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OBIJETIVOS

La historia natural del cdncer de vejiga urinaria es dificil de predecir debido a su
heterogeneidad bioldgica. El riesgo de recidiva y progresién neoplasica hacia tumores
invasivos, caracteristico de los tumores de la vejiga urinaria, estd relacionado con multiples
factores, y por tanto, el cdncer de vejiga se considera una enfermedad multifactorial. Con el
fin de aportar conocimiento de indole patogenético en esta neoplasia, nuestro grupo ha
desarrollado varios proyectos de investigacion relacionados con el papel de ciertos virus en
el cancer de vejiga. En esta busqueda, uno de los factores sobre los que se ha centrado
nuestra investigaciéon ha sido el posible papel de los papilomavirus humanos (HPV) ya que,
aunque han sido frecuentemente asociados a displasias y carcinomas de cérvix uterino, y a

condilomas acuminados, varios estudios también los relacionan con el carcinoma vesical.

Tras un estudio metodolégico para determinar la técnica mas correcta para la deteccién de
HPV en carcinomas vesicales, nuestro trabajo se ha centrado en mostrar la asociacién de los
papilomavirus humanos con el carcinoma de células transicionales de vejiga (TCC),
relacionando la presencia de su ADN detectado mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) con la supervivencia de los pacientes, y con otros factores prondstico

clasicos como el grado, el estadio, la presencia de coilocitosis, la edad y el sexo.

Posteriormente, tras realizar un extensa revision bibliografica, queda patente que la
presencia de HPV es un factor necesario pero no suficiente para la progresidon en ciertas
neoplasias, de ahi que hayamos buscado establecer el papel del Herpes Virus 6 (HHV6) y su
posible funcidn como cofactor de los HPV en el desarrollo del carcinoma vesical, dada su

demostrada capacidad in vitro de trans-activacién de éstos.



Los objetivos concretos desarrollados en los distintos trabajos presentados en esta Tesis

Doctoral son:

1. Estudio comparativo de distintas técnicas para determinar de la presencia de HPV

en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina.

2. Establecer la posible presencia de ADN de HPV y HHV6 en carcinoma urotelial de
vejiga.
3. Establecer la correlacién de las presencia de ADN de los virus estudiados con los

pardmetros clinico-patoldgicos de las muestras.
4. Establecer la posible coinfeccion de HPV y HHV6 como elemento patogenético en

el carcinoma de vejiga.



INTRODUCCION

Con 10,9 millones de casos nuevos y 6,7 millones de muertes al afio, el cancer es una
enfermedad devastadora, suponiendo una inmensa carga a las personas afectadas y sus
familias, asi como a los sistemas de salud [149]. Durante los ultimos 30 afios ha quedado
muy claro que varios virus desempefian un papel importante en el desarrollo de varias
etapas de los tumores humanos, de hecho, aproximadamente del 15% al 20% de los
canceres se asocian con infecciones virales [150, 151]. Se ha estimado que casi el 10% de la

carga de cédncer en todo el mundo esta vinculado a la infeccién por HPV [152].

Patologia de los tumores de la vejiga urinaria

Un promedio de 260.000 nuevos casos de cancer de vejiga urinaria son diagnosticados en el
mundo cada afio [149, 150]. Existen grandes variaciones regionales con tasas de incidencia
altas en los EE.UU., Europa Occidental y del Norte Africa, mientras que la enfermedad es
relativamente rara en Asia [150]. La incidencia ha ido en constante aumento desde hace
décadas, pero en algunos paises se ha observado recientemente una disminucién [149, 150].
Aunque el cancer de vejiga se considera una enfermedad de hombres y es relativamente
raro entre las mujeres, el nimero de mujeres afectadas es comparable con el de cancer de
cuello de utero y de ovario [150]. El cancer de vejiga se presenta principalmente como una
enfermedad no musculo-invasiva, que tiene una alta recurrencia de un 50-70% con una tasa
de progresién baja en un 15-25% de los pacientes [150, 151]. La alta tasa de recurrencia y la

agresividad de estos tumores han dado lugar a un estrecho seguimiento de los pacientes. En
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los EE.UU., Medicare informd que los gastos en los pacientes con cancer de vejiga fueron los
mas altos en comparacion con otros tipos de cancer. La incidencia del cancer de vejiga es
casi cuatro veces superior en hombres que en mujeres y casi dos veces mayor en los
caucdsicos que en afroamericanos [149]. En la histologia, mds del 90% de los casos de cancer
de vejiga son carcinoma urotelial (de células transicionales) vy se originan en células
epiteliales que recubren la pared vesical interna [151], aproximadamente el 5% son
carcinoma de células escamosas y menos del 2% son adenocarcinomas; el carcinoma de

células pequefias es aun menos comun [149].

Etiologia y epidemiologia del cancer de vejiga

El cdncer de vejiga es el sexto tipo de tumor maligno mas comun en los paises desarrollados
[149,150]. En los Estados Unidos, se ubica como el cuarto y noveno cancer diagnosticado con
mas frecuencia en hombres y mujeres, respectivamente. Se estima que en 2007 cerca de
67.160 nuevos casos se diagnosticaron en los EE.UU. y 13.750 pacientes murieron a causa de
carcinoma diseminado de mucosa urotelial [149]. La mayoria de los tumores de vejiga en los
paises occidentales son carcinomas uroteliales [150-152]. Sin embargo, el carcinoma de
células escamosas de la vejiga es la presentacidon predominante en los paises de Oriente
Medio [152 ,154-156]; el adenocarcinoma vy el carcinoma de células pequenas de vejiga son

menos comunes [153, 156].

La etiologia del cancer de vejiga no estd totalmente conocida y cldsicamente se ha asociado

con factores de riesgo exégenos y ambientales. Los dos factores de riesgo mejor conocidos
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para el cancer de vejiga son fumar y la exposicion ocupacional [150]. Parece que varios
carcinégenos potenciales estan inactivos y deben ser activadas por enzimas controladas por
variables genéticas, por esta razén, la susceptibilidad a los carcindgenos difiere entre los
individuos y poblaciones.

Los fumadores tienen entre dos y cuatro veces el riesgo de la poblacién general, siendo cinco
veces en el caso de grandes fumadores; los carcinégenos involucrados son audn
desconocidos. Se estima que son necesarios 20 afos del habito de fumar para el desarrollo
de céncer de vejiga y el riesgo se correlaciona directamente con el numero de cigarrillos
consumidos. El riesgo relativo de los fumadores de desarrollar cancer de vejiga en
comparacion a los no fumadores es de 3:1, para los fumadores anteriores es 1,9:1. El
mecanismo exacto por el cual el tabaco causa cancer de vejiga no se conoce, pero
carcinégenos uroteliales como la acroleina, el 4-amino-bifenilo, la arilamina, y radicales
libres del oxigeno se han visto implicados. Por otra parte, el aumento en la duracién del
habito, la intensidad del tabaco y el grado de inhalacién, contribuyen significativamente al
desarrollo del cancer, mientras que los efectos beneficiosos del abandono del tabaco se han
asociado con una reduccidn casi inmediata en el riesgo. En carcinomas uroteliales
superficiales establecidos de la vejiga, asociados al tabaco, los fumadores que mantiene el
habito tienen peor supervivencia libre de recurrencia que aquellos que dejan de fumar en el
momento de diagndstico [150].

La exposicidén ocupacional a los tintes de anilina y las aminas aromaticas, como 2-naftilamina
y bencidina, se ha implicado como el segundo factor de riesgo mas comun para el cancer de
vejiga. La bencidina, la amina aromatica mas cancerigena, se ha utilizado principalmente en

la produccion de tintes y como endurecedor en la industria del caucho. El grado de
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carcinogénesis debida a la exposicidn profesional varia segun el grado de la industrializacion,
asi en paises muy industrializados la exposicién en el trabajo puede representar hasta una
cuarta parte de todos los canceres uroteliales. El periodo de latencia entre la exposicién y el
desarrollo de tumores suele ser prolongado. Las aminas aromdticas han sido prohibidas,
pero se sabe que las personas expuestas a sustancias quimicas de la combustién de carbdn
también tienen un mayor riesgo de cancer de vejiga. El cdncer profesional de vejiga también
se ha observado en los trabajadores del gas, pintores y los peluqueros. La nutricion también
puede jugar un papel. Mientras que un suplemento de vitamina A supone una reduccion del
riesgo de cancer de vejiga, los alimentos fritos y la grasa provocan un incremento del riesgo.
Una alta ingesta de liquidos demostré en un estudio reducir el riesgo de cancer de vejiga,
aungue este dato sigue siendo controvertido. Se conoce como en Taiwan y Chile ha habido
un aumento del riesgo en poblaciones con uso de agua potable con un alto contenido de
arsénico, y estos y otros contaminantes del agua se estan ahora estudiando activamente
[150].

Otros factores implicados en el desarrollo y progresion de la cancer de vejiga incluyen el uso
de analgésicos, infecciones del tracto urinario incluyendo infecciones bacterianas,
parasitarias, micdticas y virales, litiasis urinaria, radiacion pélvica y los agentes
gquimioterapéuticos como la ciclofosfamida. Aunque la ingestion de cafeina ha sido
reportada como un factor de riesgo para el cancer de vejiga, los calculos de riesgo para esta
asociaciéon disminuyen después de controlar el consumo de tabaco concomitante. Del mismo
modo, se ha demostrado que, en el modelo de rata, las sacarinas que contienen
edulcorantes artificiales inducen neoplasia vesical, pero los estudios epidemioldgicos en

humanos no han logrado establecer esta relacién. Existe una relacion entre el parasito de la
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esquistosomiasis y el cancer de células escamosas en la vejiga, mas frecuente en el Medio

Este [150].

Virus del Papiloma Humano (HPV)

Periddicamente, la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer (IARC)
convoca una reunidn de expertos en cdncer para revisar y actualizar la evidencia sobre los
agentes carcinégenos potenciales. En febrero de 2009, la 1002 reunidn monogréfica de la
IARC versé sobre la carcinogenicidad de los agentes bioldgicos, incluido el virus del papiloma
humano. Uno de los objetivos principales de esta reunién era examinar las pruebas del
potencial de cada uno de los mds de 100 genotipos de HPV que causan cancer [5]. Sobre la
base de grandes series de casos, los meta-analisis, y los datos de laboratorio de multiples
estudios, doce genotipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59) fueron

considerados cancerigenos y el HPV 68 fue considerado probablemente cancerigeno.

Los HPV infectan el epitelio estratificado de la piel o las mucosas, donde causan verrugas
benignas. De los 200 tipos de HPV [6] los mas comunes (tipos 2 y 4) son los que causan
verrugas en las manos y los pies de los individuos afectados [7]. Los HPV del tracto
anogenital, de los cuales aproximadamente 40 han sido identificados, se dividen en los que
confieren un "bajo riesgo" (tipos 6, 11, 42) o un “alto riesgo " (los tipos 16, 18, 31) para el
cancer de cuello uterino [7 -10]. Los estudios realizados por el laboratorio de Zur Hausen
[85-90] proporcionaron la primera prueba evidente de que los HPV estaban presentes en los

canceres genitales. Después de mas de 20 anos de trabajo, los HPV son ahora reconocidos
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como una causa necesaria en el 95% de los canceres invasores del cuello uterino en todo el

mundo [17].

Los HPV son los mas comunmente asociados con el cancer cervical, aunque, ahora se sabe
gue muchos tipos de cancer son inducidos por el HPV, incluidas los del pene, cancer anal,
oral y conjuntival [12, 18-21]. Los HPV de alto riesgo también se han implicado
recientemente en el 30% aproximadamente de los canceres orales [22]. De hecho, los HPV
son responsables de casos de cdncer en las amigdalas, el paladar, las encias, la lengua y la
laringe [23-31]. Los HPV de alto riesgo se han visto implicados en el tracto respiratorio
superior y de pulmén [27, 32, 33]. Ademads, la evidencia sugiere que algunos canceres
digestivos también son HPV positivos [30, 34].

Ya que los HPV son algunos de los virus mds extendidos y estables en la naturaleza no es
sorprendente que multiples tejidos sean su diana a la hora de inducir formacién de tumores.
De este modo, ciertos tipos, como el HPV-16 y HPV-18 (considerados HPV de alto riesgo)
podrian tener también un papel etioldgico en los tumores del tracto urogenital [35]. Varios
estudios han observado una asociacién entre la infeccién por HPV y el desarrollo de
carcinoma de células transicionales (TCC) de la vejiga (Tabla 1). Sin embargo, la variabilidad
en la frecuencia detectada, situada entre 0% y el 81% [36], hace que el papel del HPV en la

carcinogénesis de la vejiga sigua siendo controvertido.



Tabla 1. Estudios de varios tipos de HPV investigados en neoplasias uroteliales de vejiga

urinaria
Investigador Técnica-Tipo HPV estudiado Prevalencia Tipo HPV detectado
Kitamuta et al. (1988) SBH-16 1/10 (10.0)a 16
Querci etal.(1988) SBH.11 1/1(100.0)a 11
Bryantetal.(1991) HIS-6/11/16/18 12/76 (15,7) 16/18
Kerley et al. (1991) PCR-6/11/16/18 1/21(4,7)b 11
Anwar et al. (1992) HIS-16 10/20 (50,0) 16
PCR-6/11/16/18/33 39/48 (81,0) 16/18/33
Chetsanga et al. (1992) PCR-6/11/16/18/31/33 1/44 (2,5) 16
KnowleS (1992) PCR-6/11/13/16/18/30/33/45/51 0/100 (0,0) -
Lopez-Beltran et al. (1992) HIS-6/11/16/18/31/33/35 9/18 (50,0) 16/18
Shibutani et al. (1992) SBH-6/11/16/18/31/33 4/20 (20,0) 6/11/16/18/31/33
Furihata et al. (1993) HIS-16/18/33 28/90 (31,1) 16/18/33
Saltztein et al. (1993) PCR-6/11/16/18/31/33 0/33 (0,0) -
Song-ting et al. (1993) PCR-16/18 28/53 (52,8) 16
2/53 (3,7) 18
Wilezynsky et al. (1993) SBH-6/16/18/31 1/22 (4,5)b 6
PCR-6/16/18 1/22 (4,5)b 6
Agliano et al. (1994) PCR-16/18 23/46 (50,0) 16/18
Ashfaq etal. (1994) HIS-6/11/16/18/31/33 0/8 (0,0)c -
Changetal. (1994) HIS-6/11/18/31/33/35/39/40/45/51/59 0/108 (0,0) -
PCR-6/11/18/31/33/35/39/40/45/51/59 0/108 (0,0) -
Maloney et al. (1994) PCR-6/11/13/16/18/31/32/33/35/45/51 1/22 (4,4) a,b 18
0/20 (0,0) -
Noel et al. (1994) PCR-6/11/16/18/33 2/75 (2,7)a 16
Gopalkrishana et al. (1995) HIS-16 1/10 (10.0) 16
PCR-16/18 2/10 (20.0) 16
Kamel et al. (1995) HIS-6/11/16/18/31/33 27/47 (57,0) 6/11/16/18/31/33
Kim and Kim (1995) PCR-6/11/16/18 8/23 (34,8) 16/18
LaRue et al. (1995) PCR-6/11/16/18/33 28/71 (39,0) 11/16
Lopez-Beltran et al. (1995) HIS-6/11/16/18 12/76 (15,8) 16/18
Sano et al. (1995) HIS-16/18 1/80 (1,3) 16
PCR-6/11/16/18/31/33/42/52/58 0/80 (0,0) -
Lopez-Beltran et al. (1996) PCR-6/11/16/18 7/76 (9,2) 6/16
Mvula et al. (1996) PCR-16/18 1/36 (3,0) 16
Tenti et al. (1996) PCR-6/11/16/18/33 26/79 (32,9) 16/18
Chan etal. (1997) PCR-6/11/16/18/31/33 6/20 (30,0) 18
Aynaud et al. (1998) PCR-6/11/16/18/31/33 0/57 (0,0) -
ISH-6/11/16/18/31/33 0/57 (0,0) -
De Gaetani et al. (1999) ISH-6/11-16/18-31/33/35 3/43 (7,0) 6/11
5/43 (11,6) 16/18
Tekin et al. (1999) PCR-16/18 2/42 (4,8) 16
9/43 (20,9) 31/33/35
Westenend et al. (2001) ISH- 6/11-16/18-31/33/35 0/16 (0,0)b -
Sur etal (2001) PCR-6/11/16/18/31/33 1/91 (1,1) 16
ISH-6/11/16/18/31/33 0/0 (0,0) -
Youshya et al. (2005) IHQ- Genérico 47/78 (60,3) Generico
PCR- Genérico 0/98 (0,0) -
Barghi et al. (2005) PCR-6/11/16/18/31/33/35 2/59 (3,4) 6
14/59 (23,7) 18
2/59 (3,4) 33
2/59 (3,4) 6/18
1/59 (1,7) 18/33
Badawi etal. (2008) PCR-16/18 16/36 (44,4) 16
5/36 (13,9) 18
Ben Selma et al. (2010) PCR-6/11/16/18/31/33/35/52/58 0/125 (0,0) -
Yavuzer et al. (2010) PCR-6/11/16/18/31/33/35/52/58 0/70 (0,0) -
Shigehara K etal. (2011) PCR-6/11/16/18/31/33/35/39/42/43/44/ 7/8 (87,5) 6/16/18/33/58/68

45/51/52/56/58/59/66/68
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La asociacidn entre HPV y canceres humanos especificos se basa en la frecuente deteccién
del ADN del HPV en los tumores. Sin embargo, el método de deteccién empleado puede
sesgar los datos clinicos epidemioldgicos. Técnicas de deteccidn poco sensibles pueden
conducir a resultados falsos negativos y a la suposiciéon de que el HPV no esta asociado con
el tipo de tumor concreto. Técnicas de deteccién mas especificas también pueden generar
resultados andmalos por detectar tipos previamente no caracterizados y, dada la
heterogeneidad del virus del papiloma, esto puede ser de vital importancia tanto en la
asignacion de un papel causal como en la determinacidn y la eficacia de los procedimientos
de seleccién [37].

