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decennio. E’ quindi in atto, in tutte le nazioni scientifica-
mente avanzate, un processo quanto mai incisivo di promo-
zione scientifica, organizzativa e finanziaria dei programmi
di ricerca focalizzati sulla terapia genica.

Nell’ultimo decennio la ricerca biotecnologica ha svi-
luppato le tecnologie alla base della terapia genica. Sono
stati tentati diversi approcci sperimentali per I’ introduzione
di un gene in cellule somatiche (trasferimenti di DNA nudo
o complessato in un sistema "carrier"”, trasduzione di DNA
mediante virus difettivi perlareplicazione o cellule somatiche
geneticamente modificate), allo scopo di soddisfare i criteri
di efficienza, stabilita e sicurezza indispensabili per I’ appli-
cazione clinica. Alla luce dei risultati sinora ottenuti soltan-
to I'utilizzo dei vettori virali (retrovirali o a DNA) sembra
rispondere a tali requisiti.

All’inizio degli anni '90 € iniziata la terapia genica a
livello clinico, in particolare nella sindrome ereditaria SCID
da gene ADA difettivo, mediante trasduzione del gene
ADA normale in cellule T linfoidi e/o staminali ematopoie-
tiche. Altre sperimentazioni hanno successivamente ri-
guardato altre patologie ereditarie o acquisite (ad es., la
fibrosi cistica) e i trattamenti anti-neoplastici.

Il Programma sulla terapia genica promosso dall’Istituto
nel 1995, e divenuto operativo nel 1996, & limitato a taluni
aspetti emergenti di particolare interesse, coltivati da gruppi
di ricerca intra- ed extramurali di livello scientifico interna-
zionale. Esso si articola in due sottoprogetti: a) Terapia
genica delle cellule staminali ematopoietiche e b) Terapia
genica nei tumori solidi e nelle malattie cardiovascolari. [
sottoprogetti a loro volta si articolano rispettivamente in 4 e
7 linee di ricerca/unita operative.

a) Il sottoprogetto "Terapia genica delle cellule staminali
ematopoietiche" ha particolare rilevanza per le sue potenziali
applicazioni nel campo preclinico e clinico. Gli obiettivi a
medio termine mirano asviluppare e migliorare le metodologie
di trasduzione genica attualmente disponibili, sia per quanto
riguardai vettori utilizzati, sia per quantoriguardal’espressio-
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ne dei geni trasdotti, utilizzando come "target” cellule staminali
ematopoietiche umane. Per quanto riguarda queste ultime, €
necessario procedere alla loro purificazione/caratterizzazione e
successivamente alla loro amplificazione, senza che esse perda-
no la loro caratteristica staminale di autoreplicazione. La capa-
cita delle cellule staminali di ripopolare a lungo termine il
midollo osseo e gli altri siti ematopoietici sara valutata nel
modello del topo SCID.

L’espressione di geni esogeni, trasdotti mediante un effi-
ciente sistema retrovirale, sara controllata sulla base di diversi
parametri: inducibilitd, espressione linea o stadio-specifica ed
espressione a lungo termine.

Saranno effettuati studi per la terapia genica in vitro me-
diante oligonucleotidi "antisense" per la proteina di fusione
ber/abl, utilizzando cellule staminali ottenute da pazienti con
leucemia mieloide cronica (LMC) oppure modelli animali,
come il topo SCID ripopolato con cellule staminali provenienti
da pazienti con LMC.

Secondo un altro approccio di ricerca, le cellule staminali
purificate, caratterizzate ed espanse in vitro, saranno indotte a
differenziare nelle varie linee ematopoietiche, per studiare
I’espressione e il ruolo funzionale dei geni dei fattori di
trascrizione "lineage"-specifici nel processodella proliferazione
e differenziazione ematopoietica.

Lo studio sara complementato dall’uso di un modello
clinico, rappresentato dalle cellule leucemiche primarie uma-
ne, in cui il clone & "congelato" ad un particolare stadio di
differenziazione per una o piu linee ematopoietiche. Lo studio
del "pattern” di espressione di geni di potenziale rilievo funzio-
nale (ad es., recettori di fattori di crescita) potra migliorare le
conoscenze dei meccanismi che sono alla base del blocco del
differenziamento e della proliferazione tumorale dei cloni
neoplastici. Questi studi favoriranno le nuove strategie che
tendono ad esplorare la possibilita di modificare lo stato
proliferativo e differenziativo delle cellule leucemiche umane
agendo su geni regolatori specifici.
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b) Sottoprogetto "Terapia genica nei tumori solidi e nelle
malattie cardiovascolari". Anche questo sottoprogetto pre-
senta un'elevata potenzialita scientifico-clinica.

Per 1’aspetto oncologico, vengono proposti:

1) Studi per ottimizzare il trasferimento genico mediante
vettori retrovirali modificati con I’inserzione diuna sequen-
za IRES. I geni HOX codificano fattori di trascrizione
necessari allo sviluppo embrionale e sono implicati nel
controllo della proliferazione cellulare e nel differenzia-
mento. L'identificazione di un trascritto bicistonico per i
geni HOXD4/HOXD3 ha messo in evidenza una sequenza
IRES nella regione intercistonica. Lo scopo dello studio &
caratterizzare le sequenze funzionali di questo elemento,
analizzando I’attivita di sequenze normali o mutagenizzate
e comparandole ad elementi analoghi virali, con lo scopo
finale di ottenere un’IRES umana da testare per la capacita
di produrre proteine multiple nelle cellule "target".

