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ROVIDITESEK

AGC atipids mirigyhdm sejtek (atypical glandular cells)

AIS adenocarcinoma in situ

ASC atipids laphamsejtek (atypical squamous cells)

Closg 95%-o0s konfidencia intervallum

CIN cervikalis intraepithelialis neoplasia

CTL citotoxikus T-limfocita

GM-CSF granulocita monocita koléniastimulélé faktor

HLA humdn leukocita antigén

HPV human papillomavirus

IFN-y interferon-y

IL interleukin

LC/DC Langerhans-féle dendritikus sejtek

LCR szabdlyozo régié (long control region)

MHC major hisztokompatibilitasi komplex

nt nukleotid

OR esélyhdanyados (odds ratio)

ORF nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

P, Pap Papanicolaou

PCR polimeraz lancreakci6

RB retinoblasztéma

RFLP restrikcids fragment hossz polimorfizmus (restriction fragment lenght
polimorphism)

RLU/PC relativ fény egység/pozitiv kontrollra vonatkoztatva

RR relativ kockazat (relative risk)

SIL tobbrétegli laphdmok intraepithelidlis 1ézidja (squamous intraepithelial lesion)

TGF- transzformal6 novekedési faktor-3

TNF-a tumor nekrozis faktor-o



BEVEZETES

A méhnyakrak a nok harmadik leggyakoribb malignus daganata a vildgon. Az invaziv cervix
carcinomdt progredialé dysplasids elvéaltozasok, cervicalis intraepithelialis neoplasidk (CIN)
elézik meg. Az invaziv rak kialakuldsa tobb évet vesz igénybe. A CIN 1ézidk leggyakrabban
30-40 éves korban alakulnak ki, de egyre gyakoribbak a 20-30 éves korosztialyban is. Mivel
hosszu 1d6 telik el a cervicalis dysplasidk kialakuldsa és a méhnyakrak kifejlodése kozott, a
nogyodgyaszati szlirési program segitségével a legtobb premalignus 1ézi6 idOben felismerhetd.

A n6i genitdlidk laphdmsejt eredetli, neoplazids elvaltozdsaiban a huméan papillomavirusok
(HPV) etioldgiai szerepe jol ismert (Franco et al., 1999; Walboomers et al., 1999; Wallin et
al., 1999). A virusok onkoldgiai szempontbdl két csoportba sorolhatok. Az alacsony
kockdzati csoportba tartoz6 virusok, mint a HPV6, 11, 42, 43, 44 jéindulatd elvéltozisokat
okoznak. A magas kockdzatd csoportba tartozé tipusok, mint a HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68 a CIN kiilonb6zd tipusaiban, valamint az invaziv méhnyakrdkban
mutathatok ki. A HPV el6forduldsa a 20-25 éves korosztalyban a leggyakoribb és az életkor
eldrehaladtaval csokken. A cervikdlis HPV fert6zés nagyon gyakori a fiatal, szexudlisan aktiv
nok korében. A fert6zés szexudlis tuton terjed, az anogenitdlis HPV-k prevalencidja fiigg a
szexudlis promiszkuitds mértékétol, igy a szexudlis partnerek szamatdl, valamint gyakori
valtogatdsatol. A kordbbi nemi betegségek, valamint a méhnyak sériilései is befolydsoljdk a
CIN kialakuldsdra val6 hajlamot. A laphdmsejt eredeti méhnyakrdkok kozel 100%-ban
hordoznak HPV genomot, tobbnyire a gazdasejt genomjdba integraldédott dllapotban. Az
invaziv cervix carcinomdkban vildgszerte laggyakrabban el6fordulé HPV tipusok a HPV 16 és
HPV18 (Bosch et al., 1995). A HPV 18 tipust adenocarcinomdkban mutattdk ki nagy szamban,
mig a HPV16 tipust a laphamsejtes carcinomdkban. Feltételezik, hogy a HPV18 tipust
hordozé carcinomdkban gyorsabb és rosszabb progndzisu a folyamat, mint a HPV 16 esetében.
Mis onkogén tipusok, mint a HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 is gyakran
okoznak citoldgiai €s kolposzkodpos elvaltozasokat. Ezen tipusok egyiittesen a méhnyakrakok
kozel egyharmaddban mutathatok ki. Epidemiol6giai adatok szerint azonban a magas
kockdzati csoporton beliil is vannak eltérések az egyes tipusok onkogenitdsdban. A HPV16,
18, 45, 52 és 59 tipusok &ltal okozott fert6zésekben nagyobb az esély a cervix carcinoma
kialakuldsédra, mint a tobbi tipusndl (Munoz, 2000; Munoz et al., 2003). A HPV16 tipuson
beliil még a kiilonb6z6 varidnsok onkogenitdsa is eltérd, az d4zsiai-amerikai varidnsoké

magasabb, mint az eurdpai varidnsoké (Hildesheim et al., 2001).



Azonban, a magas kockazati HPV fert6zéseknek csak kis hanyada vezet végiil invaziv cervix
carcinoma kialakuldsdhoz, mivel a HPV fert6z€és lefolydsa alapvetden meghatdrozza a
rakmegel6zd elvéltozasok, illetve a méhnyakrak kialakuldasanak kockazatat. A fertozés az
esetek tobbségében - kiillonosen 30 éves kor alatt - tranziens (Evander et al., 1995; Hildesheim
et al., 1994), onkoldgiai szempontbdl jelentds elvaltozasok nem alakulnak ki, a szervezet
elimindlja a fert6zott sejteket. Azonban a perzisztens HPV fert6zés talajan, az E6 és E7 virdlis
onkogének hatdsara a fertdzott laphdmsejtek dysplasidssa véalhatnak, rdkmegel6z6 elvaltozas
(CIN2, CIN3) alakulhat ki, amelyeket a hamsejtek dyskaryotikus elvéaltozdsa és
differencidlodasi zavara jellemez. Még a CIN3 is lehet reverzibilis, de a folyamat
malignizdlédhat is (zur Hausen 1994). Ez a végsd dllomds, melynek felismerésével a
méhnyakrdk még teljes mértékben megeldzhetd.

Bizonytalan citoldgiai atipia esetén az onkogén HPV tipusok kimutatdsa fontos annak
megallapitdsara, hogy mely betegeknél &ll fenn onkogén progresszié kialakuldsanak
kockazata (Ho et al., 1995; Manos et al., 1999; Nobbenhuis et al., 1999). Hazankban a HPV
kimutatds a szekunder sziirési program része. Nemzetkozi tanulmanyokban (Cuzick et al.,
2000; Clavel et al., 1999) vizsgaljak, hogy a HPV kimutatas a primer sziirés része legyen, de a
koltséghatékonysdg miatt ez csak 30-35 éves kor felett lenne indokolt, ahol a HPV
eléforduldsa ugyan alacsony, de a fertdz€s hajlamosabb perzisztilni. 35 év alatt a HPV
eléforduldsa gyakori, de a fertdzés altaldban atmeneti.

Jollehet, a magas kockdzati HPV fert6zés a méhnyakrak kialakuldsanak f6 etiol6giai faktora,
szamos kofaktor létezik, amely befolydsolhatja a HPV fert6zés kimenetelét. Mds kordbbi-
vagy egyidejli fertdzések, mint a Chlamydia trachomatis, fogékonyabbd teszi a cervikélis
epitheliumot a HPV-k 4ltal indukélt neoplazidra (Koskela et al., 2000). A gazdaszervezet
oldalardl szintén szamos kofaktor 1étezik, ami a cervikdlis neopldzia kialakuldsdban szerepet
jatszik, példaul ilyen a dohdnyzas, a sziilések szama, stb. (Kjellberg et al., 2000; Munoz et al.,
2002).

Fizioldgias koriilmények kozott a normal transzformdcids zonaban - ahol a legtobb cervikalis
neopldzia keletkezik - megnovekedett TGF-f1 és IL-10 expresszi6 mutathaté ki, amely
valészinilileg elnyomja a lokdlis sejt medidlt immunitast (Giannini et al., 1998). A silyos fokud
CIN 1éziokban az IFN-y expresszié tovabb csokken, az IL-10 expresszid tovabb emelkedik
(Giannini et al., 1998; El Sherif et al., 2001). Adatok vannak arra vonatkozdan, hogy az IL-10
promoter polimorfizmusnak szerepe lehet a méhnyak daganatos elvaltozdsaiban (Stanczuk et

al., 2001).



Az IL-10 gén prométer régidja tobb mint 4 kb hosszd (Eskdale et al., 1997), melyben tobb
ponton is el6fordul polimorfizmus, mind a proximadlis, mind a disztdlis szakaszon. A
proximadlis szakaszon harom egyedi nukleotidot érintd polimorfizmust irtak le a transzkripcids
kezddhelytdl szamitott -1082 (A/G), -819(C/T) és az -592(C/A) nukleotid (nt) pozicidkban
(Turner et al., 1997). A polimorf szakaszok genetikai kapcsoltsaga kovetkeztében korlatozott
szamu, minddssze harom haplotipus fordul eld a kaukazusi populdcidban: GCC, ACC és ATA
(Perrey et al., 1998), a lehetséges genotipusok szdma pedig hat. Egyetlen nukleotid, az 1082-
es poziciéban 1évd nukleotid polimorfizmusa alapjan meg lehet hatdrozni az IL-10 termeld
képesség fenotipusat: alacsony (AA), kozepes (AG) és magas (GG) citokin termelés (Turner
at al., 1997).



CELKITUZESEK

Munkénk sordn eldszor azt kivantuk vizsgdlni, hogy diagnosztikai és epidemioldgiai
szempontb6l mennyire indokolt a humdn papillomavirusok (HPV) magas kockazatu
csoportjan beliill megkiillonboztetni a fertézést okozd (geno)tipusokat. A tanulmany
inditadsakor a téma aktualitdsit az adta, hogy egyes hazai diagnosztikus korokben a részletes
tipizalast szorgalmazé javaslatok jelentek meg, bevezetés elott dlltak erre megfeleld
diagnosztikus tesztek €s a frissen megjelent nemzetk6zi multicentrikus vizsgédlatok adatai is
jeleztek bioldgiai varianciat a magas kockdzata HPV csoporton beliil. A klinikai adatok €s a
viroldgiai vizsgélatok alapjan a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

e A premalignus cervicalis intraepithelialis neoplasidk kialakuldsanal megfigyelhetd-e
olyan bioldgiai variancia a magas kockdzatat HPV csoporton beliil, mint amilyet a
multicentrikus  vizsgdlatok eredményeztek az invaziv cervix carcinomdk
vonatkozdsdban?

e Kiilonbozd magas kockdzati HPV tipusok éltal egy idoben okozott tobbszords
fert6zés milyen kockdzatot jelent cervicalis intraepithelialis neoplasidk kialakuldsara
az egyszeres fertdzéshez képest?

e A virusfertézés Kkiterjedtségére, mértékére utald virusterhelés befolydsolja-e a
cervicalis intraepithelialis neoplasidk kialakuldsanak kockazatat?

Munkénk masodik részében az IL-10 promoter -1082. nukleotid polimorfizmusdnak (A/G) a
kofaktor szerepét kivantuk vizsgélni. Az idevonatkoz6 szakirodalommal szemben mi ezt a
polimorfizmust olyan populédcién tudtuk tanulményozni, ahol az A és G allél kozel egyenld
ardnyban fordul el és mindegyik genotipus megfeleld ardnyban van jelen. A klinikai és
viroldgiai adatokat a vizsgélt polimorfizmus adatokkal kiegészitve a kovetkezd kérdésekre
kerestiink vélaszt:

e Az IL-10 prométer nt-1082 polimorfizmusa befolyédsolja-e a magas kockazati HPV
fert6zés €s a citologiai atipia irdnti fogékonysagot?

e Az IL-10 prométer nt-1082 polimorfizmusa befolydsolja-e a cervicalis

intraepithelialis neoplasidk kialakuldsanak kockazatat?



