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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES
1.1. Rendszertani besorolas, altalanos morfoldgiai jellemzés

A papillomavirusokat (PV) klasszikusan a Papovaviridae csalddba soroltdk (a papovavirus a
»papillomavirus”, a ,,polyomavirus” és a ,,majmok vakuolizdl6 virusa” kifejezések elsé két
betliibdl szarmazé mozaikszo) [57]. A papillomavirusok és a polyomavirusok kozotti 1énye-
ges strukturdlis (viruskapszid datmérdje, DNS hossza) és genetikai (jelentés DNS homoldgia
hidnya, transzkripcio irdnya, stb) kiillonbségek miatt azonban a Nemzetk6zi Virustaxondmiai
Bizottsdg (International Committee on the Taxonomy of Viruses; ICTV) a papillomavirusok

szamara 6nallé Papillomaviridae csaladot hozott 1étre [29].

A csalad éltalanos morfoldgiai jellemzdi: 1. a kb. 8000 bp-bdl all6 cirkuldris kettdsszalia DNS,
melynek csak egyik szalardl torténik transzkripcid; 2. ikozahedralis szimmetridji, 52-55 nm

atmérdji, 72 kapszomerbdl 4ll6 kapszid. Peplonnal nem rendelkeznek.

A papillomavirusokat — a gazdaszervezet szempontjabol — kifejezett fajspecificitas jellemzi,
elsésorban magasabb rendii gerinceseket (emldsok, madarak) betegitenek meg. A
fajspecificitds elnevezésiikben is megjelenik: pl. human papillomavirus (HPV), szarvasmarha
(bovine) papillomavirus (BPV), amerikai iireginyual (cottontail rabbit) papillomavirus
(CRPV), stb. Cellularis tropizmusmuk is kifejezett, produktiv fertdzést a bor és a nyalkahar-

tydk tobbrétegli laphdmjaban hoznak 1étre (epitheliotropizmus) [57].

A papillomavirusoknak 2004-ben 118 — teljesen szekvenalt genommal rendelkez6 — genotipu-
sat ismerték. Filogenetikai klasszifikacidjuk az ICTV ajdnldsa szerint, a genom legkonzerva-
tivabb régigjaban (L1 ORF) a nukleotid szekvencia dsszehasonlitdsa alapjan torténik nemzet-
ségekbe (genus), egy nemzetségen beliil fajokba (species), egy fajon beliil tipusokba, egy ti-
puson beliil altipusokra és egy altipuson beliil varidnsokra. Két tipus esetén az L1 ORF

nukleotid szekvencidja legalabb 10 %-ban kiilonbozik [29, 82].

Mir itt érdemes megemliteni a HPV tipusok epidemioldgiai klasszifikaciéjat. A genitalis
tractusban mintegy 40 HPV tipus okoz infekci6t: a cervix carcinomdban a malignus betegség-
ben nem szenvedd kontrollokhoz képest 1ényegesen gyakrabban detektdlt tipusokat magas
onkogén kockazati (high-risk), a carcinomékban €s a kontrollokban azonos prevalencidjui ti-
pusokat alacsony onkogén kockéazati (low-risk) tipusoknak nevezziik [56]. Az epidemioldgai

klasszifikaciot az 1. tablazatban mutatom be.



Magas onkogén kockazatu 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Valésziniileg magas onkogén kockazatu 26, 53, 66
Alacsony onkogén kockazatu 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 89

1. tablazat. A HPV tipusok epidemiolégiai klasszifikaci6ja. Hoory T, Monie A, Gravitt P, et al.
Molecular epidemiology of human papillomavirus. J Formos Med Assoc 2008;107:198-217. 3.
tablazatanak médositasaval) [56]

1.2. A virusgenom és az altala kédolt proteinek funkcidja

A virusgenom dontd tobbségét fehérjekodold génszakaszok (nyitott leolvasési keretek, open
reading frame; ORF) alkotjdk (1. 4bra). Ezeket két csoportba soroljuk aszerint, hogy
expresszidjuk a virus életciklusanak korai (early; E) vagy késdi (late; L) fazisaban torténik-e.
Az E régi6 mintegy 4000 bp, az L régié 3000 bp hosszi. Van a genomnak egy kb. 1000 bp
hosszud, fehérjét nem kodold szakasza is
(noncoding region; NCR), melyet funkcidi
alapjan felsé szabdlyz6 régionak (upstream
regulatory region; URR) vagy hosszu sza-
balyz6 régionak (long control region; LCR)
is neveznek. Itt a virus replikdcidjanak ori-
gbja, valamint a virusgenom transzkripcid-
jaban kulcsszerepet jatszé E2 virdlis protein
€s cellularis transz-kripcids faktorok koto-

helyei taldlhatok [57]. Az aldbbiakban az E

€s L proteinek funkcidit ismertetem, az
zekkel k 1 ismereteink n rész
1. abra. A BPV-1 genomija. Knipe D, Howley P (szerk). ezekiel kapesolatos Ismerete agy resze

Fields Virology 4th Ed. Lippincott-Raven, BPV vagy HPV tipusokon végzett in vitro
Philadelphia, 2001; 2231-2264. 3. &bra

felhasznalasaval kisérleteken alapul.
A kb. 600 aminosavbdl dll6 E1 protein a virusreplikdcié sordn az inicidcidban és az
elongécidban jatszik szerepet. DNS-ko6té doménje révén kapcsolddik a replikdcids origéhoz.
Ezt a kapcsolatot — az origéhoz kozeli sajat DNS-kotohelyekkel rendelkezo - E2 protein stabi-
lizélja [81]. Az E1 protein DNS-fiiggd ATPaz és helikdz aktivitassal rendelkezik. A cellularis
DNS-polimeraz alfa-primézzal kapcsolédva képes a gazdasejt DNS replikdcidjdnak inicidcios
mechanizmusait a virus replikédcids origdjara ,,toborozni”. Az utébbi interakcié azért kiillono-

sen fontos, mert a papillomavirusok nem rendelkeznek sajait DNS-polimerdzzal. Az E1 prote-
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innek az S-fazis-specifikus ciklin E-Cdk2 komplexhez torténd kotddése felel a PV genom

sejtciklus-fiiggd replikacidjaért [25].

A tobb mint 400 aminosavbdl 4ll6 teljes hosszisdgi E2 protein egy szekvencia-specifikus
DNS-ko6td doménbdl és az N-termindlis végén egy transzaktivator és E1-k6td funkcidval ren-
delkezé doménbdl dll. A PV genomban 1év6 kotdhelyeinek lokalizdcidja hatdrozza meg azt,
hogy — azokhoz kotddve — a transzkripcié sordn aktivatorként vagy represszorként viselkedik.
A represszor funkciora j6 példa a HPV 16 és 18 korai promotereinek kozelébe torténd kotodé-
se és ezdltal a késObb részletezendd E6 és E7 proteinek transzkripcidjanak gatldsa [12, 24].
Az El proteinnel dtmeneti komplexet képezve a replikécié inicidcidjaban jatszik szerepet. A
mitdzis telofazisa sordn részt vesz a PV plazmidnak a cellularis kromoszémékhoz kotdédésé-
ben, ezéltal eldsegiti a virusgenom bejutdsit az utddsejtek magvédba. Utobbi funkcid a virus-

genom fenntartdsa (maintenance) szempontjabol fontos [10].

Az E4 protein — bar ORF-je a korai régidban van — a produktiv virusinfekcié késdi fazisdban,
az epithelium felsd, differencidlt rétegeiben detektalhat6. Vélhetden a virion sejtbdl torténd

kijutdsdban jatszik szerepet a cytokeratin hal6zat 6sszeomldsa révén [103].

Az aldbbiakban ismertetett ES, E6 és E7 proteinek — a magas onkogén kockézatud tipusok ese-

tén - transzformal6 hatasadak.

Az ES protein primer célpontja BPV 1 esetében a thrombocyta eredetii novekedési faktor
(platelet derived growth factor; PDGF) B receptor aktivéldsa, fibropapillomdkban vélhet6en
epidermalis ndvekedési faktor (epidermal growth factor; EGF) receptorat (EGF-R) aktivdlja
ill. annak degradécidjat késlelteti fibroblastokban, génje azonban HPV pozitiv carcinomakban

nem expresszalodik [122].

A mintegy 150 aminosavbdl 4ll6 HPV E6 onkoprotein — magas és alacsony onkogén kocka-
zatu tipusok esetén egyarant — transzkripcié-aktivalé hatdssal rendelkezik. A magas onkogén
kockdzati tipusok esetén észlelt transzformdlé hatdsdt azonban elsésorban a p53
tumorszupresszor protein gdtldsa révén fejti ki. A pS53 protein egy szekvencia-specifikus
transzkripcids aktivdtor, mely a genotoxikus €s citotoxikus ingerekre adott sejtvdlasz szaba-
lyozasaban jatszik kulcsszerepet. A sejtciklusban a GI1-S fazis atmenetet a p21 ciklin-

dependens kindz inhibitor transzkripciéjanak fokozasa révén gétolja. A sejtciklus gétlasa teszi



lehetdvé a DNS karosodast javité mechanizmusok hatékony miikodését. A p53 protein — mas-
feldl — az apoptdzisban szerepet jatszd gének transzkripcidjat fokozza [135]. A sejtkérositd
ingerekre adott végeredmény igy a sejtciklus gatldsa vagy apoptdzis lehet. A magas onkogén
kockdzati HPV tipusok E6 proteinje ubiquitin-fiiggd proteolizis révén a p53 protein szintjé-
nek gyors csokkenését eredményezi [106]. Az E6 protein azonban p53-independens transz-
formal6 hatéssal is rendelkezik. Az utébbi években szamos cellularis target molekuldjat irtdk

le, ezek funkcidja részben még ismeretlen [57].

Az alacsony onkogén kockézatu tipusok E6 proteinje nem fokozza a p53 protein degradicid-
jat, azonban szelektiven befolyédsolja annak egyes specifikus — a fert6zott sejtek proliferaciéjat
gatld vagy apoptosist indukdlé — funkciéit. Az alacsony onkogén kockédzati E6 protein is
csokkenti a sejtciklus reguldcigjdban fontos p21 ciklin-dependens kindz inhibitor

expresszidjat [36].

A magas onkogén kockazati HPV E7 onkoprotein {6 cellularis targetje a retinoblastoma
tumorszuppresszor protein (pRB). A pRB protein aktiv, hipofoszforildlt formdjdban az E2F
cellularis transzkripcids aktivator proteinnel képez represszor komplexet, ezaltal géitolja a
sejtciklus G1-S fazisdnak atmenetét. A pRB — ciklin-dependens kindzok éaltal torténd —
foszforilacidja kovetkeztében a pRB-E2F komplex disszocidl és az E2F ismét aktivatorként
miikddve elosegiti a G1-S fazis atmenetet. A magas onkogén kockéazatu HPV tipusok E7 pro-
teinje a pRB hipofoszforildlt formdjaval képez komplexet, elésegitve annak degradacidjat
[14]. Megjegyzendd, hogy az alacsony onkogén kockazati tipusok E7 proteinjének pRB ko-
tOhelye egyetlen aminosavban kiillonbozik a magas onkogén kockézatd tipusokétdl, azonban
pRB kot6 képessége mindossze tizede a 16-os és a 18-as tipusénak [105]. Az E7 protein to-
vabbi cellularis targetekhez is kotddik, ezek koziil — az ugyancsak a sejtciklus szabdlyozasa-
ban szerepet jatsz6 — p21ciklin-dependens kindz inhibitorra kifejtett gatlé (azaz ezen az dton

is a sejtciklust aktivald) hatasit emelem ki [45].

A késoi proteinek expresszidja csak produktiv virusinfekci6 esetén észlelhetd. Az 55 kD L1 a
fé6 kapszid protein, ennek 72 pentamerje alkotja a kapszidot. A papillomavirusok
immundominéns neutralizalé epitdpjai ezen a fehérjén helyezkednek el. A 70 kD L2 protein
az L1 pentamerek egy részéhez kapcsoldédva a virusgenom enkapszidicidjdban jatszik szere-

pet [74].



1.3. A papillomavirusok életciklusa

Produktiv infekci6é. A papillomavirusok életciklusa igen szorosan kotddik a tobbrétegii lap-
ham sejtjeinek differencidlédasi folyamatdhoz. A virion — akdr mikroszkopikus méretli hdm-
sériiléseken at — a stratum basale mitoticus aktivitdssal rendelkezd hamsejteit fert6zi. Ezen
sejtekbe vélhetden nem hamspecifikus felszini receptorokhoz kétddve jut be a virus. A sejt-
magba keriil6 és fehérjeburkatél megszabadul6 (dekapszidacid) virdlis DNS genomja el6bb
kis képiaszamban amplifikdlédik. Ezt a képiaszam fenntarté dllapota (maintenance) koveti,
ekkor a replikacio a sejtciklussal szinkron (atlagosan 1 alkalom / sejtciklus) zajlik. A kdpia-
szam tobb sejtgenerdcion at relative dllandé marad. A nagyszdmu képiat eredményez6 vegeta-
tiv DNS replikacié csak a termindlisan differencidlt hdmsejtekben észlelhetd, az ezt aktivalo

faktorok jorészt ismeretlenek [57].

A replikdcidéhoz hasonldéan az E és L ORF-ek transzkripcidja is a hamsejtek differencidléda-
sdval szinkron torténik. A mélyebb (basalis €s parabasalis) hamrétegekben csak korai ORF-ek
transzkriptjeit irtdk le a szovettani metszetekben a megfeleld6 mRNS-sel komplementer prébat
alkalmazé ISH (in situ hibridizacié) sordn. A strukturdlis proteineket kédolé L gének
expresszidja csak a stratum spinosum felsd részE€tdl a felszinig detektdlhaté [9]. A virionok
osszeszerelddése intranuclearisan torténik. Erett virionok a stratum granulosum (t5bbrétegii
elszarusod6 laphdm esetén) és a stratum planocellulare teriiletén l4thatdk, kiszabaduldsuk a
sejtbol a hamfelszinen torténik. A virion kiszdraddsra rezisztens, fert6zoképességét a kiilvi-

lagban hosszu ideig megorzi [57].

Latens és szubklinikai HPV infekcid. Latens infekcié esetén a HPV DNS normadl szévettani
struktdrdji hamban detektdlhatd, szubklinikai infekcidé esetén a HPV DNS pozitivitds mellett
a HPV fert6z€és enyhe hisztopatoldgiai jelei jelentkeznek [27]. A cervicalis HPV fert6zések
legnagyobb része latens vagy szubklinikai, az incidencia becsiilt értéke az USA-ban 10 millié
f6/év, 90 %-uk azonban 2 éven beliil spontan elimindlédik [56, 107]. A latens HPV fert6zés
legszembetiindbb példdjat azonban a recidiv respiratoricus papillomatosis adja: a remisszid-
ban 1év0 beteg szovettanilag ép 1éguti nyédlkahartydiban perzisztdl6 virus DNS az akér évekkel

késobbi recidiva forrasa lehet [120].
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1.4. A virusgenom fizikai allapota

Az intakt, cirkuldris, extrakromoszomalis virusgenomot episzémalisnak nevezziik, ennek
struktirdjat a korabbiakban részleteztem (1. dbra). Az episzomadlis virusgenom elsOsorban a
HPV-asszociélt benignus bor- és nyédlkahartya laesidk, tovdbbd az enyhe cervicalis dysplasidk

jellegzetessége.

A sulyos dysplasidk és az invaziv carcinomdk tobbségében a virusgenom felhasad és a gazda-
sejt kromoszomalis DNS-ébe integralddik [74]. A felhasadds dontéen az E1 vagy az E2 ORF
teriiletén torténik, az integracié sordn hosszabb-rovidebb génszakaszok delécidja kovetkezhet
be [110]. Az integrici6 kovetkezménye az E1 és E2 proteinek expresszidjanak és igy az E6 és
E7 gének transzkripcids reguldcidjanak a megsziinése [8, 110]. A virusgenom integracidja a
gazdasejt DNS-ének transzkripciondlisan aktiv, nem specifikus helyein torténik, és altalaban
az E6 és E7 gének fokozott expresszidjaval, mRNS-iik fokozott stabilitdsaval jar [58]. A bi-
zonyos protonkogének (c-myc, jun-B) kozelébe torténd integracié azok fokozott expresszidjat
okozhatja [21, 39]. Az integricié tehdt — bar nem abszolut feltétele a carcinogenesisnek — an-

nak tobb tdmaddsponton is része lehet.

1.5. A human papillomavirusok mint tumorvirusok

A humén papillomavirusok — szigoru epitheliotropismusuknak megfelelden — az emberi szer-
vezet borének és nydlkahartydinak tobbrétegli laphdmjaiban okoznak benignus proliferaciot,
azonban szamos lokalizdciéban malignus epithelialis tumorokban is detektalhatok. A bor leg-
gyakoribb HPV-asszocidlt betegségei a kovetkezdk: verruca vulgaris (HPV 2, 4), verruca
plantaris (HPV 1), verruca plana (HPV 3, 10, 28, 41), mozaik szemdlcs (HPV 2) és
epidermodysplasia verruciformis (a malignus degenerdciéra hajlamos barndsvoros
plakkokban HPV 5, 8) [74]. A nydlkahartydk legfontosabb HPV-asszocidlt betegségeit a 2.

tablazatban részletezem.
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HPV tipus

Asszocialt tumor

Anogenitalis régio

Osszes genitalis HPV

6, 11

6,11, 16, 18, 31, egyéb

16

6, 11

16, 18, 31, 33, 45, 56, egyéb*
16

Szubklinikai fert6zés

Exophyt condyloma, barmely lokalizacid
Lapos condyloma (&ltaldban cervix)
Bowenoid papulosis
Buschke-Léwenstein tumor

Cervix carcinoma

Vulva carcinoma

16 Penis carcinoma
Fej-nyaki régio
13, 32 Focalis epithelialis hyperplasia (szajlireg)
6,11, 16 Genitalis HPV altal okozott infekcié (szajlireq)
2 Ajak laesio
16 Oropharynx (els6sorban tonsilla), szajiregi és gége carcinoma
6, 11 Recidiv respiratoricus papillomatosis
6, 11 Conjunctivalis papilloma

2. tablazat. A nyalkahartyak legfontosabb HPV-asszocialt betegségei (Hoory T, Monie A, Gravitt P, et
al. Molecular epidemiology of human papillomavirus. J Formos Med Assoc 2008;107:198-217. 2.
tablazatdnak médositasaval) [56]. * lasd az 1. tablazat adatait

Legismertebb a HPV fertézéseknek a cervix carcinoméval torténd szoros asszocidcidja, mely
ebben a lokalizaciéban bdven kimeriti az etioldgiai kapcsolat fogalmat. A HPV cervicalis

carcinogenesisben betoltott szerepét az aldbbi érvek tdmasztjak ala.

Molekularis epidemioldégai érvek. Az invaziv carcinoma kialakuldsat a cervix transzforma-
ciés zondjaban eldbb asymptomaticus HPV fertdzés, majd tn. squamosus intraepithelialis
laesio (SIL) el6zi meg. Utdbbit a citolégiai Bethesda-rendszer szerint alacsony fokud (low-
grade; L-SIL, szovettani megfeleldje a condyloma €s enyhe dysplasia) és magas fokd (high-
grade; H-SIL, szovettani megfeleldje a kozepes és stlyos dysplasia, valamint a carcinoma in
situ) tipusra osztjuk. Az évekig tarto, progressziv folyamat sordn HPV tipusok - prospektiv
vizsgdlatokkal igazoltan - végig detektdlhatok, és jellemzo a magas onkogén kockdzatu tipu-
sok egyre magasabb prevalencidja. A legtobb SIL spontdn visszafejlodik, a dysplasia fokozé-

daséaval azonban a regresszi6 valdszinlisége egyre kisebb [107].
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Az invaziv cervix carcinomdk tobb mint 90 %-a HPV pozitiv: a laphamrdkokban (az 0sszes

eset 85 %-a) a HPV 16, az adenocarcinomakban a HPV 18 a leggyakoribb tipus.

Molekularis biolégiai érvek. A HPV indukalta carcinogenesis in vitro leirt kulcseseményei
(a virusgenom integracidja, a transzformal6é E6 és E7 ORF-ek expresszidja, az E6-p53 és az

E7-pRB interakcié kovetkezményei) in vivo is igazolhatdk.

Végezetiil megjegyzem, hogy magas onkogén kockdzati HPV DNS jelenléte esetén a cervix
carcinoma relativ kockdzata nagyobb, mint a dohdnyzdkban kialakulé tiidoéraké [43]! A HPV
infekcié azonban 6nmagdban nem elégséges feltétele a cervix carcinoma kialakuldsanak, ah-
hoz a tobblépcsOs carcinogenesis elmélete alapjan mas cellularis események is sziikségesek

[74].

1.6. Human papillomavirusok fej-nyaki carcinomakban

Definicié. A ,fej-nyak” fogalma sajnos nem egységes. Kiilonb6z6 anatomiai lokalizaciok tar-
toznak ide: ajak, szdjiireg, az orr és mellékiiregei, orrgarat, szajgarat, algarat, gége, nyeldcso,
nyalmirigyek, valamint a nyak és a fiil lagyrészei [125]. Szdmos szerz0 — bar fej-nyak
carcinomdrdl ir — nem részletezi az 4dltala ide értett lokalizaciokat. Leggyakrabban a szdjiireg,
az oropharynx, a hypopharynx és a gége daganatait soroljdk a fej-nyaki daganatok kozé [55,
67, 125].

A fej-nyaki rosszindulatd daganatok elsopré tobbsége epithelialis eredetli, ezen beliil a
laphamrdk a leggyakoribb: a szdjiireg és a garat malignus tumorainak 90 %-a, a gége

malignus tumorainak 95 %-a carcinoma planocellulare [101, 125].

Epidemiolégia. A fej-nyaki régié carcinomadi elsésorban magas incidencidjuk és mortalitasuk
miatt jelentenek dlland6 kihivast az orvoslds szdmara. A globdlis incidencia (100 ezer fore
vonatkoztatva) garatrdk esetében férfiakban 3,3 eset, ndkben 0,6 eset; gégerdk esetében férfi-
akban 4,7 eset, nékben 0,6 eset [125]. 2002-ben vildgszerte mintegy 123 ezer oro- és
hypopharynx rdkot és 161 ezer gégerdkot észleltek, a fej-nyaki régié leggyakoribb tumoranak
azonban 267 ezer Uj esettel a szdjliregi rdk bizonyult [88, 125]. A férfi-n ardny a gége
laphdamrékja esetében a legkifejezettebb: 7:1. A garat- és gégerdkok incidencidjdban jelentds
teriileti eltérések észlelhetOk, utobbi esetében a hagyomdnyosan magas incidencidju Dél-

Eurépa (férfiakban 10,9 eset, ndkben 0,6 eset / 100 ezer £f6) mellé az utébbi évtizedekben Ke-
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let-Eurdpa is felzarkézott (férfiakban 9,2 eset, ndkben 0,4 eset / 100 ezer f0), az incidencia
azonban a fejlodd orszdgokban is nd [92]. A gyakran késoi diagndzis és a — fdleg az oro- és
hypopharynx, valamint a supra- és a subglottis esetében jellemzd — gyakori metastasisok miatt
a mortalitds is jelentds: 2005-re vilagszerte 228 ezer szdjiiregi €s garatrdkos, valamint 101

ezer gégerdkos haldlesetet becsiiltek [54, 125].

Hazadnkban a Nemzeti Rékregiszter adatai szerint 2005-ben 1176 férfiban és 223 ndben
diagnosztizaltak gégerdkot, a Demografiai Evkonyv szerint a betegségben 500 férfi és 59 né
hunyt el (forrds: Az Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokollja a gégedaganatok
ellatasar6l, www.eum.hu). A szdjireg- és garatrdk 2003-ban regisztralt eseteinek szdma
(egyiittesen) kozel 3000 volt. A tiid6-, a colorectalis, az emld- és a prostata carcinoma utin ez
volt az otodik leggyakoribb rosszindulati daganat. Incidencidja az ismert adatok szerint
Magyarorszagon a legmagasabb az egész vilagon! A mortalitas 2003-ban 15,5 eset / 100 ezer
6 volt, kozel négy évtized alatt csaknem az 6tszordsére nott [59].
Rizikofaktorok. A két legfontosabb rizikofaktor a fej-nyaki carcinomdk esetében a
dohédnyzds €s a tdlzott alkoholfogyasztds. Szakirodalmi adatok szerint a gégerdk relativ
kockédzata er6s dohanyzds (>20 szal cigaretta/nap) esetén 1,37-59,7 kozott, tdlzott
alkoholfogyasztds (>100 g alkohol/nap, ,,heavy drinker”) esetén 3,0-10,4 kozott van, egyiittes
fenndllas esetén a két hatds szinergista jellegli [98, 125]. Oropharynx tumorok esetén ez a
relativ kockdzat mindkét rizik6faktor esetében kevésbé Kkifejezett [55]. A fej-nyaki
laphdmrdkok mintegy 15-20 %-a azonban ezen két {0 rizik6faktor hidnydban alakul ki [98].
A human papillomavirusok jelenléte ¢s etioldgiai szerepe fej-nyaki carcinomékban elvileg
tobb okbdl is felvetddhet:

1. a cervix uteri-hez hasonléan ebben a régidban is tobb helyen taldlhaté tn.

squamociliaris junctio (tobbrétegli el nem szarusod6 lapham és egyrétegli hengerham

atmenete); mely a HPV fert6zések predilekcids helye [125]

2. a fels6 1égutak — elsdsorban a gége — nyalkahartydja valéban fogékony bizonyos HPV

tipusok éaltali fertézésre, amint azt a recidiv respiratoricus papillomatosis (RRP) is

mutatja;

3. a HPV dltal okozott 1éguti papillomdk egy része malignus degenerdcidt mutat.
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A fej-nyaki régié benignus €s malignus betegségeiben 1983-ban detektdltak eldszor human
papillomavirusokat [123, 124]. Arra a megfigyelésre alapozva, hogy a fej-nyaki papillomék és
carcinomdk szovettani vizsgalatakor esetenként HPV fert6zésre specifikus cytopathids jelek
(elsdsorban koilocytosis) lathatok, Syrjanen és mtsai egy orriiregre és arciiregre terjedd
papillomat, valamint 40 szdjiiregi carcinomat vizsgaltak meg immunhiszokémiai mddszerrel:
a papillomaban és 16 carcinomdban nuclearis elhelyezkedésii HPV antigéneket detektaltak
[123, 124]. Az ezt kovetd években tobb szerz6 mutatott ki HPV DNS-t szdjiliregi, garat- és
gégerdkokban hibridizaciés mddszerekkel (ISH, Southern-blot hibridizaci6; SBH), a
kutatdsoknak azonban a 90-es években a polimerdz ldncrekcié — mint szenzitiv és specifikus
DNS detektdlasi médszer - széles korti elterjedése adott dj lendiiletet [116]. A kiilonféle DNS
detektalasi technikdkkal azonban kaotikus eredmények sziilettek: a szdjliregi és garatrakok,
valamint a gégerdkok esetében is 0 és 100 % kozotti HPV DNS pozitivitdsi ardnyokat
kozoltek [54]. Ezek az o6ridsi kiilonbségeket nem lehet pusztan a vizsgédlt populdcidk
kiilonbségeivel, valamint az eltérd mintavételi és DNS detektdldsi médszerekkel magyarazni.
Joval egységesebb a szakirodalom abban a tekintetben, hogy a HPV tipusok koziil minden fej-
nyaki lokalizdciéban a magas onkogén kockizati HPV 16 a leggyakoribb [67, 116].
Konszenzus van abban a tekintetben is, hogy a HPV DNS leggyakrabban az oropharynxban,
azon belill is a tonsilla palatina nyalkahértydjdban detektalhat6 [67, 116, 125].