Debido a sus propiedades bioldgicas, los HPV no pueden ser facilmente cultivados en
medios de cultivo de tejidos, lo que dificulta la preparacion de antigenos para su deteccién
rutinaria [38]. Ademas, las pruebas serolégicas que detectan anticuerpos anti-HPV
especificos no puede ser utilizadas para fines diagndstico, ya que estos anticuerpos son
marcadores de la exposicion acumulada de toda una vida a los distintos tipos de HPV [39].
Para fines diagnodsticos estan siendo utilizados los métodos basados en la deteccién de
acidos nucleicos HPV-especificos. Adicionalmente, la tipificacion de cepas del HPV se realiza
por medio de métodos bioldgicos moleculares [40]. Debido a la gran cantidad de tipos de
HPV, los métodos para la determinacién del genotipo son dificiles de estandarizar. A pesar
de este hecho, existen varios métodos.

El Southern blotting se ha utilizado tradicionalmente para detectar los tipos de HPV en los
tejidos humanos [192]. Esta técnica ofrece unos niveles de sensibilidad bien caracterizados,

sin embargo, los resultados obtenidos se pueden complicar por otros factores como el
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reordenamiento o pérdida de ADN viral en tumores malignos y algunos problemas técnicos
[192].

La hibridacion in situ (ISH) se ha utilizado con frecuencia para detectar y determinar el tipo
de ADN del HPV con éxito variable. Algunos tumores no muestran ADN de HPV cuando se
analizan por este método, mientras que otros muestran hasta el 90% de deteccidén. La tasa
de deteccién de la ISH depende de la especificidad de las sondas utilizadas [193]. La principal
ventaja de la ISH es que se mantiene la arquitectura los tejidos y puede ser demostrada la
infeccion de células especificas. En la actualidad los métodos de tipificacion del virus se
basan principalmente en técnicas de “Reaccidon en Cadena de la Polimerasa” (PCR) con
primers consenso y/o degenerados, seguida de un ensayo adicional para el tipo de
identificacion especificos de HPV. Los métodos mas utilizados de PCR para la deteccion de la
HPV tipicos de mucosa se basan en el set de primers MY09-MY11 [41], cuya diana de
amplificacién es la regién L1 del genoma del HPV. Varios autores han informado acerca de la
eficacia de la amplificacién con estos cebadores, asi como de una comparacién del

rendimiento de los métodos [42, 43].

Estructura del genoma del HPV

Los HPV son una familia de virus pequefios, sin envoltura, de doble cadena de ADN, que
establecen una infeccidn persistente que puede permanecer de manera subclinica en la piel
o el tracto genital hasta 10-20 afos, pero que con frecuencia pueden causar verrugas. El

genoma del virus del papiloma es un pequefio circulo de ADN de unos 8 kb, que codifica
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ocho proteinas importantes. Como es habitual en los virus de ADN, los genes inmediatos

tempranos (E6 y E7) estdn involucrados en el control del ciclo celular (Figura 1) [7, 9, 10, 44].
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Figura 1. El genoma del HPV es una doble cadena circular de 7,9 kb. El genoma estd controlado por un solo
elemento promotor queratina-dependiente; la region de control largo (LCR). En el extremo 3' de la LCR esta el
origen de replicacion. E6, E7 y E5 son los oncogenes virales; los genes tempranos E1 y E2 codifican las proteinas
de replicacidn. El marco de lectura abierta (ORF) E4 tiene una expresion temprana y tardia en el ciclo de vida

del virus. Los genes tardios, L1y L2, son los genes de la capside mayor y menor, respectivamente.

A diferencia de los virus mas complejos como el virus del herpes, el HPV utiliza la estrategia
de replicarse con un numero bajo de copias, y por lo tanto, no llevan su propio gen de la

polimerasa. En cambio, los productos génicos codificados por E1 y E2 reclutan la a
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polimerasa celular en el origen de replicacidn viral [7, 44-46]. El genoma estd organizado de

forma simple en los genes tempranos y tardios, con sélo dos genes de la capside, L1y L2. Las

funciones de las proteinas virales estan bien establecidas y se resumen a continuacion:

» E6: Oncoproteina Viral. Unidn y degradacién del supresor tumoral p53 a través de la

actividad ubiquitina-ligasa E6AP, lo que resulta en la degradacidon de p53 por la via

mediada por ubiquitina; prevencién de la apoptosis (Figura 2).

» E7: Oncoproteina Nuclear. Unién y degradacién de la familia de productos supresores

de tumores Retinoblastoma (Rb). Esto causa la liberacién de E2F que induce la

expresion de genes relacionados con la fase S (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo de las funciones de las proteinas oncogénicas del HPV.
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» E1: Helicasa de ADN dependiente de ATP. Con actividad de unidn a ADN de cadena
simple y doble. Necesaria para la replicacion del ADN viral. Interactia con la proteina
E2 y con la ADN polimerasa a. Homologia estructural significativa con el antigeno T
del SV40 [47-49]. La unidn especifica de E1 a una secuencia de ADN esta mediada
por la proteina E2 del virus del papiloma; la asociacién de E1 con E2 aumenta la
afinidad de E1 por el ADN [45, 46].

» E2: Se liga a una secuencia palindrémica de 12 pares de bases: ACCGNNNNCGGT en
la secuencia de origen (ORI) y funciona como un activador transcripcional; se une y
recluta a la proteina E1 que estimula la iniciacién de la replicacién del ADN; E2
también funciona en el mantenimiento del genoma del HPV atando el ADN de nueva
sintesis a los cromosomas durante la mitosis, lo que permite particiones iguales en
las células hijas.

» E4: Expresada como una proteina tardia. Bloquea el ciclo celular en G2 / M; induce el
colapso de la red de citoqueratina; posiblemente promotor de la liberacidn del virus;
mal conservada a través de los tipos de HPV.

» E5: Oncoproteina viral, se une al receptor EGF. Capaz de transformar células de
roedores en la cultivo; asociado a la membrana; sus funciones incluyen la unién a los
receptores B del factor de crecimiento derivado de plaquetas.

» L1: Proteina mayor de la capside.

» L2: Proteina menor de la capside.
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El ciclo de vida del HPV

El HPV inicia su ciclo de vida mediante el acceso a los queratinocitos basales del epitelio
estratificado, ya sea de la piel o la mucosa, a través de una herida u otro punto débil como

en la unidén de dos tipos de epitelios (Figura 3).

Squames
L1, L2
Granular
Spinous El,E2, E4
E6, E7, E5

Fibroblasts

Figura 3. El ciclo de vida del HPV. Los viriones entran en el epitelio estratificado a través de una herida, donde
tienen acceso a la actividad mitdtica basal de la capa de queratinocitos. Durante la fase de mantenimiento, la
expresion de E6, E7 y E5 induce la proliferacion celular, y el genoma viral se replica extra-cromosomalmente en
un bajo nimero de copias (5-50 copias por célula). Como las células se diferencian, el nivel de expresion de E1,
E2 y E4 aumenta en la capa espinosa. Por amplificacidn posterior, los altos niveles de los genes de la cdpside L1
y L2 se expresan y el ensamblaje de la capside se produce en las capas granulares y del epitelio escamoso

estratificado. La progenie del virus es liberado por la descamacién.

La replicacion del ADN del virus del Papiloma esta estrechamente relacionada con el proceso
de diferenciacion de los queratinocitos en el epitelio escamoso infectado [50]. En las células
epiteliales basales y parabasales, el HPV se mantiene como un episoma con un bajo nimero
de copias (5-50 copias por célula) cuya replicacion estd bajo el control de las proteinas

virales y de la célula acogida. Los queratinocitos infectados se diferencian y entran en la capa
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del estrato espinoso del epitelio, ddndose un aumento coincidente en la concentracion de
proteinas E1 y E2 [51]. La induccidén de la replicacidn vegetativa es coherente con un cambio
de mecanismos de replicacion de modo “tetha” a “rolling circle” [52]. Como consecuencia de
este mecanismo “rolling circle” de replicaciéon del ADN, se producen multiples rondas de la
sintesis del ADN viral en una determinada fase S de los queratinocitos de acogida [53] y un
aumento en el nimero de copias hasta entre 100 y 1000 copias por célula. La replicacion
vegetativa del ADN del HPV requiere las proteinas codificados por el virus E1 (una ADN
helicasa por ATPasa) y E2 (un trans-modulador transcripcional), y el inicio de la unién de E1

al sitio palindromo cerca del extremo 5' de la regién del virus de control largo [54].

El mecanismo de la transformacion inducida por el HPV y la progresion del cancer

Los HPV de alto riesgo (por ejemplo los tipos 16, 18, y 31) a menudo se encuentran
integrados en el genoma del huésped [14, 55, 56]. El estado integrado del genoma viral no
apoya el ciclo de vida del virus, pero puede conferir una ventaja de crecimiento a las células
debido al incremento en la expresion de E6 y E7 [57]. Se cree que una combinacion de la
infeccion persistente por las cepas de alto riesgo junto con la incapacidad del sistema
inmunitario de eliminar de forma adecuada el virus de las células infectadas, son los
principales factores que contribuyen a la integracion de los genomas del HPV en el ADN del
huésped, un paso critico en la tumorogénesis [58]. Como resultado de la integracion, el
marco de lectura abierta (ORF) de E2 es frecuentemente alterada, provocando una pérdida
de expresion de E2 y su accién represiva en E6 y E7 (Figura 4), asi como un aumento
concomitante de los niveles de estas oncoproteinas [59].
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La caracteristica comun de los canceres es la expresion de los genes E6 y E7 que inactivan
funcionalmente p53 y Rb, respectivamente [44, 60, 61] (Figura 4). En las cepas de HPV
oncogénicos, las oncoproteinas E6 y E7 puede bloquear las vias de sefalizacién celular de
crecimiento negativo a través de las interacciones con las proteinas supresoras de tumor p53
y Rb. Como resultado, la proliferacién de las células infectadas por HPV de alto riesgo se
desregula y, a continuacién, la transformacién se desarrolla.

Las proteinas E6 de los HPV de alto riesgo tienen tanto actividad anti-apoptdtica, como la
capacidad de interferir con las funciones anti-proliferativas del supresor de tumores
celulares p53. Para que esto ocurra, E6 forma primero un complejo con un ligasa celular
ubiquitin- proteina E6AP, el complejo E6/E6AP actia entonces como una ligasa especifica

ubiquitina-proteina de p53 para acelerar su degradacion.
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Figura 4. Diagrama de la funcion de E6 y E7 en la desregulacion del ciclo celular. La expresién de E6 conduce al
reclutamiento de E6AP (una ligasa ubiquitina). Este complejo causa de degradacién de p53, lo que inhibe el
blogqueo de la transiciéon G1 a S dependiente de p21. Del mismo modo, E7 se une a Rb desplazando a E2F, lo
que resulta en la degradacién de Rb. E2F puede activar entonces la expresion de la ciclina E y los productos de

otros genes relacionados con la fase S.

Otro paso critico en la inmortalizacidon de la célula impulsada por E6 es la activacion de la
telomerasa [62]. Es bien sabido que la expresion de E6 durante la infeccién un HPV de alto
riesgo causa la regulacién positiva del ARNm de hTERT (la subunidad catalitica de la
telomerasa) a través de su interaccion con la proteina celular asociada la proteina E6 (E6GAP)

[63]. La E6AP es la ubiquitina ligasa de E3 que junto con E6 es responsable de la degradacién
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de varias proteinas celulares [64], incluyendo p53 [65], durante una infeccién por HPV. E7 se
une a proteinas miembros de la familia Rb resultando el desplazamiento de E2F y la eventual
degradacion de estos (Figura 4). La liberacién de E2F le permite activar libremente genes
relacionados con la fase S responsables de la transicion de G1 a S. Asi como E6 produce una
inactivacion de p53, lo que permite la sintesis sin restricciones de ADN, E7, mediante la
liberacion de E2F, activa la expresidon de los genes necesarios para la sintesis de ADN celular.
Incluso si el ADN celular esta danado, la falta de p53 permite a la célula sobrevivir a través de
una fase S inducida por E7 y replicar el genoma viral.

Tanto E6 como E7 se unen a varios factores de transcripcidon implicados en la respuesta
inmune inactivandolos, por ejemplo, IRFs. Esto sirve para evitar la destruccidon basada en la
respuesta inmune de los tumores que contiene HPV, mientras adquieren potencial invasivo
mediante la modulacién de otras vias [66].

Adicionalmente, las células que expresan E6 y E7 de HPV de alto riesgo presentan una
disminucion de la capacidad para mantener la integridad gendmica [67]. La oncoproteina E7
del HPV de alto riesgo actla como un mutador mitético e induce a multiples formas de
alteraciones mitodticas, incluyendo puentes en anafase, desalineado o retraso de los
cromosomas, y sobre todo mitosis multipolares [68]. Las mitosis multipolares son una
caracteristica histopatoldgica de las lesiones cervicales asociadas a HPV de alto riesgo y del
cancer [69] y son causadas por la capacidad de los HPV de alto riesgo para desacoplar la
duplicacién del centrosoma del ciclo de division celular [70]. Por lo tanto, las oncoproteinas
E6/E7 del HPV contribuyen de una forma mecanica a la iniciacion y progresion del cancer.

La tasa de progresion de las lesiones del HPV, de la hiperplasia benigna al carcinoma in situ,

se ve afectado por factores adicionales que incluyen funciones inmunoldgicas. Es bien sabido
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que cofactores adicionales al estado inmunitario, como el alcohol, las drogas, el tabaquismo,
los anticonceptivos orales y los niveles de hormonas, influyen en la infeccion por HPV y la
progresién de los canceres inducidos por el HPV. La capacidad de E6 y E7 del HPV de alto
riesgo para la inactivacién de p53 y Rb se correlaciona directamente con la probabilidad de
desarrollar tumores. La coinfeccién por varios HPV, las variantes, la integracién del genoma,
asi como otras enfermedades de transmision sexual afectan a la propensidon de que un
cancer inducido por el HPV se produzca y progrese. La coinfeccidn por otros virus también

puede ser un cofactor oncogénico.

Herpesvirus

La Herpesviridiae es una gran familia que contiene mds de 100 diferentes miembros, al
menos uno por cada especie que ha sido examinada hasta hoy. Hay 8 herpesvirus humanos,
todos muestran una estructura gendmica en conjunto comun, pero difieren en pequeios
detalles en la organizaciéon gendmica y a nivel de la secuencia de nucledtidos. La clasificacidn
de los herpesvirus (Tabla 2) se basa en las propiedades biolégicas y también en la estructura
del genoma. Algunas de sus caracteristicas son: nucleocdpsides icosaédricas envueltas,
diametro de las particulas envueltas 180 a 250 nm y didmetro de las nucleocapsides

desnudas 100 nm.
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Tabla 2. Clasificacion de la Familia de Herpesvirus

Familia Herpesviridiae

Subfamilia Alfaherpesviriniae

Huesped (Sintomas en hombre)

Género Simplexvirus

Herpesvirus humano 1 (HSV 1)

Hombre (Infecciones orofaringe, ojos, piel y
genitales; encefalitis grave y habitualmente
fatal)

Herpesvirus humano 2 (HSV 2)

Hombre (Infecciones genitales)

Herpevirus cercopitecino 1 (virus B)

Hombre, monos (Encefalitis fatal)

Herpesvirus bovino 2 (mamalitis bovina)

Bovinos

Género Varicellovirus

Herpesvirus humano 3 (varicela zoster)

Hombre (Varicela, herpes zoster)

Herpesvirus porcino 1 (seudorabia) Porcinos
Herpesvirus equino 1 (rinoneumonitis) Equinos
Herpesvirus equino 4 (exantema coital) Equinos
Herpesvirus bovino 1(rinotraqueitis, Bovinos

IBRT)

Subfamilia Betaherpesviriniae

Genero Cytomegalovirus

Herpesvirus humano 5 (HCMV)

Hombre (Ictericia, hepatoesplenomegalia, dafio
cerebral, muerte)

Varios citomegalovirus

Monos, equinos, gatos, porcinos

Genero Muromegalovirus

Herpesvirus murino 1 (CMV del ratén)

Raton

Varios citomegalovirus

Cobaya, hamster, rata, ardilla

No asignado

Herpesvirus humano 6

Hombre (exantema subito, roséola infantil,
enfermedad de Duke, cuarta enfermedad)

Herpesvirus humano 7

Hombre

Subfamilia Gammaherpesviriniae

Genero Lymphocryptovirus

Herpesvirus humano 4 (Epstein-Barr EBV)

Hombre (mononucleosis infecciosa, linfoma de
Burkitt, carcinoma nasofaringeo)

Varios herpesvirus de primates

Mandril, chimpancé, orangutan

Genero Rhadinovirus

Herpesvirus atelino 2 (herpesvirus ateles) Mono arafia

Herpesvirus samairino 2 (h. saimiri) Mono ardilla

Varios herpesvirus Gnu, liebre
Genero Thetalymphocryptovirus

Herpesvirus gallido 2 Pollo

Herpesvirus maleagrido 1 Pavo
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La familia esta dividida en tres subfamilias basdndose en sus propiedades bioldgicas.