IRODALMI ATTEKINTES

Human papillomavirusok szerkezete és osztalyozasa

1. dbra : Humén papillomavirus 16
genomi térképe. Po;: transzkripcids
promoter; E1-E7: korai fehérjék génjer;
L1 L1, L2: kés6i fehérjék génjei; Ag és Ar:

i korai és késoi poliadenilacids szignal;

HPV-16 2000

LCR: nem kdédold, szabdlyozd régié
(long control region)
(Az 4brét Fields Virology 4™ ed. 2001.

kiadasabdl vettem éat.)

A Papovaviridae csalddba tartozé papillomavirusok kis méreti (52-55 nm atmérdjii), burok
nélkiili, ikozahedrélis szimmetridji DNS virusok. A cirkuldris, duplaszali DNS kb. 8 kb
hosszd. A virdlis DNS replikaci6 €s a virionok Osszeszerelodésének helyszine a sejtmag. A
viruskapszid 72 kapszomerbdl all, melyet az L1 és L2 struktirfehérjék épitenek fel.

A human papillomavirusok taxondémiai osztilyozdsa a DNS genom szerkezete alapjan
torténik. A konzervativ E6, E7 és L1 génszakaszok nukleotidszekvencidjat vizsgaljak, akkor
fogadnak el 1j tipust, ha ezen génszakaszok kevesebb mint 90% homoldgidt mutatnak a
kordbban megismert tipusok szekvencidjaval (Delius & Hofmann, 1994). Az ettdl nagyobb
hasonlésagot  szubtipusnak vagy varidnsnak tekintik. A genom felépitése a
papillomavirusokban rendkiviil hasonlé. A leolvasési keretek (ORF: open reading frame) a
virdlis DNS egyik szalan helyezkednek el, tehat az 0sszes viralis gén egy szalra lokalizalodik.
A kédol6 szdl a papillomavirusokban maximum 10 ORF-et tartalmaz, melyek lehetnek korai
(E=early) és késéi (L=late) ORF-ek. A korai régidban olyan virdlis gének helyezkednek el,
melyek szabdlyoz6 fehérjéket kodolnak, beleértve azon virusfehérjéket, melyek fontosak a
virdlis DNS replikéci6 elinditdsdban. A késoi régioban kodolt fehérjék a virus kapszid fehérjéi
és csak a produktiv fertdzésben expresszdlodnak (Baker & Howley, 1987). Minden
papillomavirus genomjdban az ORF-ek mellett van egy nem-kddol6 régio, a long control
region (LCR), kordbbi nevén upstream regulatory region (URR), amely a korai ORF-ek

atirdsat szabdlyozza. Enhancer elemei transzkripcids faktor kotOhelyeket tartalmaznak. Az



enhancer elemek szerepe a virus kezdeti génexpresszidjadban van, valamint a virdlis latencia
fenntartdsaban (Chong et al., 1991; Butz & Hoppe-Seyler, 1993; O’Connor & Bernard, 1995;
Veress et al., 2001).

Tobb mint 100 human papillomavirus ismert €s feltételezhetden szamos tipus 1étezik, amit
eddig még nem {rtak le (de Villiers 1997). A humén papillomavirusok tobbnyire benignus,
ritkdn malignus sejtproliferaciét indukalnak. A kiilonbozd szemdolcsoket (verruca vulgaris,
verruca plana) okozo tipusok (pl. HPV1, 2, 7) a bor elszarusod6é laphamjdban szaporodnak,
valamint itt szaporodnak az epidermodysplasia verruciformist okoz6 tipusok is (HPVS, 8, 9,
12, 14, 15, 17). Az epidermodysplasia verruciformis egy ritka, familidrisan halmoz6do,
orokletes immundeficiencia, melyben a betegek immunrendszere nem képes eradikdlni a
virusfert6zést. Az ismert HPV tipusok harmada - elsésorban az anogenitdlis régiéban - a
nyélkahartydk el nem szarusod6 laphdamjat fertdzi meg, leggyakrabban a cervix uterit. Ennek
oka a laphdm és hengerhdam taldlkozasdbol ad6dé transzformdacids zona jelenléte. A sejtek
fokozott proliferaciés képessége kovetkeztében ez a teriillet érzékenyebb a malignus
elvaltozasok kialakuldsa szempontjabdl. A virus ezen kiviil fertdzheti a vagindt, a kiilsé nemi
szerveket (vulva, penis), valamint a perianalis régiot is. Ezen virusok okozzdk a legnagyobb
egészségligyi problémat. Az elvéltozasok a condylomdktol az invaziv carcindémadig kiilléonb6zo
formdkban jelenhetnek meg. A fertdzés atvitele foleg szexudlis uton torténik, de riterjedhet az
anyardl az ujsziilottre is a sziildcsatornan val6 athaladds kozben, melynek kovetkeztében
laryngealis ill. nasalis papillomatosis alakulhat ki. Az alacsony kockdzati, nem onkogén
tipusok (pl. HPV6, 11, 42, 43, 44) benignus elvaltozasokat (condyloma acuminatum) és enyhe
fokii intraepithelialis léziokat (low grade SIL) okoznak. Szdmos anogenitdlis HPV tipus
Osszefiiggésbe hozhat6 rékos elvaltozasokkal (Bosch et al., 1995; Munoz, 2000; Munoz et al.,
2003). A magas kockazati onkogén tipusok (HPV16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68) siilyos intraepithelidlis léziokban (high grade SIL) és invaziv méhnyakrdakban fordulnak
eld (Lorincz et al., 1992). Az intraepithelidlis 1éziok az esetek tobbségében spontin
visszafejlddnek, ritkdn perzisztdlnak. Invaziv carcinoma az onkogén HPV tipust hordozé
elvaltozasokbdl alakul ki. A kiillonbozé koérképekben eltérd a virus fizikai éallapota. A
benignus és premalignus 1ézidkban inkdbb episzomadlisan van jelen a virus a sejtekben, a

malignus tumorokban viszont a gazdasejt genomjiba ékelddve (Szarka et al., 2000).



A Kkorai fehérjék szerepe a human papillomavirusok replikacigjaban

A papillomavirusok kozvetlen kontaktus utjdn terjednek, nagyfoku affinitdst mutatnak a bor
és a nyalkahartydk hamsejtjei irdnt. A virusok szaporoddsa sajitos, a szaporoddsi ciklus
szorosan kapcsolddik a hamsejtek differencidléddsi folyamatdhoz. Mivel a tobbrétegli
laphdmban a bazalis sejtek osztédnak folyamatosan, a virus ezen sejteket fertdzi meg. A
bazdlis sejt osztdddsa alatt mindkét utédsejtben megmarad a virus, mely egyrészt biztositja a
fert6zés fennmaraddsat, masrészt a differencidlédé sejtben elindul a virdlis életciklus. A virus
DNS nagyobb mennyiségben az epithélium kozépsd vagy felsé rétegében mutathaté ki. A
virdlis életciklus korai szakaszdban a virusgenom replikédcidja 0sszehangoltan megy végbe a
sejtosztodadssal. A korai virusfehérjéket kodolé gének a nem kdodolé (LCR-long control
region), szabdlyozé régié mellett helyezkednek el egy csoportban. A bazdlis sejtekre
elsésorban az E1 és E2 gének expresszidja jellemzd. Az E1 és E2 proteinek a virusreplikacio
elinditdsaban jatszanak szerepet. Az E1 ORF a legnagyobb a papillomavirus genomjdban.
Terméke, az E1 protein helikdz, valamint DNS-dependens ATP-dz aktivitassal rendelkezik
(Bream et al., 1993; Seo et al., 1993a; Yang et al., 1993). A replikdciés kezdéponthoz
kapcsolddva elinditja az inicidcios komplex kialakuldsat (Park et al., 1994). Sziikséges mind a
DNS szintézis inicidcidjdhoz, mind az elongdcidhoz (Liu et al., 1995). Az E2 fehérje egy
szekvenciaspecifikus DNS-k6t6 domént tartalmaz a C-termindlis régidban, centrdlisan egy
kapcsold régid, az N-termindlis részen pedig egy transzaktivator domén taldlhaté (Giri &
Yaniv, 1988; McBride et al., 1989). Az E2 fehérjének fontos szabalyozo6 szerepe van a virdlis
transzkripcidban €s replikdcidban, stimuldlja az E1 fehérje replikdciot indito szerepét azaltal,
hogy noveli az E1 kotodési képességét a replikacids origohoz (Mohr et al., 1990; Sedman &
Stenlund; 1995; Seo et al., 1993b). Az E2 fehérje a HPV genom LCR régiéjdhoz koétddve
szabdlyozza a virdlis promoter aktivitdsat. Gatolhatja a virdlis korai prométert (pl. HPV16-ndl
P97), azéltal, hogy a prométer proximdlis régidjadhoz kotddik. Alacsony koncentrdcidéban
transzaktivatorként noveli az E6-E7 gén P97-es promoterérdl képz6dd mRNS mennyiségét,
mig magasabb koncentracidban gatl6 hatast fejt ki ugyanezen génekre (Bouvard et al., 1994).

A bazdlis rétegben az El, E2 mellett feltehetéen az E5 protein is kifejezddik, amelyet
onkoproteinnek tekintenek. A fert6zott sejt membranjdba épiilve képes kapcsolatba 1épni
novekedési faktorok receptoraival (EGF-R, PDGF-R) és aktivadlni azokat. Transzformal6
aktivitassal rendelkezik, megnoveli a human keratinocitdk proliferativ képességét (Storey et
al., 1992), valamint serkenti a sejt DNS szintézisét. A legtobb HPV-pozitiv daganatos

elvaltozasban az E5 gén nem expresszalddik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a sejt
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proliferaciét stimuldl6 hatdsat inkdbb a benignus elvéltozdsokban fejti ki. Az E6 és E7 virdlis
onkoproteinek szerepe az, hogy a mar nem osztddd, differencidlt sejteket djra a sejtciklus S
fazisaba kényszeritik és igy a sejt enzimjeinek felhasznédldsdval a virus maga is képes
replikdlédni. Az E6 ORF transzaktivdlo hatdsa hasonld, mind az alacsony-, mind a magas
kockdzati human papillomavirusokban (Sedman et al., 1991), de transzformdl6 hatdsa csak a
magas kockdzata HPV-k E6 fehérjéjének van. Az alacsony kockdzati HPV-k E6 fehérjéje
nem kotddik a p53 proteinhez és nincs hatdssal a p53 fehérje stabilitdsara. Az onkogén HPV
tipusok E6 proteinje a celluldris pS3 tumorszupresszor fehérjéhez kotddik és annak ubiquitin-
fliggd lebontasat stimuldlja (Scheffner et al., 1990). A p53 szelektiven aktivdlja a sejtciklus-
inhibitor faktorok (pl. p21) expresszidjat. A HPV16 E6 fehérje komplexet képez a cellularis
ubiquitin-protein ligdiz E6AP fehérjével (Huibregtse et al., 1991; Huibregtse et al., 1993),
amely képes kotddni és ubiquitindlni a p53 fehérjét (Scheffner et al., 1993). A p53 génnek két
allélja 1étezik, melyek a 72. aminosav poziciéban eltéroek és prolin vagy arginin
aminosavakat koédolnak. A p53 fehérje szekvencia polimorfizmusa hatdssal van a p53
tumorszuppresszor fehérje érzékenységére az E6-medidlt degradicidban. Egyes szerzOk a
pS3Arg izoformat érzékenyebbnek taldltdk, ezek szerint a pS3Arg homozigéta genotipussal
rendelkezd ndk esetében nagyobb a kockdzat a HPV-vel kapcsolatos méhnyakrak
kialakuldsédra, mint a heterozigétakban vagy a pS3Pro homozigétidkban (Storey et al., 1998).
Azonban a legtobb tanulmédny nem talalt 0sszefiiggést ezen polimorfizmus és a méhnyakrdk
kozott (Szarka et al., 1999). Az E7 protein képes megkotni a gazdasejt szdmos fontos
szabdlyozo fehérjéjét, beleértve a hypofoszforilélt retinoblasztéma tumor szupresszor fehérjét
(pRB), megakadalyozva annak az E2F faktorhoz valé kotédését. Igy a sejt beléphet az S
fazisba. Az E7-pRB kolcsonhatas kovetkeztében, az E7 fehérje eldsegiti a pRB proteolizisét
(Boyer et al., 1996). Az E7 fehérje a ciklin dependens kindz (cdk) gatlé p21 lekotésével is a
sejtproliferaciét fokozza. A negativ szabdlyozé fehérjék (pRB, p53) kiiktatdsanak
kovetkeztében a kdrosodott DNS fennmarad, a dysplasia suilyosbodik, egyre inkabb gatlédik a
hamréteg normél differencidlédasi folyamata. A HPV-k viszont nem képesek szaporodni a
nem differencidl6dé sejtekben, igy ez egy zsdkutcdnak tekinthetd a virus szempontjabol. A
gazdaszervezetben az eldrehalad6 dysplasia kovetkeztében malignus elvéltozds alakulhat ki.
A virélis onkoproteinek (E6/E7) szerepet jatszanak in vitro koriilmények kozott nemcsak a
természetes célsejtek, hanem egyéb sejtféleségek pl. primer humén fibroblasztok hatékony
immortalizaciéjaban (Hawley-Nelson et al., 1989; Miinger et al., 1989; Watanabe et al.,
1989). Az E3 és E8 OREF nincs jelen a genitélis papillomavirusokban.
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A kés6i génexpresszi6 (L1 és L2), a virionok Osszeszerelddése a termindlisan

