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1. BEVEZETES

1.1. Rendszertani besorolas, altalanos morfologiai jellemzés

A papillomavirusok (PV) a Papillomaviridae csaladba tartoz6 DNS virusok. A csalad
altalanos morfoldgiai jellemzdi: 1. a kb. 8000 bp-bol all6 cirkularis kettdsszali DNS, melynek
csak egyik szdlardl torténik transzkripcid; 2. ikozahedrdlis szimmetridjd, 52-55 nm atmérdj,
72 kapszomerbol all6 kapszid. A papillomavirusokat a gazdaszervezet szempontjabol
kifejezett fajspecificitds jellemzi. Celluldris tropizmusmuk is kifejezett, produktiv fertdzést a
bor és a nyalkahartyak tobbrétegli laphdmjaban hoznak 1étre (epitheliotropizmus).

A cervix carcinomdban a malignus betegségben nem szenvedd kontrollokhoz képest
lényegesen gyakrabban detektdlt humén papillomavirus (HPV) tipusokat magas onkogén
kockdzatinak (,,high-risk” HPV 16, 18, 31, 33, 35, 56, 73, stb.), a carcinomdkban és a
kontrollokban azonos prevalencidju tipusokat alacsony onkogén kockazatinak (,,low-risk”

HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, stb.) nevezziik.

1.2. A virusgenom és az altala koédolt proteinek funkcidja

A virusgenom dontd tobbségét fehérjekddold génszakaszok (nyitott leolvasési keretek, open
reading frame; ORF) alkotjak. Ezeket két csoportba soroljuk aszerint, hogy expresszi6juk a
virus életciklusdnak korai (early = E) vagy kés6i (late = L) fazisdban torténik-e. Az E régio
mintegy 4000 bp, az L régié 3000 bp hosszi. Van a genomnak egy kb. 1000 bp hosszd,
fehérjét nem koédold szakasza is (noncoding region = NCR), melyet funkciéi alapjan hosszu
szabalyz6 régionak (long control region = LCR) is neveznek. Az aldbbiakban az értekezés
szempontjabol fontos virdlis proteineket ismertetem.

Az E1 protein a virusreplikdcié sordn az inicidcidban és az elongécidban jatszik szerepet.
DNS-ko6té doménje révén kapcsolddik a replikacids origdhoz, ezt a kapcsolatot az E2 protein
stabilizalja. Az E1 protein DNS-fiigg6 ATP4z és helikdz aktivitassal rendelkezik. Az E2
protein - a PV genomban 1évd kotdhelyeitdl fiiggden - a transzkripcié sordn aktivatorként
vagy represszorként is szerepelhet. A magas onkogén kockdzati tipusok E6 onkoproteinje
elsésorban a p53 tumorszupresszor protein, mig az E7 onkoprotein elsdsorban a
retinoblastoma tumorszupresszor protein (pRB) gatldsa révén fejti ki transzformal6 hatdsat. A
kés6éi ORF-ek expresszidja csak produktiv virusinfekcié esetén észlelhetd. Az L1 a fé

kapszid protein, a papillomavirusok immundomindns neutralizdlé epitdpjai ezen a fehérjén



helyezkednek el. Az L2 protein az L1 pentamerek egy részéhez kapcsoldédva a virusgenom

enkapsziddcigjaban jatszik szerepet.

1.3. A papillomavirusok életciklusa

Produktiv infekcié. A papillomavirusok életciklusa szorosan kotddik a tobbrétegii lapham
sejtjeinek differencidlédasi folyamatdhoz. A virion a stratum basale mitoticus aktivitassal
rendelkez0 hamsejteit fertézi. A sejtmagba keriild és fehérjeburkdtél megszabaduld
(dekapszidacid) virdlis DNS genomja eldbb kis képiaszdmban amplifikdlédik. Ezt a
képiaszam fenntarté allapota (maintenance) koveti, ekkor a replikdcié a sejtciklussal
szinkron (atlagosan 1 alkalom / sejtciklus) zajlik. A képiaszdm tobb sejtgenerdcion at relative
alland6 marad. A nagyszamu képidt eredményezd vegetativ  DNS replikaciéo csak a
termindlisan differencialt hdmsejtekben észlelhetd. A replikdcidhoz hasonldan az E és L ORF-
ek transzkripcidja is a hamsejtek differencidloddsaval szinkron torténik. A strukturdlis
proteineket kodolé L gének expresszidja csak a stratum spinosum felsé részétdl a felszinig
detektalhat6. A virionok Osszeszerelédése intranuclearisan torténik. Erett virionok a stratum
granulosum (tobbrétegll elszarusod6 laphdm esetén) és a stratum planocellulare teriiletén
lathatok, kiszabaduldsuk a sejtbdl a hamfelszinen torténik. A virion kiszdraddsra rezisztens,
fertozoképességét a kiilviligban hosszui ideig megorzi. Latens HPV infekcié esetén a HPV
DNS normdl szovettani struktirdjd hamban detektalhat6. A latens HPV fert6zés
legszembetlinObb példdjat a recidiv respiratoricus papillomatosis adja: a remisszidban 1évo
beteg szovettanilag ép 1éguti nydlkahdartydiban perzisztdlé virus DNS az akar évekkel késObbi

recidiva forrasa lehet.

1.4. A virusgenom fizikai allapota

Az intakt, cirkuldris, extrakromoszomalis virusgenomot episzomalisnak nevezziik, ez
elsésorban a HPV-asszocidlt benignus bor- €s nydlkahartya laesidk, tovdabbd az enyhe
cervicalis dysplasidk jellegzetessége. A sulyos dysplasidk és az invaziv carcinomdk
tobbségében a virusgenom felhasad és a gazdasejt kromoszomalis DNS-ébe integralédik. A
felhasadas dontden az E1 vagy az E2 OREF teriiletén torténik, az integracié sordn hosszabb-
rovidebb génszakaszok delécidja kovetkezhet be. Az integracié kovetkezménye az E1 és E2
ORF-ek expresszidjanak és igy az E6 és E7 gének transzkripciés reguldcidjanak a
megsziinése. A virusgenom integricidja a gazdasejt DNS-ének transzkripciésan aktiv, nem

specifikus helyein torténik, és édltaldban az E6 és E7 gének fokozott expresszigjaval, mRNS-
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ik fokozott stabilitdsdval jar. A bizonyos celluldris protonkogének (c-myc, jun-B) kozelébe
torténd integricié azok fokozott expresszidjat okozhatja. Az integracid tehdt — bar nem

abszoluit feltétele a carcinogenesisnek — annak tobb timadédsponton is része lehet.

1.5. A human papillomavirusok mint tumorvirusok

A human papillomavirusok — szigori epitheliotropismusuknak megfelelden — az emberi
szervezet blOrének ¢és nydlkahartydinak tobbrétegli laphdmjaiban okoznak benignus
proliferaciét, azonban szdmos lokalizacioban malignus epithelialis tumorokban is
detektalhatok. Legismertebb a HPV fertdzéseknek a cervix carcinomdval torténd szoros
asszocidcidja, mely ebben a lokalizdciéban kimeriti az etioldgiai kapcsolat fogalmat. A HPV
cervicalis carcinogenesisben betoltott szerepét az aldbbi érvek tdmasztjdk ald: 1. az invaziv
cervix carcinomdk tobb mint 90 %-a HPV pozitiv (laphdmridkokban a HPV 16, az
adenocarcinomdkban a HPV 18 a leggyakoribb); 2. a HPV indukélta carcinogenesis in vitro
leirt kulcseseményei (a virusgenom integraciéja, a transzformdlé E6 és E7 ORF-ek

expresszidja, az E6-pS3 és az E7-pRB interakci6 kovetkezményei) in vivo is igazolhatok.

