere I'86% nei casi di carcnao

Sierotipi

A livello del cavo orale sono stati osservati Galipi a basso rischio dei quali HPV-6 € risultétpiu
frequente, (31%), seguito da HPV-4, HPV-11, HPVeddPV-42, e 5 sierotipi ad alto rischio. HPV-
18 é risultato positivo nel 31% dei casi, HPV-31 2%, HPV-16 nel 16%, HPV-52 nel 10% e HPV-
51 nel 5% dei casi. Da notare inoltre che nel 6&%%cdmpioni HPV-positivi € emersa la presen-
za di una co-infezione, che coinvolgeva da 2 ardsviiversi.

A livello dell’orofaringe sono stati riscontrati glerotipi a basso rischio, dei quali HPV-6 é ri-
sultato il piu frequente (18%) seguito da HPV-4QR\H42 e HPV-44, ed 8 sierotipi ad alto ri-
schio. HPV-16, HPV-45, HPV-51 sono risultati pregsamel 18% dei casi, HPV-35, HPV-39,
HPV-52 e HPV-56 nel 9% dei casi. La presenza dindezione, che coinvolgeva da 2 a 3 virus
diversi, e risultata presente nel 33% dei campkdRV-positivi.

A livello della laringe sono stati isolati 4 sigpmta basso rischio, con HPV-6 presente nel 52% dei
casi, seguito da HPV-11, HPV-40 e HPV-42, e 12ctijgr ad alto rischio. HPV-16 e HPV-31 sono
risultati presenti nel 41% dei casi, HPV-51 nel 18%V-18 ed HPV-45 nel 15%, HPV-52 e HPV-66
nel 7%, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-56 e HPV-68 d&b dei casi. La presenza di co-infezione,
che coinvolgeva da 2 a 5 virus diversi, € risultatsente nell’'88% dei campioni HPV-positivi.

Distribuzione della prevalenza dei sierotipi di HR)ér sede e tipo istologico delle lesioni

Le tabelle 5, 6 e 7 presentano la distribuzioneddadrsi sierotipi in base alla sede ed alle carsti-
che istologiche delle lesioni. Osservando la disizione a livello della cavita orale, € possibiteane
che il numero di casi di HPV ad alto rischio (HR\W}Rwumenta con il peggiorare del tipo istologico
della lesione (dal 33% nelle lesioni displastichéakso grado al 64-67% delle lesioni displastdihe
alto grado o francamente neoplastiche), mentreitianza di ceppi virali a basso rischio (LR HPV) si
mantiene relativamente costante (23-33%). E ineltnerso che i ceppi HR HPV non sono rappresen-
tati solamente dai sierotipi HPV 16 e 18, ma arahealtri genotipi ad alto rischio (23% nelle lesio
displastiche di basso grado e 18% nel caso dehcane) (Tabella 5).

Una situazione analoga € stata osservata ancheasel dell’orofaringe: la maggior parte dei
ceppi virali HPV ad alto rischio (6 ceppi su 8) atatipo non HPV-16 o -18; mentre solo 2
(12%) degli 8 casi di infezione da HR HPV erandipo 16/18.

In soli 2 casi (12%) é stata osservata la presdiiaezione da HPV a basso grado di malignita €lals).
Anche nella laringe € stato osservato un aumerita pievalenza d’infezione da HR HPV al peggio-
ramento delle caratteristiche istologiche delléol@is(43-79%), con una distribuzione simile tra [giep
HPV-16/18 (28-36%) e ceppi HR HPV non 16/18 (14-33PAR HPV sono risultati invece scarsa-
mente rappresentati in tutte le diverse lesioniagfiche (7-22%) (Tabella 7).
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Lesioni recidivanti

In 12 pazienti (3 per il cavo orale e 9 per larigg) e stato possibile analizzare lesioni recidivian
tempi successivi. In 2 dei 3 pazienti con lesiaglichvo orale la prima biopsia € risultata posipea
displasia di basso grado e negativa per HPV; mewéerzo caso, positivo per displasia di alto-gra
do, é stata riscontrata la presenza di un ceppdeva basso rischio (LR HPV). In tutti e tre i dasi
biopsie delle lesioni recidivanti sono risultatesipee per carcinoma [SCC]; nei due pazienti itiniente
negativi per HPV si & riscontrata non solo la preaadi HPV, ma anche di co-infezione da parte\airdi
sierotipi. Nel terzo caso si € osservata la presaelio stesso sierotipo virale a basso rischibgllag).