differencidlédott, mar nem osztddo keratinocitdk legfelsd rétegében zajlik. Itt szintetizdlodik

az E4 fehérje, amelynek génje ugyan a korai régidban taldlhatd, de a fehérje expresszigja a

virus szaporoddsi ciklusanak késdi féazisara korlatozodik. Szerepe van a produktiv

infekcidban, annak a tulajdonsaganak koszonhetden, hogy a gazdasejt citokeratin halozatahoz

kotddve annak 6sszeomldsat idézi eld, ezzel segitve a virus kiszabaduldsét a sejtbdl (Doorbar

et al., 1991). Expresszidja megeldzi az L1 kapszid protein expresszidjat (Crum et al., 1990).

Az L1 a f6 kapszidfehérje, a virusfehérjék 80%-at adja, mely onmagdban is képes a

kapszidszerkezet kialakitdsara. Az L2 valdszinlileg a genom és a kapszid Osszeépiilését segiti

eld. A ham legfelsd rétegében fert6zoképes virionok keletkeznek, melyek a folyamatosan

levald, pusztul6 réteggel iiriilnek a kdrnyezetbe.

Human papillomavirusok szerepe a hamsejtek diszplaziajaban

HPV fert6zésben a méhnyak hamelvaltozasai fokozatosan alakulnak ki. Ezen elvéltozasok

egy része benignus, mdas része premalignus, mely malignizdlédhat. A folyamat tobb jol

felismerhet6 szakaszbol all.

laphamsejtes intraepithelialis 1€zi6 (SIL)

enyhe fokii stilyos fokii
cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN)
condyloma
CIN1 CIN2 CIN3
normél enyhe dysplasia kozepes sulyos in situ
dysplasia dysplasia | carcinoma
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A méhnyak  precancerosus
1ézidinak sematikus bemutatésa,
€s azok osztdlyozdsira hasznalt
elnevezések. (Az éabrat Wright
et al., 1994. kozleményébdl

vettem at.)

A HPV dltal okozott hdmelvaltozas lehet enyhe, kozepes vagy silyos fokd, illetve ha a hdm

egésze daganatos transzformdciot mutat, de a folyamat a bazdlis membrant nem torte at, in

situ carcinomardl beszélink. A HPV d4ltal okozott dysplasids elvaltozasok citologiai jelei
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elsésorban a sejtmagok részérdl mutatkoznak dyskaryosis formdjaban, a sejtmagok
megnagyobbodnak, szabdlytalan alakot vesznek fel, hyperchromasidssd vélnak, valamint a
kromatindllomany irreguléris, rogds format 6lt (Szende Béla: Patholdgia, 1999).

A virus a bazilis sejtekben marad fenn, tehdt a dysplasidk a ham alsé rétegébdl indulnak ki.
Altaldnossdgban elmondhaté, hogy minél el8rehaladottabb a dyskaryosis, anndl vastagabb
rétegben foglaljék el a dysplasids sejtek a hamot. Az igy kialakuld cervikdlis intraepithelialis
neoplasidkban (CIN) a dysplasids réteg teljes vastagsdgdban meg lehet figyelni szabdlyosan
osztddo sejteket. A dysplasia silyossagatol és a dysplasidas réteg kiterjedtségétdl fiiggden a
kovetkezOképpen osztdlyozzak a CIN elvéltozdsokat:

e CINI1 (enyhe dysplasia): a dyskaryosis mértéke legalabb enyhe foku és a
dysplasids sejtek a ham basalis egyharmadat foglaljak el.

e CIN2 (kozepes/mérsékelt dysplasia): a dysplasidas sejtek a cervikdlis
epithelium basalis kétharmadaban talalhatok.

e (CIN3 (sulyos dysplasia): az egész ham érintett. A sejtek és a sejtmagok
kifejezettebb  vdaltozatossidga, rendezetlensége jellemzd. Szinonimaként
haszndljdk a carcinoma in situ elnevezést is. Egyes patolégusok szerint a kettd
ugyanaz, masok az alapjan kiilonitik el a kett6t, hogy a ham legfelsé rétege
dysplasids-e vagy sem, amennyiben igen, carcinoma in siturdl beszélnek,
amennyiben nem, CIN3-r6l.

e Invaziv méhnyakrdk: a bazdlis membran alatti teriiletekbe terjed, a sejtek
mitotikus aktivitdsa és morfologidja malignus folyamatokra utal (Szende Béla:

Patholdgia, 1999.)

A méhnyak hamelvaltozasainak szerepe a négyogyaszati sziirésben

A ndgyodgyaszati szlrés célja idoben felismerni és kezelni a méhnyak rakmegel6z6 allapotait,
valamint a korai méhnyakrdkot. A méhnyakrdk kialakuldsdanak kiinduldsi pontja a kiilsé
méhszdj. Ezen a teriileten taldlhaté a méhnyak hiivelybe domborodé kiilsé felszinét boritd
laphdm és a nyakcsatornat béleld hengerhdm taldlkozasabol adodo transzformacids zéna, ahol
a sejtek fokozott proliferdcids képessége kovetkeztében nagyobb a kockdzata a malignus
elvédltozasok kialakuldsdnak.

Az elvdltozds a szovettani képnek megfeleléen lehet laphdmcarcinoma (carcinoma

planocellulare), adenocarcinoma, valamint eléfordul kevert adenosquamosus carcinoma is. A
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laphambdl kiindulé laphdmcarcinomédnak tobb tipusa van. A nagysejtes, elszarusodé format
az atipusos laphdmsejtek szabdlytalan sejtcsoportokba rendezddése jellemzi, melyekben
szarugyongy taldlhat6. A nagysejtes, el nem szarusodd formdban szarugyongyok nincsenek,
de az atipusos laphdmsejteket dyskeratosis jellemezheti. A kissejtes laphamrdk a legkevésbé
differencidlt forma, sejtjei kisméretliek, magjuk hyperchromaticus, kdzepes mennyiségi
citoplazma, valamint osztéd6 alakok jelenléte jellemzi Oket. Az adenocarcinomdk tobbsége
atipusos mirigyelemekbdl 4ll, a sejtek a malignitds morfoldgiai jeleit mutatjdk. A jol
differencialt tumorokban magas hengerhamsejtekkel hatarolt mirigyek taldlhaték, a kevésbé
differencidlt tumorokban a sejtek polimorfak és szabdlytalan csoportokba rendezddnek. A
carcinoma adenosquamosum malignus laphdm- és mirigyhdmrészeket tartalmaz, melyek
malignus differencidltsdga kiilonbz6. Altaldban rosszabb a progndzisa, mint a laphamraké.
(Papp Zoltan: A sziilészet-n6gyogydszat tankonyve, 2002; Szende Béla: Patholdgia 1999).

A papillomavirus fert6zés talajan kialakulé hamelvaltozasok fokozatosan progredidlnak. Az
invaziv rdk kialakuldsa éveket vesz igénybe. A folyamat lassu kialakuldsa lehetdséget ad arra,
hogy ésszerli idokozonként - hazdnkban 1 évenként, nemzetkdzi ajanlasokban 2 évenként -
szlirdvizsgalattal még a rdkmegel6zd stddiumban felismerjék az elvaltozdsokat. A szlrés
legfontosabb mddszere a citoldgiai vizsgilat. Az onkocitoldgiai vizsgdlat sordn a kenetet a
nogyogyaszok veszik a portio uteri vaginalis felszinérol és a nyakcsatornabol.

A precarcindmds elvéltozasok felismerésének céljabol az értékelés a cytomorpholégiai
malignitds kritériumai alapjan torténik. A hamelvéltozdsok osztdlyozdsara tobbféle
megkozelités 1étezik.

Legrégebb 6ta a Papanicolaou-osztdlyozast haszndljdk a citoldgiai kenetek értékelésére, mely
a laphdamsejtek elvéltozésai alapjan osztilyoz:

Papl: negativ citoldgiai lelet, érett superficialis sejtek taldlhatéak benne.

Pap2: a superficialis és intermediaer sejtek mellett enyhe gyulladds jelei lathatéak, de
malignitdsra utald jel nincs.

Pap3: enyhe, kozepes vagy sulyos dyskaryosis jellemzi a sejtek morfolégidjat, de a malignités
egyéb citoldgiai jellegzetességei nem taldlhatok meg. Ez a legproblémésabb csoport, mert sok
esetben sem kizdrni, sem megerdsiteni nem lehet a malignus elvaltozast.

Pap4: a kép in situ carcinomara utal.

Pap5: invaziv carcinoma gyanuja meriil fel, a malignitds Osszes jele megtaldlhaté (Papp
Zoltan: A sziilészet-n0gyogyaszat tankonyve, 2002; Endes Pongric: Patholdgia, 1983).

A Papanicolaou klasszifikéaci6 csak a laphdmsejtek elvaltozasai szerint osztalyoz.
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A citolégian alapuld sziirést legrégebben és legkovetkezetesebben Finnorszdgban
alkalmazzak a ’60-as évek ota. Ennek kovetkeztében kozel 80-90%-kal csokkent a cervix
carcinoma miatti haldlozds (Levi et al., 2000). Annak oka, hogy nem sikeriilt 100%-ban
megelozni a haldlozast, egyrészt az, hogy a szervezett sziirés mellett észlelt invaziv
carcinomdk kozott atiitdé csokkenést a laphamsejt eredetli carcinomak kozott értek el, mig a
mirigyhdm eredetli adenocarcinomdk eldforduldsa nem csokkent. Mdsrészt, a sziirt populdcid
egyiittmiikodési készsége (compliance) soha sem 100%, és életvitelik miatt tobbnyire a
magas kockazatd tarsadalmi csoportb6l maradnak le tobben a szlrésrol. Az
adenocarcinomdkkal kapcsolatos nem kielégitd sziirési eredmény, valamint a pontosabb
beosztasra valo igény, a szovettani vizsgalatoknak megfeleld morfoldgiai lefrasra valé igény
kovetkeztében 1989-ben bevezették a Bethesda rendszer szerinti osztdlyozdst a cervicalis és
vaginalis cytolégiai diagnozisok értelmezésére, melyet 1991-ben és 2001-ben tjraértékeltek.
Ebben a rendszerben a kenet akkor értékelhetd, ha mind az ectocervix hamja (tobbrétegi
elszarusod6 laphdm), mind a nyakcsatorna hdmja (hengerhdm, mirigyhdm) kelld
mennyiségben megtaldlhatd6 benne. A mintavétel a squamocolumnaris junctiorél és az
endocervixbol cytobrush eszkozzel, mig az ectocervixrdl spatuldval torténik.
A Bethesda rendszer a kovetkez6 szempontok alapjan osztalyoz:
- Altaldnos osztilyozds:

- a minta negativ az intraepithelidlis 1éziok vagy a malignitds szempontjabol

- epithelidlis (laphdm vagy mirigyhdm eredetii) sejtelvaltozasok vannak jelen

- mas jellegli eltérések vannak jelen

- Kiértékelés/eredmény szempontjai:

1. A minta az intraepithelidlis elvaltozasok vagy a malignitds szempontjabdl negativ, de
jelen lehet a mintdban Trichomonas vaginalis, gomba, Actinomyces fajok, Herpes
simlex virus, valamint bakteridlis vagindzis. Olyan nem neopldzids sejtelvaltozasok
jelenléte, melyek gyulladdsos folyamatok, sugirzds vagy méhen beliili fogamzasgatlo
kovetkeztében alakultak ki.