1.6. Human papillomavirusok fej-nyaki carcinomakban

Fej-nyaki carcinomdkban 1983-ban detektdltak eldszor nuclearis elhelyezkedést HPV
antigéneket. Az ezt kdvetd években tobb szerzd mutatott ki HPV DNS-t szdjiiregi, garat- és
gégerdkokban hibridizdciés mddszerekkel (in situ €s Southern-blot hibridizicid), a
kutatdsoknak azonban a 90-es években a polimerdz lancrekci6 (PCR) — mint szenzitiv és
specifikus DNS detektdlasi modszer - széles korh elterjedése adott Uj lendiiletet. A HPV
tipusok koziil mindegyik fej-nyaki lokalizdciéban a HPV 16 a leggyakoribb. HPV DNS
leggyakrabban az oropharynxban, azon beliil is a tonsilla palatina carcinomdjaban
detektalhat6. A HPV genom fej-nyaki tumorokban episzomalis és integralt fizikai allapotban
egyarant el6fordulhat, s6t a kétféle fizikai dllapot egyidejii jelenlétét is leirtdk. A virusgenom
képiaszamaval fej-nyaki carcinomdkban kevés tanulmany foglalkozik. Altaldban igaz, hogy
a fej-nyaki carcinomdk HPV DNS kopiaszdma alacsonyabb, mint a cervix carcinomaé. Az
egyetlen kivétel a tonsilla carcinoma lehet, ahol a HPV DNS képiaszama Osszemérhetd a

cervix carcinomaval.



1.7. Recidiv respiratoricus papillomatosis (RRP)

A RRP a felso 1égutak leggyakoribb benignus tumora. Az exophyt, penduldlt vagy sessilis,
szemdlcsos-bolyhos felszinii novedékek a 1égutak 1ényegében barmely részén kialakulhatnak.
A leggyakoribb lokalizacié a gége, mely az esetek tobb mint 90 %-dban érintett. Az elsd
tiilnetek leggyakrabban 1-5 éves kor kozott, valamint 20-30 éves kor kozott jelentkeznek, ez
alapjan juvenilis kezdetii (J-RRP) és felnottkori (adult) kezdetii (A-RRP) format
kiillonboztetiink meg.

A RRP {6 etiolégiai tényezdje a HPV 6-0s és 11-es tipusa. Kellden szenzitiv DNS detektalasi
modszerekkel a 1éguti papillomdk HPV DNS pozitivitdsa megkozeliti vagy eléri a 100 %-ot.
HPV DNS a papillomatosis melletti — makroszképosan ép — szovetekben, a papillomatosistol
tavoli 1éguti lokalizaciokban, valamint komplett remisszioban 1évé betegek 1éguti
nyédlkahartydiban is kimutathat6. A virdlis DNS jelenléte ezen ép szovetekben egyrészt a
gyakori recidiva forrdsat képezheti, masrészt megmagyardzza a RRP pusztin sebészi
eradikdcidjdnak gyakori kudarcat.

J-RRP esetekben a HPV infekcié vélhetden sziiletéskor, a fertdzott sziildutakon torténd
athaladas kovetkeztében torténik (maternofoetalis transzmisszié). A-RRP esetében a
transzmisszio legvaldszinlibb médja az orogenitalis szex, azonban kordbbi — akar sziiletéskor
szerzett — latens fert6zés aktivaléddsa sem zarhato ki.

Az elvéltozas predilectiés helyei a felsé 1égutakban szamos helyen meglévé természetes
tobbrétegii el nem szarusodd laphdm — egyrétegii csillész6ros hengerham dtmenetek.

A tiinetek a lokalizaci6tol €s a beteg életkoratdl (a Iégutak atmérdjétdl) fiiggnek. Vezetd tiinet
a leggyakoribb hangszalagi lokalizdcié esetén a progressziv rekedtség. A madasodik
leggyakoribb tiinet a stridor. Elsésorban kisgyermekkorban, a papillomatosis sziik 1égutakban
torténd rapid novekedése esetén 1€gzési elégtelenség jelentkezhet.

A természetes korlefolyas kiszamithatatlan, a betegséget gyakori recidivahajlam jellemzi. A
J-RRP iltaldban a pubertds koriil spontan remisszi6t mutat. Altaldban tSbb évtizedes fennéllds
utan az esetek 3-5 %-dban a RRP malignus degenericigjat irtak le.

A RRP - fizikdlis vizsgélattal vagy fiberscopidval felvetddott - gyanija esetén narcosisban,
laryngomicroscopia (LMC) sordn a laesiokbol hisztoldgiai mintavételt végziink. A RRP
diagnézisa szovettani: a tobbrétegli el nem szarusodé laphdm benignus proliferacidja a
fibrovascularis stromdval egyiitt ujjszerli nyilvanyokat képez. A HPV fertdzések specifikus
cytopathids hatdsa a koilocytosis. Gyakori az abnormdlis keratinisatio (els@sorban

parakeratosis) is.



A RRP Kkezelésének alapja a laesiok miitéti eltavolitasa: a leggyakoribb laryngealis
lokalizaci6 esetében a feltirds LMC utjan torténik, a laesidkat élesen, CO, lézer vagy
microdebrider utjdn tavolitjuk el. Sulyos, akut 1égzési elégtelenség esetén, elsOsorban
kisgyermekben urgens tracheotomiara lehet sziikség. Adjuvans kezelésre az RRP esetek
mintegy 10 %-dban keriil sor, napjainkban a két leggyakrabban alkalmazott szer az alfa-
interferon (IFN-a) és a cidofovir.

A RRP kiszamithatatlan természetes korlefolydsa és potencidlis veszélyei miatt kétségbeesett
probalkozdsok irdnyulnak a prognézis elérevetitésére. Altaldban az alacsonyabb életkort és a
HPV 11-es tipusat tartjdk negativ prognosztikai faktornak (betegség teljes tartama, miitétek

szédma, tracheotomia sziikségessége, also 1éguti terjedés veszélye).

1.8. Cidofovir alkalmazasa recidiv respiratoricus papillomatosisban

Az aciklikus nukleozid-foszfatok csoportjaba tartozo (S)-1-(3-hidroxi-2-
foszfonilmetoxipropil)-citozin (cidofovir, CDV) szamos DNS virus replikdcigjanak
inhibitora. Napjainkra a RRP egyik leggyakrabban alkalmazott ,off-label” adjuvéns
gyogyszere lett. A RRP CDV kezelésének tapasztalataival az utébbi 15 évben szdmos
kozlemény foglalkozik, ezekben kozOs az alacsony esetszdm €s a par hetes idokozonként
alkalmazott intralaesionalis gyogyszeradas.

A cidofovir bioldgiai hasznosuldsa igen gyenge (<5%), ezért HPV asszocidlt laesiok esetén
altaldban helyileg (RRP esetén intralaesionalisan) alkalmazzdk. Az intralaesionalis
gyogyszeradas a leggyakoribb laryngealis lokalizaci6 esetén narkézisban, LMC utjan torténik.
Az aktiv intracellularis difoszfat metabolit féléletideje 17-65 6ra, a gyakorlatban azonban az
intrelaesionalis CDV injekcidk kezdeti 2 hetes intervalluma is hatékonyan csokkenti a
papillomatosis kiterjedését.

RRP sorozatos intralaesionalis CDV terdpidjaban egységes dozis és alkalmazasi protokoll
nincs. A CDV terdpia sordn dllatkisérletekben leirt carcinogenesist €s nephrotoxicitast

intralaesionalis CDV kezelés soran nem észlelték.

2.CELJAINK

Célunk a HPV DNS stituszdanak felmérése a DE EOC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-
Nyaksebészeti Klinika beteganyagaban: fej-nyaki carcinomdkban, RRP eseteiben, valamint
néhany - papillomét és dysplasidt tartalmaz6 — késobb malignus degeneraciét mutatd vegyes
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elvaltozasban. Vizsgdlatainkat friss, gyorsfagyasztott szoveteken végezziik, melyek
varakozasaink szerint megfelel6 mennyiségli, autolizistol és a hisztologiai feldolgozds
hatdsaitol mentes DNS-t tartalmaznak. Prospektiv vizsgalatot terveziink, az egyes betegek
kovetése sordn minél tobb szovetminta viroldgiai feldolgozasara toreksziink a HPV infekcidk

természetes korlefolydsanak tanulményozésa érdekében.

Fé6bb kérdéseink a kovetkezok.
1. Milyen ardnyban mutathaté ki HPV DNS az egyes betegcsoportokban?
Mely HPV tipusok detektdlhatok?
Milyen a HPV DNS fizikai allapota?
Milyen a HPV DNS kopiaszdma?

A

Van-e 0sszefiiggés carcinomdk esetében a HPV DNS stitusza és a betegek klinikai
(életkor, nem, dohdnyzas, alkoholfogyasztés), patologiai (pT, pN, grade, lokalizacid)
paraméterei és kimenetele kozott?