A HPV DNS detektdldsa azonban 6nmagdban nem egyenld annak a carcinogenesisben
betoltott in vivo etioldgiai szerepével [23, 54, 67]. Az oki kapcsolat igazoldsdhoz a legtobb
szerzO szerint a HPV DNS kimutatdsa mellett még legalabb két esemény sziikséges: 1. a
virusgenomnak a gazdasejt kromoszémalis DNS-ébe torténd integracidja; 2. a transzformalo
E6 és E7 gének expresszidja, azaz az E6 és E7 mRNS detektéldsa [7, 54, 55, 116, 133, 134].
Az els6 esemény azonban — csakigy mint a cervix carcinoma esetében - nem abszoluit feltétel,
ugyanis tonsilla- és gégerdkban is a HPV DNS episzomélis fizikai dllapota mellett is irtak le
E6 ¢és E7 expressziot [117, 134]. Ugyanazon fej-nyaki carcinomakbdl szarmazd
szovetmintdkban — a DNS és az RNS integritdsdnak ellendrzése utan - HPV E6 és E7
transzkriptek 1ényegesen ritkdbban fordultak eld, mint virus DNS-e [133]. A HPV genom fej-
nyaki tumorokban episzomadlis és integralt fizikai allapotban egyarant el6fordulhat, sot a
kétféle fizikai allapot egyidejii jelenlétét is leirtak [65, 78, 117, 134].

Egyes szerzOk szerint az oki kapcsolat igazolasdnak tovdbbi feltétele a vad tipusd p53 gén
jelenléte, azaz a p53 mutacid kizdrdsa, mivel a magas onkogén kockazati HPV tipusok E6
proteinje az intakt p53 tumorszupresszor proteinnel képez komplexet [55, 133]. A vad tipusd
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pS53 protein megléte magyardzhatja a HPV pozitiv oropharynx tumorok egyes
tanulmdanyokban leirt fokozott sugarérzékenységét is, mivel a vad tipusa p53 protein HPV E6-
medidlt degraddcidja funkciondlisan nem egyenértékli a p53 génmuticié okozta
funkcidvesztésével [73, 127]. A p53 génmuticié és a HPV DNS pozitivitds azonban mas
kozleményekben éppen szimultdn jelentkezett vagy nem igazolddott kozottiik kapcsolat [133].
Ujabb érv lehet az oki kapcsolat mellett a HPV DNS, valamint az E6 és E7 mRNS jelenléte az
aktiv E6 és E7 expresszidt mutatd tumorok attéteiben [133].

A virusgenom képiaszamaval fej-nyaki carcinomdkban kevés tanulmany foglalkozik. Alta-
laban igaz, hogy a fej-nyaki carcinomdk HPV DNS koépiaszdma alacsonyabb, mint a cervix
carcinoméé [125]. Az egyetlen kivétel a tonsilla carcinoma lehet, ahol a HPV DNS képiasza-

ma 0sszemérheto a cervix carcinomaval [54].

A HPYV fertozés forrasa vitatott. Férfiakban az els6 szexudlis aktus korabbi idépontja, a sze-
xudlis partnerek szdma és az anamnézisben szerepld genitalis HPV infekci6 novelte a szdjiire-
gi carcinoma kialakuldsdnak esélyét [109]. Az anogenitalis régi6 HPV-asszocidlt rdkjainak
egyidejli fennéll4sa a tonsilla carcinoma relativ kockdzatat 4,3-szeresére novelte [44]. Ezek az
eredmények — kiilondsen a szdjiiregi carcinomdra vonatkozok — orogenitalis transzmisszid

mellett sz6lnak.

Természetesen felvetddott az igény a HPV pozitivitas és a betegek klinikai, valamint pato-
l6giai paraméterei kozotti osszefiiggés vizsgalatara: életkor [4, 48, 92, 116], nem [127], do-
hanyzas [4, 7], alkoholfogyasztas [7], lokalizéci6 [7, 55, 80, 98, 116, 127], TNM stadium [15,
65] és differencialtsagi fok [7, 134]. Lényegesen kevesebb tanulmany foglalkozik a HPV sta-
tusz (pozitivitds, tipus, fizikai allapot, kopiaszam) prognosztikai értékével [23, 78, 92]. Az
eredmények mind a klinikopatolégiai, mind a prognosztikai paraméterek esetében ellentmon-

dasosak.

Hazéankban €s a hazai szakirodalomban Szentirmay és mtsai vizsgaltdk fej-nyaki laphdmrakok
HPV pozitivitasat, az egyes HPV tipusok megoszlisat, a HPV 16 tn. eurdpai (E6 L83V) vari-
ansanak jelenlétét, valamint a HPV pozitivitdsnak a klinikopatolégiai paraméterekkel torténd
kapcsolatat [127]. Az északkelet-magyarorszagi lakossdg szdjiiregi carcinomdinak rizik6fak-

toraival — tobbek kozott a HPV tipusok jelenlétével — Nemes és mtsai foglalkoztak [87].
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1.7. Recidiv respiratoricus papillomatosis (RRP)

Definicio. A RRP a felso 1égutak leggyakoribb benignus tumora. Makroszkopos megjelenését
tekintve a légutak 1ényegében barmely részén kialakulé exophyt, pendulélt vagy sessilis, sze-
molcsds-bolyhos felszinii novedékek [32]. A leggyakoribb lokalizdcié a gége, mely az esetek

tobb mint 90 %-4ban érintett, és gyakran ez az egyetlen érintett régi6 [60].

Epidemiolégia. A RRP-re bimodalis kormegoszlas jellemz6: az elsé tiinetek leggyakrabban
1-5 éves kor kozott, valamint 20-30 éves kor kozott jelentkeznek. Ez alapjan tehat juvenilis
kezdetii (J-RRP) és egy felnottkori (adult) kezdetii (A-RRP) formét kiillonboztetiink meg
[137]. A juvenilis és az adult forma €letkor alapjin torténd definidldsa a szakirodalomban nem
egységes, bar a legtobb szerzd 12 éves kor eldtt észlelt tiinetek esetén egyértelmilen J-RRP-
r6l, 20 éves kor felett jelentkezd elso tiinetek esetén egyértelmiien A-RRP-r6l besz€l [32, 62,
91]. Az USA-ban a J-RRP éves incidencidja 4,3 eset /100 000 lakos, az A-RRP incidencidja
1,8 eset / 100 000 lakos [137].

A RRP {6 etiolégiai tényezdje a human papillomavirus 6-os és 11-es tipusa [32, 137]. Kelléen
szenzitiv DNS detektéldsi modszerekkel a 1éguti papillomak HPV DNS pozitivitdsa megkoze-
liti vagy eléri a 100 %-ot [46, 96]. A betegek kovetése sordan a recidivakbdl nyert sorozatos
szovetmintdkban altaldban egyazon alacsony onkogén kockazati HPV tipus DNS-e detektal-

hat6 [46]. Igen ritkdn HPV 16, 18 és egyéb tipusok is kimutathatok papillomédkban [17, 89].

HPV DNS a papillomatosis melletti — makroszképosan €p - szovetekben is detektalhato [2,
40, 91]. A papillomatosistdl tavoli 1éguti régidk is tartalmazhatnak HPV DNS-t [91], sOt a vi-
rus DNS komplett remisszidban 1évo betegek 1égtiti nydlkahartydiban is kimutathat6 [120]. A
HPV DNS jelenléte ezen €p szovetekben egyrészt a gyakori recidiva forrasat képezheti, mas-

részt megmagyardzza a RRP pusztdn sebészi eradikéacidjanak gyakori kudarcit is.

Transzmisszio. A J-RRP esetekben a HPV infekcié vélhetden sziiletéskor, a fertd6zott
sziildutakon torténd dthaladas kovetkeztében torténik. Ezt a vertikdlis transzmissziét a kovet-
kezd érvek tdmasztjak ald: 1. a J-RRP-ben szenvedd gyermekek esetében az anya anamnézi-
sében 30-60 %-ban szerepel genitalis condyloma, mig ez az ardny a J-RRP-ben nem szenvedd
gyermekek esetében 5 % alatt van; 2. csaknem valamennyi, J-RRP-ben szenvedd gyermek per
vias naturales jon a vildgra, bar csdszarmetszés utdn is irtak mar le J-RRP-t; 3. hat héttel a

sziilés utan az anyak genitalis és a csecsemOik buccalis kenetei azonos HPV tipusokat tartal-
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maznak [42, 64]. A genitalis condylomdk és a RRP esetében a HPV spektrum megegyezik (6-
os és 11-es tipus) [61]. A vertikdlis transzmisszid forrdsa sajnos végtelen, mivel a 15-49 éves
nok 10-20 %-anak cervix kenetében detektalhaté HPV DNS [50]. A terhes nok 11-28 %-a
HPV DNS pozitiv hibridizaciés médszerekkel [108], klinikai tiinetekkel is jar6 HPV fert6zés
1,5-5 %-ukban figyelheté meg [11]. A juvenilis esetek egy részében nem zarhaté ki a nemi
erOszak utjan torténd terjedés sem [141]. A-RRP esetében a transzmisszié legvaldsziniibb
modja az orogenitalis kontaktus [32], azonban kordbbi — akar sziiletéskor szerzett — latens fer-

t6zés aktivalddasa sem zarhato ki [43].

Patogenezis. A kordbban leirtaknak megfeleléen a HPV életciklusa igen szorosan kotédik a
hamsejtek érési folyamatdhoz. A produktiv infekcié kovetkezménye a virus részérdl a felszini
hamsejtekben érett virionok dsszeszerelddése, a fertdzott tobbrétegli el nem szarusod6 laphdm
részérdl pedig abnormdlisan differencidlt hdmsejtekbdl 4ll6 papilloma képzddése. A
papilloma képzddés f6 mechanizmusa vélhetéen a fert6zott hamsejtek felhalmozddédsa azok
érési gatlasanak kovetkeztében [2]. A gégepapillomdk basalis és parabasalis hamrétegében a
mit6zisok szdma ugyanis nem haladja meg a normal epitheliumra jellemzd ratat [121]. A dif-
ferencialodas zavarat a normadlis differencidlodas-specifikus proteinek (pl. keratin 13,
filaggrin) szintézisének csokkenése és abnormadlis differencidlédés-specifikus proteinek (pl.

Y-3) megjelenése mutatja [121].

Az elvéltozas predilectids helyei a felsé 1égutakban szdmos helyen meglévd természetes tobb-
rétegli el nem szarusod6 laphdm — egyrétegii csilloszoros hengerhdam dtmenetek: a hangsza-
lagok also felszine, a ventriculus laryngis alsé és felsd széle, az epiglottis laryngealis felsziné-
nek kozépso régidja, a lagyszajpad epipharyngealis felszine, valamint a limen vestibuli az

orrbemenetben [60].

Tiinettan. A tiinetek a lokalizaci6tol és a beteg életkoratdl (a légutak atmérdjétdl) fiiggnek.
Vezet6 tiinet a leggyakoribb hangszalagi lokalizacié esetén a progressziv rekedtség, mely su-
lyos esetekben aphonidhoz vezethet. CsecsemOben, kisgyermekben koéros sirasi hang jelent-
kezhet. A masodik leggyakoribb tiinet a stridor, mely a laesiok novekedésének megfelelden
eldbb inspiratoricus, késobb bifazisos jellegli. Elsdsorban kisgyermekkorban, a papillomatosis
szlik 1égutakban torténd rapid novekedése esetén 1€gzési elégtelenség jelentkezhet orrszarnyi

1égzéssel, mellkasi behtizédassal és cyanosissal. Ritka esetben kronikus kohogés, ismétlodo
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pneumonia, dysphagia, globus-érzés, kisgyermekben szomatikus retardacié jelentkezhet [32,

137].

A természetes korlefolyas kiszamithatatlan, a betegséget — amint elnevezése is mutatja —
magas recidivahajlam jellemzi. A juvenilis esetek 50 %-a tobb mint 10, 7 %-a tobb mint 100
beavatkozason esik at élete sordn. A felndttkori kezdetli esetek mintegy felében a teljes kove-
tés sordn kevesebb mint 5 beavatkozds elegendd [33]. J-RRP-ben a gyakori recidiva mellett
altaldban a multiplex lokalizacié, A-RRP-ben a solitaer lokalizacié és a malignus degeneracio
nagyobb valdszinlisége jellemzd [101]. A J-RRP altalaban a pubertas koriil spontan remissziot

mutat, bar az esetek kb. harmada serdiilokor utan is perzisztal [89, 130].

Altaldban tobb évtizedes fenndllds utdn az esetek 3-5 %-dban a papillomatosis malignus de-
generacidjat irtdk le [16, 64]. A malignus degeneracio az esetek tobbségében radioterdpia utan
figyelhetd meg (63). Radioterdpidt a gyakran recidivalo, kiterjedt RRP kezelésére még az
1970-es években is alkalmaztak [63]. A papillomatosis eldzetes irradidcié nélkiili malignus
degenericidja joval ritkabb, ez 4dltalaban a fej-nyaki carcinogenesis ismert rizikofaktorainak
(dohdnyzas, rendszeres alkoholfogyaszts) fennalldsa mellett torténik [99, 100]. Irtak mar le
malignus degeneraciot a papillomatosis bleomycin terdpidja utan is [70]. Az ismert rizik6fak-
torok hidnyaban bekovetkezé malignus degenerici6 irodalmi ritkasdg, 1995-ig minddssze 21
esetet kozoltek [53]. A papillomatosis talajan kialakult carcinoma— a leggyakoribb laryngealis
lokalizaci6 mellett - lehet extralaryngealis (trachealis vagy bronchopulmonalis) is [53, 97,
100]. A malignus tumor szovettanilag laphdmrék, ritkdn annak verrucosus véltozata [32, 90].
A RRP észlelése és a carcinoma els6é diagndzisa kozott dltalaban 10-30 év telik el. Az anam-
nézisben szerepld irradidcid esetén ez az id0szak rovidebb (4tlagosan 10 év) és a carcinoma

progndzisa is rosszabb [63].

Diagnézis. A kisgyermekkori rekedtség masodik leggyakoribb oka az RRP, ezért progressziv
vagy kréonikus rekedtség esetén ebben a korosztalyban kotelezd a gége eszk6zos direkt vizsga-
lata [137]. Hazankban is dltaldnos elv az alapellatisban, hogy minden, 3 héten tdl fennallé
rekedtségben szenvedd beteget fiil-orr-gégészhez kell irdnyitani (felndttben 4ltaldban
malignus folyamat kizdrdsara). Az elsé ambuléns fiil-orr-gégészeti vizsgalat soran felndttben
indirect laryngoscopidt végziink, mig gyermek esetében - az indirecte gyakran nem vizsgélha-
t6 - légutakat fiberoscopidval tekintjik 4at. RRP gyandja esetén narcosisban,

laryngomicroscopia sordn a laesiobol hisztolégiai mintavételt végziink [32, 130].
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A RRP diagnézisa szovettani [130]. A juvenilis és az adult esetek koérszovettani képe meg-
egyezik, ezt a tobbrétegli el nem szarusod6 laphdm benignus proliferdcidja jellemzi, mely a
fibrovascularis stromédval egyiitt ujjszerti nyulvanyokat képez [2]. Jellemz06 a basalis hamréteg
hyperplasidja, mely a ham teljes vastagsigdnak mintegy harmadat alkotja. A membrana
basalis ép, cellularis atypia, dysplasia nem jellemzd. Az abnormadlis keratinisatio legjellem-
z0bb - am nem HPV-specifikus szdvettani jele a parakeratosis: az erdsen eosinophil felszini
rétegekben a hdmsejtek megtartjdk magfestddésiiket [2, 75]. A HPV fertézések specifikus
cytopathids hatdsdnak a koilocytosist tartjak: az érett koilocyta jellemzdi a sejt megnagyobbo-
ddsa, a perinuclearis cytoplasmaticus vacuolisatio, valamint a nuclearis hyperchromasia és

polymorphismus [66, 75]. A koilocytosis RRP-ben is gyakori szdvettani elvéaltozas [2].

A HPV DNS tipizédlast mint diagnosztikai eszkozt elsOsorban prognosztikai célbol végzik

[130].

Differencialdiagnozis. Csecsemo- €s kisgyermekkorban, tarts rekedtség és stridor fennallasa
esetén a RRP-t elsOsorban a velesziiletett gégebetegségektol (laryngomalacia, subglotticus
stenosis, subglotticus haemangioma, hangszalbénulds) kell elkiiloniteni, ez a mar emlitett di-

rekt eszkozos vizsgalatokkal torténik [32].

Terapia. Tekintettel arra, hogy a HPV DNS gyakran a komplett remissziéban 1évo betegben,
valamint RRP esetén a laesidkkal szomszédos vagy akér tdvoli lokalizdcidk nyélkahartydiban
is kimutathat6, a HPV fert6z¢€s teljes eradikacidja lenne kivanatos [16]. A fentiek alapjan ért-
hetd, hogy a sebészi terdpia — bar a RRP kezelésének alapjat képezi — 6nmagaban nem lehet
kurativ [137]. A sebészi kezelést éppen ezért adjuvans kezelési modokkal egészitik ki, az
adjuvéns terdpia javallatdt altaldban a betegség sulyossdgahoz (évente sziikséges miitétek
szdma, diagndzistdl szamitott teljes miitéti szam, als6 1éguti terjedés, stb.) kotik [32, 64]. A
RRP - mint krénikus, recidiv betegség - kezelésének az aldbbi céljai lehetnek: 1. szabad 1ég-
utak biztositdsa; 2. a lehetd legjobb mindségli hang biztositasa; 3. a miitétek gyakorisdganak

csokkentése a mellékhatdsok megeldzése érdekében [64].

A sebészi kezelés a papillomatosis totdlis, esetenként szubtotdlis eltdvolitasara iranyul, utob-
bit elsdsorban a commissura anterior €s posterior teriiletén 1év6 papillomatosis esetén, a gya-
kori postoperativ szovOdmények (hegesedés, hartyaképz0dés) elkeriilése érdekében végezziik
[64]. A sebészi kezelés alapja a leggyakrabban érintett gége feltardsa merev eszkozzel, a

laesiok éles eltavolitdsa a laryngomicrochirurgids uton és a laesidk alapjanak CO, lézer
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evaporizacidja. Szamos intézményben maga az excisio is CO, 1ézerrel torténik [32]. A CO,
1ézer elonye a laesidk preciz eltavolitdsdnak lehetdsége minimalis vérzés kiséretében, hatra-
nya a szomszédos szovetek hegesedést okozo termikus sériilése és megfeleld dvintézkedések
hijan a léguti égés veszélye. A 1€zer tovabbi hatranya a HPV virionok megjelenése a miitd

légterében az evaporizacio utin, ez a miitd személyzete szamadra lehet artalmas [64].

Az utébbi évtizedben terjedt el a microdebrider haszndlata: ez egy endoszképosan bevezetett,
sajat szivoval rendelkezd, gyors korkoros mozgast végz0 integralt pengével rendelkezd esz-
koz, melynek segitségével a laesiok gyorsan és precizen tavolithatok el [130]. Hasznélata

termikus sériilést, hegesedést nem okoz [84].

RRP miitéti eltavolitasakor a fiil-orr-gégész és az aneszteziolégus kozos munkateriilete miatt
kulcsfontossagu az anesztézia modja. Legelterjedtebb a spontdn ventilacié [50]. A gége jet
ventilaci6 esetén is hozzaférhetd marad a fiil-orr-gégész szdmadra, hatranya azonban a HPV
virionoknak a distalis légutakba torténd keriilésének veszélye, pneumothorax vagy
pneumomediastinum kialakuldsa, valamint a nydlkahartya extrém kiszdraddsa [32]. Az apnoe
technika sordn intubatio utdn a beteget 100 % oxigénnel atlélegeztetik, majd az endotrachealis
tubust idészakosan 90-120 s idtartamokra eltavolitjdk a gégében 1évo laesiok preciz excisidja

érdekében. Az endotrachealis intubatio a distalis terjedés veszélye miatt nem ajanlott [32].

Stlyos, akut 1égzési elégtelenség esetén, elsdsorban kisgyermekben urgens tracheotomiara
lehet sziikség [137]. Mivel a hosszu ideig fenntartott tracheostoma teriiletén €s a trachedban is
lapham metaplasia és ezdltal iatrogen laphdm-hengerhdm 4tmenet jon létre, a tracheotomia a
RRP trachealis majd bronchopulmonalis terjedésére hajlamosit [60]. Ezen megfontolasbol a

stomazardst a 1éguti akaddly megsziinetése utan a lehetd leghamarabb el kell végezni [32].

Adjuvans kezelésre a RRP esetek mintegy 10 %-aban keriil sor [64]. Az adjuvans terapidk
hatékonysdganak megitélését nagymértékben neheziti az igen alacsony esetszdm, a betegek
bevalogatdsanak eltérd szempontjai, a nagyban eltérd kezelési protokollok alkalmazdsa és a
megfelelé kontroll csoport hidnya [16]. A legtobb tanulmany evidenciaszintje (az Oxford
Centre for Evidence-Based Medicine kritériumai alapjan) 4-es (esettanulmany) vagy 5-0s

(esetismertetés) (www.cebm.net/levels of evidence.asp#levels). Megfeleld 1étszdmu beteg-

anyagon elvégzett randomizalt, kontrollélt, kettds vak vizsgélatok csak az alfa-interferonnal
(IFN-o) kapcsolatban dllnak rendelkezésiinkre [64]. Az IFN-o egy glikoprotein, melyet elso-
sorban leukocytdk termelnek virusfertézés esetén. Antivirdlis hatdsat a virusfertdzott sejtek-
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ben tobb mint 20 kiilonb6zo effektor protein produkciéjanak fokozasa révén fejti ki, melyek
fo tamadaspontjai a virus penetracidjanak, a virusgenom transzkripcidjanak és transzlacidja-
nak, valamint a virionok Osszeszerelodésének és sejtbdl torténd kijutdsanak gatldsa [111].
Hosszu tava subcutan alkalmazdsdval a betegek harmada tarthaté tartés komplett, tovabbi
harmada pedig parcidlis remisszidban [69]. A kezelés ledllitdsa utdn gyakori a rebound jelen-
ség [32]. Rekombindns DNS technikdval eldallitott form4jat alkalmazva az egyébként jelentds
akut (influenzaszerl tiinetek, 14z) és kronikus (méjkarosodds, leukopenia, spasticus diplegia,

szomatikus retardacid, stb.) mellékhatdsai némileg csokkentek [32].

Az antivirdlis szerek koziil a cidofovir alkalmazdasaval kiilon fejezetrészben foglalkozom. A
tobbi adjuvans (indol-3-karbinol, retinoidok, fotodindmids kezelés, gastrooesophagealis reflux
kezelése, stb.) és antivirdlis (acyclovir, ribavirin, mumps vakcina, HspE7 vakcina) kezelési

mod részletezése meghaladja a jelen értekezés kereteit [16, 64, 130].

A cervicalis HPV infekciok megeldzésére és kezelésére a kozelmultban az Eurdpai Unidban
két védooltast torzskonyveztek: ezek a Gardasil® (Merck) és a Cervarix® (GSK). Mindketto
rekombindns DNS technikdval elééllitott HPV L1 molekulét tartalmazé virusszerti partikulum
(virus-like particle; VLP), mely aktiv médon immunizdlja a gazdaszervezetet. Mivel a
quadrivalens Gardasil® a magas onkogén kockazatd HPV 16 és 18 mellett a HPV 6 és 11 L1
proteinjét is tartalmazza, a kozeljovoben a genitalis HPV 6 és 11 infekcidk incidencidjanak

csokkenése varhatd, mely kozvetett médon csokkentheti a RRP incidencidjat is [43].

A RRP - bar szovettani szempontbdl benignus betegség — szamtalan veszélyt rejt magaban (a
kisgyermekkori 1égutak gyors elzdrdsa révén okozott fulladasveszély, alsé 1éguti terjedés és a
malignus degeneréci6 lehetdsége). Ezen veszélyek miatt a RRP-ben szenvedd beteg szoros
kovetést és gondozast igényel. A fiil-orr-gégész tarsadalom részérdl a betegség relative ala-
csony incidencidja neheziti a rizik6faktorok és prognosztikai faktorok feltérképezését, vala-
mint a kiillonbozo kezelési médok kelld szamu betegen torténd objektiv megitélését. A prob-
léma 4thidaldsdra, a szakma Osszefogdsaként az USA-ban 1993-ban kiilon szervezet alakult
(Task Force on Recurrent Respiratory Papillomas) [33]. A betegek és a hozzatartozok kozotti
informdcidcserét kiilon alapitvany (Recurrent Respiratory Papillomatosis Foundation) és hon-

lap (www.rrpf.org) teszi lehetové.

A RRP kiszamithatatlan természetes korlefolydsa €s potencidlis veszélyei miatt kétségbeesett

probalkozasok irdnyulnak a betegség rizikofaktorainak feltérképezésére, illetve a mar fennalld
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RRP esetén a progndzis eldrevetitésére. J-RRP esetén a tizenéves anya — elsOsziilottség — per
vias naturales sziilés tridszat, A-RRP esetén a szexudlis partnerek Osszes szdmat és az
orogenitalis szexet tartjdk dltalanos rizik6faktornak a 1éguti papillomatosis kialakuldsa szem-
pontjabdl [62]. Mar meglévl betegség esetén dltaldban a 3 vagy 4 éves kor eldtti kezdetet [6,
46, 137] és a HPV 11-es tipusat [52, 96, 137] tartjdk negativ prognosztikai faktornak (beteg-

ség teljes tartama, miitétek szama, tracheotomia sziikségessége, alsé 1égiiti terjedés veszélye).