2 a. Laphamsejtek elvéltozasa szempontjabol:
= Atipids/dysplasids laphamsejtek (ASC: atypical squamous cells):

* atipusos laphamsejtek nem meghatdrozhat6 okokbdl (ASC-US: atypical
squamous cells of undetermined significance)

* nem zarhat6 ki HSIL (ASC-H)
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Enyhe-foku intraepithelidlis 1€zié6 (LSIL: low-grade squamous intraepithelial
lesio), mely magéban foglalja a koilocytosist és az enyhe dysplasids elvéltozést is
(CIN1)

Sulyos foku intraepithelidlis 1€zi6 (HSIL: high-grade squamous intraepithelial
lesio), mely magdban foglalja a mérsékelt vagy sulyos dysplasidt és a carcinoma
in situt (CIN2, CIN3)

Laphamsejtes carcinoma

2 b. Mirigyhamsejtek elvaltozasa szempontjabol:

atipids mirigyhdmsejtek (AGC: atypical glandular cells), melyek lehetnek
endocervikdlis vagy endometridlis eredetliek

atipids mirigyhamsejtek, foéleg neopldzids elvaltozdsok, melyek endocervikélis
eredetliek

endocervikalis adenocarcinoma in situ (AIS: adenocarcinoma in situ)

adenocarcinoma (Solomon et al., 2002).

Jelenleg mind a két osztalyozési rendszert alkalmazzidk Magyarorszdgon.

Hazéankban a négydgydszati rutin szlirési eljards masik része a kolposzkopiai vizsgalat. Az

onkocitoldgiai anyagvétel mellett a portio uterit kolposzképpal vizsgaljak. A kolposzkdp egy

binokularis késziilék, mellyel 5-20 szoros nagyitds mellett nagy biztonsaggal elkiilonithetok a

gyanus €és a nem gyanus elvaltozdsok. A kolposzkdp segitségével a méhnyak felszinét boritd

ham vizsgédlata sordn eldszor természetes &allapotban, majd vegyszeres (3%-os ecetsav,

jodoldat) ecsetelés utan torténik a vizsgalat.

A kolposzkopos kép alapjan észlelhetd gyanus elvaltozasok a kovetkezok:

- Leukopldkia (fehér folt): a felszinbdl kiemelkedé hammegvastagodas.

- Pontozottsdg: a leukopldkia letorlése utdn vélik lathatéva. A vékony hamrétegen a

kotészoveti  papilldkban a felszinre merdlegesen futé érkacsok pontszeri

keresztmetszete attlinik, élénken kirajzolddik.

- Tagoltsdg vagy mozaik: szabdlytalan elrendezddésti sargds teriiletek, melyek piros

vonalak 4ltal hatdroltak. Ennek az a magyarazata, hogy a kotészoveti papilldk kozotti

hamcsapok kiszélesednek a koros proliferacié kovetkeztében.

- Erosio vera: val6di hamhiany.

- Szabdlytalan érrajzolat: az erek kalibere ingadozik, lefutdsa megtorések miatt bizarr,

valtozatos, dugéhiizészerili. A tumorszdvet megvaltozott anyagceseréje okozhatja.

- Nivokiilonbségek: a felszin szokatlanul egyenetlen, szabdlytalan.
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A premalignus folyamatokban a gyanus elvéltozasok koziil 2-3 dltaldban egyiittesen fordul el
és a portio uteri nagyobb teriiletén észlelhetd (Lampé Ldszlo: Sziilészet ndgyogydszat 1.,

1981).

Human papillomavirus kimutatas diagnosztikai jelentésége

A virus perzisztildsa elengedhetetlen a sdlyos foku intraepithelialis neoplasia és az invaziv
cervix carcinoma kialakulasdhoz (Ho et al., 1995; Nobbenhuis et al., 1999; Wallin et al.,
1999), az onkogén progresszié folyamdn a transzformdlt laphdmsejtekben az onkogén HPV
tipusok végig kimutathatok. A HPV kimutatds azonban ©Onmagaban nem biztositja a
premalignus elvéltozdsok kisziirését, mivel a HPV fertézések tobbségében nem indul el
onkoldgiai folyamat. Ahol az onkocitologiai vagy a kolposzképos vizsgilat egyértelmiien
onkoldgiai jelentéségli folyamatot jelez, ott szintén nem nyujt tobblet informaciét a HPV
kimutatdsa. Azonban bdrmelyik citolégiai osztdlyozdst is alkalmazzuk, onkoldgiai
szempontbodl az eredmények egy része bizonytalan lesz.

Azon no6k esetében, akik bizonytalan eredményii Pap-kenettel és onkogén HPV fertdzéssel
rendelkeznek, nagyobb eséllyel alakul ki cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN), mig
HPV negativ citol6giai atipidban nincs nagyobb valdszinlisége az onkoldgiai folyamat
kialakuldsédnak, mint normdl citoldégia mellett (Kjellberg et al., 1998; Manos et al., 1999;
Nobbenhuis et al., 1999).

A HPV diagnosztika eltérd helyen all a rutin ndgyogydszati sziirés soran a vildg orszagaiban.
Hazinkban a primer szlirési program a citolégiai és a kolposzkdpos vizsgdlatot foglalja
magdban, a HPV diagnosztika a szekunder sziirési program része, melyre azon betegek
esetében keriil sor, akiknél bizonytalan citoldgiai elvaltozast mutattak ki. Cuzick és
munkatdrsai vizsgdlataik sordn a HPV kimutatds jelentdségét tanulméanyoztdk az elsddleges
szlirési program részeként citologidval kombindlva. A HPV tesztelésnek a méhnyakrak
kialakuldsa szempontjabdl jo prediktiv értéke van, de még tovabbi vizsgalatok sziikségesek
annak megéllapitdsdra, hogy populdciés szinten csokkenthetd-e az invaziv méhnyakrak
kialakuldsanak esélye a HPV kimutatds elsddleges sziirési programba val6 bevezetésével
(Cuzick et al., 2000).

Altaldban kielégité diagnosztikus informdciét kapunk, ha csak azt hatdrozzuk meg, hogy van-
e magas kockdzati (high-risk) HPV fert6zés. Legszélesebb korben a kereskedelmi
forgalomban kaphat6, az Osszes jelentds magas kockazata tipusra specifikus Hybrid Capture

rendszereket alkalmazzdk, amelyek nukleinsav proba keverékkel végzik a hibridizacids

17



kimutatast (Cox et al., 1995; Clavel et al., 1999; Manos et al., 1999). Azonban, mas
diagnosztikus tesztek, mint a ,,reverse line blot” hibridiz4cié (van den Brule et al., 2002; van
Doorn et al., 2002) és a micro-array (Cho et al., 2003) is mar bevezetés eldtt dllnak. Ezen
tesztek informéciét nyudjtanak a pontos HPV tipusrdl és a tobbszords fertdzés jelenlétérol.
Mivel ezen informécié klinikai és epidemioldgiai vonatkozdsai még kevésbé ismertek,
tovabbi vizsgdlatokat kivdn annak megallapitisa, hogy a klinikai HPV tesztelésnek célja
legyen-e a HPV tipus és a tobbszoros fert6zés meghatarozéasa, és ha igen, hogyan kell az

eredményeket interpretalni.

Antiviralis immunitas

A HPV fertézésekkel kapcsolatos elvéltozasok kialakuldsanak kockdzata elsdsorban a fert6zés
tranziens vagy perzisztens mivoltatdl fiigg. A tranziens fertézések esetén az immunrendszer
elimindlja a virust a szervezetb6l. Amennyiben ez nem torténik meg - a védekezd rendszer
elégtelensége miatt - a fertdz€s perzisztens lesz. A perzisztens fert6zés talajan kialakuld
intraepithelialis neoplasidk is visszafejlodhetnek, valdsziniileg az immunvédekezés késobbi
aktival6ddsa miatt.

Humordlis immunitds szerepe

A neutralizdl6 ellenanyagok védelmet nyujthatnak az infektiv virusokkal szemben (Breitburd
at al., 1995), a nydlkahartya felszinére védlasztodnak ki és tipus specifikus médon védenek az
Uj HPV fert6z€és ellen, azaz csak az adott HPV tipussal szemben van védd hatdsuk.
Amennyiben a fert6zés végbement és a virus bejutott a keratinocitidkba, mar nincs antivirdlis
védo hatasuk (Veress et al.,, 1994; Wang et al., 1997). A neutralizdl6 ellenanyagok védo
hatdsdn alapul a HPV fert6zés elleni vakcindk kifejlesztése, mely jelenleg a klinikai
kiprébalds fazisdban tart. A kisérleti vakcindk L1 kapszidfehérjét tartalmaznak, mely
immunogén hatasa er6sebb, mint az L2 proteiné. Az L1 fehérje mellett néhany vakcina
tartalmaz nem-strukturdlis virusfehérjét is. A kovetkezd vakcindk allnak kiprébdléds alatt:
HPV16 VLPs (virus-like particles); HPV16, 18, 6 és 11 tipusok elleni, L1 antigént tartalmazd
vakcindk.

Celluldris immunitds szerepe

Klinikai megfigyelések a cervix uteri nydlkahdrtydjanak immunvédelmében a HPV-ellenes
immunitds sordn a celluldris immunitds (CD4+ és CD8+ sejtek) védd szerepét tdmasztjak ald.
A citotoxikus T-limfocitdk (CTL) valészintileg a virus korai fehérjéit ismerik fel, melyek

mind a latens, mind a permissziv ciklusban kifejezOdnek. A szervtranszplantalt,
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immunszuppresszalt betegekben ¢és a HIV-pozitivakban a papillomavirus fertdzéssel
kapcsolatos 1€zidk joval gyakrabban fordulnak el (Petry et al., 1994). A silyos fokd SIL
kialakuldsa Osszefiigg azzal, hogy a CTL-k felismer0 képessége csokken a virdlis E6 és E7
fehérjékkel szemben (Nakagawa at al., 1997). A mononukledris sejtek infiltraciéja a
regredidlé 1ézidkban fokozottabb, mint a progredidlé elvéaltozdsokban (Coleman et al., 1994).
A polimorf HLA allélok Osszefliggésben vannak a cervikdlis neopldzidra valé kiilonb6zo
érzékenységgel (Kénya & Dillner, 2001). A méhnyakrdkok jelentds hanyaddban kimutattdk a
HLA-I osztidlyd molekuldk expresszidjanak részleges vagy teljes hidnyat (Keating et al.,
1995), ami arra utal, hogy a carcinoma sejtek ilyen médon is kikeriilik az immunvédekezést.
Olyan HPV16 E6 varidnsok, melyekben a hipotetikus HLA-B7 restrikcios CTL epitépban
aminosavvaltozas tortént, fokozhatjdk a méhnyakrdk kialakuldsdnak kockazatit HLLA-B7
pozitiv betegekben (Ellis et al., 1995). Viszonylag kevés kozvetlen bizonyiték van a HPV-
specifikus CTL-k 1étezésére. Egy nyolc betegbdl 4ll6, méhnyakrdkban szenvedd, a HLA-I
osztilyba tartoz6 HLLA-A?2 haplotipussal rendelkezd csoportban csak egyetlen esetben lehetett
kimutatni a CTL memdériat a HPV16 tipus E7 fehérjéje elleni j6l meghatarozott CTL-epitdépok
ellen (Ressing et al., 1996). A malignus transzformdcié alatt az E1 és E2 virusfehérjék
gyakran elvesznek, ami jelentheti a tumor-rejekcids antigének elvesztését is (Kénya et al.,
1997).