6. Van-e HPV DNS statusz vizsgalatinak prognosztikai értéke?

7. Hogyan befolydsolja a HPV DNS statuszit az RRP adjuvéns intralaesionalis cidofovir

terapidja?

3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegkovetés

Vizsgdlatainkat a DEOEC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika fekvobetegei
korében végeztiik 2001. marciusa és 2006. oktdbere kozott. A virologiai mintavétel a kurativ
mitétek sordn a szovettani mintavétellel egy idOben, steril miitéti koriillmények kozott tortént.
A betegkovetésnél a MEDSOLUTION 97 adatbazisban a DE OEC intézményeiben tortént
ambuléns €s fekvObeteg megjelenéseket vettiik figyelembe. A kovetési id6 az elsd viroldgiai
mintavételtdl a betegek utolsé megjelenéséig tartott.

3.1.1. A carcinomas betegcsoport (n=33). Az értekezésben az oropharynx, a hypopharynx és
a gége daganatait nevezem Osszefoglaléan fej-nyaki daganatnak, mivel valamennyi vizsgélt
szovetmintdnk ezen hdrom szerv valamelyikébdl szarmazott. A vizsgélatba torténd
bevondskor rogzitettik a betegek nemét, életkorat, a tumor lokalizécigjat, a klinikaival

Osszevetett patologiai TNM stddiumdt, pontos szovettani tipusat és differencidltsdgi fokat
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(grade; G). A 31 férfi és 2 n6 atlagéletkora 54,5 év (37-71 év) volt. A szovettani diagnozis 32
esetben carcinoma planocellulare és 1 esetben adenocarcinoma volt. Differencialtsdgi fok
szempontjabol 9 esetben G-I, 8 esetben G-II, 16 esetben G-III elvéltozadst észleltiink.
Lokalizacié szerint a carcinoma 15 esetben laryngealis, 5 esetben oropharyngealis, 1 esetben
hypopharyngealis, 8 esetben laryngo-hypopharyngealis, 3 esetben laryngo-oropharyngealis és
1 esetben laryngo-trachealis volt. A primer tumor patologiai T stadiuma 9 esetben T1-2, 24
esetben T3-4 volt. A betegek patologiai N stadiumanak megoszlasa a kovetkezo volt: NO: 18
esetben; N1: 9 esetben, N2: 6 esetben. Tavoli attéte a vizsgélat kezdetén egyik betegnek sem
volt. Két beteg esetében a virologiai mintavételt partialis resectioval jaré miitét utan recidivalo
carcinomdbol végeztiik.

A kovetés sordn rogzitettilk a teljes kovetési idot, a recidivamentes tulélést (az utolsd
recidivamentes megjelenésig szamolva, ez a tumormentes betegeknél megegyezett a teljes
kovetési idovel), a localis recidivdkat, a regiondlis nyirokcsomé recidivdkat és a tdvoli
attéteket. A teljes kovetési idé atlaga a malignus tumoros csoportban 29,9 hénap (0-78
hénap) volt. A recidivamentes tilélés atlagosan 24,9 hénap (0-78 héonap) 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.

3.1.2. A papillomas (RRP) betegcsoport (n=14). Az ebbe a csoportba soroldshoz alapfeltétel
volt a papilloma — dysplasids jelek nélkiili - szovettani diagnézisa. A betegek nagy részének
anamnézisében mar szerepelt RRP. A csoportba azonban bekeriilt két olyan beteg is, akiknek
az esetében a praeoperativ klinikai vizsgélatok soran vetodott fel RRP lehetosége és ezt — a
virolégiai vizsgélattal egyidében elvégzett - szovettan is igazolta. A vizsgdlat kezdetén
rogzitettiik az életkort, a nemet, a lokalizacidt €s az anamnesztikus adatokat.

A J-RRP csoportban (n=6) a betegség kezdetén az atlagéletkor 4,78 év (1,9-12 év) volt, a
leggyakoribb lokalizacionak a gége bizonyult. Az elsé diagndzistdl a jelen vizsgélat kezdetéig
eltelt id6 0-50 év kozott volt, ezalatt a betegek atlagosan 5,67 (0-20) mutéten estek at. Ketten
részesiiltek adjuvédns IFN-a terdpidban. A J-RRP csoportbdl két beteg a vizsgélat kezdetén
feln6tt kord volt (26 ill. 62 évesek). Az A-RRP csoportban (n=8) a papillomatosis
diagnozisa atlagosan 34,75 éves (18-71 év) korban sziiletett. Két kivétellel (egy lagyszdjpadi
és egy orriiregi lokalicici6ji RRP) a leggyakoribb lokalizaci6 itt is a gége volt. Az elsd
diagnézistdl a jelen vizsgdlatig atlagosan 2 év (0-5 év) telt el, a betegek ezalatt dtlagosan 1,75
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(0-5) mitéten estek at. Adjuvans IFN-a kezelést egy beteg kapott. A prospektiv vizsgalati
idészak az els6 (néhany esetben egyetlen) friss miitéti virolégiai mintavételtdl indult.

3.1.3. Papillomat és dysplasiat tartalmazo, a kovetés soran malignusan degeneralt
elvaltozasok (n=5). Ebbe a betegcsoportba az az 6t beteg keriilt, akiknek az anamnézisében
szerepld miitétek szovettani lelete kezdetben esetleg csak papillomét vagy a papilloma mellett
eleve kiilonb6z6 mértékli dysplasiat is igazolt. A benignus €s a praemalignus elvaltozds a
késObbiekben az ismételt mintavételek soran egyidejiileg megfigyelhetd. A folyamat végiil
valamennyi esetben — vagy mdr a prospektiv vizsgélati periédusunk kezdetén vagy az alatt -
malignus degeneraciét mutatott. Valamennyi esetben a kezdeti lokalizacié a gége volt, azon
beliil 4 esetben glotticusan, 1 esetben glotticusan és supraglotticusan helyezkedett el az
elvaltozas. A 4 férfi és 1 n6 atlagéletkora a vegyes elvdltozds elsé észlelésekor 51 év (44-60
év) volt, ettdl kezdve a carcinoma elso diagnozisdig atlagosan 41,6 honap (13-71 hénap) telt
el. A carcinoma diagndzisdtol az utolso megjelenésig szamitott kovetési id6 atlaga 31,2 hénap
(5-58 honap) volt. A kovetési id0 végére egy beteg lokalis recidiva és tdvoli metastasisok
miatt exitdlt, egy betegnek regiondlis nyirokcsomé recidivdja jelentkezett, 3 beteg pedig
tumormentes volt. A teljes kovetési id0 alatt a betegek atlagosan 5,6 (4-7) szdvettani
mintavétellel is jar6 beavatkozdson estek at. A carcinoma diagnézisdhoz sziikséges miitétek
szamanak atlaga 4 volt (3 és 6 kozott). Betegenként 1-3 viroldgiai mintavételt végeztiink, két

esetben csak a mar malignus elvéaltozasbol.

3.2. Virologiai mintavétel

A viroldgiai vizsgélatra szant mintavételnél alapvetd szempont volt, hogy a legalabb 3x3x3
mm-es szovetet az elvaltozds centrumabdl nyerjiik. Feltétel volt az is, hogy a mintavétellel ne
befolydsoljuk a pontos korszovettani diagnézis lehetdségét: kisebb papillomdk esetén
tigyelniink kellett a szovet elegendd térfogatdra, carcinomdk esetén pedig arra, hogy a miitéti
rezekciés vonalat ne érintsiik (az épben torténd kimetszé€s megitélése érdekében). A
papillomdk esetén a korszovettani mintavétel az elvaltozas CO, 1ézer evaporizacié elotti €les
eltavolitasakor, carcinomak esetén kozvetleniil a szerv eltavolitasa utan, annak fixaloszerbe
torténd helyezése elott tortént. Az eltavolitott szoveteket tovabbi feldolgozédsig -70 °C-on

taroltuk.
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3.3. HPV DNS detektalas PCR technikaval

Mintdinkbél a DNS-t fenol-kloroform-izoamilalkohol elegyével nyertiik ki, az extraktum
DNS tartalmat és tisztasagit spektrofotometrids tuton ellendriztik. A DNS integritdsat a
human B-globin gén egy 110 bp szakaszat amplifikdlé PCO3/PC04 PCR segitségével
ellendriztiik. A HPV DNS detektdldsanak elsé 1épése az MY09/MY 11 konszenzus PCR volt,
mely szamos nyalkahartya-asszocidlt HPV tipus genomjdnak L1 régiojabol egy kb. 450 bp
szakaszt amplifikdl. A virdlis DNS detektalasdnak mdsodik korét GP5+/GP6+ konszenzus
(nested) PCR-rel végeztiikk, mely — szintén a legtobb nydlkahdrtya-asszocidlt HPV tipus
esetében — az MY09/MY 11 PCR amplimerjén beliil egy kb. 145 bp szakaszt detektdl. A PCR
termékeket agaréz gélelektroforézis (az agaréz gélt etidium-bromiddal festettiik) utdn

ultraibolya fényben értékeltiik.