Lo stesso comportamento e stato osservato neiirpiazon lesioni laringee recidivanti. In partiael
re la prima biopsia mostrava 6 lesioni displastidnéasso grado tutte negative per HPV, 2 lesioni
displastiche di alto grado una delle quali posifvea i ceppi virali 16 e 18, ed 1 lesione cancepisa
sitiva per il ceppo virale 16. Tutte le lesioniidieanti sono evolute verso forme di displasia grav
SCC e sono risultate positive per sierotipi multipHR HPV (Tabella 9).

Scraping della mucosa orale

In 27 pazienti affetti da SCC della laringe (22i¢#BV positivi e 5 casi HPV negativi) e stato esegu
to anche il raschiamento della mucosa orale pacéaca di HPV. Tutti i 22 casi di SCC positivi per
HPV sulla laringe sono risultati positivi per HPYiche sulla mucosa orale. Un solo caso dei 5 SCC
negativi per HPV sulla laringe € invece risultatsigivo per HPV sulla mucosa orale.

Ibridazione in situ

La ricerca mediante ibridazioie situ del DNA virale integrato € risultata negativa lrttiti campioni

di lesioni laringee e del cavo orale; mentre eltasa positiva in 3 dei 17 campioni (17%) di lesgion
dell'orofaringe. L'analisi immunoistochimica peratitigene capsidico dei piu comuni HR HPV ha
confermato I'assenza d'infezioni produttive in itiitampioni esaminati.

Analisi di correlazione

Non é stata osservata alcuna differenza statistintemnsignificativa tra i casi HPV positivi ed HPV
negativi in termini di sesso, eta, abitudini valattie e comparsa di recidive per tutte le sedicaniat
che considerate. Allo stesso modo non e statavegaeasicuna correlazione statisticamente significat
va tra presenza/assenza di infezione da HPV edssipne di p16 o p53.

Discussione

Il potere oncogenico di HPV & ormai riconosciutdversalmente a livello del tratto genitale femmini-
le, ove piu del 90% delle neoplasie della cervieina, ed una percentuale lievemente inferioredel
neoplasie vulvari, risulta associato all'infeziote.questo distretto, e stato dimostrato chiaramént
meccanismo mediante il quale il virus induce lafsemazione neoplastica nelle cellule ospiti [53-55
Nel distretto cervico-cefalico, una correlazioneetla con l'infezione da HPV e stata documentata pe
i papillomi squamosi laringei, in particolare peragto riguarda i genotipi a basso rischio [56].

Da diversi anni ormai esistono evidenze scientifishl possibile ruolo oncogenetico di HPV anche
per alcune neoplasie squamocellulari del trattwicefcefalico, anche se i dati disponibili sondfidif
cilmente confrontabili per la grande variabilitateéniche utilizzate per la determinazione e lezig-
zione del virus, e per la diversa sede anatomitta ésioni. [38-40]
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La metodica di ibridazione inversa da noi utilizger la documentazione della presenza di HPV nei
campioni della regione testa-collo ha dimostratstégssa elevata sensibilita che € gia stata ampiame
te dimostrata per le lesioni della regione genitaleminile [57], tanto che la percentuale complessi

di neoplasie HPV positive nella nostra serie di piami € risultata dell’85%, valori per sede rispett
vamente del 91% per il cavo orale, dell’'86% pelalinge e del 62% per il cavo orale. Queste per-
centuali sono nettamente superiori alle metandiig{reimer [20], che riportano i dati piu rap-
presentativi in letteratura in quanto eseguiti agistiche molto numerose, e per le quali la pre-
valenza complessiva dell'infezione da HPV e del 26%