2) Un secondo obiettivo & quello di ottenere cellule
antigeniche modificate per terapia genica da utilizzare
come vaccino per stimolare la risposta immune dell’ ospite.
Gli studi iniziali di tipo preclinico porteranno alla trasduzione
dei geni della IL-2 e/o B7 in linee cellulari di melanoma,
selezionate in modo che la maggioranza degli epitopi
antigenici vengano riconosciuti dalle cellule T-citotossiche.
Saranno poi testati il fenotipo e I'immunogenicita in vitro,
per verificare se la contemporanea trascrizione di entrambi
i geni fornisce un'attivita stimolatoria maggiore a confronto
delle cellule trasdotte con uno solo dei due geni. Infine, il
progetto si propone di testare in vivo le linee cellulari come
vaccino in pazienti con melanoma metastatico per valutare
I'immunogenicita, la tossicita e la risposta clinica.

3) Un ulteriore studio per ottenere vaccini antitumorali
sararealizzato utilizzando cellule di adenocarcinoma mam-
mario di topo (TSA) ingegnerizzate per liberare IL-2 o IL-
4 o IL-10 nel sito tumorale. Questo studio, condotto in
collaborazione da tre laboratori, mira a rispondere ad alcuni
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quesiti: quale tipo di vaccino sia in grado di indurre una
memoria immunologica efficace da proteggere contro le
cellule tumorali, quale sia in grado di curare i tumori iniziali
o le metastasi spontanee dopo chirurgia tumorale, se altri
tumori murini possano essere trattati in questo modo, se sia
possibile preimmunizzare i topi con il rischio di indurre
invece tumori. Tale ricerca consentira anche di apportare
nuove conoscenze sulle basi cellulari dei meccanismi
immunitari anti-tumorali.

4) Sempre nel campo dei tumori solidi, saranno effettuati
studi preclinici per testare I’ efficacia antitumorale di vacci-
ni, utilizzando cellule tumorali di topo geneticamente mo-
dificate con i geni dell’interferone (IFN) o.-2b, da solo o in
associazione con il virus della timidinachinasi del virus
Herpes simplex (HVS-TK). Gli studi richiederanno la pre-
parazione e caratterizazione di linee cellulari "packaging"
che producono retrovirus ricombinanti contenenti il gene di
IFN a-2b con associazione di TK: la trasduzione delle linee
cellulari tumorali di carcinoma ovarico o linfoma B con la
formazione di "master cell banks" e "working cell banks" e
’'uso delle cellule geneticamente modificate nel modello
chimerico rappresentato dal topo SCID ricostituito con
linfociti di sangue periferico umano e trapiantato con le
cellule tumorali.

Nel settore delle malattie cardiovascolari, sono stati
presentati progetti di ricerca pioneristici di terapia genica
della ristenosi coronarica e carotidea.

1) Un primo approccio di ricerca vuole accertare la
fattibilita di una terapia genica atta a prevenire la ristenosi
che si presenta frequentemente con la tecnica della
angioplastica coronarica percutanea, il cui meccanismo
cellulare & poco conosciuto. II DNA plasmidico verra tra-
sferito nelle cellule muscolari lisce dei vasi per studiare
I’effetto in vivo delle proteine mutanti transdominanti nega-
tive, coinvolte nella trasduzione del segnale (ad es., ras),
sulla formazione della neointima dopo la lesione vascolare.
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Gli esperimenti saranno effettuati in vivo nel ratto o nel
coniglio.

2) Un secondo approccio alla prevenzione della ristenosi
& basato sulla potenziale efficaciadiuna variante molecolare
dellaapolipoproteina A-1(ApoA-1),componente delle HDL
e responsabile dell’attivita antiaterogena. L’ obiettivo a bre-
ve termine & quello di sviluppare vettori di espressione per
la variante Apo A-1 Milano, che conferisce ai portatori un
diminuito rischio coronarico, e valutarne il metodo di
somministrazione piu efficace nel modello animale del
coniglio. L’effetto del trattamento sara testato su sezioni
dell’arteria carotidea. I costrutti di espressione, impiegati
nella prima parte dello studio, saranno poi usati per svilup-
pare modelli transgenici per la ApoA-1 Milano.

3) Un ulteriore approccio mira a verificare il possibile
uso di iniezioni locali intramuscolari di DNA "nudo" con-
tenente il cDNA della apolipoproteina E4 nella terapia della
aterosclerosi sperimentale, dopo eliminazione del gene
ApoE che rende gli animali ipercolesterolemici (modello
del topo transgenico). L’effetto protettivo sara valutato
dalla diminuzione dei lipidi plasmatici e della riduzione
delle lesioni arterosclerotiche. Verra anche chiarito I’even-
tuale ruolo degli anticorpi verso la proteina nel determinar-
ne |’effetto.

1 progetto nazionale "Tubercolosi” ¢ nato con la prospetti-
va di incoraggiare e se possibile, coordinare la ricerca nel set-
tore in Italia, per renderla idonea ad intercettare il fabbisogno
di sanita pubblica per una malattia pericolosamente
riemergente. Si tratta di ricerche che complementano gli inter-
venti istituzionali dell'Istituto Superiore di Sanita e ne forni-
scono solide basi razionali e scientifiche.