3.4. HPV tipizalas restrikciés enzimhasitassal

A HPV DNS pozitiv PCR produktumokat Rsal, valamint Msel restrikciés endonukledzzal
hasitottuk. A 1étrejott fragmentumokat nem denaturdlé poliakrilamid gélen futtattuk, majd
eziistfestéssel detektaltuk, és a futdsi képet referencia plazmidokbdl nyert, azonos restrikcids
enzimekkel hasitott GP amplimerek elektroforetikus mintdzatdhoz viszonyitottuk. Pozitiv

kontrollként HPV 6, 11, 16 és 18 DNS-t tartalmaz6 referencia plazmidokat hasznéltunk.

3.5. A HPV DNS fizikai allapotanak meghatarozasa az El-, E2- és E1E2 régiora
specifikus PCR-rel

Integracié soran 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 a kérdéses régiot az
adott HPV tipus El-, E2- és EIE2 ORF-jére specifikus PCR-ek segitségével vizsgaltuk, az
amplimerek 845-2206 bp hosszusdguak voltak. A PCR termékeket agardz gélelektroforézis

utdn ultraibolya fényben értékeltiik.

3.6. A HPV DNS fizikai allapotanak meghatarozasa Southern-blot hibridizacioval (SBH)
A SBH technikaval az E1, E2 és E1E2 specifikus PCR-ek pozitivitdsa esetén a mintdban
egyidejiileg integralt fizikai dllapoti HPV DNS-t kerestiink. A virdlis DNS-t HPV 6 esetében
a HPV genomot nem hasité EcoRI és egy helyen hasité BamHI, HPV 11 esetében a HPV
genomot nem hasité BglIl és egy helyen hasit6 BamHI restrikciés enzimmel emésztettiik,
majd a DNS-t agar6z gélelektroforézis utan kapillaris transzferral blottoltuk at pozitiv toltési
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nylon filterre. A HPV specifikus szekvencidk azonositdsdahoz tipus specifikus préba DNS-t
hasznaltunk. A PCR technikdkhoz képest relative kisebb szenzitivitdsa €s nagy minta DNS

igénye miatt a SBH rutinszerii alkalmazasat a tanulmdny sordn késObb felfiiggesztettiik.

3.7. Az El1-, E2-, E1E2- é az MY09/MY11-specfikus PCR érzékenységének
osszehasonlitasa

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

hasonlitottuk Ossze.

3.8. HPV DNS pozitiv papillomas és carcinomas mintak Kkoépiaszamanak
osszehasonlitasa

A nested PCR-rel HPV 6 pozitivnak bizonyult néhdny carcinomads és papillomads, 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. A kalibrdlé higitasi sorozaton és a — spektrofotometrids dton mérve - 1 pug DNS-t
tartalmazé mintdkon elvégezve az MY09/MY1l PCR-t, az amplimerek agaréz
gélelektroforézise utdn a mintdk kdépiaszamat a kalibrdlo oldatsor segitségével, a csikok

denzitometrias mérésével becsultik.

3.9. A HPV DNS képiaszamanak meghatarozasa real-time PCR technikaval

A HPV DNA képiaszdmanak meghatdrozasa az Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
System és ABI SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, PN, USA) segitségével
tortént. A PCR amplifikdcios keverék 10 ng templat DNS-t tartalmazott. A fluoreszcencia
spektrumokat minden PCR ciklus elongicids 1épése sordn regisztrialtuk. A SYBR Green
jelenlétében létrejott PCR termékek azonositdsa és ellendrzése céljabol olvadaspont analizist
végeztiink. A virusgenom koépiaszamat HPV 6 és 11 plazmid DNS segitségével felvett

standard gorbe segitségével hatdroztuk meg.

3.10. A HPV DNS pozitivitas osszefiiggésének vizsgalata a carcinomas betegek
klinikopatolégiai paramétereivel és a betegség kimenetelével

A carcinomas betegcsoportban a HPV pozitivitas és a betegeknek a diagnozis idején rogzitett
klinikai (életkor, nem, dohdnyzasi és alkoholfogyasztasi szokasok), valamint patologiai (pT,
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pN, pM, lokalizécid, differenciéltsagi fok) jellemzoi 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. A fent emlitett
klinikopatoldgiai jellemzéknek és a HPV pozitivitdsnak a betegség kedvezétlen kimenetelére
(poor outcome) gyakorolt hatdsat is megvizsgaltuk logisztikus regresszioval. A kedvezdtlen
kimenetel a kovetés sordn megjelend lokalis recidivét, regiondlis nyirokcsomé recidivat vagy

tavoli attétet jelentett.

3.11. A HPV DNS vizsgalata intralaesionalis cidofovir (CDV) terapia soran

A RRP betegcsoportban szerepld, 1994-ben sziiletett fia masfél éves kordban tartds rekedtség
héatterében LMC és szovettani mintavétel utjan RRP igazolddott. A CDV terdpia elinditasdig
28 alkalommal részesiilt éles eszkozzel vagy CO, 1€zerrel torténd papilloma eltavolitdsban.
1999. jiniusa 6ta a DEOEC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika betege, ekkor
indult sc. IFN-« terdpidja, mely tobb mint 6t éven at, a CDV kezelés kezdetéig tartott. 2001.
augusztusdban a gége mellett a ldgyszdjpadon is papillomdk jelentek meg. 2004.
augusztusiban heveny 1éguti obstructio miatt urgens tracheotomia tortént. A tracheostomét —
a kozben is gyakori fulmindns recidivak miatt - 2005. marciusdig, a CDV terdpia kezdetéig
kénytelenek voltunk fenntartani.

A CDV terdpidt (Vistide®) Chetri protokolljanak mddositdsa alapjan végeztiik: az eredeti
protokoll szerint az els6 4 injekciot kéthetes 1d0kozonként adjdk, ezutdn a tovabbi injekcidk
intervalluma fokozatosan egy héttel né (0, 2, 4, 6, 9, 13, 18, 24 hét, stb.). Betegiink az
injekcidkat 0, 2, 4, 8, 12, 16, 24, 42 és 55 hétre kapta. A LMC-t intratrachealis narcosisban
végeztiik (az endotrachealis intubatio a 7. kezelésig fenntartott tracheostoman at, az utolsé két
alkalommal a perzisztdl6 tracheocutan fistuldn at tortént). A lagyszdjpadi lokalizaci6 esetén a
garat feltardsa az altatdsos mandulamiitéteknél haszndlatos szdjterpesszel tortént. A mitéti
feltards utan els6 1épésként a papillomatosis Kiterjedésének kvantitativ meghatarozasat
végeztilk a Derkay-skdla alapjan, mely a kiillonboz6 1éguti lokalizaciok esetén kiilon-kiilon
egy 0 és 3 kozotti pontértéket (papilloma severity score = PSS) hatdroz meg (0 = nincs laesio;
1= felszini laesio; 2 = eléemelkedd laesio; 3 = tomeges laesio). A kétgdcu betegség pontosabb
kovetése érdekében a gége és a lagyszdjpad pontszamat kiilon-kiilon vezettiik. A PSS értékek
rogzitése utan a laesidkat éles eszkozzel eltavolitottuk, alapjukat CO, 1ézerrel evaporizaltuk.
A CDV 40 mg egyszeri dozisat (kb. 1 mg/ttkg) fiziologids séoldattal higitottuk a kivéant
mértékre: a lagyszdjpadi lokalizacié esetén 5 mg/mL (2-2 mL a lagyszdjpad szabad szélének
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bal és jobb oldaldn a submucosédba), a gégében — a jéval szitkebb anatomiai viszonyok miatt —
10 mg/mL koncentraciét alkalmaztunk (1-1 mL mindkét valédi hangszalag dllomédnyédba). A
rutin  korszovettani vizsgdlatra kiildott minta mellett a szOovetminta masik részét
gyorsfagyasztds utdn viroldgiai vizsgdlat céljabol taroltuk. Viroldgiai vizsgdlatra a teljes
remisszid esetén is vettiink szovetmintdt a kordbbi laesio helyébdl. A CDV hatdsanak
vizsgalatdra, kontrollként a beteg kordbbi 5 viroldgiai feldolgozédsra szdnt szOvetmintdjat
hasznaltuk fel, ezeket a CDV terédpia kezdete el6tt 190, 165, 131, 53 és 41 héttel vettiik.