1.8. Cidofovir alkalmazasa recidiv respiratoricus papillomatosisban

Az aciklikus nukleozid-foszfatok csoportjaba tartozo (S)-1-(3-hidroxi-2-
foszfonilmetoxipropil)-citozin (cidofovir) szdmos DNS virus (EBV, CMV, VZV, HSV,
HHV-6, HHV-8, adenovirusok, polyomavirusok, poxvirusok, HPV) replikaciéjanak inhibito-
ra. Bar az Egyesiilt Allamok Gyégyszer- és Elelmiszeriigyi Hivatala (Food and Drug
Administration; FDA) eredetileg AIDS-betegek cytomegalovirus retinitisének intravénds ke-
zelésére hagyta jova haszndlatat, napjainkra azonban — a magas recidiva-hajlamnak és a ko-
rabbi kezelések kudarcanak koszonhetden - 1éguti papillomatosisban is az egyik leggyakrab-

ban alkalmazott ,,off-label” adjuvéans gydégyszer lett [36].

Elsé fej-nyaki alkalmazdsardl egy kazuisztikdban Van Cutsem szdmol be 1995-ben: egy
algaratra és nyeldcsore lokalizalodé recidiv papillomds ndbeteg sorozatos intralaesionalis
cidofovir kezelése kapcsan tartds komplett remissziot ért el [132]. A RRP cidofovir kezelésé-
nek betegcsoporton nyert tapasztalataival az utébbi 10 évben szdmos kozlemény foglalkozik,
az elso leird felndtt betegeknél Snoeck (1998), juvenilis betegeknél Pransky (1999) [95, 118].
Ezekben kozos az alacsony esetszdm (3-26) és a par hetes idokozonként alkalmazott
intralaesionalis gydgyszeradds, az esetek egy részében a laesiok éles eszkozzel vagy 1ézerrel
torténd eltavolitdsdval egyiitt. Osszefoglalva, a RRP betegek 40-50 %-a keriil tartés remisszi-

Oba, ugyanakkor 20%-a 1ényegében nem reagal cidofovir terdpidra [31].

A cidofovir hatdsmechanizmusa HPV-asszocialt betegségekben. A cidofovir (amely eleve
egy aciklikus nukleozid-monofoszfat) foszforildcidja intracellularisan két 1épésben torténik:
az aktiv metabolit az igy létrejott cidofovir-difoszfat, mely a nukleozid-trifoszfatok anal6gja
[104]. A cidofovir szdmos virus DNS polimerdz enzimjének kompetitiv inhibitora. Amennyi-

ben két cidofovir molekula egymas utdn épiil be a DNS lancba, a virus DNS szintézise meg-
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szakad [140]. Megjegyzendd azonban, hogy a humdan papillomavirusok nem rendelkeznek
sajat DNS polimerdz enzimmel, replikécidjuk a cellularis DNS polimerazok segitségével tor-
ténik. A cidofovir tehdt — kevésbé szelektiven — a cellularis DNS replikdciénak is inhibitora

[36].

In vitro kisérletekben a cidofovir hatékonynak bizonyult a magas onkogén kockazata HPV
tipusokkal asszocidlt tumorok kezelésében. Mel80 (HPV 16 és 18 asszocidlt cervix
carcinoma) és HEP2 (gége laphdm carcinoma) sejtvonalakban a cidofovir hatékonyan csok-
kentette az E6 és E7 onkoproteinek expresszidjat, ezt a gatlo hatast — szemikvantitativ reverz
transzkriptaz-polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) igazolva — a transzkripcié szintjén fejtette
ki. Ennek megfeleléen, cidofovir hatdsdra Mel80 sejtvonalon a vad tipusi p53
tumorszupresszor protein expresszidjanak novekedését €s kifejezett nuclearis akkumulécigjat
észlelték. A cidofovir kezelés a fenti sejtvonalak sugarérzékenységét hatékonyan fokozta [1].
Az E6 mRNS szintje CaSki (HPV 16 és 18 asszocidlt cervix carcinoma) és SCC90 (HPV 16
asszocidlt oropharyngealis laphdm carcinoma) sejtvonalakban is hatékonyan csokkent
cidofovir kezelés €s irradidcio egyiittes alkalmazdsakor [113]. In vivo allatkisérletekben, egér-
be iiltetett Me180 és HEP2 xenograftok novekedését a cidofovir gatolta, ez a gitld hatést az

egyidejii irradidcié tovabb fokozta [1].

HPV pozitiv sejtvonalak cidofovir kezelésekor, kiillonbdz6 apoptosis paraméterek vizsgalata
(CPP32 protedz aktivitas, foszfatidil-szerin transzlokécidja a plazmamembran kiilsé rétegébe,
a nuclearis matrix protein dezintegraciéja, DNS fragmentacid, apoptosisban 1évo sejtek ara-
nydnak novekedése sejtciklus analizis sordn) sordn apoptosis indukciot, €s a sejtciklus gatldsat

(S phase arrest) észlelték, mindkettdt a kezelés dozisatdl €s idOtartamatol fliggd médon [5].

In vitro a recidiv respiratoricus papillomatosis modellezésére szolgalo, HPV6 E6-expresszalo
C33AT6E6 sejtvonalak cidofovir-érzékenysége azonban elmaradt a HPV16 E6-expresszalo
C33ATI16E6 sejtvonalakétdl [35]. Az alacsony onkogén kockdzati HPV tipusokkal asszocialt
sejtvonalak elbéllitisa —gyenge immortalizdld potencidljuknak készonhetden - sajnos igen ne-
héz. Epp ezért a cidofovir RRP-ban kifejtett hatdsanak vizsgdlatakor elsdsorban kis 1étszamu
betegcsoportokon észlelt klinikai tapasztalatokra szorulunk [36]. In vivo, cidofovir terdpia
utdn, RRP-bdl szarmaz6 sejtek génexpresszidjanak soros analizise (serial analysis of gene

expression; SAGE) sordn a sejtproliferacidval, a metabolizmussal és a transzporttal kapcsola-
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tos gének expresszidjanak fokozdédasat, mig a transzkripcidval, a nukleinsav metabolizmus

szabdlyozdsaval és a jelatvitellel kapcsolatos gének expresszidjanak csokkenését irtak le [93].

Farmakokinetika. A cidofovir biolégiai hasznosuldsa (bioavailability) igen gyenge (<5%),
ezért CMV retinitis esetén dltaldban intravéndsan, vagy HPV asszocidlt laesiok esetén altala-
ban helyileg (kiils6leg vagy RRP esetén intralaesionalisan) alkalmazzdk [36]. Az
intralaesionalis gydgyszeradds a leggyakoribb laryngealis lokalizaci6 esetén narkdzisban,
laryngomicrochirurgia utjan torténik [3, 13, 20, 22, 34, 68, 76, 85, 94, 95, 112, 118, 138]. A
gégészeti intralaesionalis alkalmazds alternativ mddja a percutan injekcid, melynek eldnye,
hogy helyi érzéstelenitésben elvégezhetd; hatranya azonban, hogy csak bizonyos lokalizaciok
esetén ajanlott (commissura anterior, valédi hangszalagok) és igen nagy tapasztalatot igényel
[19]. RRP esetén a systemds gydgyszeradds nem jellemzd, bar disseminalt bronchopulmonalis

terjedés esetén szamoltak mar be regressziot okozoé intravends alkalmazdsrol [131].

A sejtekbe folyadékfazisu endocitdzissal bekeriil6 molekula kétlépcsos foszforilacid utan nye-
ri el aktiv form4jat. Az aktiv intracellularis metabolit féléletideje 17-65 6ra [104]. A gyakor-
latban azonban — RRP intralaesionalis kezelésekor — a cidofovir injekcidk kezdeti 2 hetes
majd hosszabb intervalluma is hatékonyan csokkenti a papillomatosis kiterjedését [19, 20, 95,
118, 138]. Intralaesionalis gyogyszeradas esetén a cidofovir koncentricidja a szérumban fo-
lyadékkromatografids tton (high performance liquid chromatography; HPLC) mérhetd, az
altalanosan elfogadott intralaesionalis d6zis esetén azonban joval a nephrotoxicus szint alatt
marad [86]. Kiiiriilése a szervezetbdl vesén keresztiil, glomerularis filtratio és tubularis

secretio Utjan torténik, utdbbit az egyidejlileg adott probenecid lassitja [104].

Kiszerelés. A Vistide® 5 mL-es iivegampulldja 375 mg vizmentes cidofovir koncentrdtumot
tartalmaz (75 mg / mL koncentracid). A cidofovir oldata steril fiziol6gids s6oldattal higithaté

a kivant mértékre. SzobahOmérsékleten az oldat honapokig stabil marad [118].

Dézis, alkalmazasi protokollok. CMV retinitis esetén az egyszeri dozis 5 mg/ttkg. Az in-
dukcids szak két intravends inftizidébol all egy hetes id6kozzel, majd a fenntarté szakban to-
vabbi infuzidk kovetkeznek kéthetes idokozzel. RRP sorozatos intralaesionalis cidofovir terd-
pidjaban egységes dozis és egységes alkalmazasi protokoll nincs, az ezzel kapcsolatos adato-

kat az Eredmények és MegbeszElés c. fejezetben részletezem.
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A cidofovir kezelés kockazatai. Carcinogenesis. Ragcsalokon végzett allatkisérletekben em-
16 adenocarcinoma kialakuldsat észlelték heti rendszerességgel adott subcutan injekcidk utén,
mely a humén intravénds dézis 0,04-szeresének 19 héten at torténd beaddsa sorédn jelenkezett.
Patkdnyokban a human intravends dézis 1,1-szeresének megfeleld legnagyobb sorozatos heti
iv. cidofovir d6zis addsakor 37 ndstény allatbol 22-ben emld adenocarcinoma, 32 him éllatbdl
6-ban Zymbal-mirigy carcinoma alakult ki (a Zymbal-mirigy rdgcsalékban a kiilsé hallgjarat-
tél anteroventralisan elhelyezkedd moddosult faggyimirigy) [31]. Féemldsok (cynomolgus
majmok) egy éven &t tartd, heti — az emberi iv. dézis 0,7-szeresének megfeleld - iv. cidofovir
kezelése soran malignitds nem jelentkezett [31]. RRP intralaesionalis cidofovir terdpidjaval
Osszefiiggésbe hozhat6 invaziv malignus tumort eziddig emberben sem észleltek [13, 20, 31,

85,94, 95, 112].

Nephrotoxicitas. A cidofovir iv. addsa utdn jelentkezd nephrotoxicitas az 0sszd6zistdl és az
ennek megfeleld plazmakoncentrac6tdl fiigg. Egy tanulmédnyban a cidofovir szérumszintje 2,8
mg/ttkg és 4,1 mg/ttkg intralaesionalis adds utdn is az 1 mg/kg intravénds dozis utdn varhato
szérumszint alatt maradt, ugyanakkor az ajanlott iv. dézis CMV retinitisben 5 mg/ttkg [86].
Ennek megfelelden - intralaesionalis adds utdn — a sz€rum kreatinin és urea szint rendszeres
ellendérzése mellett nephrotoxicitast nem észleltek [20, 76, 94, 95, 112, 118]. A
nephrotoxicitds esélye intravénds adds utan oralis probenecid addsdval, adekvat parenteralis
folyadékbevitellel, az injekciok kozotti intervallum nyujtasaval €s proteinuria esetén a terdpia

felfiiggesztésével csokkenthetd [131].

Egyéb mellékhatasok. M4ijfunkcids zavarokat, neutropeniat, szemtiineteket (szemnyomas

csOkkenés, iritis, uveitis), borkiiitéseket RRP intralaesionalis kezelése utan nem észleltek [31].
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1.9. Céljaink

Célunk a HPV DNS stituszanak felmérése a DE EOC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-
Nyaksebészeti Klinika beteganyagaban: fej-nyaki carcinomdkban, RRP eseteiben, valamint
néhany - papillomat és dysplasidt tartalmazé — késobb malignus degenerdcidt mutaté vegyes

elvaltozasban (/. dolgozat, ldsd a 91. oldalon).

Vizsgalatainkat friss, gyorsfagyasztott szoveteken végezziik, melyek varakozdsaink szerint
megfelelé6 mennyiségii, autolizistdl €s a hisztoldgiai feldolgozas hatdsaitél mentes DNS-t tar-

talmaznak.

Prospektiv vizsgalatot terveziink, az egyes betegek kovetése soran minél tobb szdvetminta
viroldgiai feldolgozasdra toreksziink a HPV infekciok természetes korlefolydsdnak tanulmd-

nyozdsa érdekében.

Fobb kérdéseink a kovetkezok.

p—

. Milyen ardnyban mutathat6é ki HPV DNS az egyes betegcsoportokban?
2. Mely HPV tipusok detektalhatok?

3. Milyen a HPV DNS fizikai allapota?

4. Milyen a HPV DNS kopiaszdma?

5. Van-e 0sszefliggés carcinomdk esetében a HPV DNS stitusza és a betegek klinikai
(életkor, nem, dohdnyzas, alkoholfogyasztas) és patoldgiai (pT, pN, grade, lokalizacid)

paraméterei kozott?
6. Van-e HPV DNS statusz vizsgalatanak prognosztikai értéke?

7. Hogyan befolydsolja a HPV DNS statuszit az RRP adjuvans intralaesionalis cidofovir
terapidja? (2. dolgozat, ldsd a 91. oldalon)
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2. BETEGEK ES MODSZEREK

2.1. Betegkivalasztas és —kovetés (1. dolgozat)

Vizsgélatainkat a DEOEC Fiil-Orr-Gégészeti €és Fej-Nyaksebészeti Klinika fekvobetegei ko-
rében végeztiik 2001. marciusa és 2006. oktobere kozott. A malignus tumoros betegeket — a
korszovettani diagnozis ismeretében kurativ miitétre keriilo betegek koziil — véletlenszertien
valasztottuk ki. A papillomds betegcsoportban a kérszovettanilag mar igazolt esetek recidivdja
esetén igyekeztiink a Klinika teljes beteganyagat bevonni a vizsgalatba, ill. torekedtiink va-
lamennyi recidivabdl torténd friss mintavételre viroldgiai vizsgalatok céljabol. A kérszovetta-
nilag még nem igazolt esetekben a papillomatosisnak — praeoperativ vizsgalatok sordn felve-
tédott - gyandja is elegendd volt a mintavételhez (a papillomatosist a hisztopatolégiai vizsga-
lat végiil is valamennyi ilyen esetben aldtdmasztotta). Minden mintavételnél feltétel volt a
személyes jelenlétem, mivel a mintavételt vagy én magam végeztem, vagy az operacidés mik-
roszkép segédokularjdval kovettem az operatOr altal endoscopos uton végzett milveletet. A

személyes tavollétem sajnos limitélta a vizsgélatba bevonhat6 betegek szdmat.

A betegkovetésnél a MEDSOLUTION 97 adatbazisban a DE OEC intézményeiben tortént
ambuléns és fekvObeteg megjelenéseket vettiik figyelembe. A kovetési id6 az elsd viroldgiai
mintavételtol a betegek utolsé megjelenéséig tartott. Az adatbdzis utolsé ellendrzése 2008.

julius 12-én tortént.

2.1.1. A carcinomas betegcsoport. Az értekezésben az oropharynx, a hypopharynx és a gége
daganatait nevezem Osszefoglaldan fej-nyaki daganatnak, mivel valamennyi vizsgalt szévet-
mintdnk ezen harom szerv valamelyikébdl szarmazott. A vizsgalatba torténd bevondskor rog-
zitettiik a betegek nemét, életkorat, a tumor lokalizacidjat, a klinikaival 6sszevetett patolégiai

TNM stadiumat, pontos szovettani tipusat és differencidltsagi fokat (grade; G) [139].

A malignus tumoros betegcsoportba 31 férfi €s 2 n6 keriilt, atlagéletkoruk 54,5 év (37-71 év)
volt. A szovettani diagnézis 32 esetben carcinoma planocellulare és 1 esetben
adenocarcinoma volt. A 33 carcinoma esetében hisztoldgiai szempontbdl 9 esetben G-I, 8

esetben G-1I, 16 esetben G-III elvaltozast észleltiink.
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Lokalizacié szerint a carcinoma 15 esetben laryngealis (8 esetben supraglotticus+glotticus, 3
esetben glotticus, 3 esetben supraglotticus, 1 esetben glotticus+subglotticus), 5 esetben
oropharyngealis, 1 esetben hypopharyngealis, 8 esetben laryngo-hypopharyngealis, 3 esetben
laryngo-oropharyngealis és 1 esetben laryngo-trachealis volt. A primer tumor patolégiai T

stadiuma 9 esetben T1-2, 24 esetben T3-4 volt.

A betegek patologiai N stadiumanak megoszlasa a kovetkez6 volt: NO: 18 esetben; N1: 9
esetben, N2: 6 esetben. Tavoli attéte a vizsgalat kezdetén egyik betegnek sem volt, egy eset-

ben azonban nyaki nyirokcsomoé-metastasis a kornyezd hardntcsikolt izomszovetbe tort.

Két beteg esetében a viroldgiai mintavételt mar a vizsgélat kezdetén recidiv carcinomabdl vé-
geztiik: esetiikben az els6 — parcidlis rezekcidval jaré — mitét utdn 37, ill. 8 hénappal kertilt

sor a masodik mutétre.

A kovetés sordn rogzitettiik a teljes kovetési idot, a recidivamentes tulélést (az utolsé
recidivamentes megjelenésig szamolva, ez a tumormentes betegeknél megegyezett a teljes
kovetési idOvel), a localis recidivékat, a regiondlis nyirokcsomo recidivdkat és a tavoli attéte-
ket. A teljes kovetési id6 atlaga a malignus tumoros csoportban 29,9 hénap (0-78 hénap) volt.
Egy beteg a miitét utdn tobbé nem jelent meg a Klinikdn. A recidivamentes tilélés atlagosan

24.9 hoénap (0-78 hénap) volt.

Tizenkét beteg a teljes kovetési id6 alatt tumormentes volt. Lokalis recidiva 10 esetben,
regionalis nyirokcsomo recidiva 8 esetben, tavoli attét 2 esetben jelentkezett. Kilenc beteg
exitalt lokalis recidiva vagy regionalis nyirokcsomé recidiva kovetkeztében. Egy beteg az

alapbetegségtdl fiiggetlen ok kovetkeztében hunyt el.

2.1.2. A papillomas (RRP) betegcsoport. Az ebbe a csoportba soroldshoz alapfeltétel volt a
papilloma — dysplasids jelek nélkiili - szovettani diagnézisa. A betegek nagy részének anam-
nézisében mar szerepelt RRP. A csoportba azonban bekeriilt két olyan beteg is, akiknek az
esetében a praeoperativ klinikai vizsgélatok sordn vetddott fel fel RRP lehetdsége és ezt — a
virolégiai vizsgélattal egyidOben elvégzett - szOvettan is igazolta. A vizsgdlat kezdetén rogzi-
tettiilk az életkort, a nemet, az anamnesztikus adatokat (lasd a 3. tablazat adatait) és a lokaliza-
ciot. Két betegben kordbban mar végeztiink virologiai vizsgalatot a formalinban fixalt, paraf-

finba dgyazott archiv szovetekbdl az dltalunk mar kozolt metodika szerint [26, 75].
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Sor- Nem RRP Korabbi Korabbi Korabbi Korabbi Korabbi Korabbi

szam kezdete lokali- miitétek szovet- HPV adjuvans kovetési
zacio szama tan statusz  terapia idé
J-RRP
J1 F 1 év 11 gége 1’ P® - - 0
ho (1,92)
J2 F 1évb6hd gége (1-20) 20 P - IFN 6 év
(1,5) lagyszajpad
(20)
J3 F 2év2hé gége 7 P 11 (2) IFN 7 év
(2,17) 11 (3.)
11 (4.)
11 (5.)
11 (6.)
J4 F 3év1ihd gége 0 - - - 0
(3,08)
J5 N 8 év gége 3 pP? - nem 18 év
J6 F 12 év gége 3 P? - nem 50 év
A-RRP
A1 N 18 év gége 1 P* - nem 2ho
A2 F 26 év lagyszajpad 2 P? - nem 2év
A3 F 28 év gége 2 P = nem 3 év
A4 F 30 év gége 1 pP? - nem 5 év
A5 F 33 év gége 5 P 11 (2. IFN 3 év
11 (3.)
A6 F 35 orrireg 0 - - - 0
A7 F 37 év gége 1 pP? - nem 2 év
A8 N 71 gége 2 P? - nem 10 hé

3. tablazat. A papillomas betegcsoport anamnesztikus adatai. J-RRP = juvenilis kezdetli recidiv
respiratoricus papillomatosis; A-RRP = feln6ttkori kezdetl recidiv respiratoricus papillomatosis;
Korabbi kdvetési id6 = a RRP els6 diagnézisa és a prospektiv vizsgalatunk kezdete kbz6tt eltelt idé.
Két beteg HPV tipusat a betegek archiv széveteinek korabbi virologiai feldolgozasa atjan ismerjik; F =
férfi;, N = nd; P = papilloma, dysplasia nélkil; '~ tracheotomia és szévettani mintavétel mas
intézményben; % = a szovettani diagndzis nem intézményiinkben sziletett; IFN = alfa-interferon.

A papillomas betegcsoport 14 betegébdl 6 juvenilis kezdetli (J-RRP), 8 felndttkori kezdeti
(A-RRP) papillomatosisban szenvedett. A J-RRP csoportban a betegség kezdetén az atlag-
életkor 4,78 év (1,9-12 év) volt, a leggyakoribb lokalizdciénak a gége bizonyult. Az els6 di-
agnozistol a jelen vizsgalat kezdetéig eltelt 1d6 0-50 év kozott volt, ezalatt a betegek atlagosan
5,67 (0-20) mutéten estek at. Ketten részesiiltek adjuvans IFN-o terdpidban. A J-RRP cso-
portbdl két beteg a vizsgalat kezdetén felndtt korud volt (26 ill. 62 évesek). Az A-RRP cso-
portban a papillomatosis diagnozisa atlagosan 34,75 éves (18-71 év) korban sziiletett. Két
kivétellel (A2 és A6 beteg) a leggyakoribb lokalizaci6 itt is a gége volt. Az els6é diagno6zistol a
jelen vizsgalatig 4tlagosan 2 év (0-5 év) telt el, a betegek ezalatt atlagosan 1,75 (0-5) miitéten

estek at. Adjuvans IFN-o kezelést egy beteg kapott.
30



A prospektiv vizsgalati idészak az els6 (néhany esetben egyetlen) friss miitéti viroldgiai

mintavételtol indult.

2.1.3. Papillomat és dysplasiat tartalmazo, a kovetés soran malignusan degeneralt elval-
tozasok. Ebbe a betegcsoportba az az 6t beteg keriilt, akiknek az anamnézisében szereplé mii-
tétek szovettani lelete kezdetben esetleg csak papillomat vagy a papilloma mellett eleve kii-
16nb6z6 mértékii dysplasiat is igazolt. A benignus és a praemalignus elvaltozas a késdbbiek-
ben az ismételt mintavételek sordn egyidejiileg megfigyelhetd. A folyamat végiil valamennyi
esetben — vagy mér a prospektiv vizsgélati periddusunk kezdetén vagy az alatt - malignus de-

generdciot mutatott.

Valamennyi esetben a kezdeti lokalizdcié a gége volt, azon beliil 4 esetben glotticusan, 1
esetben glotticusan és supraglotticusan helyezkedett el az elvaltozads. Megjelenését tekintve az
esetek tobbségében széles alapu, egyenetlen felszinii, akar mindkét — eleinte jol mozgé -
hangszalagot érint6 laesidt észleltiink, jol koriilirt, solitaer papillomat csak egy beteg elso je-

lentkezésekor lattunk.

A betegek részletes kortorténetét és szovettani leleteit az Eredmények és megbeszElés c. feje-

zetben a 10. tablazatban ismertetem.

Az 5 beteg (4 férfi és 1 n0d) atlagéletkora a vegyes elvéltozas elsd észlelésekor 51 év (44-60
év) volt, ettdl kezdve a carcinoma elsé diagndzisdig atlagosan 41,6 honap (13-71 honap) telt
el. A carcinoma diagndzisatdl az utolsé megjelenésig szamitott kovetési id6 atlaga 31,2 hénap
(5-58 honap) volt. A kovetési 1d0 végére egy beteg lokalis recidiva és tavoli metastasisok mi-
att exitdlt, egy betegnek regiondlis nyirokcsomé recidivdja jelentkezett, 3 beteg pedig

tumormentes volt.

A teljes kovetési id6 alatt a betegek atlagosan 5,6 (4-7) szovettani mintavétellel is jaré be-
avatkozason estek 4t. A carcinoma diagnézisdhoz sziikséges miitétek szamanak atlaga 4 volt
(3 és 6 kozott). Betegenként 1-3 virologiai mintavételt végeztiink, két esetben csak a mar

malignus elvaltozasbdl.
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2.2. Virolégiai mintavétel (1. és 2. dolgozat)

A viroldgiai vizsgélatra szant mintavételnél alapvetd szempont volt, hogy a legalabb 3x3x3
mm-es szovetet az elviltozds centrumdbdl nyerjiik. Feltétel volt az is, hogy a mintavétellel ne
befolyésoljuk a pontos kérszovettani diagndzis lehetdségét: kisebb papillomdk esetén ligyel-
niink kellett a szovet elegendd térfogatdra, carcinomdk esetén pedig arra, hogy a mitéti
rezekciés vonalat ne érintsiik (az épben torténd kimetszé€s megitélése érdekében). A
papillomdk esetén a korszovettani mintavétel az elvaltozas CO, 1ézer evaporizicid eldtti €les
eltavolitasakor, carcinomak esetén kozvetleniil a szerv eltavolitasa utan, annak fixaloszerbe
torténd helyezése elott tortént. Az eltdvolitott szoveteket azonnal szdrazjégbe téve széllitottuk

at az Orvosi Mikrobiolégiai Intézetbe, ahol tovabbi feldolgozasig -70 °C-on taroltuk.