A cervicalis neoplasia kialakuldsdnak kockdzata kapcsolatban 4ll az MHC-II csoportba
tartoz6 sajatos haplotipusokkal is (Kénya & Dillner., 2001). A HLA-DR13 haplotipus védo
hatdsu, tekintet nélkiil a fert6z6 HPV tipusra. A HLA-DR7 és a HLA-DR15 haplotipus noveli
a fogékonysagot a HPV16 4ltal indukalt cervikalis neoplazidk kialakuldsara. Erdekes, hogy a
HLA-DR7 ugyanakkor védo hatasunak latszik azokkal a cervikdlis neopldzidkkal szemben,
amelyeket HPV16-t6] eltér6 magas kockdzati tipus okoz. A DQB1*03 allélok jelenléte is
megnoveli a méhnyakrdk kialakuldsanak kockazatat. A DQB1*0302 és a DQB1*0303 allélok
novelik a fogékonysdgot a HPV16 fertézésre. A DQB1*0301 allél nincs kapcsolatban a
méhnyakrdk kialakuldsdval, valamint a HPV fertdzéssel. Erdekes, hogy a HLA-II osztilyba
tartoz6 molekuldk expresszidja dltaldban emelkedett a HPV-val fert6zott cervikélis
keratinocitdkban. Ennek jelentésége nem ismert, de feltételezik, hogy a HLA-II osztdlyba
tartoz6 molekuldk fokozott expresszidja inkdbb tolerancidt indukdl abban az esetben, ha az

antigén stimuldldshoz sziikséges jarulékos molekuldk - mint a B7 - hidnyoznak.
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Citokinek szerepe a hamszovetek human papillomavirus ellenes immunvédekezésében

A sejtek kozotti kommunikacié a hdmrétegben is citokinelvalasztds révén valosul meg. A
neopldzids, HPV fertdzott keratinocitdk fokozott interleukin-6 (IL-6) termeld képessége
kovetkeztében a lokdlis immunvélaszok megvaltozhatnak (Malejczyk et al., 1991). A citokin
profil megvaltozasat mutattdk ki cervikdlis neopldsidban szenved0 betegekben mind
specifikus antigén stimuldcié (Tsukui et al., 1996), mind nem-specifikus stimuldcié utan
(Clerici et al., 1997). A virus életciklusa sordn nincs viraemia. Ez azt jelenti, hogy a
gazdaszervezet-virus kozotti kolcsonhatds helye a fertdzott epithelium. Az epithelium
immunfolyamatait alapvetéen hdrom sejtféleség hatdrozza meg. Az afferens szdrat a
Langerhans/dendritikus sejtek (LC/DC) alkotjdk, amelyek az antigén felvétele utdn a
regiondlis nyirokcsomodkba vandorolnak, ahol limfocitdkat aktivdlnak, melyek visszajutnak a
célsejtekhez, a keratinocitdkhoz. A cervicalis neopldsidkban az infiltral6dé Langerhans sejtek
szdma csOkken a normdl ectocervixhez képest (Morelli et al., 1993).

A keratinocitdk altal kivédlasztott IL-1 autokrin és parakrin médon sejtproliferdcidt indukal
(Ristow, 1987) és stimuldlja tovdbbi IL-1, IL-6, IL-8 és koldniastimuldlé faktorok (CSF)
termelését (Kondo, 1999). Az IL-1 a GM-CSF-ral egyiitt fokozza a Langerhans sejtek
antigénprezentald funkcidjat (Heufler et al., 1988). Az IL-6 és az IL-8 fizioldgids szerepe
valoszinilileg a sebgyodgyulashoz sziikséges proliferacio és a kemotaxis indukaldsa (Grossman
et al., 1989; Michel et al., 1992). A keratinocitdk az IL-1 mellett TNFa-t is szekretalnak,
amely az IL-1-el szemben gétolja a keratinocitdk proliferaciéjat (Symington, 1989), viszont az
LC/DC sejteken kiegésziti az IL-1 hatdsat azzal, hogy serkenti az antigénprezentdlé LC/DC
sejtek migracidjat a regiondlis nyirokcsomdékba (Cumberbatch & Kimber, 1992). Az
epithelium 4ltal szintén termelt IL-10 antagonista hatdsu, mely redukalja a kemokinreceptorok
és a B7-1, B7-2 kostimuldciés molekuldk expresszidjat, azaz gatolja az LC/DC sejtek
migraciéjat a nyirokszervekbe ill. az antigénprezenticiét (Cumberbatch & Kimber, 1992;
Kawamura & Furue, 1995). A stlyos foki CIN-ben szenvedd betegekben a szisztémads citokin
profil eltolédott a Th-2 tipusu citokinvdlasz irdnyéaba (Jacobs et al., 1998; Clerici et al., 1997).
A human interleukin-10 (IL-10) gén az 1-es kromoszomén helyezkedik el és 4 exont tartalmaz
(Benjamin et al., 1992). Az IL-10-et eredetileg egy citokin gétlé faktorként irtdk le, mivel
gitolja a Thl-tipusu citokintermelést (Fiorentino et al., 1989). IL-10 citokint T-sejtek, B-
sejtek, monocitdk, makrofagok, eozinofil granulocitdk, Ehrlich-hizésejtek és a placentdban
1évd trophoblastok is termelnek (Moore at al., 1993). Az IL-10-nek pleiotropids

immunmodulator hatdsa van (Moore et al., 2001). Alapvetéen ez egy Th-2 tipusu citokin,
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amely gdtolja az antigén-prezentdlé funkciét (de Waal Malefyt et al.,1991; Kawamura &
Furue, 1995) és a CD4+ T-limfocitdk anergidjit idézi el6 (Groux et al., 1996). Ez4ltal, az 1L-
10 gétolja a sejt medidlt immunvalasz kezdetét. Azonban, a CD8+ CTL aktivalasakor az IL-
10-nek egy kozvetlen stimuldl6 hatdsa van az aktivalt allapot fenntartdsdban és fokozasaban.
Ez a jelenség fenndll mind a poliklondlis (Groux et al., 1998), mind a HPV-specifikus
stimuldcié utdn (Santin et al., 2000). Az IL-10 receptorok expresszidja indukalhat6
keratinocitdkban, melyek a humén papillomavirusok gazdasejtjei (Michel et al., 1997; Farkas
et al., 2001). Megnovekedett IL-10 termelést észleltek bizonyos daganatokban, mint példaul
az ovariumcarcinomaban, melanomaban (Moore et al., 2001). Az emelkedett IL-10
termelésnek elméletileg okai lehetnek maguk a daganatos sejtek vagy a tumor infiltrdlé
limfocitak.

Az IL-10 prométer polimorfizmusnak szerepe lehet a méhnyak daganatos elvéltozdsaiban
(Stanczuk et al., 2001). Az nt-1082 allélok €s méas polimorfizmusok IL-10 termeld képességre
val6 hatdsat széles korben vizsgaltdk. A hidrom egyedi nukleotidot érintd polimorfizmus az
IL-10 gén promoterében - az -1082, -819, és -592 nukleotid pozicidkban - a feltételezett
transzkripcids faktor kotohelyeket érinti (Eskdale et al., 1997). Az 1082-es nukleotidban
kiilonbozd allélok eltérd affinitdssal kotddnek egy transzkripcids faktorhoz, valdsziniileg az
ETS-hez (Rees et al.,, 2002) és ezek az allélok hatdssal vannak az IL-10 promoter
transzkripcids aktivitdsdra is (Rees et al., 2002; Crawley et al., 1999). Ugy tiinik, hogy az nt-
1082 allélok transzkripcidja eltérd a kiillonbozd sejttipusokban: az U937 monocita
sejtvonalban a G allél transzkripcids aktivitidsa magasabb (Crawley et al., 1999), mig egy B-
limfocita eredetli sejtvonalban az A allél transzkripcids aktivitdsa magasabb (Rees et al.,
2002). Az 1L-10 termeld képesség szintén fiigg a sejttipusoktdl: concanavalin A stimulalt
mononukledris sejtekben az nt-1082 G allélhoz fokozott IL-10 termel6-képesség kapcsolddik
(Turner et al., 1997), mig az nt-1082-es polimorfizmus nincs hatdssal az IL-10 termeld
képességre teljes vérmintdk lipopoliszacharid kezelése utan (de Jong et al., 2002). A genitélis
régidban szekretalodé IL-10 szint nincs Osszefiiggésben a plazma szinttel, jelezvén a helyi
citokin termelés tdlsilyat (Castle et al., 2002). Mivel a genitdlis epitheliumban az infiltral6dé
mononukledris sejtek tobbsége T-limfocita (Kénya & Dillner, 2001), feltételezhetd, hogy a
Turner és munkatarsai altal concanavalin A stimulacié utdn megfigyelt fenotipusos jegyek az
irdnyadok a cervix uteriben. Erre utal az is, hogy eddig az nt-1082 polimorfizmust hoztdk
Osszefiiggésbe a méhnyakrak kialakuldsaval (Stanczuk et al., 2001), mig a nt-819 és nt-592

polimorfizmusban ilyen hatdst nem észleltek (Roh et al., 2002).
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KLINIKAI MINTAK ES MODSZEREK

Betegcsoportok

A magas kockdzati huméan papillomavirus fert6zés és a cervicalis intraepithelialis neoplasidk
(CIN) 0Osszefiiggését vizsgdld kovetéses tanulmdnyban a Debreceni Egyetem Sziilészeti - és
Nogyogyaszati Klinikdjin elvégzett ndgydgyaszati szlirdvizsgalat betegadatait hasznéltuk fel,
ahol a szekunder sziirés elvének megfeleléen HPV kimutatédsra is vesznek mintat a cervixrol.
Retrospektiven azonositottunk 455 beteget, akiknél citolégiai és/vagy kolposzkdpiai
vizsgdlattal észlelt atipids méhnyaki hamelvaltozds miatt HPV kimutatds tortént 1997. méajus
€s 1999. december kozott, majd a kontrollvizsgdlatokon rendszeresen megjelentek. A betegek
kortorténetében nem fordult eld korabbi CIN vagy attdl silyosabb elvéltozas.

Az alacsony- és magas kockdzati HPV fert6zés azonositasat Digene’s Hybrid Capture Tube
(Digene, Madison, MA) teszttel végeztiik el. A betegek nyomonkovetése az elektronikus
betegadat nyilvantartasbdl tortént. A betegadatokat a citologiai vagy a kolposzképos atipia
els6 észlelésének iddpontjatdl kovettik az utolsé regisztralt megjelenésig vagy a mutéti
eltavolitasig. Vizsgélatainkban a citoldgiai atipia Papanicolaou osztidlyozdssal P3 citologids
elvaltozasnak felelt meg.

Az interleukin-10 (IL-10) prométer polimorfizmus, a HPV fert6zés és a
citolégiai/kolposzkopiai atipia Osszefiiggését vizsgdlé tanulmanyban az els6 140 magas
kockdzati HPV pozitiv és az elsé 140 HPV negativ beteg cervikadlis hamsejtmintdit dolgoztuk
fel. A betegadatokat non-intervenciés modon kovettiik: amennyiben sebészi kimetszés tortént,
akkor a szovettani diagnézis volt a kovetés végpontja, ha a beteget konzervativ médon

kovették, akkor az utolso regisztralt megjelenésig dolgoztuk fel az adatokat.