1 progetto ha ricevuto 136 proposte, le pilt numerose nel
settore dell'epidemiologia e della patogenesi ed immunita. La
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somma globale richiesta & stata di quattro volte la somma di-
sponibile, e pertanto un rigido sistema di "peer review" e di
supervisione del Comitato scientifico ha dovuto selezionare
solo 55 proposte con un finanziamento medio non elevato ma
neanche trascurabile in riferimento a parametri nazionali.

Le linee generali del primo progetto di ricerca sulla tuber-
colosi sono articolati sugli obiettivi di seguito indicati:

1) Epidemiologia dell'infezione e della malattia tubercola-
re. I dati epidemiologici disponibili sulla diffusione della
tubercolosi in Italia, sui gruppi a maggiore rischio e sul-
I'impatto di tale patologia sono molto frammentari e, quin-
di, insufficienti. Poiché il primo e pill importante obiettivo
& rappresentato dalla descrizione, a livello nazionale, della
diffusione della tubercolosi in Italia, & stato privilegiato il
finanziamento di progetti di ricerca multicentrici, in grado
di fornire dati affidabili relativi al contesto italiano.

L'attuale sistema, basato esclusivamente sulla notifica
obbligatoria dei casi di tubercolosi, presenta numerose ca-
renze in termini di copertura, accuratezza dei dati, tempe-
stivita, come evidenziato da alcuni studi su popolazioni li-
mitate. E' compito specifico di alcune unita centrali dell'Isti-
tuto Superiore di Sanita eseguire e coordinare gran parte di
queste attivita di ricerca che sono mirate a valutare i limiti
del sistema e sperimentare nuovi flussi informativi, inclusa
la fattibilita di un sistema di sorveglianza parallelo basato
sulle notifiche da parte del laboratorio, come avviene nella
maggior parte dei paesi europei. Nel condurre tale analisi,
verra stimata I'entita della sottonotifica, in modo da quanti-
ficare la reale diffusione della tubercolosi nel paese.

L'incidenza di infezione rappresenta un indicatore mol-
to pi sensibile e accurato della circolazione del micobat-
terio nella comunita, rispetto all'incidenza di malattia. Un
obiettivo del progetto &, quindi, rappresentato dall'esecu-
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zione di indagini sulla frequenza di cutipositivitd in popo-
lazioni "sentinella".

In Italia non esistono dati a livello nazionale sui gruppi
di popolazioni a maggior rischio di TB (immigrati, sogget-
ti HIV* ed altri). Sembra quindi prioritario ottenere stime
su tale fenomeno e valutare l'opportunita di sistemi di sor-
veglianza attiva in tali gruppi di popolazione.

Nonostante siano noti i principali fattori di rischio asso-
ciati all'infezione o malattia tubercolare, vi sono ancora molti
quesiti in attesa di risposta. E' quindi importante approfon-
dire i fattori che influenzano la trasmissione di tubercolosi
in soggetti ad alto rischio e nella popolazione generale e i
fattori associati con la progressione a malattia tubercolare.

2) Diagnosi dell'infezione tubercolare. La messa a pun-
to di protocolli diagnostici che consentano sia una rapida
identificazione di M. tuberculosis dopo l'isolamento
microbiologico che il riconoscimento del batterio diretta-
mente dal campione clinico ¢ di fondamentale importanza,
dati i lunghi tempi di crescita del micobatterio, non solo
per poter iniziare una terapia adeguata nel singolo paziente
ma anche per evitare la diffusione dell'infezione nella co-
munitd. Tali metodi hanno, inoltre, solitamente il vantag-
gio di non necessitare di lunghe manipolazioni del cam-
pione come quelle richieste dai metodi tradizionali e sono
in grado, pertanto, di garantire un minor livello di rischio
per l'operatore.

Negli ultimi anni sono stati messi a punto svariati siste-
mi commerciali basati su sonde specifiche e sulla PCR. Fi-
nora tuttavia l'impatto di queste nuove metodiche sulla dia-
gnostica & stato abbastanza modesto, sia per la bassa sensi-
bilita dei metodi che utilizzano sonde di DNA (di poco su-
periore ad un esame batterioscopico), sia d'altra parte per
l'estrema sensibilita della PCR che rende difficilmente
correlabile la positivita al test con la diagnosi clinica di
malattia. Un ulteriore problema ¢ poi rappresentato dalla
grande variabilitd di risultati ottenuti con la PCR fra un
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laboratorio e 1'altro, nonché le false positivita. Vi sono quindi
ampi spazi di ricerca sia per un miglioramento della speci-
ficita e semplificazione di queste tecniche sia per studi
multicentrici di valutazione dell'affidabilita dei test com-
merciali e dei controlli di qualita inerenti a tutte le nuove
procedure utilizzate.

Un'altra via da esplorare & quella della risposta anticor-
pale dell'ospite a componenti batteriche. In passato tale ap-
proccio non ha dato i risultati sperati sia per la non specifi-
cita degli antigeni scelti, sia per la difficolta di discriminare
i malati dai tubercolino-positivi, in base al livello di rispo-
sta sierologica, sia anche per la difficile reperibilita degli
antigeni purificati. L'utilita dei test sierologici come possi-
bile completamento della diagnostica microbiologica avan-
zata & quindi da rivedere alla luce delle acquisizioni di bio-
logia molecolare che rendono possibile la preparazione, in
quantit utili, di antigeni purificati, e della messa a punto di
reazioni sierologiche di elevata sensibilita e specificita, non-
ché della produzione e uso di anticorpi monoclonali per ri-
levare nei materiali biologici antigeni micobatterici.