2.3. HPV DNS detektalas PCR technikaval (1. és 2. dolgozat)

Mintédinkbdl a DNS-t fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardanyu elegyével nyertiik ki, az
extraktum DNS tartalmat és tisztasdgat spektrofotometrids uton ellendriztiik. A DNS integri-
tdsdt a humdn B-globin gén egy 110 bp szakaszat amplifikdlé PC0O3/PC04 PCR segitségével
ellendriztiik. A HPV DNS detektadldsanak elsé 1épése az MY09/MY 11 konszenzus PCR volt,
mely szdmos nydlkahartya-asszocidlt HPV tipus genomjanak L1 régi6jabdl egy 450 bp sza-
kaszt amplifikdl. A 25 uL végtérfogati reakcidelegy 1x enzimspecifikus gydri osszedllitasu
puffert, 200-200 uM dNTP-t, tovabba 25-25 pmol MYO09
(CGTCCMARRGGAWACTGATC) és MY11 (GCMCAGGGWCATAAYAATGG) primert,
1 U (GoTaq) polimerdzt és 2 pL mintét tartalmazott. .Az MY09/MY11 PCR 40 ciklusa az
alabbi 1épésekbdl allt: denaturalas (96 °C, 20 s), annelacio (50 °C, 5 s), extenzid (72 °C, 90 s).

A 40 ciklus utdn egy végso extenzids 1€pés kovetkezett (72 °C, 90 s).

A HPV DNS detektdlasanak masodik korét GP5+/GP6+ konszenzus (nested) PCR-rel végez-
tilk, mely — szintén a legtobb nydlkahartya-asszocidlt HPV tipus esetében — az MY09/MY 11
PCR aéltal amplifikélt 450 bp szekvencidn beliil egy 145 bp szakaszt detektdl. Az 50 pL vég-
térfogatu reakcidelegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 1x gyari Osszedllitdsi enzim-
specifikus puffer, 200-200 uM dNTP, 50-50 pmol GP5+
(TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC) és GP6+ (GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC)
primer, 2,5 U (GoTaq) polimerédz, valamint 1 uLL. MY korbdl szarmazé minta. A GP5+/GP6+
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PCR egy kezdeti denaturdlds (94 °C, 4 min) utdn a kovetkezd 1épések 35 ciklusat tartalmazta:
denaturdlds (94 °C, 60 s), anneldcié (48 °C, 90 s) és extenzid (72 °C, 90 s). A 35 ciklus utdn itt

is egy végsoO extenzid kovetkezett (72 °C, 2 min).

A PCR termékeket agar6z gélelektroforézis (etidium-bromiddal festett 1,5 % agaréz gélben,
100 V, 1 h) utén ultraibolya fényben értékeltiik.

2.4. HPV tipizalas restrikcios enzimhasitassal (1. és 2. dolgozat)

A HPV DNS pozitiv PCR produktumok 5 pL-ét 2 ul. (10 U/uL) Rsal, valamint Msel restrik-
ciés endonukledzzal - 1x restrikciés enzim puffer jelenlétében - 20 UL végtérfogatban hasitot-
tuk. Inkubécié (37 °C, 2 h) utdn a létrejott fragmentumokat 21 %-os nem denaturdld
poliakrilamid gélen futtattuk, majd eziistfestéssel detektdltuk, és a futdsi képet referencia
plazmidokbdl nyert, Rsal €és Msel restrikcidos enzimekkel hasitott GP amplimerek
elektroforetikus mintazatahoz viszonyitottuk. Pozitiv kontrollként HPV 6, 11, 16 és 18 DNS-t

tartalmaz6 referencia plazmidokat hasznédltunk.

2.5. A HPV DNS fizikai allapotanak meghatarozasa az E1-, E2- és E1E2 régiora specifi-
kus PCR-rel (1. és 2. dolgozat)

Integricid sordn a HPV genom — a bevezetésben leirtak szerint - leggyakrabban az E1 vagy az
E2 OREF teriiletén hasad fel. A HPV 6, 11 és 16 DNS pozitiv mintdkon elvégzett E1-, E2- és
E1E2-specifikus PCR-ek primereit, produktumait €s paramétereit a 4. tdblazatban foglalom
0ssze. A PCR amplifikiciés keverék tartalma a kovetkezd volt: 1x RedTaq PCR puffer
(Sigma, Poole, Dorset, Egyesiilt Kirdlysdag) 1,1 mM MgCl,-dal, 100 puL. ANTP (Promega,
Mannheim, Németorszag), 0,2 ug primer, 2,5 U RedTaq polimeraz (Sigma) és 2 uL (0,1-0,3
png) DNS, 50 uL végtérfogatban.

A PCR termékeket agar6z gélelektroforézis (etidium-bromiddal festett 1,5 % agar6éz gélben,
100 V, 1 h) utén ultraibolya fényben értékeltiik.
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HPV  Primer szekvencia és genomikus pozicio PCR termék PCR paraméterek
tipus megn.

6 E1 E1/1:5' - GGC ACA GCA GGA ATA TTG GA-3' 1130 bp 1 ciklus: 94 °C, 2:00 min
(nt 1403-1422) 40 ciklus: 94 °C, 1:00 min; 50
E1/2:5' - GAT GTT ACT AGC AGA GGT GG - 3’ °C, 1:30 min: 72 °C, 1:30 min
(nt 2513-2532) 1 ciklus: 72 °C, 2:00 min
E2 E2/1:5 - TTA GAT GCG TGC CAG GAA CA - 3 845 bp

(nt 2745-2764)
E2/2:5 - TGC ACT ATA GGC GTA GCTGA - 3
(nt 3570-3589)

E1E2  E1E2L:5 - CAG GCA CAG CAG GAATATTG -3 2206 bp
(nt 1250-1269)

E1E2R:5 - TTG GAC TCC TCGTGC TCG TT -3
(nt 3436-3455)

11 E1 E1/1:5 - GGC ACA GCA GGAATATTGGA -3’ 1081 bp Lasd HPV 6 E1E2 PCR, de
(nt 1688-1707) annelaciés T = 52 °C (E1E2
E1/2: 5 - GAT GTT ACT AGC AGA GGT GG - & PCR);
(nt 2749-2768) 35 ciklus
E2 E2/1: 5’ - TTA GAT GCG TGC CAG GAACA -3 1050 bp

(nt 2704-2723)
E2/2: 5 - TGC ACT ATA GGC GTA GCT GA - 3
(nt 3734-3753)

E{E2  E1E2L:5 - CAG GCA CAG CAG GAATATTG-3 1935 bp
(nt 1391-1410)
E1E2R:5' - TTG GAC TCC TCG TGC TCG TT - 3
(nt 3306-3325)

16 E1’ E1/1:nt 1796-1815 1086 bp Lasd HPV 6 E1E2 PCR, de
E1/2: nt 2863-2881 annealaciés T = 55 °C;
E2 E2/1: nt 2734-2753 1139 bp EoEliE
E2/2: nt 3853-3872
E1E2® E1E2L:nt 1808-1827 1744 bp

E1E2R: nt 3532-3551

4. tablazat. HPV 6, 11 és 16 tipusok esetén elvégzett E1, E2 és E1E2 specifikus PCR-ek. 'Chen és
mtsai [18], °Das és mtsai [28]; °Szarka és mtsai [126]

2.6. A HPV DNS fizikai allapotanak meghatarozasa Southern-blot hibridizaciéval (SBH)
(1. dolgozat)

A SBH technikdval az E1, E2 és E1E2 specifikus PCR-ek pozitivitdsa esetén a mintdban egy-
idejlileg integralt fizikai allapotd HPV DNS-t kerestiink. Kb. 5 pg DNS-t emésztettiink HPV 6
esetében a HPV genomot nem hasité EcoRI és egy helyen hasité BamHI, HPV 11 esetében a
HPV genomot nem hasité Bgl/Il és egy helyen hasit6 BamHI restrikciés enzimmel, majd a
DNS-t agar6z gélelektroforézis utdn kapilléris transzferral blottoltuk at pozitiv t6ltésii nylon
filterre (Boehringer Mannheim). A HPV specifikus szekvencidk azonositdsdhoz tipus specifi-
kus préba DNS-t hasznéltunk. A proba DNS jelolése, a hibridizacié és a jeldetektdlds a
Boehringer Mannheim Digoxigenin DNA Labelling and Detection Kit felhaszndldsaval, a

gyart6 ajanlasa szerint tortént, kemilumineszcens detektdldsi modszer alkalmazasdval.
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A PCR technikdkhoz képest relative kisebb szenzitivitdsa és nagy minta DNS igénye miatt a
SBH rutinszer(i alkalmazdsat a tanulmény sordn késébb felfiiggesztettiik, az igy megvizsgalt

mintdkat az Eredmények és megbeszélés c. fejezetben a 8. tablazatban kiilon feltiintetem.

2.7. Az E1-, E2-, E1E2- és az MY(09/MY11-specfikus PCR érzékenységének osszehasonli-
tasa (1. dolgozat)

Az El-, E2-, E1E2- és az MY09/MY 11-specfikus PCR érzékenységét azoknak egy HPV 6
pozitiv betegminta tizszeres higitdsi sorozatdnak tagjain torténd elvégzésével hasonlitottuk

ossze.

2.8. HPV DNS pozitiv papillomas és carcinomas mintak képiaszamanak osszehasonlita-

sa (1. dolgozat)

A nested PCR-rel HPV 6 pozitivnak bizonyult néhdny carcinomads és papillomds, valamint
HPV 11 pozitivnak bizonyult néhdny carcinomads és papillomas minta képiaszaméat HPV 6 és
11 genomot tartalmaz6 pBR322 plazmid tizszeres higitdsi sorozata segitségével hasonlitottuk
ossze (1 uL oldat 2x10°, 10°, 10®, 107, 10°, 10°, 10*, 10°, 10? és 10 képia HPV DNS-t tartal-
mazott). A kalibrdl6 higitdsi sorozaton €s a — spektrofotometrids tton mérve - 1 g DNS-t tar-
talmazé mintdkon elvégezve az MY09/MY11l PCR-t, az amplimerek agar6z
gélelektroforézise utdn a mintdk kdépiaszamat a kalibrdlo oldatsor segitségével, a csikok

denzitometrias mérésével becsultik.

2.9. A HPV DNS képiaszamanak meghatarozasa real-time PCR technikaval (1. és 2. dol-
gozat)

A HPV DNA képiaszdmanak meghatdrozasa az Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
System €s ABI SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, PN, USA) segitségével
tortént. A PCR amplifikaciot 20 pL végtérfogatban végeztiik, melynek tartalma a kovetkezd
volt: 1x ABI SYBR Green PCR Master Mix, 5 pmol MY09 és MY11 primer, valamint 10 ng
templat DNS. Az amplifikéci6 egy kezdeti denaturdlé 1épés (95 °C, 10 min) utdn a kovetkezd
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1épések 45 ciklusabdl allt: denaturdlas (95 °C, 20 s), annelécié (52 °C, 20 s) és extenzid (60
°C, 1 min). A fluoreszcencia spektrumokat minden PCR ciklus elongicids 1épése sordn re-
gisztraltuk. A SYBR Green jelenlétében 1étrejott PCR termékek azonositdsa és ellendrzése
c€ljabol olvaddspont analizist végeztiink 60 °C-tdl 95 °C-ig 0,1 °C/s 1éptékkel. A virusgenom
képiaszamat HPV 11 plazmid DNS segitségével felvett standard gorbe segitségével (10''-10"

koépia/uL) hataroztuk meg.

2.10. A HPV DNS pozitivitas osszefiiggésének vizsgalata a carcinomas betegek Kkliniko-

patologiai paramétereivel és a betegség kimenetelével (1. dolgozat)

A carcinomads betegcsoportban a HPV pozitivitds és a betegeknek a diagnézis idején rogzitett
klinikai (életkor, nem, dohdnyzasi és alkoholfogyasztdsi szokdsok), valamint patoldgiai (pT,
pN, pM, lokalizacio, differencidltsagi fok) jellemzo6i kozotti Osszefiiggéseket a SPSS 15.0 for
Windows statisztikai szoftver segitségével, logisztikus regresszidval vizsgdltuk, a nyers
esélyhdnyados (crude odds ratio; OR) és p értékek feltiintetésével. Az erds férfi talsily miatt

az eredményeket a betegek nemére korrigaltuk.

A fent emlitett klinikopatoldgiai jellemzoknek és a HPV pozitivitdsnak a betegség kedvezot-
len kimenetelére (poor outcome) gyakorolt hatdsat is megvizsgéltuk logisztikus regresszidval.
A kedvezotlen kimenetel a kdvetés sordn barmikor megjelend lokalis recidivat, regionalis nyi-

rokcsomo recidivat vagy tavoli attétet jelentett.

2.11. A HPV DNS vizsgalata intralaesionalis cidofovir terapia soran (2. dolgozat)

A papillomds betegcsoportban szerepld, 1994-ben sziiletett fia (J2 beteg) tdvolabbi
anamnesisében korasziilottség (30 gestatios hétre) és adenotomia szerepel. Mésfél éves kora-
ban (1996-ban) tartds rekedtség hatterében laryngomicroscopia (LMC) és szovettani mintavé-
tel utjan RRP igazolddott. A cidofovir terdpia elinditasaig 28 alkalommal részesiilt éles esz-
kozzel vagy CO, lézerrel torténd papilloma eltdvolitisban. 1999. juiniusa 6ta a DE OEC Fiil-
Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika betege, ekkor indult sc. IFN-a terdpidja, mely
tobb mint 6t éven 4t, a cidofovir kezelés kezdetéig tartott. 2001. augusztusdban a gége mellett

a lagyszdjpadon is papillomdk jelentek meg. A kombindlt (sebészi + IFN) terdpia ellenére
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papillomatosisa a Doyle-kritériumok alapjan agresszivvé valt (Ilegaldabb 10 miitét az anamné-
zisben, egy éven beliil 3 vagy tobb beavatkozas és/vagy distalis terjedés a subglottis szintje
ald) [37]. 2004. augusztusiaban heveny légiti obstructio miatt urgens tracheotomia tortént. A
tracheostomét — a kozben is gyakori fulmindns recidivdk miatt - 2005. marciusdig, a cidofovir

terapia kezdetéig kénytelenek voltunk fenntartani.

A cidofovir terdpiat Chetri protokolljanak mdédositasa alapjan végeztiik [20]. Az eredeti pro-
tokoll szerint az elsd 4 injekciot kéthetes idOkozonként adjdk, ezutan a tovabbi injekciok in-
tervalluma fokozatosan egy héttel n6 (0, 2, 4, 6, 9, 13, 18, 24 hét, stb.). Betegiink az injekcio-
kat 0, 2, 4, 8, 12, 16, 24, 42 és 55 hétre kapta.

A LMC-t Kleinsasser-féle merev eszkozzel, 4ltaldnos érzéstelenitésben végeztik (az
endotrachealis intubatio a 7. kezelésig fenntartott tracheostomén &t, az utolsé két alkalommal
a perzisztal6 tracheocutan fistuldn 4t tortént). A lagyszdjpadi lokalizacio6 esetén a garat feltara-

sa az altatdsos mandulamiitéteknél hasznalatos szdjterpesszel tortént.

A mitéti feltdrds utdn elsd 1épésként a papillomatosis kiterjedésének kvantitativ meghatiroza-
sat végeztiik a Derkay-skdla alapjan [30]. Ez a skdla a 2. dbran lathat6 lokalizdcidk esetén kii-
lon-kiilon egy 0 és 3 kozotti pontértéket hatdroz meg (0 = nincs laesio; 1= felszini laesio; 2 =

eldemelkedd laesio; 3 = tomeges laesio).

A kétgdeu betegség pontosabb kovetése érdekében a gége €s a lagyszdjpad pontszamat kiilon-
kiilon vezettiik, nem az eredeti skdla szerinti 0sszpontszamot (papilloma severity score; PSS)
hasznéltuk a terdpia sikerének kovetésére. A PSS ért€kek rogzitése utan a laesiokat éles esz-
kozzel eltavolitottuk, alapjukat CO, 1ézerrel evaporizaltuk. A cidofovirt az eredeti ampullabdl
5 ml-es fecskenddvel és steril tiivel szivtuk fel (40 mg egyszeri 0sszddzist szdmolva), majd
fiziol6gids séoldattal higitottuk a kivant mértékre. A lagyszdjpadi lokalizacié esetén 5 mg/mL
(2-2 mL a lagyszajpad szabad szélének bal és jobb oldalan a submucosaba), a gégében — a jo-
val szlikebb anatémiai viszonyok miatt — 10 mg/mL koncentraciét alkalmaztunk (1-1 mL
mindkét valodi hangszalag dllomanydba). Figyelembe véve a légutakba keriilt par szazad mL-

es veszteséget, a 35 kg-os gyermek kb. 1 mg / ttkg egyszeri 6sszddzist kapott).
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2. dbra. A Derkay-skala a papillomatosis kiterjedésének kvantitativ megitélésére

Rutin kérszovettani vizsgdlatra minden esetben kiildtiink mintdt, amennyiben a beteg nem
volt teljes remissziéban. A szdvetminta masik részét gyorsfagyasztds utdn virologiai vizsgalat
céljabol taroltuk. Viroldgiai vizsgalatra a teljes remisszid esetén is vettiink szovetmintét a ko-

rabbi laesio helyébdl.

A cidofovir hatdsdnak vizsgélatara, kontrollként a beteg kordbbi 5 viroldgiai feldolgozasra
szant szovetmintdjat hasznaltuk fel, ezeket a cidofovir terdpia kezdete eldtt 190, 165, 131, 53

€és 41 héttel vettiik.

A HPV DNS detektaldsa MY09/MY 11 és GP5+/GP6+ PCR technikéval, a virusgenom fizikai
allapotanak meghatdrozasa E1-, E2- és E1E2-specifikus PCR technikaval, a virusgenom ko-

piaszdmanak meghatarozasa real-time PCR technikdval, a kordbban leirtak szerint tortént.

A terapia befejezése utdn, ellendrzod vizsgalatként — a rutin indirect laryngoscopién til - 76
hétnél ambuldns 70°-0s merev eszkdzzel videolaryngoscopidt, 117 hétnél altatisban LMC-t és

a recidiv laesiok eltdvolitasat végeztiik.

Egyszeri intralaesionalis cidofovir addst — gyakoriva vélt recidivak miatt - egy felndtt beteg

(A3) 6. miitéténél is végeztiink.
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3. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

3.1. Metodikai megfontolasok (1. és 2. dolgozat)

A kontroll csoport kérdése. Friss mintavételr6l 1évén sz6, kontroll csoport kialakitdsa igen
nehéz. Helyi érzéstelenitésben is konnyen feltarhaté régié az oropharynx, rdadasul a nagy
szamban végzett gyermek €s felndtt tonsillectomia nem €s esetleg kor szerint is megfeleld
kontroll csoportot kindl. Esetiinkben azonban mind a carcinomak mind a papillomdk esetén a
leginkébb érintett régié a gége volt, amelynek HPV pozitivitasi ardnyai 1ényegesen eltérnek az
oropharynxtél [54, 67, 125]. Lokalizacié szerint is megfeleld kontroll csoporthoz nem
neoplasticus és nem praeneoplasticus elvédltozdsban szenvedd betegek narcosisban végzett
mitétei johetnének szoba: énekescsomd vagy hangszdlpolypok eltavolitisa. Ezekben az ese-
tekben azonban a rutin szovettani vizsgéalat mellett kérdéses, hogy virol6giai mintavételre ma-
rad-e megfeleld térfogatd szovet. A laryngitis chronica hyperplastica miitéte bdséges szovet-
mintdt adhatna virolégiai vizsgélatra is, azonban ezen elvéltozas esetleges praecancerosisos
szerepe nem egyértelmil. A Reinke-oedema az idiilt, er6s dohdnyzassal torténd szoros asszo-
ciacidja miatt nem képez idedlis kontroll csoportot, mivel a HPV fert6zések és a dohdnyzas
kapcsolata nem tisztazott. Friss mintavétel esetén tehat kor, nem és lokalizaci6 szerint is meg-

feleld, garantdltan tumormentes kontroll csoport kialakitdsa 1ényegében lehetetlen.

Az eset-kontroll tanulmédnyok tobbsége vagy archiv szovetmintdk vizsgdlatdval késziil [23,
55, 98], vagy a HPV DNS detektaldsdra szovetminta helyett szdjiiregi oblitéfolyadékkal vagy
citologiai kefével vett exfolidlt sejteket haszndl fel [54, 98, 125]. Az exfolidlt sejtek HPV
DNS pozitivitdsa azonban eltér a biopsidk HPV DNS pozitivitasatol, raadasul oblitéfolyadék
esetén a lokalizacidra sem specifikus [98]. Egy tanulmény szerint a biopsidval HPV DNS po-
zitivnak bizonyult szdjiiregi carcinomdk 90 %-a esetében az exfolidlt sejtek HPV negativak
voltak [54]. Az eset-kontroll tanulméanyok egy tovabbi csoportja pedig L1, L2, esetleg E7 pro-
tein ellenes antitesteket vizsgdl szérumban [55, 98]. A szeroldgiai eredmények azonban nem
lokalizacio-specifikusak, a multban lezajlott HPV fertézések és a HPV-ellenes immunitas is
nagyban befolyasolja eredményiiket, rdaddsul fleg carcinomdk esetén nem obligit esemény a

késoé1 HPV proteinek expresszidja [54, 82, 98].
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A kontroll csoport igényét elsOsorban az a tény teremti meg, hogy tumormentes egyének fej-
nyaki nyalkahartydiban is detektdlhat6 HPV DNS. Gyermekkori tonsillectomids mintak 2%-a
volt HPV pozitiv (50 mintabdl 1 tartalmazott HPV 11 DNS-t), a HPV fert6zés szovettani jelei
nélkiil [114]. Clayman és mtsai 30 tumormentes archiv gége ill hypopharynx szovetminta
vizsgalata sordn 1 esetben detektdltak HPV DNS-t [23]. Garcia-Milidn 25 tumormentes gégé-
bdl 3-ban taldlt HPV 6 DNS-t, egyben HPV 6 és 16 koinfekciot [48]. Fej-nyaki carcinomdk
HPV pozitivitast vizsgald eset-kontroll tanulmédnyinak meta-analizisei sordn a magas onkogén
kockdzati HPV 16 DNS jelenléte tumormentes fej-nyaki nydlkahartydkban 3,8-5,7 % kozott
alakult [98].

Mintavétel. Az el6z6 fejezetrész valaszt ad arra, hogy — a HPV antigénekkel szemben - miért
a DNS-t, és — az exfolidlt sejtekkel szemben - miért a szovetmintakat valasztottuk vizsgala-
tunk targydnak. A friss mintdk azonnali fagyasztdsa az autolysis sordn az endonukledz aktivi-
tas kovetkeztében degradalt DNS miatti fals negativitds megeldzésére szolgal [82]. A friss
szovetminta elénye a formalinban fixalt és paraffinba dgyazott mintdkkal szemben nyilvanva-
16: a fixdlds ideje és a fixdldszer anyagi mindsége nagyban befolydsolnd a PCR sordn
amplifikdlhat6 szekvencidk hosszat és az amplifik4cid hatékonysdgat (a PCR termék jelinten-
zitasat az agar6z gélen) [S1]. Az archiv feldolgozdsnak azonban vannak eldnyei is: 1. akér
tobb éves periddus gyors retrospektiv vizsgalatét teszi lehetévé [51]; 2. konnyen kialakithato
kor, nem és lokaliz4cié szerint megfelelé kontroll csoport; 3. a virologiai vizsgélathoz fel-
hasznélt metszetsor eldtti €s utdni metszet szovettani vizsgdlatdval egyértelmiien és konnyen
megdllapithatd, hogy a virolégiai mintavétel a kérdéses tumorszovetbdl tortént-e [72, 117].
Az elvéltozasok centrumabdl végzett makroszképos mintavétel utébbira sajnos nem adott le-
hetdséget, rdadasul a carcinomdk esetében arra is tigyelniink kellett, hogy a mintavétel sordan
ne érintsiik a rezekcids vonal épségét. A viroldgiai mintavétel kozvetlen kozelébdl végzett
rutin szovettani vizsgdlat azonban minden esetben igazolta a kérdéses benignus vagy

malignus tumor, valamint praeneoplasticus elvaltozas jelenlétét.

A mintdban a DNS integritdsanak vizsgélatat kotelezOnek tartjuk, erre szolgélt a 3-globin spe-
cifikus PCO3/PC04 PCR. Mivel ez minden mintaban pozitiv eredményt adott, kelld mennyi-
ségli és mindségli amplifikdlhaté DNS jelenlétére kovetkeztettiink. Fej-nyaki carcinomék ese-
tén a DNS integritdsat is ellendrz6 kozlemények HPV DNS pozitivitdsa azonban 1ényegében

nem kiilonbozik az integritds ellendrzését mell6z6 kozlemények eredményeitdl [67].
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Az MY09/MY11 — GP5+/GP6+ nested PCR alkalmazasa. A HPV DNS detektalasara al-
kalmazott konszenzus PCR technika specificitdsit a 450 bp hosszabb amplimer, szenzitivita-
sat nested korben amplifikdlt kb. 145 bp rovidebb szekvencia biztositotta. Az igen konzerva-
tiv L1 régidra specifikus nested PCR szdmos nydlkahartya-asszocidlt HPV tipus detektalasat
teszi lehetdvé: 6, 7, 10, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 34, 35, 40, 42, 44, 45, 51, 52, 54, 55, 56, 58, 59,
61, 62, 66, 72, 73 [72]. A konszenzus PCR altal nem amplifikdlt tipusok esetleges jelenlétébol
addodo fals negativitds mértéke a fej-nyaki régidban eddig leirt tipusok ismeretében elhanya-

golhato.

A mintak kontaminaciéjanak megel6zése. A valédi HPV negativ mintak a mintavételkor, a
DNS extrakcié vagy a PCR soran fertdzodhetnek HPV DNS-sel. A kontamindlé HPV DNS a
HPV pozitiv mintdkbdl, a pozitiv kontrollokbdl vagy magébdl a laboratériumbdl €s annak
eszkozeibdl szarmazhat [72]. A mintavételt miitéti koriilmények kozott, bemosakodva, steril
eszkozokkel, steril kesztyliben végeztiik, a szdllitds és a tarolds is steril koriilmények kozott
tortént, a mintdk feldolgozasa kézben pedig betartottuk a PCR laboratériumra vonatkozé szi-

gord metodikai €s higiéniai szabalyokat.