A HPV DNS detektdldsa, a virusgenom fizikai &llapotdnak, valamint kopiaszdmanak
meghatdrozasa a kordbban leirtak szerint tortént.

A terapia befejezése utdn, ellen6rzod vizsgalatként — a rutin indirect laryngoscopién til - 76
hétnél ambulans 70°-0s merev eszkozzel videolaryngoscopidt, 117 hétnél altatisban LMC-t és
a recidiv laesiok eltdvolitasat végeztiik.

Egyszeri intralaesionalis CDV adast — gyakoriva vélt recidivak miatt - egy felnott beteg 6.

mitéténél is végeztiink.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A HPV DNS jellemzése a carcinomas betegcsoportban

Lokalizacio HPV HPV tipus
poz/ﬁsszes 6 11 11+16 16 ngéb

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

HPV DNS pozitivitas és tipusok. A teljes fej-nyaki régidban észlelt 45,5 %-os (15/33 beteg)
HPV DNS pozitivitds meghaladja a carcinomads szovetekben PCR technikdval detektalt HPV
DNS pozitivitds irodalmi adatainak tobbségét: a 60 kozlemény értékeibdl djraszamolt
prevalencia 25,9 % volt.

A magas onkogén kockazati 16-os tipust 7 esetben detektdltuk (egy esetben 11-essel
egyiitt), ez a teljes carcinomds csoport 21,2 %-anak felel meg. Ez az érték 1ényegében

megfelel a 20 %-os szakirodalmi atlagnak. A HPV 16 prevalencidja a gégére és a
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hypopharynxra lokalizdlodo carcinomak esetében 20,8 % (5/24 eset), ez az érték minimalisan
magasabb, mint a 35 PCR tanulmédnybdl szamolt atlagos prevalencia (17 %). Az
oropharyngealis vagy az oropharynxot is érinté esetekben a HPV 16 prevalencidja 25 % (2/8
eset), ez minimadlisan alacsonyabb, mint a 27 PCR tanulmdny adataib6l szamolt prevalencia
(31 %). Nem igazolddott a HPV 16 jelentds oropharyngealis predilekcidja, bar az esetszam az

oropharynx tumorok esetén nagyon alacsony.

Egyetlen esetben sem detektdltunk HPV 18-at, pedig fej-nyaki carcinomdkban is ezt a tipust
tartjdk a masodik leggyakoribbnak. Meglepd eredmény az alacsony onkogén kockazati
HPYV 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 koinfekcidt is beleszamitva) 27,3 % (9/33
eset) volt, megoszlasuk az egyes lokalizacidk kozott 1ényegében egyenletes volt: a gége és a
hypopharynx teriiletén 6/24 eset, a oropharynx érintettsége esetén 2/8 eset, egyéb
lokalizaci6kban 1/1 eset. A 6-0s €s a 11-es tipus magas prevalencidjat foldrajzi sajatossdgnak
tarthatjuk.
Két HPV tipus koinfekcidjat egy esetben (3%) észleltiik: egy laryngo-hypopharyngealis
lokaliz4cigji carcinoma 11-es és 16-os tipust is tartalmazott. Irodalmi adatok szerint a
koinfekcidk prevalencidja fej-nyaki tumorokban 3,6 %, leggyakoribb a 16-os tipusnak
valamely mads tipussal torténd egyiittes jelenléte. A koinfekciot az ismételt HPV expozicid
kovetkezményének tartjak.
Lokalizaciok szerinti felbontdsban a gégére- és hypopharynxra lokalizdlodé taumorok 41,7 Y-
a (10/24 eset), az oropharynx- vagy az oropharynxot is érinto tumorok fele (4/8 eset)
bizonyult HPV pozitivnak, bar az alacsony esetszdm miatt egyetlen eset pozitivitdsa is
nagyfokban befolydsolhatja az eredményeket. Az alacsony onkogén kockézatd tipusok mar
targyalt jelenléte miatt ez a két érték meghaladja a gégére és a hypopharynxra 35 PCR
tanulmany eredményei alapjdn szdmolt 24 %-os, valamint az oropharynxra 27 PCR
tanulmany eredményei alapjan szamolt 35,6 %-os prevalenciat.
Fizikai allapot és kopiaszam. Az El-, E2- és E1E2-specifikus polimeraz lancreakciok a 33
carcinomds betegbOl egyetlen mintdban adtak értékelhetd eredményt: ez egy 60 éves
férfibeteg T2 stddiumid, HPV 6 DNS pozitiv oropharynx tumorabdl szdrmazott, a tumor a
nyelvgyokben €s a jobb oldali tonsillolingualis dtmenetben helyezkedett el. Esetében az El-
PCR pozitivitasa és az E2- ill. EIE2-PCR negativitasa alapjan azt feltételezziik, hogy a genom
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felhasaddsa az E2 ORF teriiletén tortént. A HPV DNS integracija az egyébként alacsony
onkogén kockazati HPV 6 etioldgiai szerepe mellett sz6lhat.

A tobbi HPV DNS pozitiv carcinomds minta negativ E1, E2 és E1E2 PCR- eredményei
hatterében elsésorban a virusgenom igen alacsony koépiaszamat feltételezziik. Ennek
igazoldsdra a nested PCR-rel HPV 6 pozitivnak bizonyult 3 carcinomds €és 5 papillomas,
valamint HPV 11 pozitivnak bizonyult 3 carcinomaés és 5 papillomdas minta kopiaszamat HPV
6 és 11 genomot tartalmazé pBR322 plazmid tizszeres higitdsi sorozata segitségével becsiiltiik
meg, az MY09/MY 11 PCR elvégzésével. Ez alapjan a carcinomdkban mind a HPV 6 mind a
11 DNS koépiaszama mindegyik mintdban 10 alatti volt (1 pg minta DNS-re vonatkozdan),
mig a papillomédk nagy részében a képiaszdm a 10°-10" nagysdgrendben alakult. A fizikai
allapot meghatarozhatatlansdganak masik fO0 oka modszereink eltérd érzékenysége lehet,
melyet egy HPV 6 pozitiv papillomds minta tizszeres 1éptékii higitasi sorozatdn elvégzett
PCR-ekkel igazoltunk: legérzékenyebbnek az MY09/MY 11 PCR bizonyult, ezt kdvette az E2
PCR, majd az E1 és az E2 PCR.

A HPV DNS pozitivitas oOsszefiiggésének vizsgilata a betegek klinikopatologiai
paramétereivel. Az egyes HPV tipusokra pozitiv betegek alacsony szdma miatt a nested PCR
technikdval észlelt o©sszes HPV DNS pozitivitds kapcsolatit vizsgdltuk meg a
klinikopatolégiai paraméterekkel. A betegek klinikai paraméterei és a HPV pozitivitas
kozott nem igazolhaté szignifikdns Osszefiiggés. A patologiai jellemzok koziil egyediil a
patologiai T stddiummal igazolhatd szignifikancia-kozeli kapcsolat: az eldrehaladottabb
primer tumorok gyakrabban tartalmaznak HPV DNS-t (p=0,115).