Alfaherpesviriniae: son virus neurotroficos. Los alfaherpesvirus tienen un espectro de
huéspedes variables (desde muy amplio hasta muy estrecho); su ciclo de replicacién por
lo general es relativamente corto; con frecuencia son muy citopaticos en cultivos
celulares; muchas veces establecen infecciones latentes en los ganglios sensoriales.
Tamafio del genoma 120-180 kb. Ejemplo: virus herpes simples (HSV), virus de la

varicela- zoster (VZV).

Betaherpesviriniae: son los que producen cuerpos de inclusion en las glandulas salivales.
Las células infectadas por ellos con frecuencia aumentan de tamano (citomegalia).
Tienen un ciclo de replicacién relativamente prolongado y son menos citopaticos que los
alfavirus; a menudo establecen infecciones latentes en las glandulas secretoras (glandula
salival) y en otros tejidos, incluidas las células linfo-reticulares y los rifiones. Tamafo del
genoma 180-230 kb. Rango de huéspedes restringido. Ejemplo: citomegalovirus (CMV),

HHV6.

Gammaherpesvirus: comprenden los virus linfotréficos humanos, de primates no
humanos y de vertebrados inferiores. Los gammaherpesvirus tienen un espectro de
huéspedes estrecho y una predileccidén por las células linfoblastoides en las cuales con
frecuencia establecen infecciones latentes pero a las que también pueden transformar
(es decir, pueden inducir tumores); son especificos dé los linfocitos B o de los linfocitos

T. Tamafio del genoma 105-170 kb. Ejemplo: Epstein-Barr virus (EBV).
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Los herpes virus tienen un genoma grande de una doble cadena lineal de ADN vy
corresponden a grandes y complejas particulas viricas, conteniendo mas de 30 polipéptidos
viricos. Los diferentes miembros de la familia estdn ampliamente separados en términos de
secuencia de genoma y proteinas, pero todos son similares respecto a la estructura y
organizacién del genoma. Los herpes virus son menos dependientes de las enzimas celulares
que otros grupos de virus. Ellos codifican muchas enzimas envueltas en el metabolismo (por
ejemplo timidina quinasas) y varios factores transactivadores que regulan la expresion
temporal de los genes viricos, controlando las fases de la infeccion. La transcripcion de su

largo y complejo genoma es secuencialmente regulado a modo de cascada (Figura 5).
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Figura 5. Control de la expresidén del genoma de herpes virus. Las particulas de herpes virus contienen una
proteina llamada a-TIF (a-factor iniciador de la transcripcidén de genes) que actua sobre la expresién de los -
genes en las nuevas células infectadas, comenzando una cascada de eventos estrechamente regulados que
controla la expresion de los restantes genes (70 y tantos genes en el genoma del virus).

Al menos 50 proteinas codificadas por el virus son producidas después de la transcripcion del
genoma por la ARN polimerasa Il de la célula hospedadora. Tres clases distintas de ARNm

son producidos:
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e ARNm a-inmediatos-tempranos (IE): codifican 5 reguladores transactivadores de la
transcripcion virica.

e ARMmM B-(retrasados)-tempranos: codifican proteinas reguladoras no estructurales y
algunas proteinas estructurales menores.

e ARMMmM y-tardios: codifican las proteinas estructurales mayores.

La expresion génica en herpes virus es regulada de forma rigida y coordinada. Las proteinas
inmediatas-tempranas y las proteinas tempranas son requeridas para iniciar la replicacion
del genoma. Una ADN polimerasa dependiente de ADN codificada por el virus y una proteina
unidora de ADN estan involucradas en la replicacién de genoma, junto con un nuimero de

enzimas (por ejemplo timidina quinasas) que alteran la bioquimica celular.

Herpesvirus 6 (HHV6)

El Herpesvirus Humano 6 (HHV6) estd incluido en los betaherpesviruses humanos junto con
el citomegalovirus humano (HCMV) y el herpesvirus humano 7 (HHV7). El HHV6 existe en dos
variantes estrechamente relacionadas, HHV6A y HHVEB [71-74].

El HHV6 estda muy extendido en todo el mundo, con diferencias geograficas en la prevalencia
gue varia entre 70 y 100% [71]. La seroprevalencia media de HHV6 en la poblacién adulta se
estima que es superior al 95% para ambos variantes en los paises desarrollados, mostrando
los titulos de anticuerpos una disminucion con la edad [75-77]. El HHV6 se adquiere
generalmente entre los 6 y 15 meses de edad [78], y el periodo de incubacién es de 1 a 2

semanas. Se calcula que la infeccidon primaria de HHV6 provoca el 20% de los casos de fiebre
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aguda en nifios entre 6 y 12 meses de edad [79] y es casi exclusivamente causada por el

HHV6B, y no por el HHV6A [80, 81].

Estructura del genoma del HHV6

El genoma del HHV6 es lineal, una doble cadena de ADN, de 160 a 162 kb de tamaiio, y
consiste en una regidn unica (U) de 143 a 145-kb, flanqueada por repeticiones directas (DR)
terminales de 8 a 9 kb e interrumpida por tres repeticiones intermedias designadas R1, R2 y
R3, en la region inmediata-temprana A (IE-A) (Figura 6). Al igual que el resto de herpesvirus,
la estructura del HHV6 consta de tres elementos:
i. una nucleocapside con simetria icosaédrica y un diametro de 90 a 110 nm y que
contiene el genoma del ADN viral;
ii.  unaenvoltura, en el que se insertan las glicoproteinas virales, y
iii. el tegumento, que consiste en una mezcla de proteinas que ocupa el espacio entre la

nucleocapside y la envoltura.

Los viriones maduros son aproximadamente de 200 nm de didmetro [82].
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Figura 6. Representacion esquematica de la organizacion gendmica del HHV6B. Las repeticiones directas
terminales (DRL y DRR) estan recuadradas, y las repeticiones intermedias (R1, R2 y R3) se muestran como
cuadros de color rojo. Las secuencias teloméricas (T1 y T2) se representan como barras de color verde. El
origen litico de replicacién (ORI) estd indicado por un asterisco. Las regiones codificantes de proteinas son
representadas por flechas abiertas, las flechas de color amarillo indican los genes pertenecientes a la familia de

genes US22 HCMV.

El genoma del HHV6B contiene 119 marcos de lectura abierta (ORF) (codificado por 97
genes), 9 de los cuales estan ausentes en el HHV6A [83]. Por otra parte, nueve ORFs en el
HHV6A [84] no tienen contrapartida en el genoma del HHV6B, como resultado de la falta o
pérdida de un coddn de iniciacidon y transiciones o transversiones de bases en el marco. Los
genes en la region Unica son denominados de Ul a U100 y los ORF en las repeticiones
directas son designados de DR1 a DR7, mientras que los 9 ORFs Unicos para HHV6B se

abrevian como B1 a B9. Los genes que codifican para los componentes estructurales del
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virion o las enzimas necesarias para el metabolismo de los nucleétidos y la replicacion del
ADN, se agrupan en siete bloques (clusteres) de genes. Un bloque (cluster) adicional de
genes, la llamada familia de genes US22, tiene una funcion que no esta totalmente definida,

aunque varios de sus miembros tienen potencial trans-activador [85-87].

Capacidad trans-activadora del HHV6

El genoma del HHV6 codifica una serie de proteinas que regulan trans-activando algun paso
en la expresién de sus genes diana al unirse a elementos cis-activos (por ejemplo, una
secuencia promotora); la mayoria de ellos se expresan en puntos inmediatos-tempranos, lo
gue no es sorprendente dado que las proteinas virales inmediatas-tempranas controlan la
cascada temporal de la expresién genética viral. El potencial trans-activador de la infeccidn
por HHV6 fue reportado por vez primera sobre el VIH-1 LTR [88] y, desde entonces, éstas y
otras funciones trans-activadoras han sido asignados a un numero creciente de genes
individuales del HHV6 como pDR?7, la proteina codificada por el gen DR7 del HHV6A que ha
demostrado la capacidad de transformar células de fibroblastos NIH 3T3. Su potencial
oncogénico esta relacionado con su capacidad para unirse e inactivar la proteina supresora

tumoral p53 [89].

El HHV6 fue capaz de infectar cultivos de células epiteliales de cuello uterino humano que
albergaban HPV latentes, aumentandose asi la expresién de ARNm del HPV. Por otra parte,
las proteinas codificadas por el gen U16 del HHV6 (previamente designado pZVB-70) y el clon

gendmico pZVH -14 (que abarca U30) transactiva genes transformantes de HPV [90].
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MATERIAL

Se ha trabajado con dos series de estudio. La primera para mostrar la asociaciéon de los
papilomavirus humanos con el carcinoma de células transicionales de vejiga. El grupo de
estudio consistié de 76 casos no seleccionados y consecutivos de carcinoma de células
transicionales de vejiga urinaria recibidos en el Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba,
Espafia). Todos los 76 pacientes fueron sometidos a reseccién transuretral (RTU). Su edad
media fue de 66.57 £ 1.17. Catorce pacientes eran mujeres. Muestras seleccionas de tejido
de todas las biopsias, fijadas en formol y embebidas en parafina, se analizaron para

determinar el grado patolégico y el estadio. Todos los casos fueron seguidos durante 5 afios.

La segunda serie fue estudiada principalmente para establecer el papel del Herpes Virus 6 y
su posible funcion como cofactor de los HPV en el desarrollo del carcinoma vesical. La serie
incluyé 74 muestras de tumor y 22 muestras de tejido no maligno de vejiga (urotelio normal
n=10; cistitis crénica inespecifica n=12) que fueron recuperados del archivo del Hospital
Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espaiia). Las muestras obtenidas mediante reseccién
transuretral o cistectomia fueron fijadas en formol e incluidas en parafina siguiendo el
procedimiento estandar. La edad media de los pacientes fue 61.8+7.3 (rango 43-78). Seis
(6,2%) pacientes fueron mujeres. Los tumores se clasificaron de acuerdo con los criterios de
gradacion de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) y los criterios de estadio clinico
TNM (Tumor, Nodo, metastasis) en su revisién de 2002 [15,16]. Se incluyeron 38 (51,3%) de
bajo grado superficial (estadio Ta o T1) y 36 (48,7%) de alto grado (estadios T2-T4); 17
(23%) tenian asociado carcinoma urotelial in situ. Para el estudio se seleccionaron bloques

de parafina representativos en base a la cantidad de tumor presente.
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RESULTADOS

Nuestra primera serie de estudio consistié en 76 casos no seleccionados y consecutivos de
Carcinoma de Células Transicionales (TCC) de vejiga urinaria recibidos en el Hospital
Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espaia). Se seleccionaron muestras de tejido de todas las
biopsias, fijado con formalina en parafina y fueron analizadas para determinar el grado
patoldgico y el estadio. Todos los casos fueron seguidos durante 5 afos. La coilocitosis en

TCC se evalud siguiendo los criterios propuestos por Hartveit et al. (1992).

En esta serie se estudio la presencia de HPV mediante la deteccidn de antigeno de la capside
(HPVcAg) de HPV, la hibridacion in situ (ISH) para determinacién de la presencia de ADN de
HPV mediante sondas especificas para las agrupaciones de tipo 6/11, 16/18 y 31/33/35 vy la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) con primers especificos para determinar
independientemente la presencia de los HPV tipo 6, 11, 16 y 18. Los resultados de los casos
positivos para cada una de las tres técnicas se recogen en la Tabla 3. Todos los casos
positivos para ISH o PCR estuvieron incluidos en el grupo de los 25 positivos por
inmunohistoquimica. Cuatro de los casos positivos por ISH (todos ellos positivos para HPV
16/18) fueron positivos para la PCR de HPV16, mientras que tres casos positivos por PCR
para HPV 16 (uno de ellos a su vez también positivo para HPV 6) resultaron negativos por ISH

para cualquiera de los tipos estudiados.
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Tabla 3. Casos positivos mediante la deteccién inmunohistoquimica de antigeno de la

capside (HPVcAg) de HPV, ISH para HPV 16/18 y PCR para HPV 16.

e | s | swo RIS oo | o0 | i
1 80 M MPE 42 I A }
2 62 M MPE 11 1 C + }
3 51 M SEE 60 I A + }
4 46 M MPE 28 1 B + B}
5 75 F MPE 10 1 C + B}
6 51 M MPE 24 1] B + B}
7 64 F MPE 12 I A + }
8 78 M SEE 60 Il A + }
9 64 M MPE 13 1] B + +
10 85 M MPE 10 1] A + +
11 60 M MPE 9 1] B + +
12 51 M SEE 60 | A + +
13 73 M MPE 17 I A - }
14 61 F SEE 60 I A - -
15 74 M SEE 60 | A - -
16 78 M MPE 36 1 A - -
17 50 M SEE 60 | A - }
18 66 M SEE 60 1 A - }
19 60 M SEE 60 I A - -
20 75 M SEE 60 I A - -
21 60 M SEE 60 I A - }
22 83 M SEE 60 1] B - i,
23 64 M MPE 10 1] B - 42
24 57 F SEE 60 | 0 - +
25 57 F MPE 13 1] B - +

a: Reactividad para ADN de HPV tipo 16 y 6; M: Masculino; F: Femenino; MPE: Muerto por enfermedad; SEE:

Sin evidencias de enfermedad.
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El analisis por PCR mostrd sefales positivas para el ADN del HPV tipo 16 en 7 (9,21%) de 76

casos investigados. Del mismo modo, un caso mostro reactividad para ADN tanto de HPV 16

como de HPV 6 (Figura 7).

Positive controls
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Figura 7. Autoradiografias de sefales positivas para el ADN de HPV tipo 16 y tipo 6 mediante analisis de PCR.

Dieciséis (21,0%) de los 76 casos presentaron coilocitosis, y uno de ellos ADN de HPV tipo 16.

La mayoria de los pacientes con TCC (71,4%) asociado a ADN de HPV fueron de alto grado o

estadio patoldgico, y murieron de la enfermedad dentro de los 9 a 13 meses (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas histopatoldgicas de los siete casos de TCC asociados con ADN de HPV

N. Caso Edad Sexo Seguimiento Grado Estadio | PCR 16 | Coilocitosis
(meses)
14 64 M MPE/13 1 B + -
16 64 M MPE /10 1 B +° -
17 85 M MPE /10 1 A + -
22 60 M MPE /9 1 B + -
24 57 F SEE/60 | (0] + +
28 57 F MPE /13 1 B + -
30 51 M SEE/60 | A + -

a: Reactividad para ADN de HPV tipo 16 y 6; M: Masculino; F: Femenino; MPE: Muerto por enfermedad; SEE:

Sin evidencias de enfermedad.

32




El andlisis univariado de chi-cuadrado para la prueba de Wilcoxon mostré el grado
patoldgico y el estadio, la presencia de ADN de HPV 16 y la coilocitosis, significativamente
relacionados con la supervivencia en todos los 76 casos. Sin embargo, el grado patolégico
resultd ser un factor prondstico independiente en la supervivencia del paciente (analisis de

regresion de Cox).

Como resultado adicional concluimos en que la carcinogénesis vesical es un proceso
complejo, de multiples pasos con una etiologia multifactorial. Asi, la infeccién por HPV
puede desempenar un papel en el carcinoma de la vejiga. El HPV puede estar involucrado de
forma mas activa en la patogénesis del cancer de vejiga en pacientes inmuno-suprimidos. La
asociaciéon de ADN del HPV 16 con el mayor grado y estadio de los tumores de la vejiga
puede sugerir un valor adicional y prondstico de la infeccién viral en un subgrupo de
pacientes con cancer de vejiga. En cualquier caso como ha sido publicado, parece ser que la
presencia del HPV es necesaria, pero no suficiente, para el desarrollo de lesiones

premalignas y malignas del tracto genital.

Nuestra segunda serie de trabajo consistié en 74 muestras de tumores y 22 especimenes de
tejido no maligno de vejiga urinaria (urotelio normal n=10; cistitis crénica inespecifica n=12)
recuperados de los archivos del Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba, Espafia). Los
tumores se clasificaron de acuerdo con los criterios de clasificaciéon de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) y después se clasificaron clinicamente segun la revision 2002 de
la clasificacion TNM (Tumor, Nodo, Metastasis). El grupo incluia 38 (51,3%) tumores
superficiales de bajo grado (estadio Ta o T1) y 36 (48,7%) de alto grado (estadio T2-T4); 17

(23%) tenian asociado carcinoma urotelial in situ. Fueron seleccionados bloques de parafina
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representativos en base a la cantidad de tumor presente y se realizaron la evaluacion de la
expresion de p53 por inmunohistoquimica. P53 se cuantificd a continuacién, utilizando el
método de conteo de red para establecer una indice de tincién (porcentaje de nucleos
positivos en 1000 células). Un indice 210% se considerd positivo para sobre-expresion de
p53.

El ADN del virus del herpes humano tipo 6 B estaba presente de cinco hombres (6,8%) de los
74 tumores investigados, dos de ellos tenian asociado ADN de papilomavirus humano tipo
16 (40%) en el mismo caso, lo que representa el 16,7% del nimero total de casos con ADN

del HPV 16 (n = 12) en la serie de 74 tumores de vejiga (Figura 8).

a 12 34567 8
HHVG6A 830 bp_.