A vizsgalataink soran alkalmazott DNS kimutatasi modszerek érzékenysége. Eredménye-
ink értékelése szempontjabdl kulcsfontossagu, hogy tisztaban legyiink a vizsgalémodszereink
szenzitivitasaval és korlataival, ezért a virusdetektalas els6 korében alkalmazott MY09/MY 11
PCR és a fizikai dllapot meghatarozdsara szolgdlé El1-, E2- és E1E2-PCR érzékenységét egy
ismert HPV 6 DNS pozitiv papillomds mintabdl prepardlt DNS tizszeres 1éptékii higitasi soro-

zataval hasonlitottuk dssze (3. abra).
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3. abra. Egy ismert HPV 6 DNS pozitiv papillomas minta tizszeres |éptékl higitasi soran elvégzett
egyes PCR-ek eredménye. A szamok a higitds mértékét jelzik. MW: Sigma Wide Range molekulasuly
marker. HPV 6 DNS esetében az E1 PCR 1130 bp, az E2 PCR 845 bp, az E1E2 PCR 2206 bp, az
MY09/MY11 PCR 450 bp amplimert eredményez.

A relativ érzékenységbeli kiilonbségek elsésorban az amplimerek hosszanak kiilonbségeivel
magyardzhatok [82]. Az 1000 bp-ndl is hosszabb amplimereket eredményezd E1 és E1E2
PCR valamint a 450 bp amplimert adé MY09/MY 11 PCR érzékenységében legalabb 3 nagy-
sdgrendnyi kiilonbség van. A HPV DNS detektdlds masodik korében elvégzett GPS+/GP6+
PCR-rel kiegészitett nested technika érzékenysége értelemszertien az MY09/MY 11 PCR-nél
is sokkal nagyobb: ezt jelezte az a tény, hogy a nested PCR utdni agaréz gélelektroforézis

utdn szdmos esetben csak a GP5+/GP6+ PCR termékének 145 bp csikja jelent meg a gélen.

A HPV DNS képiaszamdnak meghatdrozdsara szolgdl6 real-time PCR érzékenysége 10 ng
DNS-ben kb. 10 képia jelenléte. Amint azt az intralaesionalis cidofovir terdpia sordn vett min-

tdkban is latni fogjuk, voltak esetek, amikor a HPV DNS képiaszdma a real-time PCR detek-
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talasi kiiszobe alatt volt, ilyenkor csak a nested PCR pozitivitdsa jelezte az igen kis kdpia-

szdmban meglévo virusgenom jelenlétét.

A fizikai 4dllapot meghatdrozdsat szolgdlé Southern-blot hibridizaci6 — melyet target
amplifikdcié nem el6z meg — joval kevésbé érzékény moddszer, mint a PCR technikdk [98,

116].

Maodszereink — adataink és a szakirodalom altal meghatarozott — relativ (egymashoz viszonyi-

tott) érzékenységét a 4. dbra szemlélteti.

SBH < E1 ~ E1E2 < E2 < MY -

MY-GP
nested

MY
Real-time

4. abra. DNS-detektalasi médszereink (a SBH és a PCR technikak) relativ érzékenysége

3.2. A HPV DNS jellemzése a carcinomas betegcsoportban (1. dolgozat)

3.2.1. HPV DNS pozitivitas és tipusok. A fej-nyaki carcinomaban szenved6 33 betegbdl — a
nested PCR technikat alkalmazva - 15 esetben detektdltunk HPV DNS-t. Itt jegyzem meg,
hogy a nested PCR utdni agar6z gélelektroforézis alkalmaval egyetlen mintdban jelent meg az
MY09/MY11 PCR-re jellemz6 450 bp amplimer. A kiillonb6zé HPV tipusok megoszlasat az

5. abran mutatom be.
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5. abra. A HPV DNS pozitivitds megoszlasa a malignus tumoros betegcsoportban

A kiilonb6z6 HPV tipusok DNS-ének megoszldsat az egyes lokalizdciokban az 5. tdblazat
szemlélteti.

Lokalizacio HPV HPV tipus
poz/ésszes 6 11 11+16 16 egyéb

Larynx 5/15 1 2 0 2 0
Larynx + hypopharynx 5/8 1 1 1 2 0
Oropharynx 2/5 1 0 0 1 0
Larynx + oropharynx 2/3 1 0 0 1 0
Hypopharynx 0/1 0 0 0 0 0
Larynx + trachea 11 1 0 0 0 0
Osszesen 15/33 5 3 1 6 0

5. tablazat. A HPV DNS pozitivitas lokalizacié szerinti megoszlasa

A teljes fej-nyaki régiéban észlelt 45,5 %-os (15/33 beteg) HPV DNS pozitivitds meghaladja
a carcinomas szovetekben PCR technikdval detektalt HPV DNS pozitivitas irodalmi adatainak
tobbségét: a 60 kozlemény értékeibdl djraszamolt prevalencia 25,9 % volt [67]. Eredménye-
inkkel teljesen megegyez6 HPV pozitivitasi ardnyt kozolnek Clayman €s mtsai, akik gége- és
hypopharynx carcinomdkon végezték vizsgalataikat: esetiinkben is ez a régio volt tilsilyban

[23]. Hazai fej-nyaki carcinomds populécié vizsgalata sordn Szentirmay €s mtsai a mi ered-
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ményeinkhez hasonlé HPV pozitivitast észleltek: 150 oropharynx, gége- és nyeldcsordkbol 61

tartalmazott HPV szekvenciakat (40,7 %) [127].

A magas onkogén kockdzati 16-os tipust 7 esetben detektaltuk (egy esetben 11-essel egyiitt),
ez a teljes carcinomds csoport 21,2 %-anak felel meg. Ez az érték 1ényegében megtelel a 20
%-o0s szakirodalmi atlagnak [67, 80, 133]. A HPV 16 prevalencidja a gégére és a
hypopharynxra lokalizdlodo carcinomak esetében 20,8 % (5/24 eset), ez az érték minimalisan
magasabb, mint a 35 tanulmdnybol szamolt atlagos prevalencia (17 %) [67]. Az
oropharyngealis vagy az oropharynxot is érinté esetekben a HPV 16 prevalencidja 25 % (2/8
eset), ez minimadlisan alacsonyabb, mint a 27 tanulmény adataib6l szamolt prevalencia (31 %)
[67]. Nem igazolodott a HPV 16 jelentés oropharyngealis predilekcidja, bar az esetszdm az
oropharynx tumorok esetén nagyon alacsony [116]. A lokalizécidk ezen dnkényes csoportosi-
tasat az emlitett irodalmi Osszefoglaldssal torténd Osszevetés érdekében végeztem, ugyanis a
gége €s a lényegesen ritkdbban vizsgalt hypopharynx eredményeit Kreimer és mtsai egyiitte-

sen targyaljak [67].

Egyetlen esetben sem detektdltunk HPV 18-at, pedig fej-nyaki carcinomdkban is ezt a tipust
tartjdk a masodik leggyakoribbnak [67, 80, 125].

Meglepd eredmény az alacsony onkogén kockdzati HPV tipusok (6 és 11) magas
prevalencidja, esetiinkben egyértelmiien ez a jelenség felel a magas 0ssz-pozitivitdsi ardnyért
is. Az alacsony onkogén kockdzatu tipusok prevalencidja a teljes carcinomds csoportban (az
egy HPV 11 és 16 koinfekciot is beleszamitva) 27,3 % (9/33 eset) volt, megoszlasuk az egyes
lokalizaciok kozott 1ényegében egyenletes volt: a gége €s a hypopharynx teriiletén 6/24 eset, a

oropharynx érintettsége esetén 2/8 eset, egyéb lokalizdcidkban 1/1 eset.

Kreimer és mtsai irodalmi Osszefoglaldsa szerint a HPV 16 és 18 utdn a 6-os a harmadik, a
11-es a negyedik leggyakoribb tipus fej-nyaki carcinomdkban, prevalencidjuk azonban mesz-
sze elmarad az els6 két magas onkogén kockdzata tipushoz képest [67]. Venuti €s mtsai 25
gégerdkos szovetmintabol azonban 5-ben detektdltak HPV 6-ot [134]. Badaracco és mtsai 66
fej-nyaki carcinomdbol 10-ben mutattak ki HPV 6-ot, predilekcios helynek a gége és az
oropharynx bizonyult, ebben a tanulmanyban 3 oropharyngealis tumor HPV 11 pozitiv lett
[7]. Ugyanakkor a két emlitett tanulmanyban is a magas onkogén kockézata tipusok voltak a
leggyakoribbak [7, 134]. Matsha és mtsai 23 HPV pozitiv nyelécsérakbdl 11 esetben detektal-
tak HPV 11-et [77]. A két legyakoribb alacsony onkogén kockazati HPV tipust egy-egy eset
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kapcsdn mds szerzok is leirjdk fej-nyakon, valamint anogenitalis carcinomdkban (cervix,

vulva, Buschke-Lowenstein tumor) is [48, 116, 125, 127].

A szokatlan foldrajzi HPV tipusmegoszlds nem ismeretlen a szakirodalomban: ilyen a HPV
11 gyakorisdga nyel6cso rakban (lasd fent) vagy a HPV 73 magas prevalencidja gége- és nye-
16csoérakban [77, 127]. A 6-o0s és a 11-es tipus magas prevalencidjat — egyéb magyardzat hijan

— foldrajzi sajatossagnak tarthatjuk.

Két HPV tipus koinfekcidjat egy esetben (3%) észleltiik: egy laryngo-hypopharyngealis loka-
lizaciéju carcinoma 11-es és 16-os tipust is tartalmazott. A 16-os és 18-as tipus koinfekciéjat
leirtdk mér gégében [4, 48]. Irodalmi adatok szerint a koinfekcidk prevalencidja fej-nyaki tu-
morokban 3,6 %, leggyakoribb a 16-os tipusnak valamely mads tipussal torténd egyiittes jelen-
1éte [67]. A koinfekciot — legaldbbis az anogenitalis regiéban - ismételt HPV expozicié kovet-

kezményének tartjak [82].

Lokalizacidk szerinti felbontdsban a gégére- és hypopharynxra lokalizdlédo tamorok 41,7 Y-
a (10/24 eset), az oropharynx- vagy az oropharynxot is érinté tumorok fele (4/8 eset) bizo-
nyult HPV pozitivnak, bar az alacsony esetszam miatt egyetlen eset pozitivitdsa is nagyfokban
befolydsolhatja az eredményeket. Az alacsony onkogén kockazati tipusok mar targyalt jelen-
léte miatt ez a két érték meghaladja a gégére €és a hypopharynxra 35 PCR tanulmény eredmé-
nyei alapjan szamolt 24 %-os, valamint az oropharynxra 27 PCR tanulmény eredményei alap-
jan szadmolt 35,6 %-os prevalencidt [67]. Az oropharynxon beliill a tonsilla palatina
carcinomdiban a legmagasabb a HPV DNS pozitivitds, akar a 70 %-ot is elérheti [116]. A
tonsillaris predilekcié hatterében egyrészt a lacundknak €s cryptaknak koszonhetden meglévo
kiterjedt nydlkahartya felszint, masrészt a tobbrétegli el nem szarusodé laphdm és az alatta
fekvd nyirokszovet igen szoros kapcsolatat emlitik, melyet egyes szerzok — véleményem sze-

rint hisztolégiai szempontbdl tévesen - a squamociliaris junctidhoz hasonlitanak [54, 67].

A fej-nyaki carcinomdk - kiilonféle mddon vizsgédlt — HPV pozitivitdsdnak jelentds kiillonbsé-
geit és az egyes HPV tipusok el6fordulési gyakorisdganak eltéréseit a valddi foldrajzi kiilonb-

ségeken tul a kovetkezd populacios €s metodikai okok is magyardzhatjak.
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. A vizsgalt populacié mérete és a HPV DNS pozitivitds dltaldban forditott ardnyban
all egymassal, kiilondsen a szdjiireg és a gége carcinomdi esetében [67]. A jelenség
oka vélhetden az, hogy a kis esetszamu populacion észlelt meglepden magas HPV po-
zitivitasi aranyt eldszeretettel publikdljdk [67]. Az adott populécidra jellemzd valds

HPV pozitivitds és a tipusok megoszlasa igy torzulhat.

. A vizsgélt populdcio életkora is befolydsolhatja az eredményeket, ugyanis néhéany ta-
nulmény szerint szdjiiregi, illetve ,,fej-nyaki” carcinomdk esetében fiatalabb életkor-
ban gyakoribb a HPV DNS pozitivitas, a kiillonbség szignifikancia-kozeli [92, 116].
Mas szerzOk gége carcinoma esetén nem észleltek Osszefiiggést a HPV prevalencia és
az életkor kozott [4, 48]. Esetiinkben az 55 év alatti korosztdly 14 betegének 50 %-a,
az 55 éves vagy idosebb korosztdly 18 betegének 42,1 %-a volt HPV pozitiv, a kii-
lonbség egyvaltozos logisztikus regresszidval vizsgdlva nem szignifikancia-kozeli

(lasd késobb a 6. tdblazatban).

. A férfi-né arany is befolyasolhatja a HPV pozitivitast, ugyanis egyes vizsgalatok sze-
rint nok fej-nyaki carcinomdiban nagyobb a HPV prevalencidja [73, 127]. A jelenséget
a nOk mértékletesebb dohdnyzdsi és alkoholfogyasztdsi szokdsaival magyardzzak
[127]. A legtobb tanulmédnyban az eleve kis esetszdm és az er0s férfi tulsuly miatt
nincs mod a betegek nemének HPV pozitivitasra gyakorolt hatdsat vizsgalni. Esetiink-

ben mindossze két nd szerepelt a carcinomds betegcsoportban.

. A ,fej-nyaki” carcinomdkon beliil az egyes lokalizaciok megoszlasanak aranya is
modosithatja az eredményeket: a tobb oropharynx (kiilonosen tonsilla) carcinoma na-
gyobb HPV DNS pozitivitast eredményez [67, 125]. Az egyes régiok HPV DNS pozi-

tivitasat ezért — a jobb Osszehasonlithatdsdg kedvéért — kiilon-kiilon érdemes vizsgalni.

. A tumor elhelyezkedésének helytelen megitélése befolyasolhatja az egyes lokaliza-
ciéora vonatkoz6 HPV DNS pozitivitds aranyat. Tobb szerz0 a nyelvgyoki
carcinomdkat a szdjiireghez sorolta, holott a nyelvgyok a TNM Atlasz szerint is az
oropharynx része [55, 139]. Ez a fajta helytelen lokalizalas eredményezhette példaul a

szdjiiregi daganatok magasabb HPV pozitivitdsit az dzsiai népességben [67].
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6.

10.

A nagyobb primer tumorméret (magasabb T stadium) egyes szerzOk szerint na-
gyobb HPV pozitivitasi ardnnyal jar [15]. Esetiinkben a kés6i szakorvoshoz fordulds
miatt sajnos csak 9 tumor volt T1-2 stddiumu, ugyanakkor 24 volt T3-4 stddiumd, a
HPV pozitivitasi ardny 22,2 % ill. 54,2 % volt, a kiilonbség egyvaltozés logisztikus
regresszidval vizsgilva azonban csak szignifikancia-kozeli volt (1dsd késébb a 6. tab-

lazatban).

A mintavétellel kapcsolatos kiilonbségeket (HPV ellenes antitestek vizsgalata szé-
rumbdl, DNS vizsgélata exfolidlt sejtekbdl vagy szovetmintdkbdl), valamint szovet-
mintdk esetén az archiv és a friss mintdkbol eredd eltéréseket kordbban targyaltuk.
Megjegyzendd azonban, hogy a HPV DNS archiv és a friss mintdkb6l PCR techniké-
val torténd vizsgalati eredményeinek 4ttekintése sordn a prevalencidban egyik lokali-

zacio esetében sem adddtak eltérések [67].

A kiilonb6z6 DNS detektalasi eljarasok érzékenysége is jelentdsen eltér, a csak a
DNS szignélt amplifikalo hibridizacios eljarasok kevésbé szenzitivek, mint a target

DNS-t amplifikdl6 PCR technikak [82].

PCR technika alkalmazdsa mellett a pozitivitast a vizsgdlat elve befolydsolhatja: a
gyakoribb tipusokra specifikus primerek alkalmazasa eleve kizarja a kevésbé gyakori
HPV tipusok detektdldsat [80]. Konszenzus primerek hasznélata mellett a leggyako-
ribb nyélkahdrtya-specifikus tipusok tobbnyire kimutathatok [72]. Nem véletlen tehat,
hogy a szerzok tobbsége a HPV detektalashoz konszenzus primerek koziil is a legtobb
tipust kimutaté6 MY09/MY 11 part hasznélja [4, 7, 48, 72, 134]. A PGMY konszenzus
PCR azonban az MY09/MY 11-specifikushoz képest is tobb HPV tipust képes detek-
talni és szenzitivitdsa is nagyobb [82]. A konszenzus primerek hasznélatit — ellendrzo
jelleggel, HPV tipizdlasra vagy a ritkdbb tipusok detektdldsira — egyes szerzok
tipusspecifikus primerekkel egészitik ki [4, 7, 134].

Lindeberg és mtsai - a szakirodalom é&ttekintése sordan - csak gégerdkokban és csak
PCR technikdval 3 és 85 % kozotti HPV prevalenciat észleltek. Az extrém magas

HPV prevalencia hatterében a mintak kontaminaciéjat emlitik [72].
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3.2.2. A HPV DNS fizikai allapota és kopiaszama a carcinomas betegcsoportban. Az El-,
E2- és E1E2-specifikus polimerdz lancreakcidk a 33 carcinomds betegbdl egyetlen mintdban
adtak értékelhetdé eredményt: ez egy 60 éves férfibeteg T2 stadiumi, HPV 6 DNS pozitiv
oropharynx tumordbdl szdrmazott, a tumor a nyelvgyokben €s a jobb oldali tonsillolingualis
atmenetben helyezkedett el. Az ¢ mintdja volt egyben az egyetlen, amely esetében a nested
PCR utén - az els6é kor hosszabb amplimernek megfeleld - 450 bp csik is lathaté volt az
agar6z gélen, jelezvén a tobbi mintdhoz képest nagyobb mennyiségli HPV DNS jelenlétét.
Esetében az E1-PCR pozitivitdsa és az E2- ill. EIE2-PCR negativitdsa alapjan azt feltételez-
ziik, hogy a genom felhasaddsa az E2 OREF teriiletén tortént. A vizsgdlomodszerek eltérd ér-
z€kenysége jelen esetben vélhetden nem befolyésolta az eredményt, mivel a kevésbé érzékeny
E1 PCR lett pozitiv a szenzitivebb E2 PCR negativitdsa mellett. A HPV DNS integricidja az

egyébként alacsony onkogén kockazati HPV 6 etioldgiai szerepe mellett szélhat.

Metodikai hibét a tobbi carcinomds minta negativ E1, E2 és E1E2 PCR- eredményei hatteré-
ben nem feltételeziink, mivel a carcinomads és a papillomas mintdkat érkezésiik sorrendjében
vizsgaltuk €s valamennyi esetben taldltunk pozitiv és negativ mintdkat (Iasd majd a 8. 4brat),
valamint a pozitiv és a negativ kontrollok is valamennyi esetben miikddtek. A jelenség valo-
szinll oka a virusgenom igen alacsony kdpiaszdma. Ennek igazoldsdra a nested PCR-rel HPV
6 pozitivnak bizonyult 3 carcinomds és 5 papillomads, valamint HPV 11 pozitivnak bizonyult 3
carcinomds és 5 papillomds minta képiaszamat HPV 6 és 11 genomot tartalmazé pBR322
plazmid tizszeres higitdsi sorozata segitségével becsiiltiik meg, az MY09/MY11 PCR elvég-
zésével. Ez alapjan a carcinomdkban mind a HPV 6 mind a 11 DNS kopiaszdma mindegyik
mintdban 10 alatti volt (1 ug minta DNS-re vonatkoz6an), mig a papillomdk nagy részében a
koépiaszam a 10%-10’ nagysdgrendben alakult. A carcinomdk kopiaszdmanak real-time PCR-
rel torténd becslésének ezutan nem lattuk értelmét. A 6. dbran példaként a HPV 6 DNS pozi-

tiv mintdk képiaszamanak denzitometrids becslését mutatom be.
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6. abra. HPV 6 DNS pozitiv carcinomak és papillomak képiaszamanak 6sszehasonlitasa HPV 6 DNS-
t tartalmazé pBR322 plazmid DNS tizszeres l|éptéki higitasi soraval, az MY09/MY11 PCR-t
elvégezve. P=papillomés mintak, C=carcinomds mintdk, MW= Sigma Wide Range molekulasuly
marker. A kopiaszamot a kalibral6 oldatsor segitségével, denzitométerrel hataroztuk meg

A HPV genom fizikai éllapota fej-nyaki carcinomékban lehet integrélt vagy episzomalis, de a
kétféle fizikai allapot egyidejli el6forduldsat is leirtdk [7, 65, 78, 117, 134]. Venuti és mtsai —
gégében PCR és 2 dimenziés SBH technikdval vizsgdlva - 7 HPV 16 pozitiv carcinomabdl 3
esetben, 5 HPV 6 pozitiv carcinomdbdl egy esetben észleltek integralt fizikai dllapotot, a tobbi
esetben a genom episzomalisnak bizonyult [134]. A rezekcids vonalbdl és a szomszédos ép
nyalkahartydbdl szdrmazé szovetmintdkban — egy kivétellel — valamennyi esetben ugyanazon
tipus genomjdnak episzomdlis dllapotat észlelték. RT-PCR technikét alkalmazva a transzfor-
malo E6 és E7 gének expresszidjat csak a HPV 16 esetében detektéltak [134]. Egy mésik koz-
leményben E2-specifikus PCR alkalmazdsaval 7/12 HPV 16 pozitiv és 1/10 HPV 6 pozitiv
esetben észlelték a HPV genom integraciéjit [7]. Snijders és mtsai négy tonsilla carcinoma
kapcsén vizsgélta a HPV genom fizikai dllapotét és expresszidjat: a 2 HPV 16 pozitiv esetben
a genom tisztan episzomélis, egy HPV 33 pozitiv esetben tisztan integrélt és egy masik HPV
33 pozitiv esetben episzémalis és integralt volt; E6 és E7 mRNS-t azonban mindegyik esetben

detektaltak [117].

Koskinen és mtsai 23, kiilonb6z6 lokalizaciéjd, 16 HPV DNS pozitiv fej-nyak carcinomaban
vizsgélta a virus DNS fizikai dllapotét, az ardnyok a kovetkezdk voltak: 11 integralt (48 %), 8
episzomalis (35 %) és 4 kevert (17 %) [65]. Badaracco és mtsai a HPV 6 és 16 pozitiv
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carcinomdk fizikai allapota €s lokalizdcidja kozott nem taldltak Osszefiiggést [7]. Mellin és
mtsai vizsgalatai szerint tonsilla carcinomdk tobbségében az episzomdlis fizikai édllapot a jel-

lemzd6 [78]. A fizikai allapot prognosztikai ért€két fej-nyaki carcinomédkban nem ismerjiik.

A fenti tanulményok metodikdja hatékonynak bizonyult a fizikai allapot meghatdrozasdra.
Vélhetden nagyobb mennyiségli (vagy nagyobb HPV DNS tartalmi) minta DNS 4llt a szer-
z0k rendelkezésére és a DNS-detektdlé modszereik szenzitivitidsa is meghaladhatta az altalunk

alkalmazottakét.

A fizikai allapot meghatarozasara szolgdlé SBH és az E1, E2 és E1E2 specifikus PCR techni-
kainkat kiilonboz6 klinikai stddiumu cervix carcinomdkban és azok metastasisaiban is alkal-
mazva, az I-hez képest nagyobb képiaszammal jaro II. stddiumban, az esetek tobbségében a
fizikai allapot egyértelmiien meghatarozhaté volt [126]. Az 1. stddium kisebb kdpiaszdma
gyakran a SBH érzékenységi kiiszobe alatt volt. Az azonos metodika mellett a fej-nyaki és a
genitalis régioban észlelt eltér6 eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a fej-nyaki
carcinomdk HPV DNS képiaszdma 4ltaldban kisebb, mint a cervix carcinoméaé. Ezt a kovet-

keztetést irodalmi adatok is alatdmasztjak [125].

A koépiaszam becslésének moddszerei €s igy kifejezésének formadi is meglehetdsen eltérdek.
Snijders és mtsai a HPV 16 pozitiv fej-nyaki carcinomdk kdpiaszdmat ismert kdpiaszamd,
SiHa sejtekbdl szarmazd DNS higitasi sora segitségével hataroztdk meg, ,,magas” képiaszdm-
nak a legalabb 1 kopia/100 sejt értéket tekintve a HPV pozitiv tonsillatumorok 80 %-a, a tobbi
oropharynx tumor mintegy fele volt ,,magas” kopiaszamu, mig a gégetumorok koziil csaknem
valamennyi a hatarérték alatti kopiaszdmot mutatott [116]. A magas kdpiaszamu esetekben
gyakrabban detektdltak E6 és E7 transzkripteket, mig az ISH vizsgilat a HPV és a
neoplasticus sejtek klondlis kapcsolatdra utalt [116]. A HPV DNS képiaszdma kifejezheto a
cellularis B-aktin gén ardnydban is: ez alapjan vizsgdlva a tonsilla tumorok képiaszama 10 és
néhdny szdz HPV DNS kopia / B-aktin kozott alakult, rdaddsul a 190 képia / B-aktin értéknél
magasabb kdpiaszdmu esetek 3 éves tilélése szignifikdnsan jobb volt, mint az ez alatti kdpia-
szamu eseteké [78]. Koskinen és mtsai eredményei szerint a tonsilla carcinomdk HPV DNS
koépiaszama atlagosan mintegy 80 ezerszer magasabb, mint a tobbi HPV pozitiv fej-nyaki tu-
mor esetében [65]. A két utdbbi szerzd real-time PCR technikaval becsiilte a HPV genom koé-

piaszamdt. A tonsilla carcinomdk HPV DNS képiaszdma 0Osszemérhetd a cervix
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carcinomééval [54]. Esetiinkben az E1, E2 és E1E2 specifikus PCR érzékenységi kiiszobét

meghalad6 egyetlen tumor is épp egy tonsillat is érintd oropharynx tumor volt.

3.2.3. A HPV pozitivitas osszefiiggése a betegek klinikopatolégiai paramétereivel. Az
egyes HPV tipusokra pozitiv betegek alacsony szdma miatt a nested PCR technikaval észlelt
0sszes HPV DNS pozitivitds kapcsolatat vizsgaltuk meg a klinikopatoldgiai paraméterekkel.

Eredményeinket a 6. tdblazatban foglalom Gssze.