3) Patogenesi e immunita. Nonostante che tubercolosi e
micobatteri tubercolari siano conosciuti e studiati da molti
anni, molti degli eventi importanti nel rapporto ospite-pa-
rassita sono tuttora da chiarire. Non conosciamo ancora,
ad esempio, quali siano i meccanismi di adesione e di in-
gresso del batterio nelle cellule bersaglio, come esso so-
pravviva ai meccanismi citocidi del macrofago, attraverso
quali specifici eventi patologici a livello di tessuti e organi
possa provocare la malattia e la morte. Non sono neppure
chiare quali siano le differenze, in termini molecolari, che
portano ad una diversa patogenicitd del BCG rispetto ai
micobatteri tubercolari.

Negli ultimi anni si & dato nuovo impulso allo studio di
biologia cellulare e molecolare dei componenti batterici,
sia ai fini della comprensione della regolazione delle fun-
zioni metaboliche, che nella loro qualita di possibili fatto-
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ri di virulenza. 1l tentativo di individuare epitopi protetti-
vi, clonandone i relativi geni o sequenze geniche, spinge
ad approfondire sempre pit lo studio della risposta immuni-
taria dell'ospite; la caratterizzazione delle risposte T ai di-
versi componenti antigenici del micobatterio tubercolare
(in particolare, ai componenti di stress), i pattern di pro-
duzione di citochine e fattori di regolazione della risposta
immunitaria antitubercolare, il ruolo della risposta anticor-
pale nella modulazione della risposta immunitaria sono tutti
argomenti da indagare, in particolare in soggetti a rischio
qualii soggetti HIV*. Lo studio, attraverso adeguati mo-
delli ex vivo e in vivo del rapporto ospite-parassita, pud
condurre da un lato all'elaborazione di strategie e strumenti
per interventi mirati sia di prevenzione che terapeutici ba-
sati sull'uso di vaccini e immunomodulatori, dall'altro alla
messa a punto, in sostituzione della tubercolina, di sistemi
innovativi in grado di differenziare fra la risposta all'in-
fezione tubercolare e quella al BCG o fra ipersensibilita ri-
tardata e protezione.

4) Terapia. L'emergenza negli Stati Uniti di ceppi resi-
stenti ai farmaci antitubercolari ha dato un nuovo impulso
alla ricerca e allo sviluppo di nuovi chemioterapici in que-
sto settore o all'uso, da soli o in associazione, di prodotti
solitamente adoperati per altri tipi di infezione.

Un particolare interesse dovra essere dedicato allo stu-
dio di enzimi e vie metaboliche di M. tuberculosis, e alla
loro caratterizzazione genetica, in specie per la biosintesi
di costituenti potenziali nuovi bersagli selettivi della
chemioterapia.

La ricerca in quest'area dovrebbe primariamente i-
dentificare i meccanismi di resistenza dei micobatteri e
come rilevarli precocemente e rapidamente, in modo da
studiare protocolli terapeutici che consentano di evitarla.
Dovrebbe inoltre identificare quali nuove sostanze possa-
no essere utilmente impiegate come seconda scelta nei casi
di manifesta resistenza alla terapia standard e stabilire la
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durata e le modalita di terapie di mantenimento nei pazien-
ti immunodepressi, in particolare HIV*. Grande importan-
za riveste anche lo studio del potenziale terapeutico di im-
munomodulatori, in primis citochine e antagonisti (anti-
citochine e recettori) nell'infezione e nella malattia tuber-
colare, e se sia possibile instaurare protocolli di terapia com-
binata fra chemioterapici ed immunomodulatori.

Sono inoltre da studiare strategie atte a migliorare la
"compliance" dei pazienti ai nuovi protocolli terapeutici
come pure alle variazioni o diversi fattori di modifica dei
tradizionali trattamenti terapeutici.

5) Prevenzione. Mentre si riconosce il valore dei regimi
di chemioprofilassi attuali e del vaccino BCG per la profi-
lassi dell'infezione tubercolare, inclusa quella dei contatti,
& indubbio che molti passi devono essere fatti nell'identifi-
cazione degli antigeni protettivi di M. tuberculosis, per po-
terli utilizzare magari arricchiti o trasferiti nello stesso BCG
od altri vettori. E' importante altresi I'identificazione di
fattori soppressivi o modulatori della risposta a M.
tuberculosis, affinché il vaccino non induca effetti
immunosoppressivi. Nonostante vari scetticismi, si ritiene
che l'apporto degli anticorpi alla protezione antitubercolare
non sia stato finora valutato appieno e debba quindi essere
seriamente preso in considerazione.

Studi sono anche necessari per approfondire e innovare
i regimi di chemioprofilassi per i soggetti altamente reattivi
alla tubercolina e a rischio di infezione tubercolare
polmonare ed extra-polmonare, in particolare nel soggetto
HIV. Tali regimi dovrebbero anche valutare I'efficacia
profilattica di nuovi farmaci, e delle modalita di nuovi sche-
mi terapeutici atti a migliorare la "compliance” del pazien-
te che & critica sia per il successo della profilassi nel singo-
lo paziente, sia per evitare o limitare al minimo l'insorgen-
za di resistenza ai chemioterapici.