Se si considerano poi i diversi sierotipi viraly dato interessante emerso dal nostro studio éache,
differenza da quanto riportato in letterat{i28], HPV-16 ed HPV-31 sono risultati i virus maggior-
mente prevalenti, mentre HPV 18 e stato isolatoarieguentemente. Queste differenze dipendono
dal fatto che la nostra metodica € in grado di idieare fino a 10 diversi sierotipi a basso gra-
do di malignita e 15 diversi sierotipi ad alto goadi malignita ed ha consentito di dimostrare
che la presenza di HR HPV non 16-18 presenta rs¢tedto cervico.cefalico percentuali di pre-
valenza uguali, se non addirittura superiori a udi HPV 16-18.

Le percentuali di prevalenza d’infezione da HPV lgidate in letteratura e valutate con metodiche
che si basano solo sull'identificazione di HPV 183epotrebbero quindi essere tutte sottostimate.
Inoltre, abbiamo riscontrato un elevato tasso dindezione da parte di diversi sierotipi, che ha
raggiunto il valore dell’88% per la laringe. La pesza di co-infezione non va trascurata perché
in letteratura é stato dimostrato, almeno per gbel riguarda la cervice uterina, che questa co-
stituisce un fattore prognostico sfavorevole [58].

In letteratura numerosi lavori sono poi concordi’agermare che per le neoplasie dell’orofaringe
esiste una sottopopolazione di circa il 40% dei @@ lo piu neoplasie tonsillari) HPV positivedni

il ruolo oncogenetico del virus ed il suo valoregmostico favorevole sono certi [59]; mentre illouo

di HPV nella cancerogenesi della laringe € anaweario [35-36].

Dai dati emersi dal nostro studio non e stato pibssionfermare tali evidenze; anzi e stata rieVassenza

di differenze statisticamente significative in terndi eta, abitudini voluttuarie, caratteristicistologiche e
comparsa di recidive tra le neoplasie HPV+ ed HB¥-per quel che riguarda l'orofaringe che péariage.

Per verificare quindi se alla positivita per HPMtrigpondesse la presenza di DNA virale integrato,
che rappresenta I'evento fondamentale per I'effettoogenetico del virus [60-61], abbiamo condotto
dei test di rilevazione diretta (ibridazioire situ ed immunoistochimica per I'antigene capsidico) ed
indiretta (immunoistochimica per p16, p53). L'itmidonein situ € risultata positiva solo nel 2.7% del
campione complessivo, I'immunoistochimica per ligahe capsidico € risultata negativa in tutti iicas
€ non e stata osservata alcuna differenza di espnesdi p16 o p53 tra i casi HPV positivi e negati

Ad oggi non sembra esistere quindi una metodicelta per la determinazione dell'integrazione vi-
rale. L'ibridazionein situ € indubbiamente una metodica molto sensibile, grado di distinguere tra

il virus presente in stato epitomale e quello indég ma e tecnicamente complessa; mentre I'analisi
immunoistochimica per pl16 nelle neoplasie del ditrcervico-cefalico non sembra essere specifica
dell'iperespressione HPV-mediata. E stato infattiastrato non solo che il fumo e I'alcool possono
inibire tale iperespressione [45], ma anche clesiuto tonsillare normale pud esprimere pl6 dia ne
pazienti sani che nei pazienti affetti da neopléasisillare [47].

La metodica ideale potrebbe essere la ricercaRNA di E6/E7 in quanto tali oncogeni vengono e-
spressi solo dopo che e avvenuta I'integraziorsdejima questo esame deve essere condotto su tessu-
to congelato e non puo essere eseguito su matdratehivio o su piccoli campioni. Esiste anche la
possibilita di estrarre 'RNA da campioni fissati paraffina, ma questa metodica d’analisi richiede
laboratori dedicati, € costosa e non € dispondpiiedi in tutti i laboratori [62-63].
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Da quanto affermato fino ad ora si potrebbe quitediurre che la presenza di HPV da noi rilevata co-
stituisca un fattore casuale, che nulla ha chereeden la trasformazione neoplastica dei campioni
esaminati; tuttavia altre evidenze da noi ossers@tebrano invece dimostrare il contrario.