A Klinikai, patoldgiai és mikrobioldgiai jellemzok hatasa a betegség kimenetelére. Mar az
alacsony esetszamnal is lathatd, hogy a dohanyzas és az alkoholfogyasztas kedvez6tleniil
befolyésolja a kimenetelt, bar az 6sszefiiggés — feltehetden az alacsony értékelhetd esetszdm
miatt - egyik esetben sem szignifikans. A patolégiai jellemzok kozill a diagndzis idején
észlelt nyirokcsomo metastasis (pN) kedvezdtlen hatdsa a tumormentes tilélésre egyértelmi
(p=0,025). A pT stadium és a lokalizaci6 kedvezdtlen kimenetelre gyakorolt hatdsa nem volt
szignifikdns. A HPV pozitivitds valamennyi lokalizaciot egyiitt vizsgalva fokozza a rossz
prognodzis esélyét. A HPV pozitivitas prognosztikai szerepe a szakirodalomban nem
egyértelmii, az azonban tobb tanulmany eredményeibdl is korvonalazodik, hogy az
oropharynx (€s a tonsilla) carcinomdk esetében a HPV pozitivitds jobb prognézist jelent a 3

éves recidivamentes tilélés szempontjabol.
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A klinikopatoldgiai paraméterekkel és a kimenetellel torténd Osszefiiggést a magas onkogén
kockazati HPV 16 esetén kiillon megvizsgaltuk, szignifikdns eltérést azonban ekkor sem

észleltiink.

4.2. A HPV DNS jellemzése a papilloméas betegcsoportban
HPYV DNS pozitivitas és tipusok. A 14 betegbdl 6sszesen 26 mintat dolgoztunk fel.
A kovetési 1d0 atlagosan 31,7 hénap (0-86 hénap) volt, 0 abban az esetben, ha a beteg az elsd
(és egyetlen) miitéte utan tobbszor nem jelentkezett a Klinikdn. A kovetési id0 alatt osszesen
33, betegenként atlagosan 2,35 (1-10) beavatkozds tortént (a késobb ismertetendd cidofovir
terapidhoz sziikséges mutéteket nem szamolva).
Valamennyi papillomds beteg HPV DNS pozitivnak bizonyult. Nyolc betegben HPV 11
DNS-t, 6 betegben HPV 6 DNS-t detektdltunk.A 100 %-os HPV DNS pozitivitdis nem
meglepd annak ismeretében, hogy jé mindségli, friss, az esetek tobbségében bdséges
szovetmintét vizsgéltunk egy kelléen szenzitiv technikdval.
A betegek egy részének kovetése sordn kovetkezetesen egyazon HPV tipus DNS-ének
jelenléte volt igazolhat6. Mindez megerdsiti a 6-os és a 11-es tipusnak a RRP etiolégidjaban
betoltott szerepét. Hasonlé sorozatos biopszidk HPV tipizdldsa a szakirodalomban nem
gyakori.
HPV koinfekciot egyetlen papillomés mintdban sem tapasztaltuk. A koinfekcidk tekintetében
a szakirodalom nem egységes, egyes populdcidkban akar tobb HPV tipus egyidejl jelenléte is
gyakran észlelhetd.
A juvenilis kezdetii RRP (J-RRP) csoportban a kovetési id6 atlagosan 48 hénap (0-86 hénap)
volt, ezalatt 6sszesen 16, betegenként atlagosan 2,7 (1-10) beavatkozds tortént. A 11-es tipus
(6 betegbol 5-ben) volt a gyakoribb. Légzési elégtelenség miatt urgens tracheotomidra 3
esetben volt sziikség, 6k valamennyien HPV 11 pozitivak voltak.
A felnéttkori kezdetii RRP (A-RRP) csoportban a kovetési id6 dtlagosan 19,5 hénap (0-78
hoénap) volt, ezalatt osszesen 17, betegenként atlagosan 2,1 (1-3) miitétet végeztek. A HPV 6
jelenléte (8 betegbdl 5-ben) volt a gyakoribb. Egy beteg igényelt urgens tracheotomidt
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 dtlagosan 2 (1-3) miitéten estek 4t.
A HPV 11 pozitiv betegek esetén a kovetési id6 atlaga 33,5 hénap (0-86), a miitétek Gsszege
21, betegenkénti atlaga 2,63 (1-10) volt.

18



A 6-0s és a 11-es tipus megoszlasaval 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, mas vizsgalatok szerint a 6-os és a 11-es tipus gyakorisdga J-RRP-ben
lényegében megegyezik.

Esetiinkben — bar az esetszam igen alacsony — a HPV 6 és 11 pozitiv betegek kovetési ideje
nem kiilonbozott jelentdsen (29 honap és 33,5 honap). A HPV 11 pozitiv betegek némileg
tobb mitétet igényeltek atlagosan (2,63 kontra 2 mutét). A tracheotomidt igényld betegek
azonban valamennyien HPV 11 pozitivak voltak. Eredményeink megerdsitik a HPV 11
negativ prognosztikai szerepét.

A J-RRP betegcsoportban emlitést érdemel egy 62 éves férfibeteg, akinek
gégepapillomatosisa 12 éves kordban kezdddott, majd 22 és 27 évesen recidiva miatt
operéltdk. Az ezt kovetd remisszié id6szaka — a tanulmédnyunkba torténd bevonds elotti
fulminéns recidivdig szdmolva — 35 év (!) volt. Hasonlé hosszu remisszids idészakrdl mas
szerzOk is beszdmolnak. Nem zarhat6 ki azonban egy — orogenitalis kontaktus ttjan torténé —
»szekunder primer” HPV infekci6 lehetosége sem.

Trachealis vagy bronchopulmonalis terjedést egyetlen esetben sem észleltiink.

Fizikai allapot. A virusgenom fizikai dllapotanak meghatdrozasat célz6 El, E2 és E1E2
specifikus PCR valamennyi papillomds mintdban pozitiv lett, mely intakt E1 és E2 ORF
jelenlétét feltételezi. Pusztdn az intakt E1E2 régio jelenléte nem zarja ki az episzémadlis
mellett az integralt fizikai dllapotd HPV DNS egyideji jelenlétét (kevert el6fordulds) valamint
a tobb kopidban torténd tandem integracié lehetOségét sem, ezek detektdlasara végeztiikk a
SBH-t. A SBH 7 beteg 9 mintdja esetében volt értékelhetd, és tisztdn episzomalis dllapotd
HPV DNS-t igazolt. A tobbi papillomds betegben nincs adatunk az egyidejli integralt fizikai
allapot jelenlétére. Az esetek felében igazolt tisztdn episzomalis fizikai allapot vélhetéen jo
progndzist jelent az esetleges malignus degeneracié elkeriilése szempontjabol, bar tovabbi,
folyamatos kovetés sziikséges.

Kopiaszam. A virusgenom kopiaszamat real-time PCR technikaval vizsgdltuk. A PCR
termékek ellendrzése céljabol olvadaspont-analizist végeztiink. Sok esetben sajnos— a
tipizdlas és a fizikai dllapot meghatdrozdsa utdn — mar nem 4llt rendelkezésiinkre elegendd
minta a real-time PCR elvégzésére. A koépiaszam mindkét tipus esetén akar nagysagrendi
kiilonbségeket is mutatott (HPV 6: 10 — 2x10°, HPV 11: 10* — 7x10%. Ezek a nagysagrendi
kiillonbségek gyakran jelentkeztek egyazon beteg kovetése sordn, sOt egy beteg azonos idoben
vett két mintdja kozott is.
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Ismereteink szerint a HPV DNS koépiaszamanak kovetését RRP esetekben még nem
vizsgaltdk. A képiaszdm ingadozédsai megfelelhetnek a betegség természetes korlefolydsanak,
melyet a HPV fert6z¢és és a gazdaszervezet cellularis immunitdsdnak egyenstlya hatiroz meg.
A real-time PCR technikdval feldolgozott alacsony esetszdm miatt a kopiaszam és a klinikai
paraméterek (pl. életkor, nem, a betegség kiterjedése, kordbbi adjuvéns terdpia, vagy az adott
mintavételt kdvetd remisszidé hossza) kozotti osszefliggéseket nem vizsgéltuk.

A HPV 6 és 11 pozitiv papillomék €s carcinomdk HPV DNS képiaszdmanak Osszehasonlitasa
alapjan megadllapithatd, hogy RRP esetén a virusgenom kdpiaszdma 4ltaldban
nagysagrendekkel magasabb, ezdltal is megerdsitvén a humén papillomavirusoknak a RRP

etiologidjaban betoltott kulcsszerepét.