610 bp—
HHVGBS £

220 bp—»

Figura 8. (A) Electroforesis en gel de agarosa que muestra los patrones de restriccion de longitud de los
fragmentos del virus del herpes humano tipo 6 en el carcinoma de vejiga. Carril 1: Marcador de peso molecular:

VIl Roche 19 a 1114 pb. Carriles 2-6: Muestra del paciente tratada con endonucleasa Hindlll, dando asi dos
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bandas de alrededor de 610 y 220 pb que es el patron de restriccion caracteristico del virus del herpes humano
tipo 6B. Carril 7: muestra de control sin restriccion que muestra una banda de aproximadamente 830 pb que es
caracteristica del virus del herpes humano tipo 6A. Carril 8: control negativo. (B) Autoradiografia de PCR con
sefial positiva para amplificado de ADN del virus del papiloma humano tipo 16, en el carcinoma vesical co-
infectado con virus del herpes tipo 6B (caso 4). Carril 1: Control positivo. Carril 2: Control negativo. Carril 3:
Muestra del paciente. Carril 4: Muestra en blanco. (c y d) Expresion inmunohistoquimica de p53 en el caso
positivo para herpes virus humano tipo 6 B. (c) Resultado negativo (expresion en< 10% de las células
tumorales) en el caso 3 y (d) resultado positivo (expresion en 210% de las células tumorales) en el caso 4

(método biotina-peroxidasa y estreptavidina, c, d, x250).

Un caso con carcinoma urotelial in situ asociado, presenté ADN tanto de HHV6B como de

HPV 16 (Tabla 5).

Tabla 5. Hallazgos clinicos y patoldgicos en los cinco casos de carcinoma vesical urotelial que

mostraron ADN del virus herpes humano tipo 6B.

Caso Sez(:rfs;i)ad Tipo tumor Grado/Estadio® HPV 16 HHV6B p53
1 M/51 CuU HG/T4N1IM1 - + +
2 M/66 Cu HG/T3NOMO - + +
3 M/59 Cu HG/T1INOMO - + -
4 M/53 Ccu HG/T3N1IM1 + + +
5 M/60 CU+CIS HG/T2NOMO +° +° -

M: Masculino; CU: carcinoma urotelial; CIS: carcinoma urotelial in situ; HPV16: ADN de virus del papiloma
humano tipo 16; HHV6B: ADN de virus herpes humano tipo 6B; p53: expresidon inmunohistoquimica de p53 (-
(negativo) <10% vs + (positivo) > 10%). a: Grado de acuerdo a clasificacién de la OMS vy el estadio clinico segun

revision de 2002 de la TNM. b: CU y CIS con HPV16 y HHV6B.

Ninguno de los 22 especimenes no malignos de vejiga investigados mostré HHV6 o HPV y en
ninguno de los tumores investigados en el presente estudio se detecté HHV6A. Las
caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes positivos para HHV6 incluyeron en
todos los casos tumores de alto grado [cinco (13,9%) de los 36 tumores de alto grado]. Un

paciente presenté estadio T1 y los cuatro restantes tenian estadios T2-T4 (significacién
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estadistica: p = 0,023, prueba exacta de Fisher). Tres de los casos, con estadios T3-T4 sobre-
expresaron p53 (= 10%) y dos casos con estadio T1 o T2, respectivamente, presentaron

tumores p53 negativos (<10%).

36



DISCUSION

Una de las neoplasias mas comunes, especialmente en los paises en desarrollo, es el
carcinoma de células transicionales (TCC) de vejiga. EI TCC de vejiga es un grupo
heterogéneo de neoplasias que suelen presentar un potencial biolégico variable, incluyendo
un alto riesgo de recurrencia y la frecuente evolucion hacia una enfermedad infiltrante con
tasas de supervivencia reducida [91]. Varios agentes quimicos se consideran sospechosos de
tener un papel en su desarrollo. El prondstico del cancer de vejiga parece estar relacionado
con factores patolégicos como el grado tumoral y el estadio, aunque la inmunohistoquimica
de marcadores tumorales, asi como el andlisis por citometria de flujo, de anomalias en el

contenido de ADN, también se han considerado importantes en el prondstico [92].

Los HPV podrian desempefiar un papel etioldgico en los tumores genitales, pero el efecto
exacto de este virus en el carcinoma de células transicionales de vejiga es todavia impreciso,
por lo que nuestro grupo se interesd en el tema abordando inicialmente un estudio
metodolégico de las distintas técnicas para determinacion de la presencia de HPV en
muestras fijadas en formol e incluidas en parafina. Posteriormente se busco establecer la
presencia de ADN de HPV en muestras de carcinoma vesical y la correlacion de las presencia
de ADN de los virus estudiados con los parametros clinico-patoldgicos de los casos.
Finalmente con una nueva serie de casos se buscé establecer la posible co-infeccion de HPV

y HHV6 como elemento patogenético en el carcinoma de vejiga.

Mas de dos década atras, fue publicado un informe en un paciente con carcinoma de vejiga

positivo para HPV16 con funcion disminuida de las células NK y anemia aplasica [93]. En el
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mismo aino, otro articulo informaba de un paciente trasplantado con tumor vesical en el que
fue detectado HPV11 [94]. Se sabe que los HPV infectan al hombre y, aunque la mayoria de
estas proliferaciones son benignos, algunos pueden convertirse en malignas dependiendo
dicha transformacion maligna del tipo de HPV [95], donde podria seguir un modelo similar al

observado en carcinoma de cérvix.

Entre los 120 tipos de HPV descubiertos hasta la fecha, alrededor de 40 estan involucradas
en las infecciones ano-genitales. Los datos epidemiolégicos y bioquimicos apoyan la division
de los HPV en dos grupos: de alto riesgo, tales como los HPV tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, y 82, capaces de provocar la progresién a cancer del cuello del
utero, y de bajo riesgo, como los HPV tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81, cuya

infeccidn rara vez o nunca conduce a cancer.

El HPV16 es el tipo de HPV mas extensamente estudiado y sirve como un importante modelo
para el estudio de la carcinogénesis viral. Se sabe que los genes E6 y de E7 de los HPV de
alto riesgo desempeiian un papel importante en la carcinogénesis del cuello uterino, porque
son altamente expresados en células de carcinoma cervical y tienen la capacidad de
transformar e inmortalizar a los queratinocitos primarios. En el proceso de inactivacién de
los productos de los genes supresores de tumores, la proteina E6 conduce a la degradacién
de la proteina p53, y el complejo de unién de las proteinas E7 y Rb altera el ciclo normal de

las células y conduce a la proliferacion celular anormal [96].

Durante una infeccion comun y en la mayoria de las lesiones premalignas el HPV se
encuentra en un estado episomal. Sin embargo, la mayoria de los carcinomas de cuello

uterino y las lineas celulares derivadas mantienen el genoma del HPV en forma integrada o
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en forma integrada y episomal. Asi, la integracidon del genoma viral en los cromosomas de la
célula huésped se ha propuesto como un mecanismo de activacién para la progresién de las
lesiones preinvasoras del cancer cervical. La integracion del genoma del HPV por lo general
altera o elimina el ORF del gen E2, o rara vez el de gen E1, que resulta en la pérdida de
expresion de los productos génicos correspondientes. La alteracién de estos genes también
conduce a la sobreexpresién de las oncoproteinas E6 y E7, ya que los productos del gen E2
reprimen las actividades de los promotores de HPV que dirigen la expresién de los genes E6
y la E7. La alteracidon del gen E2 en la integracién del genoma viral hace imposible la

amplificacién por PCR de esta secuencia de genes [88, 97, 98].

En el tracto genitourinario, los HPV tipo 6/11 son los mas comiUnmente asociados con
condilomas acuminados genitales [99], mientras que los tipos 16 y 18 estdn asociados a
displasias y carcinomas [100]. En TCC la mayoria de los HPV han sido reportados en un
pequefio nimero de pacientes con un estado de inmunodeficiencia [93, 94], aunque
recientemente series mas amplias de TCC han sido examinadas demostrando una incidencia
variable de ADN de HPV, que oscilaba entre el 2,5% a 62% [101-105]. También fueron
reportados resultados negativos [106-107]. La Tabla 1 (pdgina 10) muestra una compilacién
de la informacidn reflejada en los estudios mas relevantes sobre el estudio de la prevalencia

de HPV en neoplasias uroteliales de vejiga urinaria.

Ademads, la deteccion de ADN de HPV 16/18 por medio de la de hibridacidon in situ no-
isotépica se ha relacionado con una pobre supervivencia [103, 104]. Nuestros resultados
muestran una incidencia del 9,2% del ADN de HPV 16 en el TCC. Estas diferencias podrian
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explicarse por razones metodoldgicas [107]. De hecho, el tipo y tiempo de fijaciéon se han
considerado parametros importantes para la preservacion de ADN [108, 109]. Sin embargo,
el hallazgo presentado aqui refleja una relacidn significativa entre la deteccién de ADN de
HPV 16 mediante analisis de PCR y una reduccion en la supervivencia del paciente,
confirmando estudios anteriores sobre la pobre supervivencia de los casos de TCC que
presentan ADN de HPV de alto riesgo detectado por el uso en hibridacién in situ [103, 104].
En conjunto, estos resultados podrian indicar un valor prondstico adicional de la infeccidon
viral en el cancer de vejiga, aunque el grado patoldgico es el Unico parametro independiente
en la supervivencia del cancer de vejiga, como es mostrado por nuestros resultados. Esto
apoya nuestros resultados en relacidn con que la mayoria de los pacientes con TCC (71,4%)
asociadas con el ADN de HPV16 fueron de alto grado. Estos resultados son de interés ya que
el grado patolégico sigue siendo un pardmetro de prondstico importante en la supervivencia
de los pacientes con TCC de la vejiga urinaria. Por ultimo, encontramos que la coilocitosis es
significativa en la supervivencia del paciente, lo que podria estar relacionado con la
concomitante incidencia de una creciente coilocitosis con un creciente grado patoldgico.

La infeccidn por HPV se limita a las células epiteliales y la finalizacién del ciclo de vida del
virus requiere la diferenciacion epitelial [96, 110]. Un epitelio escamoso estratificado como
el cuello del utero o el urotelio incluye: una capa basal/parabasal, junto a la membrana
basal, que es responsable de la reposicion de las capas superficiales; la zona media, en la que
las células epiteliales maduran y se diferencian; y por ultimo la capa superficial, que
comprende el estado final de las células completamente diferenciadas. El HPV infecta las
células basales a las que accede ya sea a través de abrasiones o de una juntura. En las células

basales, el ADN viral suele mantenerse con un bajo nimero de copias en un forma episomal
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(circular). La replicacién viral es dependiente de la maquinaria celular y la transcripcién es
dependiente de factores de transcripcion celular expresados en las células en diferenciacion.
Dado que las células en diferenciacién normalmente abandonan el ciclo celular, un papel
clave de la expresion de E6 y E7 es mantener la replicacion del ADN activa en estas células
que se diferencian, a través de la inactivacion de p53 vy la proteina retinoblastoma (Rb). El
ADN viral se replica hasta un alto nimero de copias en la zona media y es encapsulado hacia
la superficie. La progenie viral se libera de las células superficiales tal como éstas se van
desprendiendo, lo que permita comenzar un nuevo ciclo infeccioso sin lisis o destruccién de
las células viables. En la mucosa del cuello uterino, la infeccidn por HPV productivo aparece
como una neoplasia intraepitelial cervical grado 1 (CIN 1), con los caracteristicos coilocitos.
La mayoria de las infecciones por HPV productivas se saldan o eliminan por la inmunidad
mediada por células, dando lugar a la regresién del CIN 1 a un epitelio de aspecto normal
[111].

La oncogénesis viral puede ser vista como una infeccidn viral abortiva, en la que el virus
persiste en su huésped celular y no completa el ciclo de vida normal [112]. Las infecciones
que persisten en el tiempo son mas propensas a progresar a CIN 2 / 3. Los acontecimientos
moleculares que subyacen a la persistencia del HPV y la progresién a CIN 2 / 3 no estan
completamente entendidos [113]. A pesar de que la degradacién mediada por E6/E7 de p53
y Rb permite la replicacion viral, también aumenta la inestabilidad genémica. La pérdida de
la diferenciacién celular afecta a la expresién coordinada de la de proteinas virales. En los
cambios de interaccidén huésped-virus desde la infeccidn viral a la preneoplasia (CIN 2 / 3) y
el cancer, el ADN viral puede integrarse en el genoma de la célula huésped [114], lo que

contribuye a la sobreexpresién de E6 y E7. E6 y E7 también interactian con otras varias
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proteinas celulares importantes que afectan a la integridad de las vias principales, como se
ha demostrado en varios estudios in vitro. Asi, el efecto global de la actividad diana de E6/E7
es la pérdida de la apoptosis y la proteccidén del genoma por p53 y la pérdida del control del
ciclo celular por Rb, pero otros numerosos genes supresores tumorales implicados en el
control del ciclo celular y la apoptosis también son blanco de E6/E7 y de la metilacién. A
pesar de ello, la diferencia de tiempo entre la infeccidn inicial y la aparicion del cancer y la
relativamente pequeiia fraccion de las infecciones que derivan en céncer, sugiere que hay
otros factores, como los de medio ambiente o del anfitridon, que contribuyen a la progresién
maligna de las lesiones.

La infeccidon por HPV es necesaria pero no suficiente para el desarrollo de lesiones de alto
grado, por lo que la alteracién celular inducida por agentes exdgenos u otros cambios
celulares deben ser necesarios para la progresion a la malignidad [115-117].

Recientemente, la busqueda de cofactores que participen en la via oncogénica multi-pasos
de los tumores epiteliales ha recibido mucho interés. Los agentes de transmisién sexual,
particularmente las infecciones virales, han sido postulados para tener un papel sinérgico en
la carcinogénesis de las neoplasia epiteliales [120]. Aparte del virus del herpes simple, que
ha sido durante mucho tiempo sospechoso de actuar como promotor en el desarrollo del
cancer cervical y cuya asociacidn con el cancer de vejiga ha sido publicada [126, 127], otros
herpes virus también son candidatos potenciales [120]. Existen numerosos informes de otras
posibles asociaciones entre enfermedades y la participaciéon del HHV®6. La dificultad de estos
estudios radica en la ubicuidad de la infeccion por HHV6 y su tropismo de tejido
generalizado, por lo que la deteccién de ADN de HHV6 en una condicién patoldgica puede

ser una consecuencia de la reactivacién del virus por un estado patoldgico y no la causa
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etioldgica. En general, la explicacién biolégica de como el HHV6 podria contribuir a la
patogénesis de la enfermedad falta por esclarecer [124]. Por lo tanto, la baja incidencia de
ADN de HHV6B en nuestro estudio es mds consistente con un papel de espectador en lugar
de un cofactor en la oncogénesis del cancer de vejiga.

El HVH6 rara vez es hallado en el tracto genitourinario, y nuestro estudio muestra una
incidencia baja (6,8%) de ADN de HHV6 asociado a cancer de vejiga de alto grado y estadio.
Esto concuerda con las observaciones en las muestras de cdncer de cuello uterino que
muestran una incidencia de 1-10% [43, 118, 119]. El papel del HHV6 en el cancer de cuello
uterino es apoyado por hallazgos tales como que el ADN de HHV6 puede transformar los
gueratinocitos humanos in vitro y puede acelerar el crecimiento de tumores inducidos por
HPV en ratones “nude”, posiblemente mediante el incremento de expresién de las
oncoproteinas E6 y E7 del HPV a través de la trans-activacién de promotores del HPV [11,
120-122].

La inmortalizacién celular inducida por HPV genera una poblacién de células epiteliales
susceptibles a otros carcinégenos como el HHV6 [119]. Esto abre una via para investigar la
posible asociacién entre el HHV6 y el HPV en el cancer de vejiga, ya que la hipdtesis de
trabajo actual es que el HPV es necesario pero no suficiente para el desarrollo de un

subconjunto de lesiones pre-malignas y malignas del tracto genitourinario.

El citomegalovirus (CMV), el virus del herpes humano 6 y el 7 (HHV6 y HHV7) son miembros
del grupo B-herpesvirus, y se encuentran universalmente en todas las zonas geograficas y

grupos socioecondmicos. Dos herpesvirus humanos, el Epstein Barr Virus (EBV) y el virus del
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herpes humano 8 (HHV8), han sido identificados como agentes oncogénicos. Ya que las
primeras cepas de HHV6 fueron aisladas de pacientes con trastornos linfoproliferativos, ha
habido un interés continuo por explorar su posible papel en el cdncer. Este interés se ha
fomentado aln mas por el descubrimiento de genes del HHV6 que codifican proteinas trans-
activadoras, una de las cuales ha demostrado poseer capacidad de transformacién [43].

Al igual que de otros herpesvirus, ahora se sabe de la ubicuidad del HHV6 por infeccidn
primaria durante el primer afio de vida. Aunque el virus permanece latente, puede ser
activado por factores inmunolégicos u otros factores orgdnicos. Segun una publicacién
[128], el HHV6 fue encontrado mediante la técnica de reaccidn en cadena de polimerasa
(PCR) en la secrecién vaginal en 3 de 29 mujeres que acudieron a una clinica de
enfermedades de transmisién sexual, lo que abre la via de que el acceso del virus al tracto
urogenital puede también ser un cofactor en el proceso que conduce al cancer cervical y
otros. Ademads, se ha sugerido que la infeccién por HHV6 puede afectar negativamente al
prondstico y tratamiento de la displasia cervical y el cancer cervical [128]. Si bien, el HHV6 no
tenia ningun efecto sobre el crecimiento de células normales y no convertia las células
inmortalizadas por HPV en malignas, la infeccidn del HHV6 en los tumores espontaneos HPV
positivos y la inyeccidn subcutanea de células de éstos en células “nude” resulté en una
menor latencia de aproximadamente 50% en comparacion con el carcinoma de células que
contienen sélo el HPV [11].