HPYV genotipizdlas

A cervikdlis hamsejtmintdkbdl szarmazé DNS izolalasat kovetden a fert6zé6 HPV tipus pontos
meghatdrozdsa a munkacsoportunk 4ltal kidolgozott és kozolt MY09-MY11 PCR termékek
RFLP tipizélasaval tortént. A tipizdldshoz a kovetkezd restrikcids enzimeket hasznaltuk: Alul,
BamH], Ddel, Haelll, Hinfl és Pstl. A kiilonb6z6 HPV tipusok MY09-MY 11 fragmentjeinek
RFLP mintazatat kordbban leirtdk (Bernard et al., 1994; Kénya et al., 2000). A PCR termékek
restrikcids fragmentjeit elektroforézist kovetden detektaltuk 2% agaréz gélben. A tobbszoros

fert6zések esetén poliakrilamid gélelektroforézist alkalmaztunk. A kiillonbozé HPV tipusok
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RFLP mintazatat 1-2-4 kdédszisztémaval jeloltiik, mely azon alapult, hogy az MY09-MY11
PCR termékeket hasitottak-e a kiilonb6z0 restrikcids enzimek vagy sem (Konya et al., 2000).
A terdpia megvilasztisa idején a ndgydgydszok rendelkezésére allt a Hybrid Capture teszt
eredménye, de nem ismerték a pontos HPV genotipust. Az onkoldgiai kockdzat vizsgilata
céljabol a tipizdlassal meghatdrozott magas kockdzati genotipusokat hdrom, az irodalmi
adatok alapjan egymastdl eltérd csoportba osztottuk: HPV16 és HPVI1S, melyek a
leggyakrabban el6fordulé méhnyakrdkot okozé tipusok mind az altalunk vizsgélt foldrajzi
teriileten (Koénya et al., 1995), mind vilagszerte (Bosch at al.,1995). A masodik csoportba
soroltuk a ritkabb tipusokat (HPV45, 52, 56), melyekrdl kordbban szintén feltételezték, hogy
a tobbi onkogén tipusndl nagyobb eséllyel okoz malignus transzformdciét (LOrincz et al.,
1992; Munoz, 2000). A harmadik csoportba a fennmaradé onkogén HPV tipusok tartoznak,
mint a HPV31, 33, 35, 51, 58. A vizsgdlat még egy tovabbi csoportot is magaba foglalt,
amelybe Digene’s magas kockazata HPV teszttel pozitiv jelet ad6 mas HPV tipusok tartoztak.
A virusterhelést a Hybrid Capture teszt hibridizacios jel erdsségével hataroztuk meg és relativ
fényegységekben fejeztik ki 10 pg/ml HPV16 DNS pozitiv kontrollhoz viszonyitva
(RLU/PC). A gyarté eldirdsai szerint a mintdk pozitivnak tekinthetdk ha a RLU/PC ardny egy
vagy anndl nagyobb. Az RLU/PC értékek a Hybrid Capture tesztben hasznélt aliqguot DNS
tartalméhoz voltak standardizalva, amely 0,01-2,32 pg kozotti mennyiséget jelentett (median:

0,44 pg).

IL-10 promoter nt-1082 meghatdrozds

A cervikilis hdmsejtekbdl szdrmazé DNS izoldlasit kovetden az egyedi nukleotidot érintd
génpolimorfizmus maghatdrozdsa az IL-10 prométer régié6 1082-es nt pozicidjaban
allélspecifikus primerek alkalmazasaval polimerdz lancreakcidval tortént. Két allélspecifikus
szenz és egy antiszenz primerrel dolgoztunk (Perrey et al., 1999). A szenz primerek 3’ vége
komplementer az 1082-es nukleotiddal. A klinikai mintdkon két fiiggetlen PCR reakci6t
végeztiink. Az egyikben az IL-10 A primer és a generdl primer, a masikban az IL-10 G primer
és a generdl primer kombindciéjat alkalmaztuk. Abban az esetben, ha mindkét
primerkombindciéndl kaptunk jelet, akkor a minta AG heterozigéta volt. Amennyiben csak az
egyik esetben kaptunk jelet, akkor a primereknek megfeleléen AA vagy GG homozigéta volt
a minta. A primerek 258 bp-nyi szakaszt szaporitottak fel. A kezdeti 95°C-os 2 min

id6tartalmd denaturdcié utdn, a PCR amplifikdciot 35 cikluson keresztiill a kovetkezd
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hémérsékleteken végeztiik: 95°C 30 sec, 64°C 1 min, 72°C 1 min. A PCR termékeket

ethidium-bromide festéssel detektdltuk 1,5% agar6z gélelektroforézist kovetden.

Statisztikai analizis

A kiilonb6zd betegcsoportokban a CIN kialakuldsdnak kumulativ valdszinliségét a
nyomonkovetés ideje alatt Kaplan-Meyer statisztikai moddszerrel vizsgaltuk. A CIN
kialakuldsanak kockazatat (RR: relative risk) és a 95%-os konfidencia intervallumokat (Clys,)
egy- és tobbvaltozés Cox regresszids analizissel hataroztuk meg a HPV statusz, a citolégiai
eredmény és a nt-1082 genotipusok alapjan. Amennyiben tobb mint két csoportban vizsgaltuk
a rizikd faktorokat, a relativ kockdzatot minden egyes rizikdcsoportban a referencia
csoporthoz viszonyitottuk.

A diszkrét tipusu véltozok esetén (pl. nt-1082 polimorfizmus, citolégiai eredmény, HPV-
fert6zés megléte) a betegcsoportok kozotti eltérést Yates dltal modositott y-négyzet
statisztikaval értékeltiik ki. Az nt-1082 genotipusok fogékonysigat a HPV fertdzésre illetve a
citolégiai atipidra tobbvaltozos logisztikus regresszids analizissel hatdroztuk meg. A
folyamatos valtozok - mint a koreloszlds és a virusterhelés - kiilonbségét vagy két mintds
Kolmogorov-Smirnov statisztikdval, vagy tobb mintds Kruskal-Wallis statisztikdval

vizsgaltuk.
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EREDMENYEK

A magas kockazati HPV tipusok szerepe a CIN kialakulasaban (1. kozlemény)

Az elsé tanulmidnyban 455 ndbeteg nyomonkovetésével vizsgiltuk a cervicalis
intraepithelidlis neoplasiadk (CIN) el6fordulasait a HPV fertdzéssel és a cervikalis
elvaltozasokkal kapcsolatosan. A betegek életkora a vizsgalat kezdetén 18 és 61 év kozé esett
(median: 32). A Hybrid Capture HPV tesztet dltalaban a kovetés kezdetén elvégeztiik, de 28
beteg esetében csak tobb mint 6 honappal a cervikélis atipia els6 diagnosztizdlasa utan tortént
a HPV kimutatds. Magas kockdzati HPV fert6zést 152 beteg esetében azonositottunk, mig
alacsony kockazati HPV fert6zést 23 beteg esetében. 16 beteg cervikdlis mintdjabol mind
alacsony-, mind magas kockazati HPV-t mutatott ki a Hybrid Capture teszt. Azonban ebbdl a
16 Hybrid Capture kettds pozitiv mintdbdl tipizdlassal csak 5 esetben sikeriilt azonositani a
tobbszoros fertdzéseket: 3 esetben egy alacsony- €s egy magas kockdzatu tipussal vald
fertozottséget, 2 esetben magas kockdzatu tipusokkal valo kettds fertdzést (16+31 és 16+52).
A maradék 11 Hybrid Capture kettds pozitiv minta genotipizdldsaval csak egyszeres, magas
kockdzatu tipussal vald fertézést mutattunk ki. A Hybrid Capture eredmények elemzésénél a
HPV magas és alacsony kockdzatu tipusra pozitiv betegeket egy csoportba vettiik a csupdn
magas kockazati HPV-vel fertdzott betegekkel, mivel korabban leirtdk, hogy a Hybrid
Capture magas kockazati HPV pozitivitds érzékenyen detektdlja a sulyos foku SIL-t, tekintet
nélkiil arra, hogy pozitiv-e az alacsony kockdzati HPV teszt (Schiffman et al., 1995). A
citolégiai atipids betegek ardnya sokkal alacsonyabb volt az alacsony kockazati HPV
fertdzottek csoportjaban (5%), mint a magas kockazati HPV pozitivak esetében (37%).

A sebészileg eltavolitott biopszidk szovettani vizsgdlata CIN1 elvéltozast 13 esetben, CIN2
elvaltozast 31 esetben, CIN3 elvaltozast 19 esetben, in situ carcinomat 23 esetben, valamint
microinvaziv carcinomét 2 esetben mutatott ki. A magas kockdzati HPV fertdzéssel egyiitt
jaro citoldgiai atipidban 131 betegbdl 77-ben (58,7%) alakult ki CIN és 69 esetben (52,6%) ez
az elvaltozas sulyos foku volt (CIN2 vagy silyosabb). A Osszes CIN elvaltozds 88%-at és a
silyos foku esetek 92%-at ebben a betegcsoportban taldltuk (1. kozlemény 1. tdabldzat). A
negativ citoldgiai eredménnyel rendelkez6 betegek koziil haromban alakult ki CIN. Egyikben
negativ HPV teszt utdn CIN1 1ézi6t diagnosztizaltak, mig két magas kockazati HPV pozitiv,
de citol6giailag negativ betegben CIN2 fejlédott ki. A fennmaradé CIN 1ézidkat olyan
citolégiai atipids betegekben taldltuk, akik nem voltak magas kockazati HPV-vel fertdzve:

egy CIN2 léziét mutattunk ki 13 hénappal az alacsony kockazati HPV fert6zés (HPV6)
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detektdldsa utdan és 7 CIN esetet taldltunk a HPV negativ citoldgiai atipidval rendelkezd
betegek kozott, melybdl 3 volt CIN2. A silyos foku intraepithelialis neoplasidk (CIN2, CIN3,
carcinoma in situ) kockazatat P3-as citoldgiai atipia 16,2-szeresre (Clos: 3,9-66,6), a magas
kockazati HPV fert6zés 76,8-szorosra (Clos: 23,7-249,5) novelte (1. kozlemény 2. tdbldzat).

A magas kockdzati HPV fertdzéssel egyiitt jard citoldgiai atipidban a CIN hisztolégiai
diagnosztizaldsa az esetek nagy részében a kovetés elsé évében megtortént, azaz sok esetben
mar kialakult CIN volt a hattérben a cervikdlis atipia elsd észlelésekor. Nemcsak a CIN esetek
aranya, de az idébeni eloszldsa is kiilonbozd volt a magas kockdzati HPV pozitiv és a HPV
negativ csoportok kozott. A HPV negativ citologiai atipids csoportban 7 CIN esetbdl 5 -
beleértve 2 CIN2 esetet - tobb mint két évvel a kovetés kezdete utan keriilt diagnosztizalasra.
Az utdbbi esetekben a kiindulasi citologiai atipia eldszor gydgyult, majd 4jbdl kidjult, ami a
kovetés kezdete utdn kialakult etioldgidra utalt. A fenti betegcsoportok koreloszldsa
kiilonbozd volt. A citoldgiai atipids betegek iddsebbek voltak, mint azok, akiknek nem volt
citolégiai eltérése (median kor: 34 vs. 28, p=0,001), a citolégiai atipids csoportban a HPV
negativ betegek iddsebbek voltak, mint azok, akiknek magas kockdzati HPV fert6zésiik volt
(median kor: 38 vs. 31, P<0,001). A normadl citol6gidji betegek kozott a HPV negativ és
magas kockéazatd HPV pozitiv betegek koreloszldsa nem kiilonbozott jelentdsen (median kor:
28 vs. 26, p=0,59). A kor hatdsat a CIN kialakuldsdra egyiitt vettiik figyelembe a magas
kockdzati HPV fertdzéssel €s citologiai atipidval. Az alkalmazott tobbvéltozés Cox
regresszids analizis alapjan 35 év felett 1,99-szer (Clos: 1,26-3,16) nagyobb volt a kockdzata,
hogy a magas kockazati HPV-fert6zés talajan silyos fokd CIN fejlédik ki, mint 35 év alatt.
Fiatalabb korban kisebb eséllyel alakult ki CIN magas kockédzata HPV fert6z€s utdn, viszont
ebben a korban magasabb a HPV fert6z€s incidencidja, ami az iddsebb betegekéhez (18%)
hasonl6 CIN el6forduldsi aranyt (16%) eredményezett (1. kozlemény 2. tdbldzat).