Faktorok HPV pozitivitas Nyers esélyhanyados p
eset/0sszes (%) (95 % konfidencia
intervallum)

Klinikai jellemzék

Eletkor
55< 14 {6 7/14 (50,0%) 1,00 0,251
<=5519 6 8/19 (42,1%) 0,44 (0,11-1,79)

Nem
N6 2 f6 2/2 (100,0%) 0,18 (0,0075-4,34) 0,291
Férfi 31 {6 13/31(41,9%) 1,00

Dohanyzas
Negativ 4 {6 2/4 (50,0%) 1,00 1,00
Pozitiv 16 6 8/16 (50,0%) 1,00 (0,11-8,95)
14 esetben nincs adat

Alkohol
Negativ/Alkalmanként 9 f6  3/9 (33,3%) 1,00 0,215
Pozitiv 6 f6 4/6 (66,7%) 4,00 (0,45-35,79)
19 esetben nincs adat

Patoldgiai jellemzék

pT
pT1-2 9 {6 2/9 (22,2%) 1,00 0,115
pT3-4 24 {6 13/24 (54,2%) 4,14 (0,71-24,16)

pN
pNO 18 f6 9/18 (50,0%) 1,00 0,566
pN1- 15 6 6/15 (40,0%) 0,67 (0,17-2,67)

pPM nem értékelhet6
pM1 1
pMO0 33

Lokalizacio
H vagy M 6 f6 2/6 (33,3%) 1,00 0,514
L vagy LX 27 6 13/27 (48,1%) 1,86 (0,29-11,90)

Differencialtsagi fok
G-1/G-1117 {6 717 (41,2%) 1,00 0,611
G-lll 16 6 8/16 (50,0%) 1,43 (0,36-5,66)

6. tablazat. A HPV pozitivitas Osszefliggése a betegek klinikai és patologiai paramétereivel. A
lokalizacional H=hypopharynx, M=oropharynx, L=larynx, LX=laryngo-hypopharyngealis, laryngo-
oropharyngealis vagy laryngo-trachealis
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A betegek klinikai paraméterei és a HPV pozitivitas k6zott nem igazolhaté szignifikdns
Osszefiiggés. A patologiai jellemzok koziil egyediil a patologiai T stadiummal igazolhaté
szignifikancia-kozeli kapcsolat: az elérehaladottabb primer tumorok gyakrabban tartalmaznak
HPV DNS-t (p=0,115). Mivel a nyers esélyhdanyados értékek alapjan a tobbi tényez0 nem
gyakorol szignifikancia kozeli hatdst sem (p<0,200) a HPV pozitivitds kialakuldsara, igy ezt

az elemzést tobbvaltozds formaban nem folytattuk.

A kovetés soran kedvezdtlen eseményt mutaté csoportban a HPV pozitivitds ardnya (50 %)

némileg meghaladta a tumormentes csoportét (41,7 %).

Az éltalunk vizsgalt klinikai és patoldgiai paraméterek és a HPV pozitivitas kozott egy 66 €s
egy 101 fej-nyaki carcinomads beteget feldolgoz6 tanulmdnyban sem taldltak szignifikans 0sz-
szefiiggést [7, 92]. Az elso esetben egyediil az anamnézisben szerepld szdjiiregi trauma és a
HPYV pozitivitds kapcsolata bizonyult szignifikdnsnak (Fisher-teszt, p=0,03), ezt a kapcsolatot
a szerzOk a sériilt basalis hamsejtek HPV expozicidjaval magyardztak [7]. A masodik esetben
a nyirokcsomé metastasis hidnya és a HPV pozitivitds kapcsolata bizonyult szignifikancia-
kozelinek (Pearson-féle x* teszttel, p=0,0635) [92]. Clayman és mtsai 65 gége- és algarati
carcinoma retrospektiv feldolgozdsa sordn a HPV pozitivitdis és a pN stddium, az
extralaryngealis és subglotticus terjedés, valamint a porc-, a vascularis és a neuralis invasio

kozott nem taléltak kapcsolatot [23].

A szovettani paraméterek koziil a differencidltsdagi fok és a HPV pozitivitds mas szerzok
szerint sem fiigg 0ssze [133, 134]. Kiilon kérdés a szovettani tipus és a HPV pozitivitas 6sz-
szefliggése. Esetiinkben a 33 carcinoma koziil mindéssze 1 volt adenocarcinoma, a tobbi
laphamréknak bizonyult. A laryngealis lokalizacidju adenocarcinomdban nem detektaltunk
HPV DNS-t. A laphdmrékok kozott verrucosus carcinoma nem volt, a HPV 11 és 16
koinfekciot hordozé alacsonyan differencidlt gége- és algarati rdknak azonban Un. basaloid
karaktere volt. A basaloid laphdmrék jellemzdi: basaloid sejtcsoportok periférids paliszad al-
lasu sejtekkel; orsésejtes komponens vagy laphdm irdnyud differencidciét mutaté teriiletek le-
hetségesek [127]. Egy hazai vizsgélat szerint a fej-nyaki basaloid laphdmrakok 81 %-a, a
verrucosus carcinomdk 100 %-a volt HPV pozitiv [127]. Van Houten és mtsai a basaloid ka-

rakter és a HPV pozitivitds szoros kapcsolatat nem tudtdk megerdsiteni [133].
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A fej-nyaki carcinomdk 15-20 %-a a két legfontosabb rizik6faktor, a dohdnyzas és az alkohol-
fogyasztds hidnyaban alakul ki [98]. Epidemioldgiai adatok szerint a két kédros szenvedély
carcinogenesisben betoltott relativ kockdzata a fej-nyaki lokalizaciok koziil az oropharynx
carcinomdk esetén a legkisebb [55]. A HPV DNS prevalencidja pedig épp ebben a régiéban a
legmagasabb [67]. A HPV pozitiv oropharynx carcinomdk nagyobb valészintiséggel alakul-
nak ki nemdohdnyzdékban és alkoholt nem fogyasztokban, bar ezekben az esetekben a do-
hanyzas és az alkoholfogyasztas hidnya elsdsorban a néi nemhez kothetd [49, 73, 127]. A gé-
gére és a teljes fej-nyaki régiora vonatkoztatva azonban a HPV pozitivitas és a két legfobb
rizikofaktor fenndlldsa kozott — eredményeinkhez hasonléan — nem igazolddott Gsszefiiggés

[4,7].

3.2.4. A Klinikai, patologiai és mikrobiolégiai jellemzok hatasa a betegség kimenetelére
(7. tablazat). Mar az alacsony esetszamnal is lathat6, hogy a dohanyzas és az alkoholfo-
gyasztas kedvezotleniil befolydsolja a kimenetelt, bar az Osszefiiggés — feltehetden az ala-
csony értékelhetd esetszdm miatt - egyik esetben sem szignifikans. A patolégiai jellemzok
koziill a diagnézis idején észlelt nyirokcsomé metastasis (pN) kedvezdtlen hatdsa a
tumormentes tilélésre egyértelmll (p=0,025). Latszélag meglepd mdédon a T1-2 stddiumu tu-
morok esetén a kedvezdtlen kimenetel esélye némileg nagyobb, mint elérehaladottabb primer
tumor esetén. A valasz a lokalizaciéban rejlik: a T1-2 stddiumud 9 carcinoma koéziil 5 a rossz
prognozisu oropharyngealis lokalizaciéban helyezkedett el. A laryngealis lokalizacié némileg
jobb progndzist jelent, bar az Osszefiiggés itt sem szignifikdns. A HPV pozitivitds valamennyi

lokaliz4ciot egyiitt vizsgalva fokozza a rossz progndzis esélyét.

A HPYV pozitivitas prognosztikai szerepe a szakirodalomban nem egyértelmii, az azonban
tobb tanulmany eredményeibdl is korvonalazédik, hogy az oropharynx (és a tonsilla)
carcinomdk esetében a HPV pozitivitds jobb progndzist jelent a 3 éves recidivamentes tilélés
szempontjabol [54, 79]. A kordbban emlitettek szerint HPV 16 pozitiv tonsilla carcinomak
magas HPV kdépiaszdma is j6 prognosztikai jelnek bizonyult [78]. Pintos és mtsai — hozzank
hasonldan — a teljes fej-nyaki carcinomds csoportban vizsgéltdk a HPV prognosztikai hatdsat
(recidivamentes tulélés, dsszes tilélés) és — hozzank hasonléan — 6k sem észleltek kapcsolatot
[92]. Clayman és mtsai szerint gége és hypopharynx rdkokban a HPV pozitivitds szignifikan-
san rontja a tdlélést, a kapcsolat er6ssége megegyezik a nyirokcsomd metastasis vagy a

vascularis invasio hatasaval [23].
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Faktorok Kedvezétlen  Nyers esélyhanyados o]
kimenetel (95 % konfidencia
intervallum)

Klinikai jellemzék

Eletkor
55< 14 {6 9/14 (64,3%) 1,00 0,854
<=55 18 f6 11/18 (61,1%) 0,87 (0,21-3,71)

Nem
NG 2 6 1/2 (50,0%) 1,00 0,709
Férfi 30 f6 19/30 (63,3%) 1,73 (0,1-30,45)

Dohanyzas
Negativ 4 f6 1/4 (25,0%) 1,00 0,103
Pozitiv 15 6 11/15 (73,3%) 8,25 (0,63-104,20)
13 esetben nincs adat

Alkohol
Negativ/Alkalmanként 8 {6  3/8 (37,5%) 1,00 0,068
Pozitiv 6 f6 6/6 (100,0%) 20,00 (0,80-500,84)
18 esetben nincs adat

Patoldgiai jellemzék

pT
pT1-2 9 {6 6/9 (66,7%) 1,00 0,405
pT3-4 23 {6 14/23 (60,9%) 0,47 (0,08-2,81)

pN
pNO 18 f6 8/18 (44,4%) 1,00 0,025
pN1-2 14 6 12/14 (85,7%) 7,50 (1,29-43,69)

pM nem értékelhet6
pM1 1
pMO 32

Lokalizacio
H vagy M 5 6 5/5 (100,0%) 1,00 0,175
L vagy LX 27 6 15/27 (55,6%) 0,13 (0,006-2,52)

Grade
G-1/G-l1 16 f6 9/16 (56,3%) 1,00 0,467
G-lll 16 6 11/16 (68,8%) 1,71 (0,40-7,27)

Mikrobioldgiai jellemzé

HPV
Negativ 17 6 10/17 (58,8%) 1,00 0,648

Pozitiv 15 f6

10/15 (66,7%)

1,40 (0,33-5,93)

7. tablazat. A klinikai, patolégiai és mikrobiologiai jellemzék dsszefliggése a betegség kimenetelével.
Kedvezétlen kimenetel = lokdlis recidiva, regionalis nyirokcsomé attét vagy tavoli attét a kdvetési idé
alatt barmikor. A lokalizacionadl H=hypopharynx, M=oropharynx, L=larynx, LX=laryngo-
hypopharyngealis, laryngo-oropharyngealis vagy laryngo-trachealis. A tablazatban 32 beteg adatai
szerepelnek, mivel egy beteg a mitét utdn nem jelentkezett t6bbet a Klinikdn, az 6 késébbi
kortorténetét nem ismerjik.
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A nyers esélyhdnyados értékek €s a szignifikancia alapjan (p<0,200) kivdlogattuk azokat a
tényezoket, amelyek hatdsat tobbvaltozos regresszidval is érdemes vizsgalni: pN, lokalizécid,
dohdnyzas, €s alkoholfogyasztds. Ezek koziil a dohdnyzas és az alkoholfogyasztias a HPV po-
zitivitdsnak a kedvezdtlen kimenetelre gyakorolt hatdsét erdsiti, de az 6sszefiiggés nem éri el
a szignifikancia kiiszobét: dohdnyzds + HPV pozitivitds esetén a nyers esélyhdanyados (95 %
konfidencia intervallum) = 6,12 (0,52-72,50), p=0,151; alkoholfogyasztas + HPV pozitivitds
esetén a nyers esélyhdnyados (95 % konfidencia intervallum) = 8,59 (0,58-127,05) p=0,118.

A klinikopatoldgiai paraméterekkel é€s a kimenetellel torténd osszefiiggést a magas onkogén
kockédzata HPV 16 esetén kiilon megvizsgaltuk, szignifikdns eltérést azonban ekkor sem ész-

leltiink.

3.2.5. Osszegzés. A magas HPV DNS pozitivitdsi ardny (és az alacsony onkogén kockdzatii
tipusok gyakori jelenléte) onmagdaban nem jelent dltaldnos érvényii etiologiai kapcsolatot, az
kovetkezménye is lehet a carcinogenesisnek. A carcinomds betegcsoportunkban a PCR mod-
szereink érzékenységi kiiszobe alatti HPV DNS kdpiaszdm és a klinikopatologiai paraméte-
rekkel, valamint a prognozissal torténo Osszefiiggés hidanya a HPV fej-nyaki
carcinogenesisben betoltott etiologiai szerepe ellen szol, bdar az esetszamunk igen alacsony

volt.

A fej-nyaki carcinomdk egy kisebb részében (kiilonosen az oropharynxban) — irodalmi adatok
szerint - a HPV genom magasabb kopiaszama és foleg annak expresszioja a humdn
papillomavirusok etiologiai szerepét igazolja. Az dltalunk vizsgdlt esetek koziil az egyetlen
magasabb képiaszdmii és integrdlt fizikai dllapotii HPV 6 pozitiv oropharynx carcinoma ero-

siti meg ezt a hipotézist.
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3.3. A HPV DNS jellemzése a papilloméas betegcsoportban (1. dolgozat)

A szovettani lelet ebben a betegcsoportban egységesen papillomatosist igazolt, dysplasia nél-

kiil (7. abra).

7. abra. a: a tobbrétegli el nem szarusodd lapham benignus proliferacidja a fibrovascularis stromaval
(nyilak) egyUtt ujjszerl nyulvanyokat képez (J2 beteg, 25. miitét, HE, 40x); b: jol lathat6 a basalis
hamréteg hyperplasidja, a koilocytosis (folytonos nyilak) és a parakeratosis (szaggatott nyilak). A ham
rétegz6dése megtartott, cellularis atypia nincs (J2 beteg, 25. miitét, HE, 200x)

3.3.1. HPV DNS pozitivitas és tipusok. Az elvégzett miitétek dontd tobbségénél mdédunk
volt a virolégiai mintavételre. A 14 betegbdl Osszesen 26 mintdt dolgoztunk fel (8. tdblazat).
Az intralaesionalis cidofovir terdpia 9 miitéte sordn vett mintdk eredményeit a késObbiekben

kiilon részletezem.

A kovetési 1d6 atlagosan 31,7 hénap (0-86 honap) volt, 0 abban az esetben, ha a beteg az els6
(és egyetlen) miitéte utdn tobbszor nem jelentkezett a Klinikdn. A kovetési 1d6 alatt 0sszesen
33, betegenként atlagosan 2,35 (1-10) beavatkozds tortént (a késdbb ismertetendd cidofovir

terdpidhoz sziikséges miitéteket nem szdmolva).
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Sor- Kor Nem Kovetési Mitétek Lokaliza- HPV tipus Fizikai Kdépiaszam
szam idé szama cio allapot
J-RRP
J1 2év F 12 hé 1 L 11 (2.) E 10°
J2 7év F 6év9ho 10 + P 11 (21.) E 3x10°
6 ho 9(ChV) L 11 (22.) E. 2x10°
L,P 11 (23") E 10°
L 11 (25.) E 10°
L 11 (26.) E 10°
L,P 11 (29-37) E l. 15.-16.
) abra
J3 9év F 7év2he 2 L 11 (8.) E NV
2 hé L 11 (9.) E 5x10°
J4 3év F 5 év 1 L 6 (1.) E NV
1 ho
J5 26év N 0 1 L 1(4.) E 7x10*
J6 62év F 4év1ho 1 L 1(4.) E 10*
A-RR
Al 18év N 1év7hé 3 L 11(2) E. NV
L 11 (4.) E 3x10*
A2 28év F 7 hé 2 P 6 (3.) E NV
P 6 (4.) E 2x10°
A3 31év F 6 év 6 ho 2+ L 6 (3.) E 5x10°
1(CDV) L 6 (4.) E 2x10°
L 6 (5A.) E 10
L 6 (5B.) E 7x10*
A4 35év F 0 1 L 6(1.) E 10°
A5 36év F 1évithe 2 L 11 (6.) E 5x10°
11 (7)) E 2x10°
A6 35év F 0 1 N 1(1) E 10
A7 39¢v F 2évihd 3 L 6 (2.) E NV
L 6 (4.) E NV
A8 71év N 4 hé 2 L 6 (3.) E NV

8. tablazat. A papillomas betegcsoport HPV statusza. J-RRP = juvenilis kezdet( recidiv respiratoricus

papillomatosis; A-RRP

felnéttkori kezdeti RRP; CDV: intralaesionalis cidofovir terapia (lasd

kés6bb). A lokalizacié jelolése: L=gége, P=lagyszajpad, N=orrireg. A HPV tipus utan zardjelben a
miitét sorszama szerepel az anamnézisben szerepld legels6é mitéttél szamolva; egyidejlileg tébb
lokalizacié esetén a viroldgiai mintavétel helyét a miitét sorszamanal fels6 indexben jel6lom. A fizikai
allapot jeldlése: E=episzdémalis,
képiaszamndl feltlintetett értékek 10 ng templat DNS-ben [év6 HPV DNS mennyiségére vonatkoznak;
NV=nem vizsgaltuk az elégtelen mintatérfogat miatt.

=a tisztan episzémalis fizikai allapotot SBH

is igazolja; a
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Valamennyi papillomds beteg HPV DNS pozitivnak bizonyult. A legtébb esetben a nested
PCR uténi agaréz gélelektroforézis sordn a 450 bp hosszabb amplimer is l4that6 volt, jelezvén
a vélhetden nagyobb képiaszamui HPV DNS jelenlétét. A 100 %-os HPV DNS pozitivitas
nem meglepd annak ismeretében, hogy j6 mindségl, friss, az esetek tobbségében bdséges
szovetmintat vizsgdltunk egy kellden szenzitiv technikdval. Hasonlé vagy nagyobb szdmu
friss miitéti biopsian PCR technikét alkalmazva mds szerzOk is 100 %-os vagy azt kozelitd
HPV DNS pozitivitast észleltek [85, 94, 129, 137]. Tobb szerzd végzett archiv (formalinban
fixalt és paraffinba dgyazott) szovetekbdl retrospektiv HPV DNS detektalast PCR technika-
val, a HPV pozitivitdsi ardny ezekben az esetekben is kozelitette a 100 %-ot [46, 52, 89].

Nyolc betegben HPV 11 DNS-t, 6 betegben HPV 6 DNS-t detektéaltunk.

Egy beteg kovetése soran kovetkezetesen egyazon HPV tipus DNS-ének jelenléte volt igazol-
hat6. Két beteg esetében a jelen vizsgalat el6tti periddusban archiv (formalinban fixalt és pa-
raffinba dgyazott) szovetmintdkbdl is megvizsgaltuk a HPV tipusit, és az mindkét betegben
megegyezik a friss szovetmintdkban detektalttal (1asd a 3. és a 8. tablazat eredményeit). Ha-
sonld sorozatos biopszidk HPV tipizdldsa a szakirodalomban nem gyakori. Gabbott és mtsai is
azonos HPV tipus jelenlétét igazoltdk az egy beteg laesi6ibdl kiillonbozd idopontokban vett
mintdkban [46]. Mindez megerdsiti a 6-os és a 11-es tipusnak a RRP etioldgidjdban betoltott

szerepét.

Egyidejiileg tobb HPV tipus jelenlétét egyetlen papillomds mintdban sem tapasztaltuk. A
HPV koinfekcidk tekintetében a szakirodalom nem egységes. Gabbott és mtsai 44 beteg 183
mintdjaban detektaltak HPV DNS-t, koinfekciét azonban - eredményeinkhez hasonl6an — nem
észleltek [46]. Wiatrak és mtsai 58 betegbdl 4-ben észleltek HPV 6 €s 11 koinfekciot, koziiliik
két esetben mindkét sziild anamnézisében genitalis condyloma szerepelt [137]. Egy mexikoi
tanulmanyban 47 betegbdl 35-ben detektaltak HPV koinfekciot, ezt a jelenséget szerzok a
vizsgdlt populécid sajatossdgaival magyaraztak [89]. A koinfekcidk egyedi €s kirivéan magas

aranya hatterében véleményem szerint inkdbb a mintdk kontaminécidja allhat.

A juvenilis kezdetli RRP (J-RRP) csoportban a kovetési id6 atlagosan 48 hénap (0-86 honap)
volt, ezalatt 6sszesen 16, betegenként atlagosan 2,7 (1-10) beavatkozds tortént. A 11-es tipus
(6 betegbdl 5-ben) volt a gyakoribb. Légzési elégtelenség miatt urgens tracheotomidra 3 eset-

ben volt sziikség (J1, J2, J3), 6k valamennyien HPV 11 pozitivak voltak.
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A felnéttkori kezdetii RRP (A-RRP) csoportban a kovetési id6 atlagosan 19,5 honap (0-78
hoénap) volt, ezalatt 6sszesen 17, betegenként atlagosan 2,1 (1-3) miitétet végeztek. A HPV 6
jelenléte (8 betegbdl 5-ben) volt a gyakoribb. Egy beteg (A1) igényelt urgens tracheotomiat

papillomatosis okozta 1éguti sziikiilet miatt, 6 is HPV 11 pozitiv volt.

A HPV 6 pozitiv betegek kovetési ideje atlagosan 29 hénap (0-78) volt, ami alatt 9sszesen

12, betegenként atlagosan 2 (1-3) mitéten estek at.

A HPV 11 pozitiv betegek esetén a kovetési id6 atlaga 33,5 hénap (0-86), a miitétek 6sszege
21, betegenkénti atlaga 2,63 (1-10) volt.

Esetszamunk tdl alacsony ahhoz, hogy messzemend kovetkeztetéseket vonhassunk le a HPV
tipusok megoszlasdval kapcsolatban. A 6-os és 11-es tipus kizdr6lagos jelenléte RRP-ben al-
taldnosan elfogadott [2, 46, 52, 85, 91, 94, 96, 129, 137]. Magas onkogén kockdazati (HPV 16,
18) tipusok jelenléte RRP-ben igen ritka, és dltaldban a papillomatosis malignus degeneracio-
jédhoz kotédik [83, 38]. Kivétel ebbdl a szempontbdl is a mar emlitett mexikéi tanulmany,

amelyben — a gyakori koinfekcié mellett — a HPV 16 volt a leggyakoribb tipus [89].

A 6-0s és a 11-es tipus megoszldsaval kapcsolatban a szakirodalom nem egységes. Két —
relative nagy esetszdmu — tanulmany szerint J-RRP-ben a 11-es tipus, A-RRP-ben a 6-os tipus
némileg gyakoribb [46, 52]. Mds vizsgélatok szerint a 6-0s és a 11-es tipus gyakorisaga J-
RRP-ben 1ényegében megegyezik [96], vagy a 6-0s tipus a gyakoribb [137]. Ezek az eredmé-
nyek — J-RRP esetében - mar magyarazhatdk a populaciok kiillonbozdségeivel, melynek hatte-

rében az infekcid forrdsdul szolgdl6 genitalis HPV tipusok eltérd gyakorisdga dllhat.

Régi torekvés a HPV tipusok prognosztikai értékének vizsgdlata RRP-ben. Szdmos adat szol
amellett, hogy a HPV 11 rosszabb prognézist jelent [52, 96, 137]. Egy 18 évre kiterjedo ret-
rospektiv vizsgélat szerint a HPV 11 pozitiv betegek tobb miitétet igényeltek a teljes vizsgéla-
ti id6 alatt [52]. Rabah és mtsai 61 J-RRP eseten végzett vizsgalata szerint a HPV 11 pozitiv
betegek papillomatosisa fiatalabb életkorban jelentkezik, teljes tartama hosszabb, tobb miitétet
igényelnek, a vizsgélat lezardsakor nagyobb valdszinliséggel szenvednek aktiv betegségben és
nagyobb a malignus degenericié valészinlisége is [96]. Wiatrak és mtsai vizsgdlata szerint a
HPV 11 pozitivitds — kvantitativ skéla szerint megitélve — kiterjedtebb betegséggel, gyakoribb
mitétekkel, az adjuvans terdpia és a tracheotomia gyakoribb sziikségével, valamint gyakoribb

trachealis €s bronchialis terjedéssel jart [137]. Rimmel és mtsai J-RRP-ben végzett vizsgalata
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szerint a HPV 11 pozitiv esetekben gyakoribb a tracheotomiat igényld 1éguti obstrukcié [102].
Mas tanulmanyok szerint a HPV 6 és 11 prognosztikai szerepe nem kiilonbozik egymastdl [2,

46].

Esetiinkben — bar ismét hangsilyozom az alacsony esetszdmot — a HPV 6 és 11 pozitiv bete-
gek kovetési ideje nem kiilonbozott jelentdsen (29 hénap és 33,5 honap). A HPV 11 pozitiv
betegek némileg tobb miitétet igényeltek atlagosan (2,63 kontra 2 miitét). Az egyik HPV 11
pozitiv beteg (J2) intralaesionalis cidofovir terdpidjanak 9 miitétét — mivel azok tervezettek
voltak — kihagytam a mitéti szam Osszesitésébdl. A tracheotomidt igénylé betegek azonban
valamennyien HPV 11 pozitivak voltak. Eredményeink megerdsitik a HPV 11 negativ prog-

nosztikai szerepét.

A J-RRP betegcsoportban emlitést érdemel egy 62 éves férfibeteg, akinek
gégepapillomatosisa 12 éves kordban kezdddott, majd 22 és 27 évesen recidiva miatt operal-
tdk. Az ezt kovetd remisszié idOszaka — a tanulmanyunkba torténd bevonds el6tti fulmindns
recidivaig szamolva — 35 év (!) volt. Hasonl6 hosszi remisszids idOszakrol mas szerzok is
beszamolnak: Abramson és mtsai tanulmdnydban az egyik beteg papillomatosisa 31 év utan
recidivalt [2], mig Erisen és mtsai egy 44 és egy 47 éven at tartd remisszié utdni RRP
recidivat kozolnek [41]. Utébbi szerzOk a légutak szubklinikai HPV fertdzését tartottdk a
recidiva forrdsédnak [41]. Nem zarhat6 ki azonban egy — orogenitalis kontaktus ttjan torténd —

»szekunder primer” HPV infekcid lehetdsége sem.
Trachealis vagy bronchopulmonalis terjedést egyetlen esetben sem észleltiink.