Abbiamo infatti rilevato che la positivita per HPAUmenta alllaumentare del grado di severita
dell'istologia della lesione, tanto che nella layéntutte le lesioni benigne (noduli) sono risultate
HPV negative, mentre sono state osservate percephogressivamente maggiori per le lesioni
displastiche (57% basso grado, 78% alto grado plastiche 86%).

Lo stesso andamento € stato osservato per il cale; anentre nell’orofaringe non é stato possibile
confermare la correlazione tra gravita della lesierprevalenza di infezione da HPV poiché non sono
state identificate lesioni displastiche di bassti alto grado. Questo & dovuto al fatto che i camipi
tumorali sono stati prelevati a livello della fogeasillare o della base della lingua, siti in @limo-
mento della valutazione, le lesioni sono quasi serdptipo maligno, mentre il solo campione che ha
dato un esito benigno (cheratosi) & stato preledatilastro palatino anteriore. Nonostante aio, i
circa due terzi delle lesioni francamente neopthstidell’orofaringe sono risultate HPV positive.
Un’altra prova del possibile ruolo oncogeneticovalis nei campioni da noi esaminati € la dimostra-
zione che in tutte le lesioni recidivanti non ssi@ osservato un aumento della severita dell'ésito
logico, ma questo é risultato associato alla cosgadi positivita per HPV. Inoltre, in un ristretto
numero di pazienti con neoplasie della laringe abiiw potuto dimostrare che tutti coloro che
erano HPV positivi sulla laringe, lo erano anchivallo della mucosa orale, mentre uno solo
dei pazienti HPV negativi sulla laringe é risultgtositivo nel cavo orale.

Almeno nella patologia neoplastica della laringevHidtrebbe quindi non essere un semplice ospite
occasionale delle vie aerodigestive superiori, lagehte responsabile delle fasi piu avanzate della
trasformazione maligna di una mucosa gia dannegdetltri fattori oncogenetici.

Conclusioni

L'ibridazione inversa con il kit Inno-Lipa per ldevazione di HPV si e rivelata una metodica molto
sensibile non solo in ambito ginecologico, ma arnphembito otorinolaringoiatrico, tuttavia di pe¥ s
non e in grado di dimostrare il ruolo oncogenetieb virus. Il gold-standardper la dimostrazione
dell'integrazione virale e rappresentato dallardeedel’'mRNA di E6/7, ma richiede laboratori dedi-
cati e non é disponibile in tutte le strutture.reaponsabilita di HPV nella genesi delle neopldsiéa
laringe, ed in generale di tutta la regione tesloc non deve comunque essere esclusa in quanto
sembrano esistere prove indirette di un suo ruelatrasformazione neoplastica.
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Tabelle e figure

Tabella 1. Prevalenza dell'infezione da HPV in basal sito anatomico.

Sito N. di campioni HPV positivi HPV negativi
Cavita orale 28 68% 32%
Orofaringe 17 65% 35%
Ipofaringe 4 100% 0

Laringe 61 44% 56%

Tabella 2. Prevalenza dell'infezione da HPV in basal tipo istologico: cavita orale.

Tipo istologico N. di campioni HPV positivi HPV negtivi
Cheratosi 1 0 100%
Displasia di basso grado 13 46% 54%
Displasia di alto grado | 3 100% 0
Carcinoma 11 91% 9%
Tabella 3. Prevalenza dell'infezione da HPV in basal tipo istologico: orofaringe.
Tipo istologico N. di campioni HPV positivi HPV negtivi
Cheratosi 1 100% 0
Carcinoma 16 62% 38%
Tabella 4. Prevalenza dell'infezione da HPV in basal tipo istologico: laringe.
Tipo istologico N. di campioni HPV positivi HPV negtivi
Noduli 24 0 100%
Displasia di basso grado 14 57% 43%
Displasia di alto grado | 9 78% 22%
Carcinoma 14 86% 14%

Tabella 5. Distribuzione dei sierotipi HPV in baseal tipo istologico: cavo orale (Abbreviazioni: HR
HPV = HPV ad alto rischio; LR HPV = HPV a basso righio).