4.3. A HPV DNS statusza a kezdetben vegyes elvaltozast mutat, késébb malignusan
degeneralt betegcsoportban

HPV DNS pozitivitas és tipusok. A vegyes elvaltozds elsé észlelésekor a betegek
atlagéletkora tobb, mint 16 évvel haladta meg az A-RRP betegcsoportét (51 év kontra 34,75
év). A vizsgdlat prospektiv periddusidban az 5 beteg 17 miutéten esett &at, viroldgiai
mintavételre 10 alkalommal volt lehetdségiink. A HPV DNS vizsgélatat két esetben mind a
praemalignus mind a mir malignus elvaltozasbdl sikeriilt elvégezni. Egy betegben csak a
praemalignus, két betegben csak a mar malignus elvéltozasbol tortént virologiai mintavétel.

A papillomat és dysplasiat is mutaté elvaltozasok koziil HPV DNS-re 4 minta negativ volt,
egy esetben a 16-os tipus DNS-ét detektdltuk. Carcinoma stadiumban 5 beteg
szovetmintdjat vizsgédltuk, 4 minta HPV DNS negativ, egy minta HPV 16 DNS pozitiv lett.
Két betegben a HPV 16 DNS jelenlétét (egy papilloma + dysplasidban €s egy carcinoméaban)
negativ eredmény eldzte meg (papilloma + dysplasidban).

Fizikai allapot és kopiaszam. A HPV 16 DNS pozitiv mintdkban az El1-, E2- és EI1E2
specifikus PCR-ek mindkét esetben negativnak bizonyultak, mely vélhetden ezekben az
esetekben is az igen alacsony kopiaszam kovetkezménye. A RRP-re jellemzd 6-os és 11-es
tipus magas képiaszamu jelenlétét — a papilloma szovettani diagnézis ellenére — sem
észleltiikk. Ennek megfeleléen nem észleltiik a papillomatosis etioldgidjdban kulcsszerepet
jatsz6 alacsony onkogén kockazati HPV fertdzés perzisztaldsat sem, azaz egyazon HPV tipus
jelenlétét a papillomdban €s a carcinomdban, bar az esetszdm €s a mintavételek szdma is
limitalt. A szakirodalomban fellelhetOk olyan kazuisztikdk vagy esettanulmanyok, ahol a
HPV malignus degenerdciéban betoltott etiologiai szerepe megalapozott: ilyen a HPV 11
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genom jelenléte €s integralt fizikai dllapota RRP talajan kialakult invaziv carcinoméban. A
papillomatosis HPV-asszocidlt malignus degeneraciéjanak mdésik modja a kordbbi alacsony
mellett magas onkogén kockdzati tipusok megjelenése. Két betegiinkben negativ HPV DNS
eredmény utdn detektaltunk kis képiaszami HPV 16 DNS-t a kovetkez6 miitéti anyagbol (egy
dysplasidban és egy carcinomdban). A fizikai dllapotot sajnos nem tudtuk meghatarozni, az
ezt kovetd miitétekbdl pedig nem tortént virologiai mintavétel. A HPV 16 esetleges etioldgiai
szerepére vonatkozdan az elégtelen szamu adat miatt nem tudunk kovetkeztetéseket levonni.

Meg kell emliteni a laryngealis squamosus intraepithelialis laesiok (SIL) HPV statuszaval
kapcsolatos irodalmi adatokat. A laryngealis SIL egy tdgan értelmezett szovettani fogalom, a
squamosus hyperplasiatél a malignus degenericié fokozott veszélyével jar6 atypusos
hyperplasidn ét (ennek felel meg a dysplasia rendszer kozepes vagy silyos foka) a carcinoma
in situ-ig terjedd spektrumot foglalja magéaban. Irodalmi adatok szerint laryngealis SIL esetén
a HPV DNS prevalencidja atlagosan 12 %, leggyakoribb a HPV 16 jelenléte. Az altalunk
vizsgalt 5 eset HPV stédtusza elsdsorban a SIL-nek (és a hozza illeszthetd dysplasidknak) felel

meg.

4.4. A HPV DNS statuszanak jellemzése az RRP intralaesionalis cidofovir terapiaja
soran

Az intralaesionalis CDV terapia irodalmi attekintése. Intralacsionalis CDV kezeléssel
kapcsolatban szerzett tapasztalatokrél szdmos szerzé szamol be. A kozlemények objektiv
Osszehasonlitdsa gyakorlatilag lehetetlen. A betegcsoportok eleve kis 1étszdmuak (3-26 fobol
allnak). A J-RRP és az A-RRP eleve eltéré klinikai viselkedést mutat. Kiilonboznek a
cidofovir terdpia indik4cidi is. Szdmos kozleményben a betegek a kezelés eldtt vagy alatt
egyéb adjuvans kezelésben is részesiiltek. Kiilonbozik a miitéti technika: az esetek egy
részében csak intralaesionalis CDV injekciot alkalmaztak, més részében azonban ezt a
makroszkopos laesiok mutéti eltdvolitasa elozte meg. Eltért a CDV egyszeri és kumulativ
0sszddzisa, valamint koncentracidja is. Az alkalmazdsi protokollokban altaldban kozos a 2-8
hetes intervallummal adott néhany (4-6) injekciobdl &llé indukcids, majd az esetek egy
részében egy hosszabb intervallummal adott fenntarté kezelés. Az injekcidk szama (1-19
alkalom) és a terdpia tartama a kitizott céltdl fiiggott, mely éaltaldban a komplett remisszid
vagy a stabil alacsony PSS értékill residualis betegség volt. Egy 17 koézlemény adatait (158

beteg) feldolgoz6 irodalmi Osszefoglalds szerint a betegek 57 %-a keriilt komplett
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remisszioba, 35 %-uk parcidlis remissziéba, mig 8% nem reagdlt a kezelésre. Az
intralaesionalis CDV terdpia tehdt 4ltalaban sikeresnek mondhaté.

A kezelés altalunk alkalmazott paraméterei (9 injekcié 55 hét alatt, 1 mg / ttkg egyszeri
0sszddzis, 5-10 mg/mL koncentracié lokalizaciotol fiiggden, 62 hét kovetési id6) megfelelnek
a szakirodalmi adatoknak. Systemds mellékhatdst nem észleltiink.

A szovettani leletek értékelése. Betegiink esetében a szovettani vizsgdlat — egy eset
kivételével — papillomatosist igazolt, az utols6 hdrom kezelés alkalmaval enyhe dysplasidval.
Sulyos dysplasiat vagy malignus degenerdciot a leletezd patolégus nem észlelt. Az egyetlen
kivétel a gégébdl a 3. injekcid alkalmdval vett szovetminta, melynek diagnézisa laryngitis
chronica volt. A RRP CDV terdpidja kapcsan kialakult invaziv malignus tumort még nem
észleltek, a dysplasia is irodalmi ritkasag.

A cidofovir kezelés hatisa a papillomatosis Kiterjedésére (PSS). A kezelés elotti
id6szakban a laryngealis PSS értékek 9 és 16 kozott fluktudltak, dacara a kombinélt CO; l1ézer
és IFN-o terdpidnak. A lagyszdjpadi betegség ennél kevésbé kiterjedt (PSS maximum 3),
rdadasul tobb mint két éven at ez a lokalizacié remisszidban is volt. Négy héttel a CDV
kezelés elott a betegbdl a 1dgyszdjpad hatsé szélét érintd és a gége csaknem egészét kitoltd
papillomatosist tavolitottunk el.

A betegség sulyossagat jelzi, hogy mindossze négy héttel késobb (a CDV kezelés kezdetekor)
a gégében 6-os, a lagyszdjpadon PSS=2 recidivat észleltiink. A kétheti intervallummal adott
els6 4 injekcié alkalméval a PSS értékek mindkét lokalizdcioban csokkennek, a 4. injekcid
idejére (8 hét) a beteg komplett remisszidba keriil. Késdbb, amint az injekcidk intervalluma
nd, a RRP kontrollalt recidivdja jelentkezik, a kezelést megel6zOnél alacsonyabb laryngealis
PSS értékekkel (maximum 6 a gége €s 2 a lagyszdjpad esetében). Ez a parcidlis remisszi6 a
kezelés utdni 62 hetes kovetési idoben stabil maradt.