168 magas kockéazatd HPV pozitiv mintat azonositottunk Hybrid Capture Tube teszttel, ebbol
150 (89,2%) mintat lehetett genotipizadlni PCR-RFLP mddszerrel. Ezen mintdkat haszndaltuk
fel a tipus specifikus onkogén kockdzat kiértékelésére a magas kockazati HPV pozitiv
csoporton beliil. A genotipizdldssal fény deriilt a tobbszoros HPV fertézésre 19 beteg (12,7%)
esetében, akik fiatalabbak voltak azokndl, akiknél egyszeres HPV fert6zést mutattunk ki
(median kor: 24 vs. 31, p=0,056). Az atlagos virusterhelés az egyszeres fertdzések esetében
23,2 RLU/PC (range: 2,0-164) volt, mig az Osszetett fertézések esetében 10,9 RLU/PC
(range: 1,0-262) (p=0,27). A stlyos foki CIN kialakuldsanak kockdzata a tobbszoros HPV
fert6zések utan némileg, de nem jelentds mértékben kisebb volt (RR: 49,5; Clys: 12,2-201,7),
mint az egyszeres magas kockazatd HPV fert6zések utan (RR: 85,6; Clys: 26,2-279,3), mind
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az egyvaltozds, mind a tobbvaltozds analizissel kapott eredmények szerint (1. kozlemény 2.
tdbldzat). A sulyos foku CIN kialakulasi kockdzatdnak ardnya (RR) a tobbszoros és egyszeres
fertozések kozott 0,58 (Clos: 0,25-1,34) volt. Mind az egyszeres, mind a tobbszoros
fertozéseket figyelembe véve a leggyakrabban el6forduld tipusok a kovetkezdek voltak:
HPV16 tipus 78 esetben (52%), HPV33 tipus 21 esetben (14%), HPV31 tipus 20 esetben
(13,3%) és HPV 18 tipus 9 esetben (6%). A kevésbé gyakori magas kockédzatd HPV tipusok
26 esetben (17,3%) voltak jelen (HPV35, HPV45, HPVS51, HPV52, HPV56, HPVS8) (1
kozlemény 1. tdbldzat). A betegek magas kockdzati HPV tipusainak vizsgalatdval
megallapitottuk, hogy a HPV 16 fert6zés valamivel gyakrabban fordult el6 a citoldgiai atipids
csoportban, mint a citoldgiai atipia nélkiili csoportban (55% vs. 40%, p=0,20), mig a HPV18
tipus szignifikdnsan kevesebb volt a citoldgiai atipids csoportban (3,3% vs. 16,7%, p=0,016).
Masrészt, a HPV31, HPV33 illetve a fennmarad6 magas kockdazatd tipusok egyenletesen
oszlottak el a citoldgiai atipids és a normal citoldgidju csoportokban (P értékek: 1,0; 1,0;
0,66). A tanulmany korlatozott méretébdl kifolydlag a magas kockdzati genotipusokat - mint
mar kordbban emlitettiik - csoportositottuk. Mivel a tobbszords HPV tipusokkal vald
fert6zéseknek nem volt magasabb onkoldgiai kockdzata, mint az egyszeres fertézéseknek (1.
kozlemény 2. tdabldzat), a tobbszoros fertdézéseket egy csoportba vettiik az egyszeres
fertozésekkel a kovetkezOképpen: amennyiben a tobbszords tipusok egyike HPV16 vagy
HPV18 volt, a fertézést a HPV16/18 csoportba soroltuk. Amennyiben az Osszetett tipusok
egyike HPV45, HPV52, HPV56 volt, de a masik tipus nem volt HPV16 vagy HPV 18, akkor a
fert6zést a HPV45/52/56 csoportba soroltuk. Amennyiben a tobbszords fertézéseket a
fentiektol eltérd magas kockézatd tipusok okoztik akkor a HPV31/33/35/51/58 csoportba
soroltuk Oket. A kiilonb6z6 magas kockdzati HPV tipusok alapjan csoportositott betegek
kozott a koreloszlds (p=0,57) és a citologiai atipia gyakorisiaga (p=0,63) nem kiillonbozott
szignifikdnsan. A relativ kockazat tobbvaltozos értékelésébdl arra kovetkeztettiink, hogy
minden magas kockazati genotipus szignifikdns kockézati tényezd volt a CIN kialakulasa
szempontjabol (1. kozlemény 2. tabldzat). HPV16 vagy 18 tipust 87 esetben azonositottunk. 57
esetben alakult ki CIN (RR: 52,7; Clos: 24,2-114,8), illetve 51 esetben CIN2 (RR: 119,1; Clys:
36,2-390,9). A legmagasabb kockdzati értékeket ebben a csoportban taldltuk. A
HPV31/33/35/51/58 csoportba 43 esetet soroltunk, ahol 12 esetben alakult ki CIN (RR: 17,2;
Clos: 6,9-43,2) és 11 esetben CIN2 (RR: 39,7; Clos: 10,9-144,8). A HPV45/52/56 csoportba
11 beteget soroltunk, ahol 4-4 esetben alakult ki CIN (RR: 17,8; Clgs: 5,3-60,5), illetve CIN2
(RR: 44.,4; Clos: 9,8-201,0). A HPV csoportok koziil a HPV16/18 csoportnak koriilbeliil

haromszor magasabb onkoldgiai kockédzata volt, mint a mésik két csoportnak (1. kozlemény 3.
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tabldazat). Kilenc esetben azonositottunk HPV53, 66 és 72 tipust, melyek kereszt-
hibridizdlhatnak a Hybrid Capture Tube teszt magas kockdazati prébakoktéljaval (Kénya et
al., 2000). A sulyos foku CIN kialakuldsara a ,keresztreagdld tipusokkal” valé fertdzés utan
1,38-5,38-szor kevesebb volt az esély, mint a jol ismert magas kockéazata tipusokkal valo
fert6zés utan (I. kozlemény 3. tdbldzat). A virusterhelés mértékét a Hybrid Capture teszttel
kapott hibridizécids szignil (RLU/PC) jeler0ségével jellemeztiik (1. kozlemény 2. tdbldzat). A
HPV pozitiv betegekben az RLU/PC érték 1,0 és 262,5 kozé esett (median: 10,5). A
virusterhelés nem volt Osszefiiggésben sem a citoldgiai atipidval (p=0,87), sem a 35 év feletti
korral (p=0,77), sem a kiilonb6z6 magas kockazati HPV csoportokkal (p=0,70). A stulyos
foku CIN kialakuldsdra sem a magas (>100 RLU/PC; RR: 0,86; Clos: 0,33-2,23), sem a
kozepes (10-100 RLU/PC; RR: 1,54; Clos: 0,95-2,51) virusterhelés nem jelentett fokozott
kockdzatot az alacsony virusterheléshez képest (1-10 RLU/PC). Mindamellett, mind a nyolc
HPYV pozitiv CIN1 1éziéban 10 alatt voltak az RLU/PC értékek.

Az IL-10 nt-1082 polimorfizmus vizsgalata (I1. kozlemény)

A maésodik tanulmédnyban az nt-1082 allél-specifikus PCR moddszert alkalmazva, az 1L-10
promoter specifikus szekvencidkat 125 magas kockdzata HPV pozitiv és 128 HPV negativ
cervikdlis elvaltozasbol szarmazé mintdb6l mutattuk ki. A kovetés kezdetén a magas
kockdzati HPV pozitiv cervikalis elvaltozassal rendelkezd betegek kora 18 és 56 év (median:
31) kozé esett. 97 (78%) betegnek volt P3 citologiai atipidja. A magas kockdzata HPV
fert6zés pontos tipusat 120 betegben tudtuk meghatdrozni. A magas kockdzatdi HPV pozitiv
betegek kozott a leggyakoribb HPV tipus a HPV16 volt, 63 esetben (50,4%). Mas jelentOs
mértékben eléfordulé HPV tipusok a kovetkezok voltak: HPV33 (12,6%), HPV31 (10%),
HPV18 (6%). A HPV35, 45, 52, 53, 56, 58, 66, 72 és MM4 tipusok ritkdbban fordultak eld. 5
nem tipizalt mintdban a HPV16-tdl eltéré HPV tipus volt. Tébbszorés HPV tipusokkal torténd
fertézést (16/31, 16/33, 16/52, 16/53, 18/58, 31/52, 31/56, 33/54, 33/66, 45/6, 52/56, 56/55,
58/6) 15 esetben taldltunk (12%). A HPV negativ cervikélis elvéltozéssal rendelkez6 betegek
kora 19 és 61 év kozé esett a kovetés kezdetén (median: 35) és 83 betegnek (65%) volt

bizonytalan citoldgiai atipidja.
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Az IL-10 polimorfizmus, a HPV fertozés, valamint a négyogydszati stdtusz osszefiiggése

Az IL-10 gén prométer régidjdban az nt-1082 polimorfizmusdnak vizsgédlata sordn a
genotipusok megoszlasa a kontroll csoportban a kovetkezd volt: AA: 25%, AG: 51%, GG:
24%), ami megfelelt a Hardy-Weinberg egyensulynak (p=0,95). Az A és G allélok relativ
gyakorisdga 0,51 és 0,49 (II. kozlemény 1. tdbldzat). Hasonlé eredményeket kaptunk (AA:
23%, AG: 56%, GG: 23%), amikor az IL-10 polimorfizmust egy kordbbi tanulmanybdl
szarmazé (Veress et al., 1996) 44 egészséges terhes nd cervikdlis DNS mintdjaban vizsgaltuk.
Az allél-specifikus PCR analizis alkalmazdsdval megallapitottuk, hogy a genotipus
megoszlasa eltérd volt a betegcsoportban (p=0,05): AA genotipust 88 esetben (35%)
taldltunk, AG genotipust 123 esetben (49%) és GG genotipust 42 esetben (16%). Azonban a
valtozds nem egyforman érintette a HPV pozitiv és negativ betegeket. A HPV pozitivakban az
AA (28%), AG (52%) és GG (20%) genotipusok megoszldsa nem kiilonbozott jelentdsen a
kontroll csoportétdl (p=0,70). Mivel a magas kockdzata HPV tipusok kozott a HPV16-nak a
legmagasabb az elterjedtsége vilagszerte (Bosch et al., 1995) és a legszorosabb a kapcsolata a
méhnyakrdkkal (Munoz et al., 2003), kiilon vizsgédltuk az nt-1082 genotipusok eloszldsat a
HPV16-os tipussal fertdzott betegekben, ami azonban ebben a csoportban sem kiilonbozott a
kontroll csoporttdl (p=0,61). Mdsrészrol, az nt-1082 allélok el6forduldsi ardnya eltérd volt a
HPV negativ cervikdlis elvdltozdssal rendelkezé betegek kozott (A: 0,66; G: 0,34). A
genotipusok eloszldsa a normal citol6gidju HPV-negativ betegek kozott a kovetkezd volt: AA:
40%, AG: 42%, GG: 18%, mig a P3-as citol6giai eredménnyel rendelkez0 HPV-negativ
betegek kozott: AA: 42%, AG: 47%, GG: 11%. Szignifikédns kiilonbséget (p=0,006) az utébbi
csoportban észleltiink (I1. kozlemény 1. tdbldzat).