Az utolsé jar6- vagy fekvObeteg jelentkezés adatait figyelembe véve a betegek statuszat a 9.
tdblazat szemlélteti. Az utolsé — egyes esetekben az egyetlen — miitét utdn kilenc beteg jelent-

kezett kontroll vizsgdlatra a tanulmany lezarasanak idépontjaig.

HPV 6 pozitiv HPV 11 pozitiv
Recidivamentes J4, A3 J1, J6, A5
Recidiv A7 J2, J3, A1

9. tablazat. Az utolsé jelentkezéskor észlelt statusz a HPV 6 és 11 DNS pozitiv betegcsoportban
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3.3.2. Fizikai allapot. A virusgenom fizikai allapotdnak meghatarozasat célzé El1, E2 és
E1E2 specifikus PCR valamennyi papillomds mintaban pozitiv lett, mely intakt E1 és E2 ORF
jelenlétét feltételezi (8. abra). Pusztin az intakt EI1E2 régid jelenléte nem zarja ki az
episzomadlis mellett az integralt fizikai dllapoti HPV DNS egyidejli jelenlétét (kevert eléfor-
dulés) valamint a tobb képidban torténd tandem integricié lehetdségét sem, ezek detektdldsara
végeztiik a SBH-t. A SBH 7 beteg 9 mintdja esetében volt értékelhetd, és tisztan episzomadlis
allapotd HPV DNS-t igazolt (8. tdbldzat). A tobbi papillomds betegben nincs adatunk az egy-

idejii integralt fizikai allapot jelenlétére.

o 8 -- 350

8. abra. HPV6 pozitiv mintakon elvégzett E2 specifikus PCR eredménye. 1-11: betegmintak. +: HPV 6
DNS-t tartalmazé plazmid vektor, mint pozitiv kontroll; -: negativ kontroll; MW: Sigma Wide Range
molekulasuly marker

A betegek felében (7 esetben) észlelt tisztdn episzomélis fizikai dllapot vélhetéen j6 prognd-
zist jelent az esetleges malignus degeneracio elkeriilése szempontjabdl, bar tovabbi, folyama-
tos kovetés sziikséges. Reidy és mtsai 9, RRP talajan kialakult gége- és bronchus carcinomds
beteg malignus szovetmintdit vizsgdltdk meg: valamennyi minta HPV 11-et tartalmazott. Hét
beteg mintdjdnak RT-PCR technikdval torténd vizsgdlata sordn 3 esetben észlelték a HPV 11
DNS integriciéjat [100]. Egy mdsik esetben egy hosszan fenndllé bronchopulmonalis
papillomatosis talajan alakult ki nyirokcsomé metastasist adé laphdmrdk a tiidoben: a
tracheobronchialis benignus laesiok mind episzomaélis, mind integralt HPV 11 DNS-t tartal-

maztak, mig a malignus tumorbdl szarmaz6 mintdkban csak integralt dllapotd HPV DNS volt
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jelen. A HPV DNS kizardlagos integralt dllapota mellett a pS3 tumorszupresszor gén mutacio-

jat irtdk le, melyet a szerzok a virus DNS integracidja kovetkezményének tartottak [97].

3.3.3. Képiaszam. A virusgenom koépiaszamat real-time PCR technikaval vizsgaltuk (9-11.

abra). A PCR termékek ellendrzése c€ljabol olvadaspont-analizist végeztiink, melyet a 11.

abran mutatok be.

Setup ¥ Instrument ¥ Results

Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

10.000

1.000

Delta Rn

0.010

Delta Bn vs Cycle

YA

12345678 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142434445

Cycle Number

9. abra. Real-time PCR, a SYBR Green fluoreszcencia detektaldsa a PCR ciklusszam fliggvényében.
Jelnek a z4ld vizszintes vonal feletti fluoreszcencia intenzitast tekintjik.
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10. abra. Real-time PCR, a HPV11 plazmid higitasi sor (10%-10") alapjan felvett standard gorbe. Minél
nagyobb a kopiaszam, anndl kevesebb ciklusszam elegendd a SYBR Green zaj feletti fluoreszcens
jelének detektalasahoz.
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11. abra. Real-time PCR, az amplimerek olvadaspont analizise — ezzel a médszerrel az esetleges
primer dimerek és az amplifikalt melléktermékek jelenléte vizsgalhaté. A kilénb6z6é hosszusagu
termékek kulénbdz6 olvadasponttal rendelkeznek, ez alapjan kullénitheték el egymastél. A
fluoreszcencia csucsintenzitasat a minta lehdlésekor a létrejovo kettésszali DNS-be beéplilé SYBR
Green adja. A mintak amplimerjeinek és a legintenzivebb fluoreszenciat adé HPV 11 plazmid DNS
450 bp amplimerének olvadaspontja megegyezik.
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Sok esetben sajnos— a tipizalds és a fizikai dllapot meghatdrozdsa utdn — mar nem allt rendel-
kezésiinkre elegendd minta a real-time PCR elvégzésére. A kdpiaszdm mindkét tipus esetén
akdr nagysagrendi kiilonbségeket is mutatott (HPV 6: 10 — 2x10°, HPV 11: 10* — 7x10%.
Ezek a nagysdgrendi kiilonbségek gyakran jelentkeztek egyazon beteg kovetése sordn, sot egy

beteg azonos id6ben vett két mintdja kozott is (HPV 6 pozitiv 31 éves férfibeteg 5. miitéte).

Ismereteink szerint a HPV DNS koépiaszamanak kovetését RRP esetekben még nem vizsgal-
tdk. A koépiaszam ingadozasai megfelelhetnek a betegség természetes korlefolydsanak, melyet
a HPV fert6zés és a gazdaszervezet cellularis immunitdsdnak egyensulya hatiroz meg. A
HPV fert6z¢€s sziikséges, de nem elégséges feltétele a RRP kialakuldsdnak [114], ahhoz a gaz-
daszervezet cellularis immunitdsanak alulmiikodése is hozzajarul [119]. Befolydsol6 tényezd
lehet azonban maga a mintavétel is: amennyiben a feldolgozott mintdban tobb felszini hamsejt
— a HPV produktiv életciklusdnak megfelelden itt jellemzd a tomeges vegetativ  DNS
replikacio - értelemszerlien magasabb képiaszdm varhatd. A real-time PCR technikdval fel-
dolgozott alacsony mintaszdm miatt a kopiaszdm és a klinikai paraméterek (pl. életkor, nem, a
betegség kiterjedése, kordbbi adjuvans terdpia, vagy az adott mintavételt kovetd remisszid

hossza) kozotti 0sszefiiggéseket nem vizsgaltuk.

A HPV 6 és 11 pozitiv papillomék €s carcinomdk HPV DNS képiaszdmanak 6sszehasonlitdsa
alapjan megallapithatd, hogy RRP esetén a virusgenom képiaszama éltaldban nagysdgrendek-
kel magasabb (6. dbra), megerdsitvén a humdn papillomavirusoknak a RRP etioldgidjdban

betoltott kulcsszerepét.

3.3.4. Osszegzés. A 100 %-os HPV DNS pozitivitds, a HPV 6 és 11 kizdrélagos detektdldsa, a
betegek kovetése sordn egyazon tipus kovetkezes jelenléte az alacsony onkogén kockdzati ti-
pusoknak a RRP etiologidjaban betoltott szerepét igazolja. Az episzomadlis fizikai dllapot és a
carcinomdkhoz képest magas kopiaszam produktiv virusinfekciot jelez. A kopiaszdam széles

hatdrok kozotti ingadozdsa a természetes korlefolyds kovetkezménye lehet.
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3.4. A HPV DNS statusza a kezdetben vegyes elvaltozast mutaté, késébb malignusan de-

generalt betegcsoportban (kordbban nem kozolt, iij eredmény)

A malignus degenerécié szovettani nyomonkovetésének egy példéjat a 12. dbra szemlélteti.

12. abra. a: dysplasia. A papillomatosus ham rétegzédése felbomlik, a ham teljes vastagsagaban
cellularis atypia jellemz6, mely a szaggatott nyillal jelélt helyen kilondsen kifejezett. A membrana
basalis intact (M2 beteg, 5. mitét, HE, 200x); b: az azonos glotticus lokaliz4ciébol 32 hénappal
késbébb vett minta invaziv laphamrakot igazol. A nyilak az invaziés frontot mutatjdk; cc = carcinoma
(M2 beteg, 6. miitét, HE, 200x)

3.4.1. HPV DNS pozitivitas és tipusok. Az 6t beteg kortorténetét és HPV statuszat a 10. tab-

lazatban foglalom Gssze.

A vegyes elvdltozas elso észlelésekor a betegek atlagéletkora csaknem 16 évvel haladta meg

az A-RRP betegcsoportét (51 év kontra 34,75 év).

A vizsgélat prospektiv periddusaban az 5 beteg 17 miitéten esett at, viroldgiai mintavételre 10
alkalommal volt lehetdségiink. A HPV DNS vizsgdlatdt két esetben mind a praemalignus
mind a mar malignus elvaltozasbdl sikeriilt elvégezni. Egy betegben csak a praemalignus, két

betegben csak a mar malignus elvéltozdsbdl tortént viroldgiai mintavétel.

A papillomat és dysplasidt is mutatd elvéltozasok koziil HPV DNS-re 4 minta negativ volt,
egy esetben a 16-os tipus DNS-ét detektaltuk. Carcinoma stddiumban 4 beteg 5 szovetmintd-

jat vizsgéltuk, 4 minta HPV DNS negativnak, egy minta HPV 16 DNS pozitivnak bizonyult.
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Sor- Kor Nem Mitét Szévet- HPV Id6 X Megjegyzés
szam tan

M1 52 F 1. LMC P+DlI - 0
év

2.LMC P+DI’ neg. 19hé
3. LMC P+CC neg. 28h6  utana fél évig nem jelentkezik
4. LMC CC neg. 34ho
5. HL CC NV 35hé  pT2 pNoO, irradiacio
6. LMC CC NV 39 ho
7TL CC NV 39hé  kemoterapia

55hé  exit (lokalis recidiva, tavoli
metastasisok)

M2 50 F 1. LMC P - 0
év

2. LMC P - 1 ho Ismételt mintavétel

3.LMC P+DII-III" - 6 hé

4. LMC P+DIII" neg. 9ho

5. LMC D 16 39 hé

6. LMC+T CC NV 71 hé Fulladas, praelaryngealis
abscessus, tracheotomia

7.TL CC (G-ll) NV 72h6  pT4 pNO, irradiacio, regionalis

nyirokcsomé recidiva miatt
kiegészité irradiacié

84 hé regionalis nyirokcsoma recidiva,
kemoterapia

M3 49 F 1. LMC P+D - 0 Mintavétel mas intézményben
év
2.LMC P+D' neg.” 7ho Immunhisztokémia: CK14 invaziot
kizar, p21+, p53+
3. LMC P+D neg. 33h6 p21-, p53+
4. LMC+T P+CC 16 50 ho Fulladas, tracheotomia

TL-tél elzarkozik
5.TL+ND CC (G-lll) NV 64 ho pT3 pNO
108 h6 Tumormentes

M4 44 N 1. LMC P - 0
év
2. LMC P - 6 hé Lézer,
3. LMC P+D' - 18 ho Lézer, IFN-alfa kezelés indul
4. LMC CC - 46 hoé Fulladas
5.TL CC neg. 47h6 pT3pNO
51 hoé Tumormentes
M5 60 F 1. LMC P+D - 0
év
2. LMC P+D' - 1 ho Ismételt mintavétel
3.LMC+T CC neg. 13hé Fulladas, tracheotomia
4. TL CC (G-lll) NV 13 hé pT3

66 ho Tumormentes

10. tablazat. A malignizalddott gégepapillomas betegek kortérténete és HPV tipusa. I1d6 X: a legels6
mintavételtél szamitott id6. A mitéteknél LMC = laryngomicroscopia, T = tracheotomia, TL = total
laryngectomia, HL = hemilaryngectomia; a szdvettani leleteknél: P = papilloma, D = dysplasia (I =

enyhe, Il = kdzepes, Il = sllyos), '= a patoldgus a beteg gondos kdvetését javasolta, % = a vizsgalatot
kordbban, archiv mintabdl végeztik, NV = nem vizsgaltuk; - = a prospektiv periddus elétt végzett
mintavétel
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Két betegben a HPV 16 DNS jelenlétét (egy papilloma + dysplasidban €s egy carcinomaban)
negativ eredmény eldzte meg (papilloma + dysplasidban). Alacsony onkogén kockézatu tipu-

sokat az éltalunk vizsgélt 10 szovetmintidban nem talédltunk.

3.4.2. Fizikai allapot és kopiaszam. A HPV 16 DNS pozitiv mintdban a genom fizikai alla-
potanak meghatdrozasara iranyulé El-, E2- és E1E2 specifikus PCR-ek mindkét esetben ne-
gativnak bizonyultak, mely vélhetéen ezekben az esetekben is az igen alacsony koépiaszam
kovetkezménye. A RRP-re jellemz6 6-os és 11-es tipus magas kopiaszamu jelenlétét tehat — a
papilloma szovettani diagndzis ellenére — nem észleltiik. A malignus degenerécié észlelése-
kor, ill. az azt megel6zd években az elvaltozdsok HPV statusza sokkal inkabb emlékeztet az
eleve invaziv carcinomaként diagnosztizalt esetekére: virus DNS az eseteknek csak egy ré-

szében és akkor is vélhetden igen kis kdpiaszdmban van jelen.

Vajon a gégepapillomatosis malignus degeneracidjardl van-e sz6 ebben a betegcsoportban?
Irodalmi adatok szerint a RRP malignus degenerdciojdnak kritériumai a kovetkezok: 1. kez-
detben klinikailag és hisztoldgiailag egyértelmiien benignus papillomatosis jelenléte; 2. a
papillomatosis és a carcinoma diagndzisa kozott eltelt legalabb 5 év; 3. a carcinoma észlelé-
sekor az egyértelmiien benignus papillomatosis egyidejii jelenléte a szovettani leletekben [70,
99]. Az elso feltétel két betegiinknél teljesiil (M2 és M4), a mésik harom betegnek a dysplasiat
mar az elsO szovettani leletben is leirtdk a papilloma mellett. A mdsodik feltétel nem tudl szigo-
rd annak ismeretében, hogy a kozolt kazuisztikdk vagy esettanulmanyok tobbségében tobb
mint 10 év telik el a papilloma €s a carcinoma els6 diagndzisa kozott [53, 63, 90, 97]. A té-
maban — az eleve ritka betegségnek is mindossze 3-5 % valdszinliséggel bekovetkezd
malignus degenerdcidja miatt — nagy létszamu betegcsoport vizsgalata igen nehéz, extrém
hosszu iddszak retrospektiv vizsgalata sziikséges a megfeleld esetszdm Osszegyijtéséhez. Lie
és mtsai 102 eseten végzett vizsgdlata szerint a carcinoma diagndzisdig atlagosan 24 év telt el
[70]. Esetiinkben ez az idoszak dtlagosan minddssze 41,6 hénap volt, az 5 éves hatarértéket
csak egy beteg (M2) érte el. A harmadik feltételnek két beteg (M1 és M3) felel meg. Mivel a
harom feltétel egyik betegben sem teljesiil egyidejlileg, ezen az alapon nem beszélhetiink a

gégepapillomatosis malignus degeneraciéjarol.
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A RRP-re jellemzé viroldgiai statuszt a prospektiv periddus elején mar egyik betegben sem
észleltiik. Ennek megfelelden nem észleltiik a papillomatosis etioldgidjaban kulcsszerepet jat-
sz6 alacsony onkogén kockazati HPV fert6zés perzisztalasit sem, azaz egyazon HPV tipus
jelenlétét a papillomdban és a carcinomdban, bar az esetszam €s a mintavételek szdma is limi-
talt. A szakirodalomban fellelhetok olyan kazuisztikdk vagy esettanulmanyok, ahol a HPV
malignus degenerdcioban betoltott etiologiai szerepe megalapozott: ilyen a HPV 11 genom
mar emlitett jelenléte €s integralt fizikai dllapota RRP talajan kialakult invaziv carcinomédban
[97, 100]. Kashima és mtsai egy eldzetesen irradidlt papillomatosis malignus degenericidja
utdn, a carcinomds mintdban HPV 6 DNS jelenléte mellett az L1 protein expresszidjat is ész-

lelték [63].

A papillomatosis HPV-asszocidlt malignus degeneracidjanak masik moédja a korabbi alacsony
mellett magas onkogén kockdazatu tipusok megjelenése [38, 71]. Doyle és mtsai egy RRP-ben
szenvedd gyermek tisztin benignus szovetmintdiban HPV 6 és 11 koinfekciot észleltek. A
cellularis atypia progresszidja sordn €s a carcinoma észlelésekor az alacsony onkogén kocka-
zatu tipusok SBH jelintenzitdsdnak gyengiilése mellett HPV 16 DNS-t detektéltak [38]. Lin és
mtsai egy sulyos dysplasids teriileteket is tartalmazé gégepapillomdban HPV 11 és 16
koinfekciot észleltek, és a HPV 16 specifikus ISH pettyes nuclearis pozitivitdsdbol a virusge-
nom integracidjara kovetkeztettek [71]. Két betegiinkben negativ HPV DNS eredmény utdn
detektaltunk kis képiaszami HPV 16 DNS-t a kovetkezd mutéti anyagbol (egy dysplasidban
és egy carcinomdban). A fizikai dllapotot sajnos nem tudtuk meghatirozni, az ezt kovetd mi-
tétekbdl pedig nem tortént viroldgiai mintavétel. A HPV 16 esetleges etiologiai szerepére vo-

natkozdan az elégtelen szamu adat miatt nem tudunk kovetkeztetéseket levonni.

Meg kell emliteni a laryngealis squamosus intraepithelialis laesiok HPV statuszaval kapcsola-
tos irodalmi adatokat. A laryngealis SIL egy tdgan értelmezett szovettani fogalom, az tun.
Ljubljana-rendszerben a squamosus hyperplasidtdl a malignus degeneraci6 fokozott veszélyé-
vel jaré atypusos hyperplasidn 4t (ennek felel meg a dysplasia rendszer kdzepes vagy sulyos
foka) a carcinoma in situ-ig terjedé spektrumot foglalja magaban [47]. Laryngealis SIL estén
a HPV DNS prevalencidja 0 és 56 % kozotti (atlagosan 12,4 %), leggyakoribb a HPV 16 je-
lenléte [47]. Az altalunk vizsgdlt 5 eset HPV stitusza els6sorban a SIL-nek (és a hozza il-

leszthetd dysplasidknak) felel meg.

69



3.4.3. Osszegzés. A malignus degenerdcid észlelésekor, ill. az azt megelézé években a vegyes
elvdltozdsok (papilloma + dysplasia) HPV stdtusza sokkal inkdbb emlékeztet az eleve invaziv
carcinomaként diagnosztizdlt esetekére: a virus DNS az eseteknek csak egy részében és akkor
is vélhetoen igen kis kopiaszamban van jelen. A virologiai eredmények alapjdin a papilloma
jelleggel szemben a dysplasia jelleg az erdsebb. A vegyes elvdltozdsok malignus degenerdcio-
ja pedig az ismert rizikofaktorok hatdsdra, és nem HPV-asszocidlt modon mehetett végbe (hd-
rom beteg erds dohdnyos volt, ketten fogyasztottak rendszeresen alkoholt). A két esetben de-
tektdlt alacsony kopiaszdamii HPV 16 etiologiai szerepének megitélésére nincs elegendo ada-
tunk. Mivel a RRP és a vegyes elvdltozdsok HPV DNS stdtusza alapvetoen kiilonbozik, a
virugenom stdatuszdanak meghatdrozdsa — a szovettani vizsgdlat mellett - a differencidldiagno-

Zis fontos kiegészito eszkoze lehet.

3.5. A HPV DNS statuszanak jellemzése az RRP intralaesionalis cidofovir terapiaja so-

ran (2. dolgozat)

3.5.1. Az intralaesionalis cidofovir terapia irodalmi attekintése. Intralaesionalis cidofovir
kezeléssel kapcsolatban szerzett tapasztalatokrdl szamos szerzd szamol be, az dltalam hivat-

kozott kozlemények fobb adatainak 0sszehasonlitdsata 11. és a 12. tabldzat tartalmazza.

A kozlemények objektiv 6sszehasonlitdsa gyakorlatilag lehetetlen. A betegcsoportok eleve kis
létszamuak (3-26 f6bol dllnak). A juvenilis és az adult RRP eleve eltérd klinikai viselkedést
mutat. Kiilonboznek a cidofovir terdpia indik4cioi is. Szdmos kézleményben a betegek a keze-
1és elott vagy alatt egyéb adjuvans kezelésben is részesiiltek [68, 112]. A HPV DNS tipusit is
a betegek alig tobb mint felében ismerjiikk, az azonositott tipusok egységesen alacsony

malignitdsiak (11. tdblazat).
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Szerzo Betegcsoport Esetszam Indikaciok / kizaro okok HPV
Bielamowicz feln6tt 13 1. min. 18 év a kezelés kezdetén n.v.
(2002) [13] 2. supraglottis és subglottis k6zotti
betegség
3.Kizarést jelent, ha két egymas utani inj-
ra nincs javulas
Chetri felndtt 5 1. 2-3 havonta mutétet igényl6 RRP n.v.
(2002) [19] 2. commissura ant. vagy hangszalagi
lokalizacio
Chetri gyerek 5 nincs kilén indikacioé 6/11:5
(2003) [20]
Chung gyerek 11 hangsulyozottan nincs kilén n.v.
(2006) [22] kritériumhoz kotve
Dikkers feln6tt 9 Ismételt mitéteket igényld progressziv 6: 1
(2006) [34] RRP vagy laesidk kimetszésének 6/11: 8
technikai akadalya
Lee feln6tt 13 1. 3-4 havonta mutétet igénylé vagy n.v.
(2003) [68] gyerek 3 laryngotrachealisan terjed6 ,sulyos” RRP
2. I3C-n kivil mas adjuvans kezelés az
anamnézisben kizaré ok
Mandell gyerek 4 1. min. 4 m{tét évente a légutak n.v.
(2004) [76] biztositasa érdekében
2. min. 6 hénapos életkor
Naiman feln6tt 16 CDV kezelés alatt mas adjuvans terapiat 6/11: 26
(2003) [85] gyerek 10 nem kaphat
Pransky gyerek 5 1. ,agressziv’ RRP (havi tébb mint 1 6: 1
(1999) [95] mutét); 11:2
2. Eddigi kezelés sikertelensége 6/11: 2
Pransky gyerek 5 1. ,agressziv’ RRP (havi tébb mint 1 11:3
(2000) [94] mtét) 6/11: 2
2. Eddigi kezelés sikertelensége
Shirley gyerek 11 6 hetente vagy gyakrabban szikséges 6: 1
(2004) [112] mtétek 11: 10
Snoeck feln6tt 14 »Sulyos” RRP 6/11: 2
(1998) [118] gyerek 3 n.v.: 15
Wilson felnétt 3 felnéttkori RRP 6/11: 3

(2001) [138]

11. tablazat. Az intralaesionalis cidofovir kezelésbe bevont betegcsoportok, a kezelés indikacioi és a
betegek HPV statusza. n.v.: nem vizsgaltak. I3C = indol-3-karbinol. CDV = cidofovir.

Kiilonbozik a miitéti technika: az esetek egy részében csak intralaesionalis cidofovir injekciét
alkalmaztak, mds részében azonban ezt a makroszkdpos laesiok eltavolitasa elozte meg (éles
eszkozzel, 1ézerrel vagy microdebriderrel). Eltért a cidofovir egyszeri és kumulativ
0sszdozisa, valamint koncentracidja is. Az alkalmazasi protokollokban dltaldban kozos a 2-8
hetes intervallummal adott néhany (4-6) injekciobdl 4116 indukcids, majd az esetek egy részé-
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ben egy hosszabb intervallummal adott fenntart6 kezelés. Az injekciok szdma (1-19 alkalom)

€s a terdpia tartama a kitlizott céltdl fiiggott, mely altalaban a komplett remisszid vagy a stabil

alacsony PSS értékii residualis betegség volt. A kozlemények egy részében Osszemosddik a

terdpia ideje és a terdpia utani kovetési id6 (12. tablazat).