A cidofovir kezelés hatasa a HPV DNS statuszara. Valamennyi biopsidban HPV 11 DNS-t
detektaltunk. Ismereteink szerint a HPV DNS fizikai dllapotat és kdpiaszamat intralesionalis
CDV terdpia sordn a kordbbiakban még nem vizsgédltdk. Amennyiben a képiaszdm elérte az
El, E2 és E1IE2 PCR-ek érzékenységi kiiszobét — az episzémalis fizikai allapotra jellemz6
intakt E1E2 régiot észleltiik. A kezelés el6tti id6szakban a laryngealis kopiaszam mintegy 2
nagysdgrendnyi fluktudciét mutat (2x10* - 10* képia / 10 ng templat DNS), a ldgyszdjpadi
képiaszdmot csak egy alkalommal hatdroztuk meg (3 x 10°). A laryngealis képiaszdm
ingadozdsat (kombindlt mitéti és IFN-a terdpia mellett is) a HPV fert6zés természetes

korlefolyasa és a gazdaszervezet antivirdlis immunitdsanak valtozdsai magyarazhatjak.
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A CDV Kkezelés kéthetes intervallummal jaré kezdeti, indukcios fazisaban a gége esetében
az els6 harom, a lagyszdjpad esetében az elsd négy injekcié sordn a PSS értékének
csokkenését a virusgenom kopiaszamdnak csokkenése kiséri. A negyedik injekcid idejére —
amikor a beteg 4dtmeneti komplett remissziéba keriilt — a lagyszdjpadban a koépiaszdm a
detektéldsi kiiszob alatti (<10), a papilloma-mentes gégében 2x10° volt. E15bbi esetben csak
az MY09/MY11 — GP54/GP6+ nested PCR mutatta a HPV DNS jelenlétét, mely vélhetden
extrém alacsony képiaszdmban 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 kizaré, idiilt gyulladést igazold szovettani lelet is. Ebben az
esetben is csak a nested PCR igazolta a HPV 11 DNS jelenlétét.

A CDV terapia késobbi megnovelt intervallumi, fenntarté fazisiban azonban a
papillomatosis mindkét lokalizacidban recidival, és ekkor a PSS értékek és a HPV DNS
koépiaszama egymastdl fiiggetleniil fluktudl. A lagyszajpad 5. injekcidja esetén példaul egy kis
felszini laesiét (PSS=1) magas HPV DNS képiaszdm (3x10°) kisér. A gége a 6. és a 7.
injekcié alkalmdval remisszioban van, ugyanakkor a virusgenom kdépiaszdma igen magas
(10°, ill. 2x10%. A képiaszdm ingadozdsdban az egyes lokalizdciok esetében akdr 4
nagysagrendi eltérés is van, rdaddsul a két lokalizacid kopiaszama egymadstol fiiggetleniil
fluktudl. Megjegyzendd az is, hogy a kezelés késoi szakdban — bar a PSS értékek a kezelés
eldttihez képest csokkentek — a virusgenom kdépiaszama esetenként mindkét lokalizacioban
meghaladta a kezelés eldtti értékeket.

A beteg tracheostomdjét a 7. injekcié utdn megsziintettiik, ekkor a gége tumormentes volt. A
kezelés végén és a kovetési szakban is perzisztilé 3 mm atmérdjii tracheocutan fistula
azonban jelezte a gégét részben sziikitd recidiv papillomatosist, mikozben a lagyszdjpadi
laesio stabil maradt.

A CDV hatékony antivirdlis hatdsanak kifejtéséhez tehat — dgy tlinik — kéthetes injekcids
intervallum sziikséges. Ez azonban egyrészt a beteg szempontjdbol lenne elviselhetetlen,
masrészt nem feledkezhetiink meg a CDV esetleges toxikus hatdsair6l sem! Ezen érvek miatt
a szerzOk tobbsége vagy eleve hosszabb intervallummal adja a CDV-t, vagy egy rovid
intervallumui indukciés kezelés utdn noveli az injekcidk intervallumat. A CDV kezelés
masodik — hosszabb intervallumi — szakaszaban a fluktudld, esetenként magas kdopiaszam
ellenére a betegség mindkét lokalizdcidban ,kontrolldlt” recidivat mutat. A papillomatosis
tartds kontrolljait a CDV hosszd tavi — a virusreplikdcio gatlasatol fiiggetlen — hatédsai
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magyardzhatjdk, melyet in vivo és in vitro kisérleti eredmények igazolnak (E6 és E7
expresszi6 csOkkenése transzkripcids szinten, sejtciklus gatlds ,,S” fazis blokk révén,
apoptosis indukcid, stb.). Ezeket a kisérleteket ugyan carcinoma sejtvonalakon végezték, de a
virus DNS transzkripcidjanak CDV éltal okozott gatldsa papillomdk esetében is miikodhet.

Az intralaesionalis CDV terapia értékelése. A CDV hatdsanak megitélését szamos
koriilmény neheziti. A PSS ért€ékek kezdeti csokkenését az ebben a szakban rovid
intervallummal végzett miitétek 6nmagukban magyardzhatjdk (azaz a beteg gyakrabban esett
at LMC-n mint azt a betegség természetes korlefolydsa indokolta volna). A viroldgiai
leleteket a megel6z6 IFN terdpia és annak felfiiggesztése is befolydsolhatja. A terdpia
masodik szakaszdban a kontrollalt betegséget az RRP természetes korlefolydsa — elsOsorban a
praepubertas jotékony hatdsa — is befolydsolhatta. Osszefoglalva, esetiinkben az
intralaesionalis CDV terdpia hatékonynak bizonyult, de nem kurativnak.

Esetiinkben a kiterjedt, a kordbbi kombinalt kezelésre (miitét + adjuvans) nem reagdlé RRP
tette sziikségessé a CDV ,off-label” haszndlatit. Szamos mds szerrel ellentétben relative
hosszu adagolési intervallumanak, helyi alkalmazhatésdganak (ez ugyan altaldnos narkdzist
igényel) és a mellékhatdsok igen ritka el6fordulési gyakorisdgdnak koszonhetéen a CDV mara
vildgszerte a RRP elleni fegyvertar egyik leggyakrabban alkalmazott adjuvans gydgyszere
lett.

Egy HPV 6 pozitiv feln6tt beteg 6. miitéténél is végeztiink intralaesionalis CDV injekciot. Az
ezt kovetd 33 honapos kovetés sordn a beteg végig komplett remisszioban volt. Ennek

megfelelden a kdpiaszdm sorozatos meghatdrozdsara ebben az esetben nem volt lehetdség.
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5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A fej-nyaki carcinomdk (n = 33), papillomak (n = 14), valamint kezdetben papillomat €s
dysplasiat tartalmazd, késébb malignusan degenerdlt vegyes elvaltozasok (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 kockazati
(16) tipusok egyarant kimutathatok, lokalizaciotol fiiggetleniil. Az alacsony kdpiaszam miatt a
HPV DNS fizikai allapotit nem tudtuk meghatdrozni, kivéve egy oropharynx tumoros mintat,
amelyben a genom vélhetden integralt dllapotban volt jelen, a felhasadds az E2 régiéban
torténhetett. Nem taldltunk Osszefiiggést 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.
Szamos beteg esetén egyazon HPV tipus jelenléte az egymds utdni miitétek sordn
kovetkezetesen igazolhat6. A HPV 11 jelenléte vélhetden rosszabb prognézist jelent (némileg
gyakoribb recidivdk, tracheotomia sziikségessége). A virus episzomadlis fizikai dllapotban és a
carcinomékhoz képest 1ényegesen magasabb képiaszdmban van jelen, utébbiban a betegség
természetes korlefolydsa sordn akar tobb nagysagrendnyi fluktuacidk is vannak.

A papillomét és dysplasiat tartalmazé vegyes elvaltozasok malignus degenerdcidja sordn — a
mintdt a praemalignus vegyes elvaltozasbol vagy a mar invaziv carcinomébdl véve - a legtobb
vizsgalt szovet HPV DNS negativ lett, két betegben detektdltunk HPV 16 DNS-t. A
képiaszam 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 indukciés fazisdban a betegség
remisszidjat a HPV DNS képiaszamdanak 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 replikdcio-gatlastol

fliggetlen hosszttavu hatdsai és a természetes korlefolyés egyiittesen felelhetnek.
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