6) Clinica e assistenza. Sono in particolare da investi-
gare in quest'area le nuove presentazioni cliniche che la
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tubercolosi assume nel soggetto HIV*. E' stato gia osserva-
to come in questo soggetto le forme extra-polmonari pre-
valgano su quelle pit classiche, e spesso si associno a epi-
demie di tubercolosi ospedaliera. Aspetti da approfondire
ulteriormente, anche ai fini della messa in atto di nuove
procedure diagnostiche e terapeutiche, sono le presenta-
zioni cliniche nei soggetti alle varie fasce d'eta, e i rapporti
reciproci fra la malattia da infezione primaria recente, da
riattivazione endogena o da reinfezione esogena. E' com-
pito di questo settore la programmazione e I'esecuzione di
trial diagnostici, clinico-terapeutici e/o profilattici atti a va-
lutare nuovi metodi di diagnosi, nuovi farmaci e/o nuove
combinazioni di trattamenti nel paziente tubercolotico. Per
questi trial, saranno favorite le proposte multicentriche for-
mulate sotto I'egida di gruppi di ricerca clinica gia operanti
nel settore.

La sperimentazione clinica sui vaccini antipertosse ter-
minata recentemente in Italia (Progetto "Pertosse") ha for-
nito una misura rigorosa dell'efficacia assoluta di 3 vaccini
antipertosse somministrati a bambini entro i 6 mesi di eta
in tre dosi. I due vaccini acellulari utilizzati, somministrati
con una formulazione trivalente DTaP (prodotti uno da
Chiron Biocine e un altro da SmithKline Beecham, entrambi
contenente PT, FHA e pertactina), si sono dimostrati alta-
mente efficaci (ognuno all'84%) nel prevenire la pertosse
clinica confermata con criteri di laboratorio, e associati con
una bassa frequenza di effetti collaterali. Al contrario, il
vaccino a cellule intere utilizzato nello studio (prodotto dalla
Connaught Laboratories) ha dimostrato una bassa efficacia
(36%) ed & risultato associato ad un'alta frequenza di effet-
ti collaterali comuni e rari.

Sulla base di questi e di altri risultati dello studio, ci sl
aspetta che i nuovi vaccini acellulari rimpiazzeranno in
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modo estensivo il vaccino a cellule intere per l'immuniz-
zazione primaria in tutto il mondo. Comunque, rimane da
determinare quale sia la persistenza dellaelevata protezione
clinica. Cid & importante per formulare appropriate racco-
mandazioni sull'uso e I'epoca delle dosi di richiamo nei
programmi vaccinali dell'Ttalia e di altri paesi. In attesa di
ulteriori informazioni, le autorita sanitarie in molti paesi
formuleranno tali raccomandazioni sulla base di cid che
viene eseguito con il vaccino a cellule intere. Le evidenze
disponibili circala durata della protezione dalla pertosse nei
bambini vaccinati con il prodotto a cellule intere sono
contraddittorie, ma la maggior parte di esse suggerisce una
diminuzione nel tempo.

La prima analisi dei dati del Progetto "Pertosse” ¢ stata
effettuata per valutare l'efficacia assoluta dei vaccini nei
bambini con etd media di 23 mesi. Per questa analisi, la
sorveglianza ha tenuto conto degli episodi di tosse con
inizio fino al 31 dicembre 1994. Tale fase & stata chiamata
Stadio I del Progetto "Pertosse". Il periodo compreso tra il
1° gennaio 1995 al 30 novembre 1995 & stato chiamato
Stadio 1II, ed & stato disegnato per esaminare l'efficacia
relativa dei vaccini acellulari in condizioni ancora in cieco
inun periodo di alta incidenza, alivellonazionale. Nel 1996
le osservazioni sono proseguite con metodi inalterati, main
condizioni non cieche. Tale prosecuzione dello studio €
stata denominata Stadio III del Progetto "Pertosse" o Studio
PROPER.

La struttura generale per laraccolta dei dati e dei campio-
ni biologici nello studio PROPER & stata mantenuta e
riorganizzata nel 1996: in particolare, & stata mantenuta la
sorveglianza attiva continuativa della maggior parte dei
bambini che hanno originariamente ricevuto uno dei vacci-
ni antipertosse acellulari, & stato ricostituito un gruppo di
controllo di bambini non vaccinati che sono stati arruolati
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nello studio osservazionale, dopo verifica dell'assenza di
anticorpi per pertosse. Inoltre, & stata avviata un'ulteriore
valutazione dellarispostaimmune cellulo-mediata nei bam-
bini vaccinati con i prodotti acellulari in confronto ai
bambini non vaccinati che hanno contratto 'infezione da B.
pertussis confermata con metodi di laboratorio.

La prosecuzione del Progetto "Pertosse” nello Stadio III
ha ricevuto I'approvazione etica del comitato ad hoc istitui-
to presso I'ISS. Un "grant" dai National Institutes of Health
statunitensi copre circa il 65% delle risorse necessarie alla
conduzione dello studio. Il resto del finanziamento ¢ stato
richiesto all'ISS nel capitolo dei fondi 1% del 1996 (non
ancora disponibili) e alle regioni partecipanti (una regione
ha stipulato una convenzione con fondi 1996).