Sin duda alguna el CMV codifica multiples proteinas que estimulan el ciclo celular y que, en
teoria, podria tener un potencial oncogénico. El anadlisis de la secuencia y otros datos indican
gue al menos uno de los ortélogos de esas proteinas de HHV6 y HHV7, la UL97 proteina

quinasa ortdologa a U69, es probable que tengan efectos similares. Ademds, el
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citomegalovirus humano codifica numerosas proteinas anti-apoptoéticas [139] y se ha
demostrado que su infeccién previene la muerte de algunas células cancerosas [140].
Adicionalmente, algunas proteinas del CMV son mutagénicas [145], lo que puede causar la
inestabilidad gendmica conduciendo hacia el cancer a través de un mecanismo de “golpear y
correr". Por lo tanto, las multiples funciones de este tipo de virus podrian contribuir a la
oncogénesis. En términos de patogénesis, numerosos estudios han encontrado genoma o
proteinas de citomegalovirus humano, HHV6 y HHV7 en las células o tejidos cancerosos [8,
136, 137]. Sin embargo, la naturaleza omnipresente de estos virus implica que los estudios

de asociacién de este tipo deben ser interpretados con cautela.

En favor del potencial oncogénico para el HHV6 estd el hallazgo de la actividad trans-
activadora y transformadora localizada en la ORF-1 del HHV6, que se une a p53 e inhibe la
transcripcion activada por p53. Esta actividad, junto con la deteccion de HHV6 ORF-1 en
tejidos malignos, puede indicar un papel de HHV6 ORF-1 en el cancer humano. Ademas, las
oncoproteinas de HHV6 presentan las mismas caracteristicas que las oncoproteinas de varios
virus de ADN tumorales tales como el antigeno T del SV40 y los poliomavirus, la E1B del
adenovirus y la E6 del HPV16, debido a su capacidad para unir e inactivar las proteinas del
huésped supresoras de tumores tales como p53. Pero actualmente faltan pruebas in vivo de
esta asociacién tanto en canceres de cuello de Utero como en vejiga. Sin embargo esto
podria explicar la acumulacién de p53 observado en nuestro estudio que, si bien esté
probablemente relacionado con alto grado y estadio de los tumores mds que con el estatus
del ADN de HHV6, podria deberse a una inactivacién funcional de la proteina p53 por la ORF-

1 del HHV6 vy a su acumulacién nuclear, tal y como ha sido publicado [43, 124, 125].
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Varios trabajos han examinado los efectos de la infeccion por HHV6 en el crecimiento
celular. Las células T [142] o las células epiteliales [143] infectadas con el HHV6B, y las
células precursoras gliales infectadas con HHV6A 6 HHV6B [144], dejan de dividirse, cesa
rapidamente la sintesis de ADN celular, y quedan detenidas con un contenido de ADNG1/S
(2n). Si bien los niveles de la proteina supresora de tumores p53 son elevados en las células
infectadas por HHV6 [145], los niveles de p21 no son elevados [146], y la detenciénen G1/S
parece ser independiente de p53. Esta acumulacidon de p53 en ausencia de una detencion
del crecimiento p53-dependiente o apoptosis, sugiere que el HHV6 puede inactivar p53 o al
menos algunas de las funciones de p53. El mecanismo por el que el HHV6B interfiere con la
p53, no esta claro, aunque han sido identificadas dos proteinas de unién a p53 codificadas
por el virus. En el HHV6A y 6B, la proteina U14 se ha demostrado que se une a p53 [147], y
ademads HHV6A también codifica en el gen DR7 una proteina de unién a p53 [43].

Por otro lado, en GO y las fases G1 del ciclo celular, la forma activa hipofosforilada de Rb se
une a los factores de transcripcidén de la familia E2F. A través de heterodimerizacidn con las
proteinas DP, E2Fs se une a los promotores y controla la transcripcion de genes que estan
involucrados en muchas funciones celulares, como la importante progresidn del ciclo celular,
la replicacion del ADN, la respuesta al dafo del ADN, la apoptosis, la diferenciaciéon y el
desarrollo, senescencia, y la angiogénesis. La proteina Rb, cuyo gen en si mismo es
dependiente de E2F, se une a E2Fs en estos promotores para reprimir activamente la
transcripcion mediante el bloqueo del dominio de activacion de E2F. Las células deben
sintetizar grandes cantidades de ADN para replicar su genoma durante el ciclo de divisién
celular. Tanto las enzimas que sintetizan o metabolizan deoxinucledtidos, asi como las que

directa o indirectamente facilitan la polimerizacidon de deoxinucledtidos, son necesarias para
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la sintesis de ADN. La produccién coordinada de estas necesarias enzimas se logra
colocdndolas bajo el control de los factores de transcripciéon E2F que a su vez son regulados
por Rb. Dado que los virus con genomas de ADN también debe sintetizar cantidades
significativas de este acido nucleico en la replicacién durante su ciclo productivo (litico),
muchos han evolucionado para modular la via de Rb-E2F [138].

Hay varios motivos por los que HHV6 también puede modular la via de Rb-E2F. En primer
lugar, mediante la manipulacién de esta via pueden sincronizar las células infectadas en una
posicién del ciclo celular que favorezca la replicacién eficiente de sus genomas de ADN y, por
extensién, de su ciclo productivo (litico). Tal sincronizacién parece requerir, tanto de las
funciones de estimulacion del ciclo celular como de las de detencion del mismo. Esta
posicién favorable del ciclo celular puede considerarse como la fase G1 para todas las clases
de virus del herpes. La detencidn en G1 presumiblemente es beneficiosa ya que la
prevencion de la replicacidn del genoma celular permite la utilizacién sin compromiso de los
precursores de ADN vy las enzimas de replicacidon, para la produccién exclusiva de genomas
virales. Si bien esta hipétesis del supuesto beneficio que la detencidn del ciclo celular que se
observa en las infecciones herpes liticas supone para este tipo de virus se invoca
comunmente (y tiene mucho sentido), sorprendente hay pocas pruebas directas que la
apoyen. Se sabe que la replicacion del citomegalovirus humano, el mas grande y mas lento
herpesvirus humano, se ve retrasada y disminuida debido a una mutacién puntual en [E2
gue hace que no se logre detener la progresion del ciclo celular [148]. Sin embargo, no estd
claro si la incapacidad para detener el ciclo celular es la Unica deficiencia mostrada por este
alelo mutante de esta proteina esencial del citomegalovirus humano. Ademas, como otros

herpes, como el VHS-1 y el EBV, tienen los genomas mas pequeiios y se replican mucho mas
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rapido, se podria esperar que la competencia de los nucleétidos tendria un efecto
cuantitativamente menor en estos virus. Se necesita mas trabajo para determinar por qué
G1 parece ser una posicién favorable del ciclo celular para el ciclo litico de los herpes. El
segundo motivo por el que el virus de herpes puede modular la via del Rb-E2F es para
facilitar la division celular y por lo tanto la ampliacién de la reserva de células con infeccién
latente. Aunque la replicacion litica puede aumentar rapidamente el nimero de células
infectadas dentro del huésped, y la progenie de viriones generada puede mediar en la
transmisién a nuevos huéspedes, las células infectadas liticamente son de corta duracién y
estan expuestas a las defensas inmunitarias intrinsecas. La latencia permite la persistencia a
largo plazo de las células infectadas que pueden ser menos visibles para el sistema
inmunolégico. Si las células latentemente infectadas proliferan, o pueden ser inducidos a
proliferar, el depdsito de tales células podria ser ampliado. Asi, tanto las infecciones liticas
como las latentes del virus de herpes posiblemente podrian beneficiarse de la modulacién
del ciclo celular del huésped en general y de la via de Rb-E2F en particular.

Por otra parte, el HHV6 puede aumentar la expresién del genoma del HPV en las células
tumorales y células inmortalizadas. El analisis densiométrico de ensayos por Northern blots
indicd que el ARN de HPV16 en cultivos coinfectados se incrementé de dos a tres veces, y la
extrapolacidn considerando el numero de células que expresaban realmente el HHV6 podria
indicar que la expresion del HPV en realidad aumenté aproximadamente 20 veces. El
incremento de las transcripciones en el HPV apoya la hipdtesis de que el HHV6 puede estar
implicado en la progresion de la carcinogénesis de multiples fases que conducen al cancer,
posiblemente, mediante la regulacion de la expresién de los genes inmortalizadores E6 y E7

del HPV [121]. El analisis del ADN de carcinomas de cuello uterino para detectar la presencia
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del HHV6 y HPV mediante PCR y analisis de Southern Blot de mostré que los dos virus se
encuentran juntos sélo en casos raros, mientras que las secuencias de HPV se encuentran en
aproximadamente el 60% de las mujeres. Para eliminar la posibilidad de que se estuviera
examinando el ADN de linfocitos, cortes histopatoldgicas de los carcinomas de cuello uterino
fueron analizados por hibridaciones in situ con sondas especificas del HHV6. La confirmacion
concluyd que el HHV6 se encontraba en los nucleos en algunas de las células del tumor
epitelial de cuatro de los seis pacientes en los que hubo tejido suficiente para las muestras
[129]. Sin embargo, el HHV6 y HPV de alto riesgo (como el HPV 16) sélo se han detectado
juntos en casos raros de cancer de cuello uterino: por ejemplo, secuencias de ADN de HHV6
fueron encontrados en sélo 6 de 72 casos de carcinoma epidermoide de cuello uterino y
neoplasia intraepitelial cervical; de estos seis casos, el HPV16 fue encontrado en cuatro. El
HHV6 no se encontrd en el ADN de 30 mujeres normales o en pacientes con cervicitis [130].
Otros dos grupos han estudiado la prevalencia de HHV6 (y HHV7) en el tracto genital de la
mujer [128, 131]. Leach et al. encontraron HHV6 en el 10% de las muestras vaginales de
mujeres que acudieron a las clinicas Genito-Urinary Medicine (GUM) [128], mientras que
Okuno et al. encontraron HHV6 (la variante B solamente) en el 19,4% de los frotis cervicales
de 72 mujeres embarazadas en comparacion con 34 controles de no embarazadas. Ademas,
el 1% de las mujeres con citologias anormales fueron positivas para HHV6 [132-134]. En otro
estudio realizado en Wessex, Reino Unido, el HHV6 fue detectado en 18% de las muestras
examinadas [135].

Ninguno de los casos investigados en el presente estudio tenia HHV6A. Se cree que la
mayoria de las infecciones clinicas en los huéspedes inmuno-competentes son infecciones

de HHV6B y que el HHVB6A contribuye a las infecciones en huéspedes inmuno-
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comprometidos y algunas manifestaciones neuroldgicas [18]. La identidad en general de la
secuencia de nucledtidos entre las variantes Ay B del HHV6 es del 90%, disminuyendo desde
un 95-98% en la regidn central mas conservada hacia los extremos del genoma, alcanzando
sélo un 31% en la region IE-1. El HHV6A y HHV6B tienen perfiles caracteristicos para las
endonucleasas de restriccion que permiten su clasificacidn clinica sin ambigliedades como
variante A o B. Los patrones de splicing y la regulacion temporal de la transcripcion de la
region |E-1 difieren entre las variantes A y B, lo que sugiere que esta regién puede ser

responsable de ciertas diferencias biolégicas entre las dos variantes [16].
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CONCLUSIONES

1.

La deteccién de antigeno de la cdpside (HPVcAg) de HPV mediante técnica
inmunohistoquimica para establecer la infeccion por HPV en las neoplasias vesicales
sobrestima el nimero de casos positivos al compararse con un método de deteccion
molecular para determinar la presencia del ADN del virus tal como la hibridacién in
situ.

La presencia de ADN de HPV16 determinada mediante PCR resultd estadisticamente
significativa (P=0,0418) en la supervivencia del carcinoma urotelial de vejiga en
nuestra serie, mediante analisis univariado.

Otros parametros igualmente significativos en la supervivencia del carcinoma
urotelial de vejiga mediante analisis univariado fueron el grado (P<0,0001), el estadio
(P<0,0001) y la presencia histolégica de coilocitosis (P<0,0140).

Sin embargo, en nuestra serie el Unico pardmetro independiente en relacién a la
supervivencia del carcinoma urotelial de vejiga fue el grado histoldgico (P<0,0001).

En relacidn con la presencia de ADN de Herpesvirus tipo 6, nuestro estudio demostré
tan solo la presencia de la variante B, en 5 (6 ,8 %) de los 74 casos investigados. Dos
de estos pacientes presentaron coinfeccion con ADN de HPV16.

La baja incidencia de coinfeccién de ADN de HHV6 y HPV en nuestra serie en
carcinoma urotelial, sugiere que el papel de HHV6 en la oncogénesis del cancer de

vejiga sea mas de testigo accidental que de cofactor relevante.
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SUMMARY

The aim of the present research was to investigate human papillomavirus (HPV) in-
fection by means of immunohistochemistry and in situ hybridization in 76 bladder
cancer specimens. A biotinylated DNA probe that recognizes HPV 6/11, HPV 16/18
and HPV 31/33/35 was used for in situ bybridization. A polyclonal antibody recog-
nizing HPV capsid antigen (HPVcAg) was used for immunohistochemistry. In situ
hybridization and immunohistochemistry were developed by alkaline phosphatase
and immunogold-silver techniques respectively. Our results showed that 25
(32.8%) out of 76 bladder carcinoma specimens reacted with HPVcAg. Twelve
(15.7%) out of 76 cases were positive for HPV 16/18-DNA using non-isotopic in
situ bybridization. Sixteen cases had korfocyroszs No positive signals were found
for HPV 6/11 or 31/33/35-DNA probes.

Introduction

Viral studies on mammalian urothelium have shown
an association between the bovine papillomavirus and
cancer of the bladder in cattle?’, while the evidence for
Human papillomavirus (HPV) involvement in Transi-
tional cell carcinoma of the bladder (TCC) in man is
less clear®??. The presence of HPV capsid antigen
(HPVcAg) in cancer of the bladder has previously been
established®2°. Although HPV 6/11-DNA have been
identified in condylomata acuminata and cancers of
the bladder and urethra®26:30.3435 " and the presence
of HPV 16/18 in TCC has recently been estab-
lished?*3 18,20 the significance of such findings has,
however, yet to be substantiated.

The aim of the present research was to investigate
human papillomavirus infection in 76 bladder cancer

0344-0338/96/0192-0154$3.50/0

specimens by means of immunohistochemistry (detect-
ing HPVcAg) and non-isotopic in situ hybridization
histochemistry (using biotinylated DNA probes specif-
ic for HPV 6/11, HPV 16/18 and HPV 31/33/35).

Results

The selected variables representative of the 76 TCC
included in this study are illustrated in Table 1. Immu-
nohistochemical staining of bladder tumour sections
with HPVcAg using an immunogold-Silver staining
technique produced black nuclear staining in 25
(32.8%) of the 76 studied samples. In situ hybridiza-
tion data were available in all 76 cases. No signal
was detected using the HPV type 6/11 or 31/33/35
DNA probes. However, positive hybridization signals
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Table 1. Selected variables representative of the 76 TCC in-
cluded in this study

Factors Categories Overall No. (%)
No. of patients 76 (100.0)
Age* Mean £ SD 665 Ll
Sex Male 62 (81.6)

Female - 14 (18.4)
Grade I 14 (18.4)

II 28 (36.8)

m 34 (44.7)
Stage 0 8 (10.5)

A 45 (59.2)

B 19 (25.0)

s 4(5.2)
HPVcAg - 25 (32.8)

— 51 (67.2)
HPV-ISH - 12 (15.7)

- 64 (84.3)
K + 16 (21.0)

- 60 (79.0)

* Age at diagnosis (years); SD: Standard Deviation; HPVcAg:
Human papillomavirus capsid antigen; HPV-ISH: Non iso-
topic in situ hybridization; K: Koilocytosis

were detected in 12 (15.7%) out of 76 investigated
cases, when the sections were hybridized with the
HPV type 16/18 DNA probe (Fig.1). Sixteen
(21.0%) cases had koilocytosis. The main clinico-
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pathologic data of such cases are shown in Table 2.
HPV were detected in the nuclei of a large number
of tumour cells in the outer epithelial layer. Likewise,
no positive signals were found in normal or dysplastic
urothelium. Hybridization using the negative DNA
control probe was negative. Meanwhile, hybridization
of the positive DNA control probe was positive, as well
as the additional positive control condylomata acumi-
nata which reacted with the HPV 6/11 DNA probe and
the CaSki cells which reacted with HPV 16/18-DNA.