Szerzé Mitét Doézis Protokoll Inj. Terapia Kovetés
szama  tartama
Bielamowicz csak CDV 6,25 mg/ml havonta, CR elérése utan 1-19 0,02- n.a.
(6) (1,03)év
Chetri CDV adas 37,5 mg/ml 2“-4 h”etente majd statustél  2-12 7-16 n.a.
2002) [19 percutan 38-57 (47) fliggéen hosszabb 12) hé
( ) [19] technikaval mg/mutét idénként (7,2) () e
helyi ’
érzéstelenitésb
en
Chetri Elels v.’I(’ézer 5 mg/ml 2 hgtentg 2 alkalommal, 8-22 31-123 n.a.
2003) [20 eltavolitas + 1 mg/ttkg majd az intervallum 65.8
( ) [20] CDhV egyszeri dozis  fokozatosan 1 héttel né (12,6) ;ét, )
Chung Lé%er » 5 mg/ml, 0,2-3 Ha\{i idékégzel 4 injekcio, 4vagy8 4vagy9 (30,9)ho
2006) [22 eltavolitas + ml, PR vagy 1 hénap mulva kontroll hé
( ) [22] CDV recidiva vizsgalat, PR vagy 0
esetén 10 recidiva esetén havi
mg/ml, 1-3 ml id6kozzel 4 injekcié az
emelt dozissal
Dikkers Eles eltavolitas 2,5 mg/ml 6 hetente 6 alkalommal, 6-17 min. 30 6 ho—3 év
(2006) [34] + CDV 10,5-128 majd residualis betegség hét
(55,7) mg esetén tovabb (8,8) (1,7) év
kumulativ Kontroll vizsgalat 1, 3, 6, ’ ’
0sszdozis 12, 18, 24 és 36 ho mulva
Lee Eles v. Iézer 2,5majd 5 3 hetente injekciok, 1-9 min. 3 11-48 hé
ltavolitas + mg/ml atlagosan 2-3 alkalommal 2 21
2003) [68 e h 25,4) h
( ) [68] CDV 133,5 mg (3,5) e e
atlagos ’
kumulativ
0sszdozis
Mandell Lézer 5 mg/ml, 0,8 2 havi id6kozzel 6 injekcid, 9-14 min. 10 20-30
(2004) [76] eltavolitas + ml/matét majd 2-3 havonta kontroll, ho
CDhV recidiva esetén folytatas (11) (26,5) hc')2
Naiman Eles v. Iézer 5 mg/ml Havi idékdzzel 3 injekcio, felnétt: felnétt: felnétt:
(2003) [85] eltavolitas Egyénileg utana tovabbi injekciok a
(csak leguti meghataro- 3-6 havi kontroll 1-7 (4) (10,9) 1-32
obstrukcio v. zott, léguti endoszkopiatol figgéen K: hé ’
CDhV obstrukciot gyerex. o 9) hé
rezisztencia nem okozo gyerek: (9) ho
esetén) + CDV  volumen 2-20 gyerek:
(6,1) (13,8)
ho 1-35
(7) h6

12. tablazat. Folytatas a tuloldalon
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Szerzé Mitét Dézis Protokoll Inj. Terapia Kovetés
szama  tartama

Pransky Ele,s v.,Iz’ézer 2,5 majd 5 2-3 hetente 8-18 3%,-13 18-22 ho
(1999) [95] eltavolitas + mg/ml . 3/, (8,1 5)
ujraérickelve O’ -2 mijmtet (134)  he (19,4) ho
2000-ben
Pransky Eles v. Iézer 5 mg/ml 2 hetente 4 6 hét 12-17 hét
(2000) [94] eltavolitas + 2-4 ml/mutét
S (13,8) hét

Shirley Microdebrider +  5-7,5 mg/kg 2 hetente 4 alkalommal, (6) min. 6 (2,5) év
(2004) [112] CDV 2-3 ml/mitét aztan a kezel6orvos hét

doéntésétdl fliggden
Snoeck csak CDV 2,5 mg/ml 2 hetente, klinikai valaszig. 2-15 1-13 0-27 ho
(1998) [118] adés 4-8 ml/mitét CR elérése utan tovabbi 2 (4,7) h6

S (7,2) (13,8) h6
Wilson csak CDV 4,17 mg/ml 2-4 hetente 9->15 4-7°hé 24 hé®
(2001) [1 38] 5-10 ml/matét 2 egymast koveté CR

esetén leadllitas

12. tablazat. Az intralaesionalis cidofovir terapia protokolljai. A kdvetési id6t az utolsd injekciotél
szamitjuk. ': csak a komplett remissziéban 1évé betegekre vonatkozé adat; % a kovetést az elsé
cidofovir injekciétol szamolja; °: egy beteg a 7 hénapos terdpia utani kovetési szakban recidiva miatt
tovabbi cidofovirt kapott. CDV = cidofovir; CR = komplett remisszié. PR = parcidlis remisszié. Az
utolsé harom oszlop zardjelbe tett szamai atlagértékeket jeldinek.

Nem egységes a komplett és a parcidlis remisszié fogalma sem, a szerzok egy része a PSS=0
érték egyszeri elérését mar komplett remisszionak tekinti, fliggetleniil az akdr par hét milva
észlelt recidivatdl. Chadha és mtsai ezen az elven 17 kozlemény adatait (158 beteg) feldol-
gozva a kovetkezd eredményt kapta: komplett remisszioba 90 beteg (57 %), parcialis remisz-
szidéba pedig 55 beteg (35 %) keriilt, 13 beteg (8%) nem reagilt a kezelésre [16]. Az

intralaesionalis cidofovir terdpia tehat dltalaban sikeresnek mondhato.

A kezelés altalunk alkalmazott paraméterei (9 injekcié 55 hét alatt, 1 mg / ttkg egyszeri
0sszddzis, 5 mg/ml vagy 10 mg/ml koncentracié lokalizaciétdl fiiggden, 62 hét kovetési idO)
megfelelnek a szakirodalmi adatoknak. Chadha és mtsai fent emlitett irodalmi 0sszefoglalasa
szerint a az intralaesionalis cidofovir terdpia paramétereinek medidn értéke a kovetkezo volt:
2,5-5 mg/ml egyszeri cidofovir dézis, 2-4 hetes terdpids intervallum és 12 honapos kezelési
id6 [16]. Ismereteink szerint a HPV DNS fizikai allapotat és koépiaszamat intralesionalis

cidofovir terdpia sordn a kordbbiakban még nem vizsgéltak.
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3.5.2. A szovettani leletek értékelése RRP cidofovir terapidja soran. Betegiink esetében a
szOvettani vizsgalat — egy eset kivételével — papillomatosist igazolt, az utols6 hdrom kezelés
alkalmadval enyhe dysplasidval. Sulyos dysplasidt vagy malignus degeneraciot a leletezd pato-
l6gus nem észlelt. Az egyetlen kivétel a gégébdl a 3. injekcié alkalmaval vett szovetminta,

melynek diagnézisa laryngitis chronica volt.

RRP cidofovir terdpidja kapcsan kialakult invaziv malignus tumort még nem észleltek, a
dysplasia is irodalmi ritkasdg. Egy 9 betegbdl all6 csoport intralaesionalis cidofovir kezelése
sordn a hangszalagon egy esetben jelentkezett dysplasia egy 52 éves betegben, 6 injekcidban
adott 83,5 mg cidofovir 6sszddzis utdn 6 honappal (a dysplasia fokat a szerzé nem részletezi).
A tovabbi cidofovir terdpia sordn azonban a dysplasia megsziint, 19 hénappal a kérdéses
biopsia utdn a beteg komplett remissioban van [34]. Wemer €és mtsai egy 28 éves ndbeteg 27
hoénapos intralaesionalis cidofovir kezelése sordan sulyos dysplasia kialakuldsarél szamoltak be
[136]. Snoeck és mtsai 2 cidofovir kezelésben részesiilt felnott beteg terdpia elotti szovettana-
ban észleltek gécokban verrucosus carcinomat. Az egyik beteg késébbi leleteiben malignitas
mar nincs, a HPV DNS iranyu ISH vizsgalat pedig negativ [118]. Az esetleges cidofovir in-
dukélta malignitds az Egyesiilt Allamokban bejelentésre kitelezett mind a FDA, mind a RRP
Task Force intézménye felé [31]. A dysplasia eléforduldsa miatt mi kotelezonek tartjuk a

cidofovir kezelés rendszeres szovettani kovetését.

Hegesedést mar irtak le a hangszalagokon il. cidofovir terdpia kapcsdn a betegek egy részé-

ben, de ebben az ismételt LMC és CO; laser kezelés is szerepet jatszhatott [68].

Systemds mellékhatést — a szakirodalommal 6sszhangban — nem észleltiink [34, 86, 118, 131].

3.5.3. A cidofovir kezelés hatasa a papillomatosis kiterjedésére. A kétgdcu papillomatosis
kovetésére szolgdld PSS értékeket a cidofovir kezelés elott, alatt és utdn a 13. dbra mutatja. A
kezelés eldtti idoszakban a laryngealis PSS értékek 9 és 16 kozott fluktualtak, dacdra a kom-
binalt CO, 1ézer és IFN-alfa terdpidnak. A lagyszdjpadi betegség ennél kevésbé kiterjedt (PSS
maximum 3), rdaddsul tobb mint két éven &t ez a lokalizacié remisszidban is volt. Négy héttel
a cidofovir kezelés elott a betegbdl a lagyszajpad hatsé szélét érintd és a gége csaknem egé-

szét kitoltd papillomatosist tavolitottunk el.
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A betegség sulyossdgat jelzi, hogy mindossze négy héttel késobb (a cidofovir kezelés kezde-
tekor) a gégében 6-0s, a lagyszdjpadon 2-es PSS értékii recidivat észleltiink. A kétheti inter-
vallummal adott els6 4 injekcié alkalmdval a PSS értékek mindkét lokalizdcidoban csokken-
nek, a 4. injekci6 idejére (8 hét) a beteg komplett remisszidba keriil. Késdbb, amint az injek-
ciok intervalluma n6, a RRP kontrollélt recidivdja jelentkezik, a kezelést megel6zOnél alacso-
nyabb laryngealis PSS értékekkel (maximum 6 a gége és 2 a lagyszdjpad esetében). Ez a par-

cialis remisszio a kezelés utani 62 hetes kovetési idoben stabil maradt.

PSS
16-
14-
12-
10-

[1Lagyszajpad Ml Gege

13. abra. A PSS (papilloma severity score) értékek alakulasa az id6 (hét) fliggvényében a két érintett
lokalizacioban. A ,0” id6 a cidofovir terapia kezdetét, a halvanysziirke szakasz a kezelés tartamat
mutatja. A negativ szamok a cidofovir kezelés el6tti id6szakot reprezentaljak.

3.5.4. A cidofovir kezelés hatasa a HPV DNS statuszara. Valamennyi biopsidban HPV 11
DNS-t detektaltunk. Amennyiben a képiaszam elérte az E1, E2 és E1E2 PCR-ek érzékenységi
kiiszobét — az episzomalis fizikai dllapotra jellemzd intakt E1E2 régidt észleltik. A HPV
DNS kopiaszamdnak ingadozésat a cidofovir kezelés elott, alatt és utdn a 14. dbra mutatja. A
kezelés eldtti idoszakban a laryngealis kopiaszam mintegy 2 nagysdagrendnyi fluktudcidt mu-

tat, a lagyszdjpadi kdpiaszamot csak egy alkalommal hatdroztuk meg. A laryngealis kdpia-
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szam ingadozdsat (kombindlt mitéti és IFN terdpia mellett is) a HPV fert6zés természetes

korlefolyasa és a gazdaszervezet antivirdlis immunitdsanak valtozdsai magyardzhatjak.

Kopiaszam
Zx107)
6 2

101X
0l

N W A~ O

[ Lagyszajpad @ Gege

14. abra. A HPV DNS real-time PCR technikaval meghatarozott képiaszamanak d&brazolasa
logaritmusos skélan az id6 (hét) figgvényeben a két érintett lokalizaciéban. A 10 ng templat DNS-re
vonatkoz6 kopiaszamot a Z x 10 képlettel fejezzik ki, ahol ,y” az ordinatan jeldlt hatvanykitevé (egész
szam), ,Z” a két egymas utani .y’ egész szam kozotti tizedesek szama. A kezelés elétti id6szak
pontos képiaszam értékeit a megfelel6 oszlopok felett is feltintettik. Az ,NV” jelélés a kopiaszdmra
nem vizsgalt matéti biopsziavételt jelenti

A 15. és a 16. dbra szimultan szemlélteti a PSS értékek és a HPV DNS koépiaszaménak alaku-

lasat a cidofovir kezelés alatt, mindkét lokalizacidban.
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15. abra. A PSS értékek és a HPV DNS képiaszamanak egyideji abrazolasa cidofovir terapia
idejének (hét) fliggvényében, a lagyszajpad esetében. A Z x 10" képlet jelentését lasd a 14. abra
magyarazatandl. A pontos kopiaszam-értékeket a megfeleld oszlopok felett is feltlintettik.
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16. abra. A PSS értékek és a HPV DNS képiaszamanak egyidejl abrazolasa cidofovir terapia
idejének (hét) fliggvényében, a gége esetében. A Z x 10’ képlet jelentését lasd a 14. abra
magyarazatandl. A pontos kopiaszam-értékeket a megfeleld oszlopok felett is feltlintettik.
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A cidofovir kezelés alatt a gége esetében az elsé harom, a lagyszdjpad esetében az elsd négy
injekcid sordn a PSS értékének csokkenését a virusgenom kopiaszdmanak csokkenése kiséri.
A negyedik injekcié idejére — amikor a beteg atmeneti komplett remisszidba keriilt — a
lagyszajpadban a képiaszam a detektdlési kiiszob alatti (1asd fent), a papilloma-mentes gégé-
ben 2x10° volt. E16bbi esetben csak az MY09/MY11 — GP5+/GP6+ nested PCR mutatta a

HPV DNS jelenlétét, mely vélhetden extrém alacsony kdpiaszamban lehetett jelen.

Emlitést érdemel a gége 3. injekcidja, amikor PSS=2 értéknél (felszini laesiok a commissura
anterior és a bal oldali hangszalag teriiletén) a real-time PCR negativ eredményt mutat. Ezzel
0sszhangban volt a papillomat kizaro, idiilt gyulladast igazold szovettani lelet is. Ebben az

esetben is csak a nested PCR igazolta a HPV 11 DNS jelenlétét.

A cidofovir terdpia kés6bbi — megnovelt intervallumi - fazisdban azonban a papillomatosis
mindkét lokalizacioban recidival, és ekkor a PSS értékek és a HPV DNS képiaszama egymas-
tol fiiggetleniil fluktudl. A ldgyszdjpad 5. injekcidja esetén példaul egy kis felszini laesi6t
(PSS=1) magas HPV DNS koépiaszdm (3X105) kisér. A gége a 6. és a 7. injekcid alkalmaval
remissziéban van, ugyanakkor a virusgenom képiaszdma igen magas (10°, ill. 2x10%). A ké-
piaszam ingadozasdban az egyes lokalizaciok esetében akar 4 nagysagrendi eltérés is van, ra-
addsul a két lokaliz4cié kdpiaszdma egymdstdl fliggetleniil fluktudl. Megjegyzendd az is,
hogy a kezelés késdi szakaban — bar a PSS értékek a kezelés eldttihez képest csokkentek — a
virusgenom kopiaszdma esetenként mindkét lokalizaciéban meghaladta a kezelés elotti érté-

keket (13. és 14. abra).

Eredményeink alapjan lathat6, hogy esetiinkben a cidofovir a HPV DNS-nek sem a tipusat,
sem a fizikai dllapotdt nem befolydsolta. Az egységes episzomalis fizikai allapot a papillomak
jellegzetessége. A RRP-ban detektalt valtozatlan HPV tipus endogén reinfectio mellett sz4l,
melynek forrdsa a HPV DNS-nek a makroszkoposan €p nyalkahartydban észlelt jelenléte lehet
(litens infekci6) [118]. Eppen ezért néhdny szerzé a komplett remisszié elérése utdn is ad egy
vagy két intralaesionalis injekciot a RRP kordbbi lokalizaciéjanak nyédlkahartydjaba [13, 118].
Esetiinkben a l4tens infekciot — mint a késobbi recidiva forrdsat — a recidivamentes szovetben
kimutatott, esetenként magas HPV DNS képiaszam bizonyitja (gége, 4., 6. és 7. injekcid). A
latens HPV fert6zéssel kapcsolatos mésik probléma az, hogy a RRP éltal kordbban nem érin-

tett —akar tavoli - lokalizaciokban is el6fordulhat [91, 115]. A latens fert0zés ismeretlen loka-
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lizaci6it azonban sem mitéttechnikailag, sem a cidofovir 6sszd6zisa szempontjabol nem lehet

helyi injekcidkkal kezelni.

A cidofovir kezelés kezdeti szakasza (kéthetes intervallummal adott elsé négy injekcié) mind
a betegség kiterjedése (PSS érték) mind a HPV DNS képiaszdménak szempontjabol meglehe-
tosen sikeresnek bizonyult. A gége esetében a 3., a lagyszajpad esetében a 4. injekci6 idejére a
virus DNS képiaszama real-time PCR technikdval a detektdlhat6sdg hatdra ald csokkent. A
kopiaszam csokkenésével egyidejliileg a PSS érték is mindkét lokalizdcidban csokkent. A
cidofovir hatékony antivirdlis hatdsanak kifejtéséhez tehdt — Ggy tlinik — kéthetes injekcios
intervallum sziikséges. Ez azonban egyrészt a beteg szempontjabdl lenne elviselhetetlen, mas-
részt nem feledkezhetiink meg a cidofovir esetleges toxikus hatdsair6l sem! Ezen érvek miatt
a szerzOk tobbsége vagy eleve hosszabb intervallummal adja a cidofovirt, vagy egy rovid in-
tervallumu indukcids kezelés utdn noveli az injekcidk intervallumat (12. tdblazat). A cidofovir
kezelés masodik — hosszabb intervallumi — szakaszdban a HPV képiaszam ismét mindkét
lokalizacioban nd (esetenként akar meg is haladja a kezelés elotti értékeket) és tjra megjelen-
nek a fluktuacidk. A virologiai lelettel ellentétben a betegség mindkét lokalizécidban ,,kont-
rollalt” recidivdt mutat. A papillomatosis tartés kontrolljat a cidofovir hosszi tadvi — a
virusreplikdcié gatlasatdl fiiggetlen — hatdsai magyardzhatjdk. Van Cutsem egy a
tumorsejtekre kifejtett kozvetlen gatl hatést, illetve a gazdaszervezett fokozott immunvéla-
szat (emelkedett natural killer sejt aktivitast) feltételezett [132]. Itt utalok a bevezetésben rész-
letezett in vitro €s in vivo kisérleti eredményekre is: E6 és E7 expresszié csokkenése transz-
kripcids szinten, sejtciklus gatlds ,,S” fazis blokk révén, apoptosis indukcid, stb. [1, 5]. Ezeket
a kisérleteket ugyan carcinoma sejtvonalakon végezték, de a virus DNS transzkripciéjanak

cidofovir 4ltal okozott gatlasa papillomék esetében is miitkodhet.

3.5.5. Az intralaesionalis cidofovir terapia értékelése. A cidofovir hatasanak megitélését
szamos koriilmény neheziti. A PSS értékek kezdeti csokkenését az ebben a szakban roévid in-
tervallummal végzett miitétek Snmagukban magyardzhatjdk (azaz a beteg gyakrabban esett at
LMC-n mint azt a betegség természetes korlefolydsa indokolta volna). Rdadésul a cidofovir
terapia eldtt mindossze 4 héttel a gégébdl kiterjedt papillomatosis eltdvolitdsa tortént
(laryngealis PSS=16). A viroldgiai leleteket a megel6zd IFN terdpia €s annak felfiiggesztése
is befolydsolhatja. A terdpia masodik szakaszdban a kontrollalt betegséget az RRP természe-

tes korlefolydsa — elsdsorban a praepubertas jétékony hatdsa — is befolydsolhatta.
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Osszefoglalva, esetiinkben az intralaesionalis cidofovir terdpia hatékonynak bizonyult, de nem
kurativnak. A kezelés eldtti HPV DNS koépiaszdmot a kezelés masodik szakaszdban észlelttel
Osszehasonlitva azonban nem itélhetjilk sikeresnek a cidofovirt, legalabbis a feltételezett
virusreplikécid-gétlas szempontjabol nem. A terdpia sikerének megitélése a szakirodalomban
is meglehetdsen szubjektiv, egyrészt a Derkay-skdla pontértékeinek csokkenését, masrészt a
cidofovir kezelés utani kovetési szakban észlelt ritkabb miitéti frekvenciat jelenti [20, 22, 95].
A fenti két kritérium esetiinkben teljesiil. Amennyiben az agressziv RRP definiciéjat vessziik

alapul [37], a kordbbi agressziv betegség nem agressziv formdba ment at.

A beteg tracheostomdjat a 7. injekcié utdn megsziintettiik, ekkor a gége tumormentes volt, a
lagyszajpad szabad sz€lén mindkét oldalon borsényi eldemelkedd laesio helyezkedett el
(PSS=2). A kezelés végén és a kovetési szakban is perzisztdld 3 mm atmérdjii tracheocutan
fistula azonban jelezte a gégét részben sziikitd recidiv papillomatosist, mikdzben a

lagyszajpadi laesio stabil maradt.

Esetiinkben a kiterjedt, a korabbi kombinalt kezelésre (miitét + adjuvans) nem reagdlé RRP
tette sziikségessé a cidofovir ,,off-label” hasznélatat. Szamos mdés szerrel ellentétben relative
hosszu adagolési intervallumanak, helyi alkalmazhatésdganak (ez ugyan altalanos narkézist
igényel) és a mellékhatdsok igen ritka el6forduldsi gyakorisdganak kdszonhetden a cidofovir
mara vilagszerte a RRP elleni fegyvertar egyik leggyakrabban alkalmazott adjuvins gyogy-
szere lett [36].

Gyakoriva vélt recidivak miatt egy HPV 6 pozitiv felnétt beteg (A3) 6. miitéténél is végez-
tiink intralaesionalis cidofovir injekcidt. Az ezt kovetd 33 honapos kovetés sordn a beteg vé-
gig komplett remisszioban volt. Ennek megfelelden a kdpiaszam sorozatos meghatarozasara

ebben az esetben nem volt lehetdség.

3.5.6. Osszegzés. Az intralaesionalis cidofovir kezelés a HPV DNS tipusdt és fizikai dllapotdt
nem befolydsolta. A kezdeti, rovid intervallummal adott szakaszban a HPV DNS képiaszdamd-
nak hatékony csokkenését észleltiik, ezzel pdrhuzamosan a beteg komplett remisszioba keriilt.
A hosszabb injekcios intervallummal jdaro fenntarto fdzisban a betegség stabil, kontrolldlt
mértékben recidivdlt, a HPV 11 DNS kopiaszdma ismét tobb nagysdagrendnyi fluktudciot mu-

tatott. Az intralaesionalis cidofovir terdpia tehdt hatékonynak bizonyult, de nem kurativnak.
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4. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A fej-nyaki carcinomdk (n = 33), papillomak (n = 14), valamint kezdetben papillomat €s
dysplasiat tartalmazd, késobb malignusan degenerdlt vegyes elvéiltozdsok (n = 5) HPV DNS
statuszat (el6forduldsi gyakorisdg, tipusok, fizikai 4llapot, koépiaszdm) friss miitéti
biopsidkban, polimerdz lancreakcidkkal és Southern-blot hibridizaciéval vizsgéltuk.

A fej-nyaki carcinomdkban a HPV DNS pozitivitds eloforduldsa 45 % volt (33 betegbdl 15
mintdja tartalmazott HPV DNS-t). Alacsony (6 és 11) valamint magas onkogén kockazatu
(16) tipusok egyarant kimutathatok, lokalizaciotol fiiggetleniil. Az alacsony kdpiaszam miatt a
HPV DNS fizikai dllapotat nem tudtuk meghatarozni, kivéve egy oropharynx tumoros mintat,
amelyben a genom vélhetden integralt dllapotban volt jelen, a felhasadds az E2 régiéban
torténhetett. Nem taldltunk Osszefliggést a HPV pozitivitds és a betegek klinikopatoldgiai
paraméterei, valamint a prognézis kozott. Eredményeink alapjan a  human
papillomavirusoknak a fej-nyaki carcinogenesisben betoltott szerepe kérdéses.

A papillomds csoport Osszes betege (14/14) pozitivnak bizonyult HPV 6-ra vagy 11-re.
Szdmos beteg esetén egyazon HPV tipus jelenléte az egymds utdni miitétek sordn
kovetkezetesen igazolhat6. A HPV 11 jelenléte vélhetden rosszabb progndzist jelent (némileg
gyakoribb recidivdk, tracheotomia sziikségessége). A virus episzomadlis fizikai allapotban és a
carcinomdkhoz képest 1ényegesen magasabb képiaszdmban van jelen, utébbiban a betegség
természetes korlefolydsa sordn akdr tobb nagysdgrendnyi fluktuiciok is vannak.

A papillomét és dysplasiat tartalmazé vegyes elvaltozasok malignus degenerdcidja sordn — a
mintat a praemalignus vegyes elvaltozasbol vagy a mar invaziv carcinomabdl véve - a legtobb
vizsgalt szovet HPV DNS negativ lett, két betegben detektdltunk HPV 16 DNS-t. A
kopiaszam ezekben az elvdltozdsokban is igen alacsony. Ezen betegcsoport HPV statusza
tehdt a carcinomdkéhoz hasonlo.

Egy recidiv respiratoricus papillomatosisban szenvedd 14 éves gyermek intralaesionalis
cidofovir terdpidja sordn a rovidebb intervallummal jaré indukcids fazisdban a betegség
remisszigjat a HPV DNS koépiaszaménak hatékony csokkenése kisérte. A hosszabb injekcids
intervallummal jaré fenntarté fazisban a betegség stabil, kontrollalt mértékben recidivalt, a
HPV 11 DNS koépiaszdama ismét tobb nagysdgrendnyi fluktudciét mutatott. Ebben a
szakaszban a betegség kontrolldlt kiterjedéséért a cidofovir DNS replikdcié-gatlastol
fliggetlen hosszitavu hatdsai és a természetes korlefolyés egyiittesen felelhetnek.

Targyszavak: human papillomavirus, DNS, fej-nyak, carcinoma, papilloma, cidofovir
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5. SUMMARY

The human papillomavirus DNA status (prevalence, types, physical state and copy number) of
head and neck cancers (n = 33), recurrent respiratory papillomatosis cases (n = 14), and mixed
lesions initially harbouring papilloma and dysplasia and showing malignant degeneration at
follow-up (n = 5) was examined in fresh-frozen tissue biopsies by polymerase chain reaction
and Southern blot hybridization techniques.

Forty-five percents of cancers were positive for HPV DNA. Both low-risk (6 and 11) and
high-risk (16) types were detected, regardless of cancer site. As a consequence of low copy
number we failed to determine the physical state of HPV DNA except one HPV 6 positive
oropharyngeal cancer, in which the viral genome was integrated and the disruption of circular
DNA affected the E2 ORF. There were no relationships between the HPV positivity and the
clinico-pathological features or prognoses of patients. According to these results, the
etiological role of HPVs in head and neck carcinogenesis remains equivocal.

Each patient in the RRP group harboured either HPV 6 or 11 DNA. The presence of a certain
low-risk HPV type is consistently demonstrable in serial samples deriving from a number of
patients. HPV 11 positivity tends to predict a worse prognosis (slightly more frequent
relapses, necessity of tracheotomy). In contrast to cancers, the viral genome exists in episomal
physical state and in substantially higher copy numbers, with fluctuations of the latter in
several orders of magnitude.

During the malignant degeneration of mixed lesions initially comprising of papilloma and
dysplasia - by performing biopsy from the precancerous mixed lesion or the already invasive
cancer — the majority of tissue samples were negative for HPV DNA. Two samples harboured
HPV 16 DNA, presumably in very low copy numbers. Therefore the HPV status of this group
is similar to those diagnosed initially as invasive cancers.

During the intralesional cidofovir therapy of a 14-year-old child with RRP, the initial phase of
therapy with injections given at shorter intervals the complete remission of lesions was
accompanied by the substantial decrease of HPV DNA copy number. In the maintenance
phase with injections given at longer intervals, disease recurred at a controlled rate and HPV
DNA copy number showed fluctuations in several orders of magnitude again, similarly to the
pretreatment period. In this maintenance phase the long-term effects of cidofovir other than
the inhibition of DNA replication and the natural history of RRP can account for the
controlled disease.

Key words: human papillomavirus, DNA, head and neck, cancer, papilloma, cidofovir
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