L'obiettivo primario del PROPER ¢ la valutazione del-
I'efficacia in epoca prescolare (fino ai sei anni di eta) della
vaccinazione eseguita nel primo anno di vita con i nuovi
vaccini antipertosse, che sono ora di largo uso in Italia. Di
fatto lo studio PROPER & I'unico studio al mondo in grado
di fornire dati scientifici in base ai quali decidere la neces-
sita e i tempi della somministrazione di dosi di richiamo dei
due vaccini acellulari antipertosse europei. I risultati del
PROPER quindi sono attesi anche a livello internazionale,
dato 1'acceso dibattito corrente circa i calendari e i vaccini
da adottare per la prevenzione della pertosse.

L'attivita prevista per il prossimo triennio, fino al 1999,
sara incentrata sulla sorveglianza della pertosse e su valuta-
zioni di immunogenicita e immunita cellulo-mediata a
distanza. Inoltre & allo studio la proposta di effettuare una
dose di vaccino come richiamo, in epoca prescolare, per i
bambini della coorte che a settembre 1998 inizieranno la
scuolaelementare. Tale offertadi vaccinazione, se eseguita
con vaccini omologhi aquelli utilizzati nellasperimentazione
iniziale, permettera la valutazione della reattogenicita alla
quarta dose di vaccino.
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Progetto

Valutazione della lettura
dei preparati citologici
cervico-vaginali mediante
analisi automatica

delle immagini

con PAPNET.

Progetto VALPAP
Responsabile scientifico:
Margherita Branca

E' stato dimostrato che programmi di screening ben
organizzati sono efficaci nel ridurre incidenza e mortalita
del cervico-carcinoma invasivo. Lo screening e in grado di
individuare le lesioni precorritrici del carcinoma cervicale
(SIL di basso grado e SIL di alto grado), prima che queste
possano evolvere in forme invasive. Componente fonda-
mentale dei programmi di screening & il monitoraggio
sistematico dell'accuratezza e riproducibilita diagnostica.
La lettura al microscopio & un processo complesso il cui
risultato dipende completamente dal giudizio umano. Daun
punto di vista tecnico la lettura prevede che i citologi e il
supervisore siano specificamente addestrati in centri accre-
ditati e competenti. Va sottolineata I'importanza della for-
mazione continua dei professionisti sanitari: a questo pro-
posito va sottolineata I'importanza dei "test di competenza"
periodici (aptitude test), che sono anche suggeriti da norme
europee. Testdi competenza sperimentati secondo le norme
CEE per citotecnici e per anatomopatologi nel campo della
citodiagnostica da screening (cervico-vaginale) sono gia
stati effettuati in numerosi paesi europei e anche in Italia,
presso |'Istituto Superiore di Sanita e alcune universita
italiane (Padova, Torino, Sassari, Napoli), con il patrocinio
dell' Associazione Italiana di Citologia (AIC), della Societa
Italiana di Anatomia Patologica e Citopatologia Diagnosti-
ca (SIAPEC) e dello European Community Training Project
for Cervical Cancer Screening (ECTP/CCS), ora divenuto
European Federation of Cytology Societies/Committee of
Quality Assurance Training and Education (EFCS/QUATE).

1l carico di lavoro per singolo citologo non dovrebbe
superare i 50 vetrini al giorno. Al lettore ¢ richiesta la
massima attenzione, soprattutto perché talora le cellule
anormali presenti in uno striscio sono relativamente scarse.

Numerosi studi hanno dimostrato come le diagnosi
citologiche possano presentare notevoli variazioni € come
a volte nei laboratori possa essere elevata la percentuale dei
falsi negativi (5-45%). Altri studi hanno dimostrato come la
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riproducibilita delle diagnosi tra laboratori diversi presenta
a volte indici kappa di concordanza piuttosto bassi.

1l raggiungimento di alti livelli di qualita diagnostica
citologica & possibile se vengono sistematicamente adottati
programmi di monitoraggio di qualita che tengono sotto
controllo le principali cause di errore: a) errore di tecnica di
prelievo; b) errore di allestimento del vetrino; c) errore di
prima lettura (screening); d) errore di supervisione.

11 controllo di qualita si distingue in "interno” ed "ester-
no". Il controllo di qualita interno si riferisce a tutte quelle
procedure di controllo che si attuano quotidianamente al-
l'interno del laboratorio, come il riesame dei negativi, il
confronto, nei casi positivi, delle diagnosi citologiche pre-
cedenti dello stesso soggetto, lacorrelazione cito-istologica
e il monitoraggio statistico delle diagnosi per singolo
citologo. Il controllo di qualita esterno si basa essenzial-
mente nella distribuzione di vetrini a piu centri e nel
confronto delle diagnosi sui medesimi vetrini.

Per quanto riguarda il rescreening dei negativi, la solu-
zione ottimale sarebbe il loro riesame totale, pratica piutto-
sto onerosa. A questo proposito & statasuggeritala revisione
casuale di una parte dei negatvi (10%): tale necessita €
piuttosto controversa. Si sostiene che la resa di questo
controllo (il numero di vetrini falsi negativi identificati) e
molto bassae che il tempo di lavoro del supervisore & troppo
prezioso per impiegarlo in questo modo. Al metodo della
revisione del 10% si preferisce attualmente, specialmente in
Gran Bretagna, il sistema cosiddetto della "revisione rapi-
da". Tutti i vetrini (con l'aggiunta eventuale di qualche
vetrino positivo "seminato”, vengono passati in rassegna
rapidamente a piccolo ingrandimento (obiettivo 10 X) per
un tempo medio di 30 secondi per vetrino da parte di tecnicl
appositamente addestrati.