Discussion

Transitional cell carcinoma of the urinary bladder is
common, although its etiology is not completely under-
stood’. The bladder is particularly vulnerable to envi-
ronmental carcinogens and many factors have been
identified as probable causes of bladder cancer, some
of which may increase bladder cancer risk 10-to-50
fold!%:14.27.31 Epidemiological, pathological and clini-
cal evidence supports the pathogenesis of bladder can-
cer as a multistage process, with an often unpredictable
course?-2%:23.24 characterized by a significant number
of tumour recurrences and the frequent evolution to-
wards infiltrating disease’?3, The association of the
HPV with benign and malignant lesions has long been
recognized and such lesions are found throughout the
genitourinary tract®®>, Human papillomaviruses are

Table 2. Clinocopathologic data from 25 cases that reacted with HPVcAg by immunohistochemistry. Note that 12 such cases
were reactive with HPV 16/18-DNA by non-isotopic in situ hybridization

Case # D/A Follow-up  Age Sex Grade Stage K ISH
(in months) (in years)
1 D 17 73 M II A — -
2 D 42 80 M II A + +
3 A 60 61 F II A - -
4 A 60 74 M I A + -
5 D 36 78 M I A B -
6 D 11 62 M 1T C — +
7 D 13 64 M I B - +
8 D 10 64 M mI B - -
9 D 10 85 M I A - -+
10 A 60 50 M 1 A - -
11 D 9 60 M 11 B — +
12 A 60 57 F 1 O + -
13 A 60 66 M 11 A + e
14 D 13 57 F 111 B - -
15 A 60 51 M I A + +
16 A 60 54 M II A . +
17 D 28 46 M I B — +
18 D 10 75 F I Cc + +
19 D 24 51 M it B — +
20 A 60 60 M II A - -
21 D 12 64 F II A - +
22 A 60 78 M II A + +
23 A 60 75 M i A + =
24 A 60 60 M | A + -
25 A 60 83 M I B - -

D: Death; A: Alive; M: Male; F: Female; K: Koilocytosis; ISH: Non-isotopic in situ hybridization
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known to infect man, and although most of these pro-
liferations are benign, some may convert to malignan-
cies, a conversion which is related to HPV type®s. In the
urinary tract, HPV 6/11 are most commonly associated
with condylomata acuminata®, whereas HPV 16/18 are
associated with carcinomas®®, In TCC most of the
HPV were reported in a small number of patients with
an immunodeficient status'®3%, Likewise, recently lar-
ger series of TCC were screened demonstrating a vari-
able incidence of HPV DNA which ranged from 2.5%
to 762%2'3. Negative results were reported by Chang et
al.%,

Human papillomavirus capsid antigen has been de-
tected in 16—-50% of the cases of cervical intraepithelial
neoplasia®?.

However, a recent study has shown that 96% of such
tumours contain HPV DNA, when appropriate DNA
in situ hybridization techniques are applied'®. There-
fore, immunohistochemical detection of HPV capsid
antigen may not provide the best estimate of the extent
of involvement of human HPV in bladder neoplasia®2.
These differences are even more notable when immu-
nohistochemical data are compared with HPV DNA in
situ hybridization histochemistry specific for HPV 6/11
and 16/18% Since 13 cases reactive with HPVcAg were
found to be negative when HPV DNA in situ hybridi-
zation was applied, this would suggested that HPVcAg
is less specific than ISH, as found in our study. In addi-
tion, our results also corroborate previous reports on
HPV types found in the urothelium. HPV 6/11-DNA
have been previously identified in condylomata acumi-
nata and occasionally in cancers of the bladder and
urethra, some of which are related with an immunode-
ficient status’263%3%35 Our study failed to demon-
strate bladder tumours positive for HPV 6/11-DNA,
thus supporting the concept that HPV types 6/11 are
closely associated with benign lesions*%%6:30, In con-
trast, the high risk HPV 16/18 were identified in a vari-
able number of TCC of the bladder, which, in part,
corroborate previous research®®18, Likewise, HPV
16/18 DNA detected by means of non isotopic in situ
hybridization has been related with a poor survival?* 10,

Our results showed that 75% of the HPV DNA po-
sitive cases died of disease in less than § years. This re-
sults emphasizes HPV as prognostic marker in bladder
TCC.

Our study failed to identify transitional cell carcino-
mas reactive with HPV 31/33/35-DNA which is in
agreement with previous reports*2’. However, a small
number of cases showing HPV 31/33/35-DNA have
been found by Furihata et al.'?, These differences could
be explained by methodological reasons since the use of
formalin fixatives have been considered critical for

Human Papillomavirus « 157

HPV DNA modifications!”. Although this study has
shown the presence of human papillomavirus in some
TCC of the bladder, further studies are necessary in or-
der to assess more fully the role that these and other
HPV types may have in the genesis of these tumours.

Material and Methods

The study includes a group of 76 unselected and consecu-
tive cases of TCC of the urinary bladder from the files of Re-
ina Sofia University Hospital, Cordoba, Spain. All 76 patients
underwent transurethral resection (TUR). Their mean age
was 66.57 4+ 1.17. Fourteen patients were female. Selected tis-
sue specimens from all biopsies were formalin fixed, paraffin
embedded and analyzed for pathological grade and stage'”.
Koilocytosis in TCC was evaluated following the criteria of
Harveit et al'2.

Immunohistochemical expression of HPVcAg was deter-
mined by a modification of the immunogold-silver staining
method'*2%, Briefly, after dewaxing with xylene and hydra-
tion with grading alcohols through distilled water, the sec-
tions were washed in PBS, treated with goat normal serum
in a 1/200 dilution for 20 min, and then incubated overnight
(18 h) at 4°C with primary antibody (rabbit anti-HPV, Bio-
genex Laboratories, San Ramon, CA, USA) in a 1/100 dilu-
tion. The treatment with the first antibody was followed
by the secondary, biotinylated antibody (Goat antirabbit
IgG, Janssen Biotech NV, B-2430 Olen, Belgium), and then
the Auroprobe-LM-streptavidin (Janssen Biotech NV, B-
2430 Olen, Belgium). The deposited gold particles were en-
larged using the Intense-M-Silver-enhancement kit (Janssen
Biotech NV, B-2430 Olen, Belgium). Silver precipitation
was observed under the microscope within 15 min, and the
reaction stopped by immersion in distilled water. The sections
were counterstained with eosine. A case of condylomata acu-
minata was used as a positive control. The replacement of the
primary antibody by the immunoglobulin fraction of non im-
munized rabbit serum in a 1/100 dilution (Dakopatt, Den-
mark) was used as a negative control.

In situ hybridization®?° was carried out using Vira-Type-
HPV tissue-hybridization Kit and Vira-Type-HPV DNA
probes (Life Technologies Inc, Gaithersburg, MD 20877
USA). The Vira-Type-HPV-tissue-hybridization system uses
a streptavidin-alkaline-phosphatase conjugate in which the
chromogen is 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate in the
presence of nitroblue tetrazolium. The Vira-Type-HPV
DNA probe is a biotin-based probe detecting HPV types 6-
11, HPV types 16/18 and HPV types 31-33-35. The posthy-
bridization wash and hybridization was done under low strin-
gency. Briefly, serial sections were placed on slides pretreated
with 2% solution of organosilane in acetone?®. The tissue sec-
tions were deparaffinized, hydrated, air dried and then treated
with the proteinase K solution (2 mg/mL). After denaturing
the respective HPV DNA probes cocktail and tissue together
at 100°C for 8 min, the hybridization reaction went for 2
hours at 37 °C beneath glass coverslips. The coverslips were

Fig. 1. Immunoreactivity with a polyclonal antibody against HPVcAg showing black nuclear staining (arrowhead) (A). Close-
up view of nuclear staining by HPVcAg (arrowhead) (B) [Immunogold-Silver, x 250 (A); x 400 (B)]. Non-isotopic in situ hy-
bridization showing positive signal using a biotinilated DNA probe reactive with HPV type 16/18 (arrowheads) (C x 250).
High power view of nuclei of TCC of the bladder hybridized with HPV 16/18-DNA (arrowhead) (D x 400). Koilocytosis in
TCC of the bladder. Note the positivity for HPV 16/18-DNA (arrowhead) (E x 250).
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removed, sections washed at 37°C in 2 changes of buffer
saline solution containing bovine serum albumin at 37 °C, fol-
lowed by signal detection. Then, the sections were counter-
stained with eosine, dehydrated in absolute alcohol, cleared
in xylene, and mounted in permanent medium. A positive
DNA control probe specific for human genomic DNA se-
quences was used in each tissue biopsy incubation. The
positive DNA control probe allows evaluation of tissue fixa-
tion, digestion and denaturation, all of which affect the avail-
ability of target DNA. Furthermore, a case of condylomata
acuminata reactive with HPV DNA types 6-11 was used
as positive control as well as cultivated CaSki cells which
served as a positive control for HPV 16. A negative DNA con-
trol probe was also included in the present study.
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Human papillomavirus DNA as a factor determining the survival of

bladder cancer patients
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Summary The natural history of transitional cell carcinoma (TCC) of the urinary bladder is somewhat
variable, with a significant number of tumour recurrences that occasionally evolve towards an infiltrating
disease. The aim of this study was to investigate the presence of human papillomavirus (HPV) DNA in 76
TCC specimens, and then correlate such findings with the overall patient survival. However, other classical
prognostic clinical and pathological variables such as pathological grade and stage, koilocytosis, age and sex
were also tested. HPV DNA was investigated by means of the highly sensitive polymerase chain reaction
(PCR). DNA primers specific for HPV types 6, 11, 16 and 18 were used. Our results showed that 7 (9.21%)
out of 76 such cases were reactive for HPV 16 DNA; one of them also reacted with HPV 6 DNA. The
statistical analysis was done by the Kaplan—Meier method, Wilcoxon’s generalised test for studying the
differences in survival curves and Cox’s regression analysis for independent prognostic factors. A significant
P-value was found for pathological grade (P <<0.0001) and stage (P <0.0001), HPV 16 DNA (P = 0.0418) and
koilocytosis (P = 0.0140). Thus, pathological grade was the only independent factor in the bladder cancer
survival. These observations may prove useful in prognostic stratification of patients with TCC of the bladder.

Keywords: human papillomavirus; polyamerase chain reaction; transitional cell tumour; urinary bladder

The presence of human papillomavirus (HPV) DNA has
been reported most frequently in association with cervical
dysplasias which can progress to malignancies, and benign
condylomata acuminata (Stoler et al., 1992; Donalson et al.,
1993). Recent studies indicate that some HPVs are associated
with bladder carcinoma (Del Mistro et al., 1988; Kitamura et
al., 1988; Querci Della Rovere et al., 1988; Bryant et al.,
1991; Anwar et al., 1992; Chetsanga et al., 1992; Lopez-
Beltran et al.,, 1992a; Furihata et al., 1993; Chang et al.,
1994; Lopez-Beltran and Muiloz, 1995). However, the exact
incidence of HPV DNA involved in TCC of the bladder
remains controversial (Chang et al., 1994; Lopez-Beltran and
Mufioz, 1995), since the reported incidence varies between
2.5% and 62% (Anwar et al., 1992; Chetsanga et al., 1992;
Lopez-Beltran et al., 1992a; Lopez-Beltran and Mufioz 1995).
Negative results have been reported by Chang et al. (1994)
and Ashfaq and Vuitch (1994). The prognostic implication of
HPV infection in bladder cancer survival was suggested by
Lopez-Beltran et al. (1992a) and Furihata et al. (1993), using
non-isotopic DNA in situ hybridisation.

The aim of the present research was to investigate HPV
incidence in 76 TCC specimens, using polymerase chain reac-
tion (PCR) analysis, and then to correlate such findings with
the overall patient survival. This study also included other
classic prognosticators, such as the pathological grade and
stage, patient age and sex, and koilocytosis. An attempt is
also made to ascertain their possible prognostic implication
in bladder cancer survival.

Materials and methods

The study group consisted of 76 unselected and consecutive
cases of TCC of the urinary bladder received at Reina Sofia
University Hospital (Cordoba, Spain). All 76 patients under-
went transurethral resection (TUR). Their mean age was
66.57 * 1.17. Fourteen patients were female. Selected tissue
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Spain
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1995

specimens from all biopsies, formalin-fixed paraffin-em-
bedded, were analysed for pathological grade and stage. All
cases were followed over 5 years. Koilocytosis in TCC was
evaluated following the criteria proposed by Hartveit et al.
(1992).

Sample preparation for PCR

The paraffin-embedded tissues for PCR analysis were cut into
5-10 pm thin sections. To prevent contamination from one
paraffin block to another, the knife and the microtome speci-
men holder were carefully cleaned with xylene after each
specimen had been processed. To extract DNA, each section
was placed into Eppendorf tubes and the paraffin removed
twice with xylene and washed once with 0.5ml of 100%
ethanol to remove the solvent. The samples were then dried
and resuspended in 300 pl of digestion buffer (50 mmM Tris pH
8.5; 1 mM EDTA; 0.5% Tween 20 and 200 pg ml~" of pro-
teinase K), and incubated for 6 h at 55°C. After this incuba-
tion the samples were heated at 95°C for 8 min to inactivate
the proteinase K. DNA was then extracted twice with
phenol—chloroform and the aqueous phase precipitated with
95% ethanol at —20°C overnight. After centrifugation at
13000 r.p.m. for 15 min the DNA pellet was dried and dis-
solved in 50 pl of distilled water. The DNA was stored at
—20°C until use.

PCR analysis

PCR was performed mixing 10 pl of DNA with 90 ul of a
solution containing 2mM magnesium chloride, 50 mM
potassium chloride, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 0.01% gelatin,
200 uM dNTP, 2.5 U of Taqg DNA polymerase and 2 uM of
the following primers: for HPV type 6, the primers were
HPV601 and HPV602, which amplify a region of 260 bp in
the ES gene. For HPV type 11 the primers were HPV114 and
HPV115, which amplify a region of 350 bp in the L1 gene.
For HPV type 16 and HPV type 18, the upstream primer was
H1 which is common for both virus strains, and the down-
stream primers were H2 and H3 respectively, which amplify a
109 bp region from the open reading frame of the E6 gene
(Table I). The primers were synthesised using an Applied
Biosystem 381A DNA synthesiser (Foster City, CA, USA).
The reaction was performed in an automated thermocycler
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Table I Sequence of synthetic oligonucleotide primers and complementary oligonucleotide probes used for the PCR in this

study
Length (bp) of
HPV type/gene Primer or probe  Sequence (5' to 3') amplified products
HPV 6/ES Primer HPV-601 TAGTGGGCCTATGGCTCGTC 260
Primer HPV-602 TCCATTAGCCTCCACGGGTG
Probe HPV-603 CATTAACGCAGGGGCGCCTGAAATTGTGCC
HPV 11/L1 Primer HPV-114 GGAATACATGCGCCATGTGG 350
Primer HPV-115 CGAGCAGACGTCCGTCCTCG
Probe HPV-116 CGCCTCCACCAAATGGTACACTGGAGG
HPV 16/E6 Primer H1 ATTAGTGAGTATAGACATTA 109
Primer H2 GGCTTTTGACAGTTAATACA
Probe H4 ATGGAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTG
HPV 18/E6 Primer H1 ATTAGTGAGTATAGACATTA 109
Primer H3 GGTTTCTGGCACCGCAGGCA
Primer HS ATGGAGACACATTGGAAAAACTAACTAACACTGGGTTATA

Table II Selected variables representative of the 76 cases of TCC included in this study

No. deceased No. alive Overall no.
Factors Categories (%) (%) P-value (%)
No. of patients 22 (100.0) 54 (100.0) 76 (100.0)
Age* Meanzs.d. 66.841+2.45 66.88+1.34 66.57+1.17
Sex Male 18 (81.8) 44 (81.4) 62 (81.6)
Female 4 (18.1) 10 (18.5) 14 (18.4)
P=0.8616
Grade I - (0.0 14 (25.9) 14 (18.4)
11 4 (18.1) 24 (444) 28 (36.8)
I 18 (81.8) 16 (29.6) 34 (44.7)
P=0.0001%¢
Stage (0] — (0.0 8 (14.8) 8 (10.5)
A 7 (31.8) 38 (70.3) 45 (59.2)
B 11 (50.0) 8 (14.8) 19 (25.0)
C 4 (18.1) - (0.0 4 (5.2
P=0.0001°
HPV 16 + 5 (22.7) 2 (3.7 7 9.2
- 17 (77.2) 52 (96.2) 69 (90.7)
P=0.0418°
Koilocytosis + 4 12 16 (21.0)
- 18 42 60 (79.0)
P=0.0140°

2Age at diagnosis (years). "Significant P-value. Independent prognostic factor using Cox regression

analysis.

(Perkin-Elmer, CT, USA) programmed for 40 cycles of DNA
denaturation (95°C), primer annealing (65°C) and template
extension (72°C). In the last cycle the extension step was
7min. Amplified DNA fragments were hybridised with
specific [P]ATP end-labelled probes. The complexes were
electrophoresed in 12% SDS/PAGE gels, which were dried
and exposed to XAR film for different periods of time.
Primers PC03 and PC04 which amplified a 110 bp fragment
of the human B-globin gene, were included as controls for the
amount of DNA analysed. Necessary precautions to avoid
cross-contamination were taken at all stages of extraction
and amplification (Kwok and Higuchi, 1989).

Statistical analysis

The statistical analysis was undertaken using the life test
procedure. Univariate analysis of cancer-corrected 5 year
survival (defined as death from or with bladder cancer) was
done according to the Kaplan—Meier method (Kaplan and
Meier, 1958). Differences between survival curves were
estimated by the Wilcoxon test (Gehan, 1962). In addition,
independent prognostic factors were sought by Cox regres-
sion analysis (Cox, 1972). A P-value below 0.05 was regarded
as being statistically significant.

Results
The selected variables representative of the 76 TCCs included

in this study are illustrated in Table II. The PCR analysis
showed positive signals for the HPV type 16 DNA in 7

Positive controls
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Figure 1 Autoradiographs of positive signals for HPV DNA
type 16 and HPV DNA type 6, using PCR analysis.

(9.21%) out of 76 cases investigated. Likewise, one case
showed reactivity for both HPV 16 DNA and HPV 6 DNA
(Figure 1). Sixteen (21.0%) out of 76 cases had koilocytosis,
and one of these HPV 16 DNA. Most patients with TCC
(71.4%) associated with HPV DNA were of high patho-
logical grade/stage, and died of disease within 9 to 13 months
(Table III).