Tipo istologico HPV DNA HR HPV HPV 16/18 Alti HRHPV | LR HPV
Displasia di basso grado| 6/13 (46%) 3/13 (23%) 0/13 (0) 3/13 (23%) 3/13 (23%
Displasia di alto grado | 3/3 (100%) 2/3 (67%) 2/3 (67%) 0/3 (0) 1/3 (33%)

Carcinoma

10/11 (91%)

7/11 (64%) | 5/11 (45%(

2/11 (18%)

3/21%)

Tabella 6. Distribuzione dei sierotipi HPV in baseal tipo istologico: orofaringe (Abbreviazioni: HR
HPV = HPV ad alto rischio; LR HPV = HPV a basso ri€hio).

Tipo istologico HPV DNA HR HPV HPV 16/18 Alti HRHPV | LR HPV
Displasia di basso grado| 1/1 (100%) 1/1 (100%) 0/1 (0) 1/1 (100%) 0/1 (0)
Carcinoma 10/16 (62%) 8/16 (50%) 2/16 (12%) 6/16 (37%) 2/18%)
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Tabella 7. Distribuzione dei sierotipi HPV in baseal tipo istologico: laringe (Abbreviazioni: HR HPV =
HPV ad alto rischio; LR HPV = HPV a basso rischio).

Tipo istologico

HPV DNA HR HPV

HPV 16/18

Alti HRHPV | LR HPV

Displasia di basso grado| 8/14 (57%)

6/14 (43%)

4/14 (28%)

2/14 (14%)|  2/14%)

Displasia di alto grado

719 (78%) 5/9 (55%)

3/9 (33%)

219 (22%) 219 (22%)

Carcinoma

12/14 (86%) | 11/14 (79%)

5/14 (36%)

6/14 (43%)|  1a%)

Tabella 8. Esiti delle biopsie delle lesioni primitve e recidivanti situate nel cavo orale (Abbreviaoni:
SCC = carcinoma a cellule squamose; LR HPV = HPV basso rischio).

Paziente Prima biopsia (sierotipo HPV) Biopsie suessive (sierotipo HPV)
1 Displasia di basso grado (negativa) SCC (HPV-6, -16, -18)

2 Displasia di basso grado (negativa) SCC (HPV-48, -18)

3 Displasia di alto grado (LR HPV) SCC (LR HPV)

Tabella 9. Esiti delle biopsie delle lesioni primitve e recidivanti situate nella laringe (Abbreviazoni; SCC
= carcinoma a cellule squamose; LR HPV = HPV a bassischio).

Paziente Prima biopsia (sierotipo HVP) Biopsie suessive (sierotipo HPV)

1 Displasia di alto grado (HPV-16, -18) SCC (HPV-41%, -18, -31, -39)

2 Displasia di alto grado (negativa) SCC (HPV-6, -45)

3 Displasia di basso grado (negativa) Displasiatdi gdado (HPV-6, -31)
4 Displasia di basso grado (negativa) SCC (HPV-6, -30, -33)

5 Cheratosi (negativa) SCC (HPV-16, -18)

6 Displasia di basso grado (negativa) SCC (HPV-6, -5Q)

7 Cheratosi (negativa) SCC (LR HPV)

8 Displasia di basso grado (negativa) SCC (HPV-6, -3%)

9 SCC (HPV-16) Displasia di basso grado (LR HPV)

16%

H | aringe

25%

4%

“|pofaringe " Orofaringe

Figura 1. Distribuzione dei campioni per sito anatmico.

56%

M Cavita orale
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