Un rescreening totale dei negativi potrebbe essere effet-
tuato in alternativa col sistema automatico PAPNET. Il
PAPNET consiste di 2 sottosistemi indipendenti I'uno dal-
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I'altro e con funzioni distinte:

1) lo "scanner" localizzato in una stazione centrale di
analisi, che seleziona, in ciascun striscio cervicale, 2 set di
64 (128) campi di immagine o "formelle”, che vengono poi
registrate su nastro digitale.

2)la"review station", situatainun laboratoriodicitologia,
che viene utilizzata dal citologo per esaminare le formelle
in cui lo scanner ha riscontrato la presenza di cellule
anormali.

Alcuni autori, tra i quali Rilke, Kish, Slagel, Kharazi e
Mango, hanno pubblicato lavori di valutazione della sensi-
bilita e specificita del sistema nel rescreening degli strisci
cervico-vaginali.

I vantaggi del rescreening attuato con il supporto del
PAPNET possono essere cosi riassunti: 1) il citologo osser-
vaimmagini non pill in movimento, mastatiche, con minore
probabilita di commettere errori per stanchezza; 2) le cellule
anormali, provenienti da varie parti dello striscio, compaio-
no nelle formelle l'una accanto all'altra; 3) si attua un
risparmio di tempo per il rescreening, in quanto in una
giornata si possono esaminare un maggior NUMero di strisci.

11 progetto di ricerca multicentrico VALPAP, in fase di
attuazione, ha confermato questi aspetti positivi.

D'altra parte, da alcuni dati preliminari della spe-
rimentazione in corso risulta che il sistema PAPNET puo
presentare alcuni svantaggi: 1) impossibilita di eseguire la
scansione di tutto il preparato quando questo sia strisciato su
di un'area molto ampia che supera i limiti previsti dal
sistema, o quando esso sia in parte coperto dal codice a
barre; 2) difficolta di identificazione degli elementi anor-
mali in presenza di abbondante materiale ematico/necrotico
che sembra "accecare" il sistema; 3) talora i quadri presen-
tati nelle formelle PAPNET non corrispondono ai quadri
maggiormente significativi nel medesimo vetrino; si & no-
tato ad esempio, in alcuni casi, che quadri patognomonici di
infezione virale od altro si trovano nelle immediate vicinan-
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ze dell'elemento prescelto dall'apparecchio; 4) una certa
predilezione per la scelta degli artefatti, in particolare i
cosiddetti "cornflake"; 5) selezione preferenziale di campi
con molti leucociti e/o istiociti; 6) costi elevati.

Tl Progetto VALPAP & uno studio multicentrico promos-
so e coordinato dall'ISS, con finanziamento 1% del Fondo
Sanitario Nazionale. Partecipano al progetto 8 Centri di
riferimento di citopatologia, ciascuno fornito di stazione
PAPNET: 1) Department of Cytopathology and Cytoge-
netics, St. Mary Hospital Medical School, London; 2)
Servizio di Anatomia, Istologia Patologicae Citodiagnostica,
Universitadi Trieste; 3) Dipartimentodi Scienze Biomediche
e Oncologia Umana, Universita di Torino; 4) Servizio di
Anatomia Patologica e di Citopatologia, Ospedale S. Pietra
Ligure, Savona; 5) Servizio di Anatomia Patologica e di
Citodiagnostica, Ospedali Riuniti S. Chiara, Pisa; 6) Dipar-
timento di Medicina Sperimentale, I* Cattedra di Cito-
patologia, Universita "La Sapienza”, Roma; 7) Laboratorio
di Epidemiologia e Biostatistica, Unita di Citopatologia
cervico-vaginale, Istituto Superiore di Sanitd, Roma; 8)
Servizio di Anatomia Patologica e di Citopatologia, Uni-
versita Federico II, Napoli.

Partecipano, inoltre, 20 Laboratori pubblici selezionati
in modo casuale e rappresentativi delle varie regioni italia-
ne, sprovvisti distazione PAPNET: 1) Servizio di Anatomia
ed Istologia Patologica, USL 3, Foggia; 2) Servizio di
Anatomia ed Istologia Patologica, Ospedale "Maggiore
della Caritd", Novara; 3) Servizio di Anatomia Patologicae
di Diagnostica Istocitopatologica, Ospedale "Padre A.
Micone", USL 3, Genova; 4) Servizio di Anatomia Patolo-
gica, Ospedale Regionale Valle d'Aosta, Aosta; 5) Centro
Citologico, USL 5, Terni; 6) Centro Prevenzione Tumori,
Azienda Ospedaliera "S. Filippo Neri", Roma; 7) Servizio
di Colposcopiae Patologiacervico-vaginale, Azienda Sani-
taria 10, Camerino (Macerata); 8) Servizio di Anatomia
Patologica, Ospedale Grande degli Infermi, Viterbo; 9)
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Servizio di Anatomia Patologica, Azienda Sanitaria 9,
Sondrio; 10) Servizio di Anatomia Patologica, USL 28,
Vimercate (Milano); 11) Servizio di Anatomia Patologica,
Ospedale degli Infermi, Rimini; 12) Servizio di Anatomia
Patologica, Ospedale Civile di Palmanova (Udine); 13)
Servizio di Anatomia Patologica, Catania; 14) Servizio di
Anatomia ed Istologia Patologica, Presidio Ospedaliero
“Macedonio Melloni”, Milano; 15) Servizio di Anatomia
Patologica, Azienda Ospedaliera di Viareggio (Lucca); 16)
Servizio di Anatomia Patologica, Ospedale Civile S. Maria
delle Croci, Ravenna; 17) Servizio di Anatomiaed Istologia
Patologica e Citologia, Azienda USL 28, Cagliari; 18)
Servizio di Anatomia Patologica, USL 35, Castellammare
di Stabia (Napoli); 19) Servizio di Anatomia Patologica,
USL 2 di Gallipoli (Lecce); 20) Servizio di Anatomia
Patologica, Ospedale S. Giovanni e Paolo, USL 11, Vene-
zia.