The univariate chi-squares for the Wilcoxon test showed
pathological grade and stage, the presence of HPV 16-DNA
and koilocytosis, to be significantly related with survival in
all 76 cases. However, pathological grade was found to be an
independent prognostic factor in patient survival (Cox regres-
sion analysis).
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Table II Clinicopathological characteristics of the seven cases of TCC associated with HPV

DNA
Follow-up
Case no. Age Sex (months) Grade Stage PCR 16  Koilocytosis
14 64 M D/13 111 B + -
16 64 M D/10 111 B +2 -
17 85 M D/10 111 A + -
22 60 M D/9 111 B + -
24 57 F NED/60 I (o) + +
28 57 F D/13 11 B + -
30 51 M NED/60 I A + -

“Reactive for both HPV DNA type 16 and HPV DNA type 6. D, death; NED, no evidence of
disease; M, male; F, female.

Table IV Studies on HPV DNA of several types investigated in human urinary bladder carcinoma

Method/HPV type Prevalence HPV type DNA
Reference DNA studied no. (%) detected
Kitamura et al. (1988) SBH/HPV 16 21/10 (10.0) HPV 16
Querci ez al. (1988) SBH/HPV 11 21/1 (100.0) HPV 11
Bryant et al. (1991) ISH/HPV 6/11, HPV 16/18 12/76 (15.7) HPV 16/18
Lopez-Beltran ez al. (1992a) ISH/HPV 6/11,

HPV 16/18, HPV 31/33/35 9/18 (50.0) HPV 16/18
Chetsanga et al. (1992) PCR/HPV 6, 11, 16, 18,

31,33 1/44 (2.5) HPV 16
Anwar et al. (1992) ISH/HPV 16 10/20(50.0) HPV16

PRC/HPV 6, 11, 16, 18, 33 39/48 (81.0) HPV 16, 18, 33
Wilczynski et al. (1993) SBH/PCR/HPV 6, 16, 18 ®1/22 (4.5) HPV 6
Furihata et al. (1993) ISH/HPV 16,18, 28/90 (31.1) HPV 16, 18, 33
Yu ez al. (1993) PCR/HPV 28/53 (52.8) HPV 16

2/53 (3.7) HPV 18

Salztein et al. (1993) PCR 0/33 (0.0) HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33
Chang et al. (1994) ISH/PCR/HPV 6, 11, 18,

31, 33, 35, 39, 40, 45, 51-59 0/108 (0.0) -
Ashfaq et al. (1994) ISH 6/11, 16/18, 31/33 0/8 (0.0)° -
Lopez-Beltran et al. (1995)  ISH/HPV 6/11, 16/18, 31/ 4/76 (5.29) HPV 16/18

33/33

PCR/HPV 6, 11, 16, 18 7/76 (9.2) HPV 6, 16
Current study PCR/HPV 6, 11, 16, 18 7/76 (9.2) HPV 16/6

4 Patient with mild immunodeficiency. ® Squamous cell carcinoma. ¢ Two of eight reported cases were
squamous cell carcinoma. SBH, Southern blot hybridisation; ISH, non-isotopic DNA in situ hybridisation.

Discussion

Transitional cell carcinoma of the bladder is a heterogeneous
group of neoplasms that typically present a variable
biological potential including high risk of recurrence and
frequent evolution towards an infiltrating disease with
reduced survival rates (Lopez-Beltran et al., 1994). The prog-
nosis of bladder cancer seems to be related to pathological
factors such as tumour grade and stage, although the
immunohistochemistry of cell and tumour markers as well as
flow cytometric analysis of abnormalities in DNA content
have also been considered prognostically significant (Lopez-
Beltran er al., 1992b). The purpose of this paper was to
determine whether or not the finding of HPV DNA in TCC
has additional prognostic value in patient survival.

HPVs are known to infect man and although most of these
proliferations are benign, some may become malignant, and
this malignant transformation is related to HPV type
(Howley, 1991). In the genitourinary tract, HPV types 6/11
are most commonly associated with genital condylomata
acuminata (Del Mistro, 1988), whereas types 16 and 18 are
associated with dysplasias and carcinomas (Chang, 1990). In
TCC most HPVs were reported in a small number of patients
with an immunodeficient status, (Kitamura, 1988; Querci
Della Rovere, 1988). Although, recently a larger series of
TCCs were screened, demonstrating a variable incidence of
HPV DNA which ranged from 2.5% to 62% (Anwar et al.,
1992; Chetsanga et al., 1992; Lopez-Beltran et al., 1992a;
Furihata et al., 1993; Lopez-Beltran and Muifioz, 1995).
Negative results were reported by Chang et al. (1994) and

Ashaq and Vuitch (1994) (Table IV). In addition, HPV 16/18
DNA detected by means of non-isotopic in situ hybridisation
has been related with a poor survival (Lopez-Beltran et al.,
1992a; Furihata et al., 1993). Our results found a 9.2%
incidence of HPV 16 DNA in TCC. Such differences could be
explained by methodological reasons (Ashfaq and Vuitch,
1994). In fact, type and time of fixation have been considered
important parameters for preservation of DNA (Greer et al.,
1991; Karlsen et al., 1994). However, the finding presented
here of a significant relationship between the detection of
HPV 16 DNA and reduced patient survival, using PCR
analysis confirmed previous reports on poor survival of TCC
cases presenting with high-risk HPV DNA (Lopez-Beltran e¢
al., 1992a; Furihata et al., 1993) detected by using in situ
hybridisation. Taken together these results could indicate an
additional prognostic value of viral infection in bladder
cancer, although pathological grade is the only independent
parameter in the survival of bladder cancer as showed by our
results. This is in agreement with the finding that most
patients with TCC (71.4%) associated with HPV 16 DNA
were of high grade. Such results are of interest since
pathological grade remains an important prognostic para-
meter in survival of patients with TCC of the urinary blad-
der. Finally, we found koilocytosis to be significant in patient
survival, which could be related to the increasing incidence of
koilocytosis concomitant with increasing pathological grade.
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Summary - Human papillomavirus (HPV) deoxyribonucleic acid (DNA) has been originally detected in urothelial carcinomas
of the bladder in immunocompromized patients. Studies from the general population showed a variable incidence of high risk
HPV DNA which ranged from 2.5% to 81%, with HPV 16 DNA occurring more frequently. HPV DNA was detected in both
papillary and invasive cancers, although in our experience the overall incidence was low. Most HPV positive cases were of high
grade and stage with significant reduced survival or increased recurrence rate after transurethral resection. These results indicate
an additional prognostic value of viral infection in bladder cancer. In addition, molecular studies suggest that the HPV related
oncoproteins E6 and E7 play a role in bladder carcinogenesis via inactivation and/or degradation of p53 and pRb suppressor
gene-associated proteins. The purpose of this review is to provide a brief summary of what is known about HPV and bladder
cancer, and to address issues germane to the translation of this information to patient management.

human papillomavirus / bladder cancer / transitional cell carcinoma

INTRODUCTION

While human papillomaviruses (HPVs) have not
been proven to exhibit a causative role in human
cancers, an accumulating body of evidence sug-
gests that exceptional circumstances, such as al-
lograft transplantation (particularly renal or
cardiac) or a genetic predisposition, may (along
with various environmental and behavioural fac-
tors) allow viral infection to result in malignant
growth [16, 23]. Molecular studies have impli-
cated several mechanisms through which HPVs
may exert an oncogenic effect. The association
of HPV with urological malignancies has also
been reported but less intensively investigated
compared to cervical neoplasms [21].

The purpose of this paper is to provide a brief
summary of what is known about HPV and blad-
der carcinoma, and to address issues germane to
the translation of this information into diagnostic
pathology and patient management.

CLASSIFICATION AND TYPES
OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS

Papillomaviruses belong to the A genus of
papovaviridiae family. This family of viruses also
includes SV40 virus and polyoma virus. Papil-

lomaviruses are widely distributed and infect
humans and animals. They are acquired through
direct mucosal or cutaneous inoculation. Human
papillomaviruses are subdivided into genotypes
and subtypes based on their extent of DNA re-
latedness. More than 35 distinct HPV types are
known to infect the genitourinary tract. Over 20
of these HPV types are believed to be cancer-as-
sociated. HPV 16 and 18 are considered ‘high-
risk’ while HPV 6 and 11 are perceived to be ‘low-
risk’ and the others as ‘intermediate-risk’ [23, 32].
HPV 16 and HPV 18 account for almost 70% of
the HPV types isolated from cervical carcinomas,
with HPV 16 occurring twice as frequently as
HPV 18, which is the predominant type in ade-
nocarcinomas, adenosquamous carcinomas and small
cell undifferentiated carcinomas [23]. In benign
cervical precursor lesions, viral DNA is maintained
in a free, exthrachromosomal, circular form termed
as ‘episome’. However, in many cervical cancers
as well as in cell lines derived from cervical
cancers and human keratinocytes transformed in
vitro with HPV, the HPV DNA is integrated into
the host genome [24, 32]. Viral integration into
the host cell genome has been proposed to play
a role in the progression from precancerous le-
sions to cancer. In HPV 18 positive tumours, the
majority of the viral DNA appears to be inte-
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grated. However, in HPV 16 positive cervical
tumours, integration may vary from 30% to 70%.
Integration is thought to have important effects
on viral gene expression and the biologic be-
haviour of HPV infected cells [23, 24, 29, 32].
The association between pathogenic HPV and
specific human cancers is based upon the frequent
detection of HPV DNA in tumours. However, the
detection method used may bias epidemiological
and clinical data. Undersensitive detection tech-
niques can lead to false negative results and the
assumption that HPV is not associated with a par-
ticular tumour type. Over-specific detection tech-
niques can also generate anomalous results by
failing to detect previously uncharacterised types
and, given the heterogeneity of the papil-
lomaviruses, this may be of paramount impor-
tance in both -assigning a causal role and in
determining the effectiveness of screening pro-
cedures [23]. Southern blotting has traditionally
been used to detect HPV types in human tissues.
This technique offers well characterised sensitiv-
ity levels. However, the results obtained can be
complicated by various other factors such as viral
DNA deletion and rearrangement in malignant
tumours and some technical problems. In situ hy-
bridisation (ISH) has been used frequently to de-
tect and type HPV DNA with variable success.
Some tumours fail to show any HPV DNA when
analysed by this method while others show up to
90% detection. The detection rate of ISH depends
upon the specificity of the probes used. The main
advantage of ISH is that tissue architecture is
maintained and specific cell infection can be de-
monstrated. Other detection techniques merely
confirm the presence of HPV DNA in the lesion
as a whole. More recently, polymerase chain re-
action (PCR) has been used to detect HPV DNA
in a variety of human tissues. PCR is much more
sensitive and specific than earlier methods of de-
tection. The future of HPV detection and analysis
of HPV-associated cancers may be with in situ-
PCR. This technique offers the sensitivity and
specificity of PCR, coupled with the spatial lo-
calisation of HPV associated with ISH [23].

DO HPVS PLAY A ROLE IN THE
PATHOGENESIS OF BLADDER
CARCINOMA?

HPVs possess an intrinsic oncogenic potential due
to the fact that they replicate in non-dividing

cells, and, as their genome is insufficient to en-
code all of the factors necessary for DNA rep-
lication, they must induce their expression in host
cells [23, 24, 29, 32]. The viral E1 and E2 pro-
teins are responsible for perverting normal cellu-
lar processes in order to reproduce the viral
genome. Integration of HPV DNA frequently dis-
rupts the E2 open reading frames, resulting in
overexpression of the E6 and E7 oncoprotein and
possibly causing genomic instability. The E6 and
E7 oncoproteins may function to remove potential
blocks in DNA replication caused by p53 or Rb
upon the detection of viral DNA. The HPV E6
oncoprotein has been strongly implicated in the
transformation of HPV infected cells. E6 has been
shown to bind p53 in vitro, resulting in the rapid
breakdown of p53 via the ubiquitin pathway for
protein degradation [32]. Therefore, the cellular
levels of p53 are low in cells expressing HPV 16
or 18 E6. Compared with the E6 protein of low
oncogenic risk HPVs (ie, HPV 6, 11), the E6 pro-
tein encoded by high oncogenic risk HPVs (ie,
HPV 16,18) seems to have a higher affinity for
p53 and/or accelerates its degradation. Patients
with HPV-positive tumours rarely present evi-
dence of p53 mutations, which may suggest dis-
tinct etiologic pathways [8, 10, 31]. The HPV E7
protein has also been implicated in cellular trans-
formation and has been shown to bind to Rb,
pl07, cyclin A and cyclin-dependent kinase 2, as
well as other cell-cycle related proteins. The net
result of the E7-Rb association is the release of
the E2F transcription factor complex from Rb,
which then stimulates the transcription of pro-
liferation-dependent genes [23, 32] (fig 1).

Most of the experimental work to date aiming
to elucidate the mechanism(s) of action of HPV
has focused primarily on ‘high risk’ genital HPV
types 16 and 18. Viral oncogenes associated with
specific HPV types and subtypes may exhibit dis-
tinct tumorigenic pathways and, in association
with the infected cell type, result in lesions of
varying oncogenic potential. Not all human pa-
pillomavirus infection results in tumour develop-
ment. For example, introduction of HPV 16 or
18 DNA into rodent cell lines that are already im-
mortalised causes the recipient cells to develop
the capacity for anchorage independent of growth
and the capacity to form tumours when injected
into mice. However, when HPV 16 or 18 DNA
is introduced into early passage, nonimmortalised
cells, a different result is observed. The recipient
cells become immortalised but are not transfor-
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Fig 1. Cell cycle effect of infection with oncogenic human papillomavirus. The E6 oncoprotein appears to alter cell growth
through its effects on p53, which results in a loss of p53 activity within cells. Binding of E6 to p53 stimulates degradation of
cellular p53 through a selective ubiquitin-dependent proteolytic pathway. The E7 oncoprotein alters the regulated cellular growth
control mechanism by binding to pRb and its related proteins and dissociating the E2F-pRb complex, which can stimulate the
transcription of the E2F-dependent genes necessary for DNA replication.

med and cannot form tumours in experimental
animal systems [32]. Additional cofactors and
mutational events may be important in the patho-
genesis of bladder cancer and may include chro-
mosomal rearrangements, loss of constitutional
heterozygosity and proto-oncogene activation.
HPV positive bladder cancer derived cell lines
contain mRNA transcripts of the E6 and E7 genes,
suggesting that these viral genes are required for
maintenance of the transformed phenotype.
Other factors are also involved in the progres-
sion from cellular transformation to malignant

growth. Urinary tract infections (including con-
diloma acuminatum) and smoking may play a sig-
nificant role in the development of HPV-as-
sociated bladder cancers [33]. The presence of
high-risk HPV in a significant proportion of blad-
der tumours and the association of HPV with
higher grade and stage tumours and with multi-
centricity may suggest an etiological role for
these viruses in bladder cancer [15, 17, 19]. How-
ever, as with other HPV-associated diseases, the
precise role of the virus in bladder requires ad-
ditional detailed studies.



Table I. Studies on HPV of several types investigated in human urinary bladder carcinoma.

Human papillomavirus and bladder cancer

Investigation (Year) Technique-Type of HPV studied Prevalence Type of HPV detected
Kitamura et al (1988) SBH-16 1710 (10.0)* 16
Querci et al (1988) SBH-11 1/1 (100.0)* 11
Bryant et al (1991) HIS-6/11/16/18 12/76 (15.7) 16/18
Kerley et al (1991) PCR-6/11/16/18 1/21 (4.7)° 11
Anwar et al (1992) HIS-16 10/20 (50.0) 16

PCR-6/11/16/18/33 39/48 (81.0) 16/18/33
Chetsanga et al (1992) PCR-6/11/16/18/31/33 1/44 (2.5) 16
Knowles (1992) PCR-6/11/13/16/18/30/33/45/51 0/100 (0.0) -
Lopez-Beltran et al (1992) HIS-6/11/16/18/31/33/35 9/18 (50.0) 16/18
Shibutani et al (1992) SBH-6/11/16/18/31/33 4/20 (20.0) 6/11/16/18/31/33
Furihata et al (1993) HIS-16/18/33 28/90 (31.1) 16/18/33
Saltztein et al (1993) PCR-6/11/16/18/31/33 0/33 (0.0) -
Song-ting et al (1993) PCR-16/18 28/53 (52.8) 16

2/53 (3.7) 18

Wilczynsky et al (1993) SBH-6/16/18/31 1/22 (4.5)° 6

PCR-6/16/18 1/22 (4.5)° 6
Agliano et al (1994) PCR-16/18 23/46 (50.0) 16/18
Ashfaq et al (1994) HIS-6/11/16/18/31/33 0/8 (0.0)° -
Chang et al (1994) HIS- /11/18/31/33/35/39/40/45/51/59 0/108 (0.0) -

PCR-6/11/18/31/33/35/39/40/45/51/59 0/108 (0.0) -
Maloney et al (1994) PCR-6/11/13/16/18/31/32/33/35/45/51 1/22 (4.4)*° 18

0/20 (0.0) -

Noel et al (1994) PCR- 6/11/16/18/33 2075 (2.7 16
Gopalkrishna et al (1995) HIS-16 1/10 (10.0) 16

PCR-16 2/10 (20.0) 16
Kamel et al (1995) HIS-6/11/16/18/31/33 27/47 (57.0) 6/11/16/18/31/33
Kim and Kim (1995) PCR-6/11/16/18 8/23 (34.78) 16/18
LaRue et al (1995) PCR-6/11/16/18/33 28/71 (39.0) 11/16
Lopez-Beltran et al (1995) HIS-6/11/16/18 12/76 (15.8) 16/18
Sano et al (1995) HIS-16/18 1/80 (1.25) 16

PCR-6/11/16/18/31/33/42/52/58 0/80 (0.0) -
Lopez-Beltran et al (1996) PCR-6/11/16/18 776 (9.2) 6/16
Mvula et al (1996) PCR-16/18 1/36 (3.0) 16
Tenti et al (1996) PCR-6/11/16/18/33 26/79 (32.9) 16/18

a: patient with mild immunodeficiency; b: squamous cell carcinoma; ¢: two of the 8 reported cases were squamous cell carcinoma;
ISH: in situ hybridisation; PCR: polymerase chain reaction; SBH: southern blot hybridisation.
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The link between HPV and bladder tumours has
been established in several lines of research. Con-
dyloma acuminatum is the most common benign
lesion of the bladder associated with HPV infec-
tion. HPV DNA type 6 and 11 have been found
commonly associated to condylomata acuminata
of the urinary bladder [7]. More recently, HPV
DNA has been demonstrated in carcinomas of the
bladder [1-4, 6, 8-13, 15-22, 25, 29-31, 34].
Thus, compelling evidence currently suggests that
HPV might be associated with bladder cancer.
However, the significance of the association of
HPV to bladder cancer remains controversial [15—
19, 21, 26].

Early studies showed examples of HPV-as-
sociated bladder tumours in immunocompromised
patients. One patient presented an urothelial car-
cinoma in situ associated with HPV 16 DNA [13].
All others had squamous cell carcinoma as-
sociated to HPV DNA types 6, 11, or 18 [11, 20,
25]. Recently, larger series of transitional cell car-
cinomas from the general population were
screened, demonstrating a variable incidence of
high-risk HPV DNA which ranged from 2.5% to
81%, with HPV 16 occurring more frequently [1-
4,6, 8-13, 15-22, 25, 29-31, 34]. HPV DNA was
detected in both papillary and invasive cancers
[17, 18]. Other studies lack any HPV DNA in
transitional cell carcinoma (table I) [5, 14, 21, 27,
28]. Some authors observed that HPV DNA in
bladder tumours was mainly in episomal form,
which suggests that the presence of HPV in the
bladder is coincidental rather than pathogenic,
hence, it is unlikely that HPV has an important
causal role in bladder carcinogenesis [29]. Others
found the viral DNA was not only present in the
tumour cells but it was also actively transcribed
[24]. Some of the discrepancies reported in the
literature on the association of HPVs to bladder
cancer have been considered to be related to geo-
graphical differences, DNA preparation and
amplification conditions, as well as sample fixa-
tion [15]. In our experience, there is a low inci-
dence (10%) of HPV 16 DNA in transitional cell
carcinoma of the bladder. Seventy one percent of
such positive cases are of high grade and stage,
with significant reduced survival. These results
could indicate an additional prognostic value of
viral infection in bladder cancer [17]. An in-
creased risk of tumour recurrence after trans-

urethral resection has also been reported in asso-
ciation with HPV infection [15]. Certain HPV
types present a paradox of type and tissue mor-
phology. For example, HPV 18 DNA is strongly
associated with carcinoma of the cervix of
specific histologic types (adenocarcinoma, ade-
nosquamous carcinoma, and small cell undiffer-
entiated carcinoma). Meanwhile, HPV 16 is
strongly associated with squamous cell carci-
noma. In the urinary bladder, most transitional
cell carcinomas are related to HPV 16 DNA [16—
19], while squamous cell carcinomas are related
to HPV types 6, 11, and 18 [20]. It seems that
there is a type-specific association between HPV
and human cancers. Koilocytosis, which is com-
mon in cervical intraepithelial and invasive neo-
plasm, is also common in bladder cancer. The cor-
relation of such histologic findings with HPV
DNA is uncertain. Recent studies suggest that
koilocytosis as seen in urothelial carcinoma of the
bladder is a poor indicator of HPV infection [16,
17].

In conclusion, bladder carcinogenesis is a com-
plex, multistep process with a multifactoral aeti-
ology. Thus HPV infection may play a role in the
pathogenesis of a subset of transitional cell car-
cinoma of the bladder. HPV may be engaged more
actively in the pathogenesis of bladder carci-
nomas arising in immunosuppressed patients. The
association of HPV 16 DNA with higher grade
and stage tumours of the bladder may suggest an
additional prognostic value of viral infection in
a subset of bladder cancer patients.
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Abstract

We examined the presence of human herpesvirus type 6 (HHV6) DNA in a series of 74 bladder carcinomas from a
Mediterranean population to elucidate their possible role as cofactor in the development of bladder cancer with or without
associated human papillomavirus (HPV) infection. HHV-6 type B DNA was present in 5 men (6.8%) out of the 74 tumors
investigated; two of them had associated HPV-16 DNA in the same specimen. In one case that had associated urothelial
carcinoma in situ, both HHV-6B and HPV-16 DNA were present. In conclusion, the low incidence of HHV-6B in bladder
cancer and the ubiquitous nature of HHV-6 infection are more consistent with a bystander role rather than cofactor in the

oncogenesis of bladder cancer.
© 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The role of DNA viruses in the oncogenesis of
bladder urothelial tumors remains controversial and
most reports concentrate on human papillomavirus

* Corresponding author. Tel.: +34 957 218993; fax: +34 957
218229.
E-mail address: em1lobea@uco.es (A. Lopez-Beltran).

(HPV) [1-10]. In general DNA viruses as pathogenic
factors in cases of urothelial bladder carcinoma have
received little attention; and to our knowledge no
previous studies on human herpesvirus type 6 (HHV-
6) incidence in bladder tumors have been reported.
HHV-6 might act as oncogenic cofactor of HPV
infected bladder cancer and evidences suggest that
HHV-6 contain in vitro transforming genes which are
retained in both transformed and tumor-derived cell

0304-3835/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.canlet.2004.12.014


http://www.elsevier.com/locate/canlet

A.L. Escudero et al. / Cancer Letters 230 (2005) 20-24 21

lines [1,3-5,7,11]. As reported, the current working
hypothesis is that HPV is necessary, but not sufficient,
for the development of premalignant and malignant
lesions of the genital tract [3,12,13]. Recent studies
have shown that HHV-6 can replicate in vitro in
human epithelial cells including cervical epithelial
cells and that molecular clones of HHV-6
can transactivate HPV promoters in vitro thus
enhancing the expression of the viral oncoproteins
E6 and E7 [3,13,14]. These findings open a way of
investigating the possible association between HHV-6
and HPV not only in cervical cancer but in other
epithelial tumors including urothelial bladder carci-
nomas [12].

The aim of our study was to investigate the
presence of HHV-6 DNA in carcinomas of the urinary
bladder from a Mediterranean-based population and
explore their possible role as cofactor of bladder
cancers with or without associated HPV infection.

2. Material and methods

The study series included 74 tumor samples and
22 non-malignant bladder specimens (normal
urothelium n=10; chronic non-specific cystitis n=
12) that were retrieved from Reina Sofia University
Hospital (Cordoba, Spain) files. Specimens obtained
by transurethral resection or cystectomy were
formalin-fixed and paraffin-embedded following
standard procedure. The mean age of patients was
61.8+7.3 (range 43-78). Six (6.2%) patients were
female. The tumors were classified according to
WHO (World Health Organization) grading criteria
and clinically staged following the TNM (Tumor,
Node, Metastasis) 2002 revision [15,16]. They
included 38 (51.3%) low grade superficial (stage
Ta or T1), and 36 (48.7%) high grade (stages
T2-T4); 17 (23%) had associated urothelial carci-
noma in situ. Representative paraffin blocks were
selected based on the amount of tumor present and
additional studies included the assessment of p53
status by immunohistochemistry and the Streptavi-
din—biotin peroxidase method (LSAB staining Kkit,
DakoCytomation, Denmark). P53 was then quanti-
tated using the grid-counting method to establish a
labeling index (LI) (percentage of positive nuclei in

1000 cells). A LI of >10% was considered positive
for p53 over-expression.

2.1. DNA extraction and PCR analysis for HPV
and HHV-6

Three to four 10 um tissue sections from each
block were collected into microcentrifuge tubes and
paraffin was removed twice with xylene and washed
once with 0.5 ml of 100% ethanol to remove the
solvent. The samples were incubated for 6 h at 55 °C
in 300 pl of digestion buffer (50 mM Tris pH 8.5;
1 mM EDTA; 0.5% Tween 20 and 200 pg ml of
proteinase K). The solution was heated at 95 °C
for 10 min to inactivate proteinase K. DNA was
then extracted twice with phenol-chloroform and
the aqueous phase precipitated with 95% ethanol
at —20°C overnight. The quality of the DNA
was assessed by PCR amplification of human B-
globin DNA fragment of 536 bp with KM29
(5'-GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG-3")  and
RS42 (5'-GCTCACTCAGTGTGGCAAAG-3') pri-
mers, which demonstrated the absence of inhibitors
and the integrity of processed DNA. Specimens were
further tested with the L1 consensus HPV primers
MY11 (5'-GCCCAGGGACATAACAATGG-3') and
MY09 (5'-CGTCCCAGGGGATACTGATC-3") and
PCR products were visualized on ethidium bromide
stained agarose gels.

Positive samples for generic HPV infection were
amplified with HPV 6, 11, 16 and 18 specific primers
pairs resulting in amplification of HPV 16 DNA
fragment of 152 bp with the primers HPV964
(5'-AATGCTAGTGCTTATGCAGC-3') and the pri-
mer HPV965 (5'-ATTTACTGCAACATTGGGTAC-
3/). PCR was performed mixing 5-10 pl of purified
DNA with a solution containing 2 mM magnesium
chloride, 50 mM potassium chloride, 10 mM Tris—
HCI, pH 8.3, 0.01% gelatine, 200 pM dNTP, 2.5 U of
Taq DNA polymerase and 2 uM of the primers. All
the reactions were carried out with an automated DNA
thermal cycler (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). Cycling
parameters were 95 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, and
72 °C for 1 min, for 40 cycles, followed by a final
extension at 72 °C for 7 min. Amplified DNA
fragments were hybridised with specific [*?P]ATP
end-labeled probe HPV966 (5-GCAAACCACCTA-
TAGGGGAACACTGGGGCA-3'). The complexes
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Fig. 1. (a) Agarose gel electrophoresis showing restriction fragment
length patterns of human herpesvirus type 6 in bladder carcinomas.
Lane 1: molecular weight marker: Roche’s VIII from 19 to 1114 bp.
Lanes 2-6: patient’s sample restricted with endonuclease HindIIl
thus giving two bands at approximately 610 and 220 bp which is the
characteristic restriction pattern of human herpesvirus type 6B.
Lane 7: not restricted pattern in a control specimen showing a band
at approximately 830 bp which is characteristic of human
herpesvirus type 6A. Lane 8: negative control. (b) Autoradiograph
of PCR amplified positive signals for human papillomavirus type 16
DNA in bladder carcinoma co-infected with herpesvirus type 6B
(case 4). Lane 1: positive control. Lane 2: negative control. Lane 3:
patient’s specimen. Lane 4: white sample. (¢ and d) Immunohis-
tochemical expression of p53 in human herpesvirus type 6B
specimens showing (c) negative finding (expression in <10% of
tumor cells) in case 3 and (d) positive finding (expression in >10%
of tumor cells) in case 4 (Streptavidin—biotin peroxidase method, ¢
and d X250).

were electrophoresed in 12% SDS/PAGE gels, which
were dried and exposed to XAR film for different
periods of time. Positive controls included SiHa and
HeLa cells.

A nested PCR protocol was employed in the
amplification of HHV-6 DNA sequences [17,18].
The 830bp (external primer A: 5-GATCC-
GACGCCTACAAACAC-3'; external primer C:
5'-CGGTGTCACACAGCATGAACTCTC-3") and
750 bp (internal primer HS6AE: 5-CGGCCATT-
TAACGGAACCCTAG-3'; internal primer HS6AF:
5'-TCCAGAGAAAGGGTGTTGCG-3') products
were amplified by first and second round PCR,
respectively, by 40 amplification cycles of denatura-
tion at 92 °C for 1 min, annealing at 55 °C for 1 min
and extension at 72 °C for 2 min, followed by a final
extension at 72 °C for 7 min. The products of the
reactions were characterized by 1.5% agarose gel
electrophoresis and ethidium bromide staining.
Following, first round amplified 830 bp products
were digested with HindIIl and visualized on agarose
gels. This distinguished HHV-6 variant A from
variant B; HHV-6B fragments, which contain an
internal restriction site for Hindlll, are cleaved into
two fragments of approximately 610 and 220 bp [17].
Appropriate positive controls included blood mono-
nuclear cells of a patient with exanthema subitum
known to be infected by HHV-6B; and from an AIDS
patient infected with HHV-6A. Special precautions
to avoid cross-contamination and respiratory con-
tamination were taken at all stages of DNA
extraction and amplification procedure.

Table 1

Clinical and pathological findings in five cases of bladder urothelial carcinoma showing human herpesvirus type 6 DNA

Biopsy specimen  Sex/age (years) Tumor type Grade/clinical HPV-16 HHV-6B p53
stage®

1 M/51 uc HG/T4AN1IM1 - + +

2 M/66 ucC HG/T3NOMO - + +

3 M/59 ucC HG/TINOMO — + —

4 M/53 ucC HG/T3N1IM1 + + +

5 M/60 UC+CIS HG/T2NOMO +P +° -

M, male; UC, urothelial carcinoma; CIS, urothelial carcinoma in situ; HPV-16, human papillomavirus type 16 DNA; HHV-6B, human
herpesvirus type 6B DNA; p53, immunohistochemical expression of p53 (— (negative) <10% vs. + (positive) >10%).
* Grade according to WHO classification and clinical stage according to TNM 2002 revision.

 UC and CIS with both HPV-16 and HHV-6B.
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3. Results

Human herpesvirus type 6B DNA was present in
five men (6.8%) out of the 74 tumors investigated;
two of them had associated human papillomavirus
type 16 DNA (40%) in the same specimen which
represents 16.7% of the total number of cases with
HPV 16 DNA (n=12) in the series of 74 bladder
tumors (Fig. 1). In one case that had associated
urothelial carcinoma in situ, both HHV-6B and HPV-
16 DNA were present (Table 1). None of 22 non-
malignant bladder specimens investigated showed
HHV-6 or HPV DNA. None of investigated tumors
in the present study had HHV-6A. The clinical and
pathologic characteristics of HHV-6 positive patients
included high grade tumors in all (5 (13.9%) out
of 36 high grade tumors). One patient had stage T1
and the remaining four had stages T2-T4 (statistical
significance: P=0.023, Fisher exact test). Three
cases, stages T3-T4 over-expressed p53 (=>10%)
and two cases stage T1 or T2, respectively, had p53
(<10%) negative tumors.

4. Discussion

None of investigated cases in the present study had
HHV-6A; it is believed that the majority of clinical
infections in immunocompetent hosts are HHV-6B
infections and that HHV-6A contributes to infections
in immunocompromised hosts and some neurological
manifestations [4,5,18]. HHV-6 is rarely shed in the
genital tract, and our study shows a low incidence
(6.8%) of HHV-6 DNA associated to high grade and
stage bladder cancer. This agrees with observations in
cervical cancer specimens showing 1-10% incidence
[11,12,19]. A role for HHV-6 in cervical cancer is
supported by findings such HHV-6 DNA can
transform human keratinocytes in vitro and can
accelerate HPV-induced tumor growth in nude mice,
possibly by increasing expression of HPV E6 and E7
oncoproteins through transactivation of HPV promo-
ters [2,3,13,14]. HPV-induced immortalization results
in a population of epithelial cells susceptible to other
carcinogens such as HHV-6 [19]. This opens a way of
investigating the possible association between HHV-6
and HPV in bladder cancer, since the current working
hypothesis is that HPV is necessary, but not sufficient

for the development of a subset of premalignant and
malignant lesions of the genitourinary tract; but in
bladder cancer HPV infection seems to be of variable
incidence and highly influenced by demography or
geographical factors [6,8,9]. In favor of an oncogenic
potential for HHV-6 is the finding of transactivating
and transforming activities localized to HHV-6 ORF-
1 which bound to p53 and inhibited p53-activated
transcription [4,5,11]. These activities, coupled with
the detection of ORF-1 in malignant tissues, may
indicate a role of ORF-1 in human cancer [11]. In
addition, HHV-6 oncoproteins exhibit the same
characteristics as the oncoproteins of several DNA
tumor viruses such SV40 and polyomavirus T-
antigens, adenovirus E1B, and HPV-16 E6 because
of their ability to bind to and inactivate host tumor
suppressor proteins such as p53 [4,5], but in vivo
evidences of this association in both cervical and
bladder cancers are currently lacking. However, it
might explain p53 accumulation observed in our study
which is probably related to high grade and stage of
tumors more than to the HHV-6 DNA status, although
as reported, nuclear p53 accumulation might be due to
a functional inactivation of the protein by the HHV-6
ORF-1 [4,5,11].

Recently, the search for cofactors involved in the
multi-step oncogenic pathway of epithelial tumors has
received much interest [2]. Sexually transmitted
agents, particularly viral infections, have been
postulated to have a synergistic role in the carcino-
genesis of cervical neoplasia [2]. Apart from herpes
simplex virus, which has long been suspected to act as
an initiator in the development of cervical cancer, and
that has recently been reported associated to bladder
cancer [7,20], other herpesviruses are also potential
candidates [2]. There are numerous reports of other
possible disease associations involving HHV-6. The
difficulty with these studies is that, as HHV-6
infection is ubiquitous and the tissue tropism wide-
spread, the detection of HHV-6 DNA in a pathological
condition may be a consequence of viral reactivation
by a pathological condition rather than the etiological
cause [4]. A biological explanation of how HHV-6
might contribute to the pathogenesis of the condition
is usually lacking [4]. Therefore, the low incidence of
HHV-6B DNA in our study is more consistent with a
bystander role rather than cofactor in the oncogenesis
of bladder cancer.
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