Gli obiettivi del progetto possono essere cosi riassunti:
1) valutazione della sensibilita e specificita del sistema
PAPNET rispetto alle diagnosi effettuate con screening
convenzionale; 2) controllo della capacita del sistema com-
binato, lettura convenzionale pil lettura automatica, di
assicurare la riproducibilita diagnostica.

Rispetto a studi precedenti, il Progetto VALPAP mostra
le seguenti caratteristiche: a) € multicentrico, comprendente
2 tipologie di laboratori; b) & effettuata la lettura in cieco
(rispetto alle notizie cliniche e alladiagnosi originariamente
effettuata) dei vetrini al PAPNET e al microscopio; ¢)
prevede la revisione collegiale delle immagini dei preparati
"da rivedere", ove esista discrepanza.

E' stata adottata la seguente metodologia:

a) Scelta dei vetrini. Ciascuno degli 8 laboratori di
riferimento ha fornito 200 vetrini (170 negativi e 30 positi-
vi) e ciascuno dei 20 laboratori ASL ne ha forniti 75 (60
negativi e 15 positivi). Sono stati cosi raccolti 1.600 vetrini
consecutivi provenienti dagli 8 centri di riferimento e 1.500
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vetrini consecutivi provenienti dai 20 laboratori ASL scelti
in modo casuale. Il totale dei 3.100 vetrini € stato inviato ad
Amsterdam per la scansione.

b) Elaborazione della scheda standardizzata. Per la lettu-
ra al PAPNET & stata approntata un'apposita scheda stan-
dardizzata in cui sono elencati i motivi per la revisione al
microscopio ottico. La lettura al PAPNET e quella al mi-
croscopio ottico vanno riportate in codice nella classifica-
zione approntata secondo il sistema Bethesda.

Lo studio si svolge in tre fasi:

1) Fase di addestramento. Ogni laboratorio di riferimen-
to ha letto a rotazione 300 vetrini scelti consecutivamente.

2) Fase di lettura di screening. Ogni laboratorio di
riferimento sottopone al PAPNET "in cieco” rispetto alla
diagnosi originaria: 200 vetrini propri; 200 vetrini prove-
nienti da un altro laboratorio di riferimento; 375 vetrini
provenienti da 5 laboratori ASL, perun totale di 775 vetrini.
Ogni vetrino & classificato come "negativo" o "darivedere”.
Per ogni vetrino classificato "da rivedere" vengono specifi-
cati i motivi di tale decisione secondo le classificazioni
riportate nella scheda di risposta. Viene richiesta una dia-
gnosi provvisoria al sistema PAPNET per i vetrini "da
rivedere" prima di passare all'esame microscopico. Sia la
diagnosi provvisoria che quellaal microscopio sono classi-
ficate in base alle categorie diagnostiche della scheda.

3) Seconda diagnosi al microscopio. Tutti i preparati,
tranne i casi "negativi" alla diagnosi originale e al PAPNET
e i casi "da rivedere" non positivi per SIL sia alla diagnosi
originaria sia alla diagnosi del laboratorio partecipante,
verranno rivisti da un citopatologo degli 8 centri di riferi-
mento, "in cieco" rispetto alla diagnosi iniziale e alla dia-
gnosidel laboratorio partecipante. In casodi discordanzatra
le diagnosi, il preparato verra rivisto indipendentemente da
un secondo citopatologo e quindii3 citopatologi cercheran-
no di raggiungere una diagnosi di consenso.
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Alla fine dello studio verranno effettuate analisi statisti-
che, al fine di valutare sensibilita e specificita della lettura
dei preparati citologici cervico-vaginali mediante analisi
semiautomatica delle immagini con PAPNET in rapporto
alla lettura convenzionale al microscopio.

In conclusione, in un laboratorio di citopatologia & indi-
spensabile I'adozione di sistemi di controllo di qualitaintra-
e interlaboratorio.

Va sottolineato come l'utilizzo attuale del sistema
PAPNET per la revisione dei negativi e quindi come meto-
dica di controllo di qualita & possibile a due condizioni:
conoscenza approfonditae grande esperienzacitopatologica
del lettore al microscopio ottico; b) esperienza e confidenza
di lettura al PAPNET, raggiungibile solo con un periodo di
addestramento al video di almeno 300-500 campioni.

La sperimentazione proposta approfondirae chiarira, nel
suo prosieguo, altri aspetti dell'utilizzodel sistemaPAPNET
(ad esempio l'utilizzo in prima istanza come screening
primario).
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ALLEGATO 1.
Elenco delle pubblicazioni 1995

Le pubblicazioni, in ordine alfabetico per autori,
sono suddivise per sottoprogetti
nell'ambito dei Progetti d'Istituto cui afferiscono.

145



Isriruro
UPERIORE
di SANITA'

Progetto:
Ambiente
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