Figyelembe véve, hogy a legtobb nem-kaukazusi populdciéban az A allél sokkal nagyobb
gyakorisdggal fordul eld, mint a G allél, referenciaként az AA genotipust vettik. Az
esélyhdnyadossal ill. az ahhoz tartozé konfidencia intervallummal azt fejeztiik ki, hogy az
egyes genotipusoknak eltéré-e az esélye a kiilonb6zd ndgydgydszati elvéaltozdsok
kialakuldsdara. A GG genotipus esélye HPV negativ citolégiai atipidra (P3) szignifikdnsan
kisebb volt (OR: 0,27; Clys: 0,11-0,63) az AA genotipusndl. Az AG genotipus is kisebb
eséllyel fordult el6 (OR: 0,56), de az utébbi eltérés nem volt szignifikans, csak tendenciaszerii
(Clos: 0,31-1,02) (II. kozlemény 2. tabldzat). A betegek kozott az nt-1082 genotipusok
megoszldsa nem fliggott az életkortdl. Az AA genotipushoz képest, az AG genotipus 1,18-
szor (Clys: 0,71-1,97), a GG genotipus 0,78-szor (Clys: 0,41-1,50) nagyobb eséllyel fordult eld

a 35 év feletti, mint a 35 év alatti betegekben.
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Az IL-10 polimorfizmus és a cervikdlis elvdltozdsok kimenetele

A cervikdlis elvaltozdsok kimenetelét kovetéses vizsgdlat sordn értékeltiik ki. 57 beteg
esetében tortént sebészi beavatkozds a kovetés elsd 6 honapjiban, akik koziil 36 betegben
diagnosztizaltak stlyos fokud cervicalis intraepithelidlis neoplasidt és 3 esetben taldltak CIN1-
et. A hat honapon til kovetett betegek esetében 30 betegbdl sebészileg eltavolitott biopszia
koziil 17 esetben taldltak silyos foki CIN-t és 4 esetben CIN1 16zi6t. Osszesen 53 stilyos foku
CIN esetet azonositottunk, amelyet 50 betegben magas kockizati HPV pozitivitds és
citolégiai atipia el6zott meg. Meghatdroztuk a silyos fokd CIN relativ kockdzatat (RR) (11
kozlemény 3. tdbldzat). Mint varhat6 volt, ebben a tanulmdnyban is a magas kockazata HPV
fert6zés (RR: 104,6; Clos: 14,2-769,9) és a citoldgiai atipia (RR: 9,6; Clos: 2,3-39,6) fiiggetlen
kockdzati tényezOk voltak a stlyos fokd CIN kialakuldsdra. Ugyan a stlyos fokd CIN
kialakuldsénak abszolut kockdzata némileg magasabb volt az AG heterozigétakban 0,24 (Clys:
0,17-0,33), mint a mdsik két genotipusban AA: 0,17 (Clys: 0,10-0,26), GG: 0,19 (Clos: 0,09-
0,34), de ez nem tekinthetd valodi bioldgiai eltérésnek. A relativ kockdzat szintén nem volt
jelentdsen kiilonbozé az IL-10 nt-1082 genotipusok kozott, AA: 1,0, AG: 1,11(Clgs: 0,59-
2,08), GG: 0,62 (Clos: 0,25-1,05), utalva arra, hogy ez a polimorfizmus nem befolydsolja a
sulyos foku CIN kifejlodését.
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MEGBESZELES

Tanulmdnyunk els6é részében a rutin négydgydszati szlirésben a masodlagos szlirési
modszerként alkalmazott HPV teszt részeként elvégzett genotipizdlds kiértékelése allt a
kozéppontban. Mivel az elsédleges szlirés mind a citolégiat, mind a kolposzképiat alkalmazza
Magyarorszagon, onkoldgiai jelentOségli citolégiai elvéltozassal nem jar6é eseteket 1is
nyomonkdovettiink. Mint vartuk, mind a magas kockdzatd HPV fert6zés, mind a citoldgiai
atipia fo riziké faktor volt a CIN vagy anndl stlyosabb szovettani elvaltozds kialakuldsara. Az
idésebb kor (>35 év) szintén fiiggetlen rizikéfaktornak bizonyult. Kovetkezésképpen, a
legtobb - de nem az Osszes - sulyos fokd CIN esetet a magas kockazati HPV pozitiv citoldgiai
atipidban mutattuk ki. A citologia és a HPV teszt kombindlasdn alapulé6 mddszer nagy foku
érzékenységének kovetkeztében minden silyos fokud CIN esetet meg lehetett josolni vagy a
citolégiai atipia vagy a magas kockdzati HPV fert6zés megléte alapjan. A magas kockazati
HPV fert6zés kimutatdsan tdl a tobbszords fertdzések, a genotipusok és a virusterhelés
mértékének hatdsat is megvizsgéltuk. A genotipizaldssal meghatdrozott tobbszoros fertdzések
ardnya hasonl6 volt a kordbbi kozép-eurdpai tanulminyokhoz (Tachezy et al., 1999). A
tobbszoros HPV fert6zések nem jartak magasabb onkoldgiai kockdzattal, mint az egyszeres
fertozések. Sot, a CIN kialakuldsdnak relativ kockdzata az Osszetett fertézések utdn bar nem
szignifikdnsan, de alacsonyabb volt, mint az egyszeres fertdzések utan. Hasonl6 a tobbszoros
és egyszeres HPV fertézések kockdzati viszonya az invaziv méhnyakrdk tekintetében egy
széles kortl, teljes populaciot vizsgdld costa ricai tanulmany szerint is (Herrero et al., 2000). A
tanulmanyunkban leggyakrabban el6fordulé magas kockdzati HPV tipusok, mint a HPV16,
33 és 31 eldforduldsa a citoldgiai atipids esetekben hasonld volt, mint az Eur6pdbdl jelentett
invaziv méhnyakrdkos esetekben (Bosch et al., 1995). A HPVI18 el6forduldsa azonban
alacsonyabb volt a citoldgiai atipidban, mint az invaziv carcinomaban, masok eredményeihez
hasonldan (Kalantari et al., 1997; Nindl et al., 1999). A HPV18 fert6zés viszonylag sokdig
nem okoz citoldgiai atipidt, emiatt a citoldgiai sziirés onmagaban nem tokéletes a HPV 18 4ltal
indukdlt onkogén folyamatok idébeni felismerésében (Woodman et al.,, 2003).
Tanulmanyunkban is a két normadl citoldgia utdn kialakul6 silyos foku CIN 1€zi6 egyike
HPV18 pozitiv volt. A mésik esetben egy HPV16 és 52 tipus dltal okozott kettds fert6zést
mutattunk ki.

A kevésbé kozonséges tipusok alacsony szdma miatt a magas kockdzati HPV tipusokat a
szakirodalomban j6l ismert klinikai epidemioldgiai kozlemények adatai szerint

csoportositottuk (Loérincz et al., 1992; Munoz, 2000). Sajat adataink feldolgozasa kozben
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jelent meg Munoz és munkatarsai (2003) ide vonatkoz6é multicentrikus teljes populdcion
alapul6 epidemioldgiai felmérése. Az utdbbi tanulmanyban leirt esélyhdnyados értékek alsé
konfidencia limitjei kovetkezetesen hasonlitottak a klinikai-epidemioldgiai tanulmdnyokban
leirtakhoz. A fenti szakirodalommal megegyezden, koriilbeliil haromszoros kiilonbséget
taldltunk a HPV16-0s és 18-as csoport és a kevésbé gyakori magas kockazati HPV tipusok
csoportjdnak onkogenitasa kozott. A HPV45, 52, 56 tipusokkal fertdzott csoportban azonban
nem taldltunk nagyobb esélyt a CIN kialakuldsdra, mint a tobbi fennmaradé tipusnal. Szintén
megvizsgaltuk a Hybrid Capture magas kockdzati probdkkal keresztreagdld tipusok
onkogenitasat. Ezek egyikét, a HPV53-at, el0szor alacsony kockazatu tipusként osztalyoztdk
(Meyer et al., 2001), de késébb a HPVS53, HPV66 és HPV72 tipusokat lehetséges
onkogénként azonositottdk (Herrero et al., 2000; Munoz et al., 2003). A Hybrid Capture
teszttel keresztreagdld tipusok CIN kockdzata valéban a magas (high-risk) €s alacsony (low-
risk) kockdzati csoportoké kozé esett.

A virusterhelés hatdsdnak a cervikdlis elvaltozdsok kimenetelére vonatkozd értékelésénél
figyelembe kell venni, hogy a mi munkankban a HPV tesztelés, mint egy masodlagos sziirési
modszer szerepel a citoldgiai vagy kolposzképiai eredmények alapjan kivélasztott
betegekben. Tehat eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a virusterhelés adatait
nem haszndlhatjuk fel a cervikdlis neopldzia kockdzatdnak megjosoldsdra a cervikalis
atipidkban. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy primer HPV sziirési modellvizsgalatokban
az érzékeny PCR detektdlast alkalmazva sok olyan citolégiailag negativ, alacsony
virusterheléssel jar6é esetet is észlelnek, amelyeket a Hybrid Capture rendszerrel nem
észlelnének, és amelyekben nincs is kimutathat6 onkoldgiai kockdzat ndvekedés (Gravitt et
al., 2003a). Tehat ezekben az esetekben (van Duin et al., 2002; Gravitt et al., 2003a; Schlecht
et al., 2003) a PCR alapu kdpiaszdm meghatdarozassal gyakorlatilag ugyanazt a differencidlast
végzik el, mint amit a Hybrid Capture is elvégez az RLU/PC=1 kiiszobérték alatti és feletti
értékek elkiilonitésével. Ezt igazolja Lorinc és munkatarsainak (2002) a Kaiser Permanente
tanulmanyban végzett megfigyelése, mely szerint a magasabb virusterheléssel jar6
megnovekedett in situ carcinoma kockdzat nem mutathat6 ki, ha a virusterhelést jellemzd
értékeket a citoldgiai eredményekre standardizaljak.

A maésodik tanulmanyban azt vizsgaltuk, hogy az IL-10 prométer nt-1082 polimorfizmus
befolydsolhatja-e a cervikdlis carcinogenesis korai fazisat. Az nt-1082 polimorfizmust egyiitt
vizsgéltuk a cervikalis neoplazia f0 rizik6faktordval, a HPV fert6zéssel.

Nem taldltunk Osszefiiggést az IL-10 nt-1082 polimorfizmus és a HPV-vel kapcsolatos

cervikdlis elvaltozasok kozott, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezen polimorfizmus nem
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befolydsolja magat a HPV fert6zést. Az 1082-es nukleotidban eltéré genotipusu betegek
esetében a premalignus cervikdlis 1€zidk kialakuldsdnak kockdzata nem kiilonbozott.
Végeredményben, az IL-10 nt-1082 polimorfizmust nem taldltuk kockdzati tényezOnek a
cervikdlis carcinogenezissel kapcsolatosan. Ami az invaziv méhnyakrakot illeti, kordbban
Osszefiiggést taldltak az AG genotipussal kapcsolatosan (Stanczuk et al., 2001), amelyet
azonban egy ujabb keletli tanulmanyban nem erdsitettek meg (Govan et al., 2003).

Masrészt az nt-1082 G allél védo hatastinak bizonyult a HPV-t6l fiiggetlen citoldgiai atipidval
szemben, amely egyébként sem jar fokozott onkoldgiai kockdzattal. Az nt-1082 G allélhoz
kapcsolddo fokozott IL-10 termeldképesség védo hatdsu lehet a gyulladdsos reakciok mellett
kialakul6 citoldgiai atipiakkal szemben.

Azon eredményiink, hogy az nt-1082 polimorfizmus nem befolyasolta a CIN kialakulasanak
kockazatiat megfelel Gravitt és munkatarsai (2003b) megfigyeléseinek, akik a cervixvaladék
IL-10 koncentraciojat mérték. Az utébbi tanulmanyban megéllapitottdk, hogy az aktualis IL-
10 koncentraciot szamos kofaktor befolydsolja, mint a betegek életkora, életmddja stb. Ez azt
is jelenti, hogy ha a cervixvaladék IL-10 szintjét, mint kockdzati tényez6t kivanjék a jovoben
vizsgdlni, akkor azt megfeleld6 méretli - valdsziniileg tobb ezres - beteg és kontroll

csoportokban kell végezni, hogy az ismert kofaktorok zavar6 hatdsat kikiiszobolhessék.
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OSSZEFOGLALAS

A humaéan papillomavirusok (HPV) magas kockdzati csoportjdba tartozé (geno)tipusok
onkogenitdsdban megnyilvanulé kiilonbségeket vizsgaltuk klinikai epidemioldgiai
tanulmanyban. A sulyos foku intraepithelialis neoplasidk (CIN2, CIN3, carcinoma in situ)
kockézatat P3-as citologiai atipia 16,2-szeresre (Clos: 3,9-66,6), a magas kockdzatd HPV
fert6zés 76,8-szorosra (Clos: 23,7-249,5), a 35 év feletti életkor pedig 1,99-szeresre (Clos:
1,26-3,16) novelte. Tobbszoros HPV fertozést 12,7%-ban észleltiink, azonban a tobbszoros
fert6zések onkoldgiai kockazata (RR: 49,5, Clys: 12,2-201,7) nem kiillonbozott szignifikdnsan
az egyetlen tipus dltal okozott fertézésekétol (RR: 85,6, Clos: 26,2-279,3). A tipizalassal
meghatdrozott genotipusokat hdrom, az irodalmi adatok alapjan egymastdl eltérd csoportba
osztottuk: 1.: HPV16/18, 2.: HPV45/52/56, 3. HPV31/33/35/51/58. Az elsé csoport
onkolégiai kockédzata 119,1-szeres (Clos: 36,2-390,9), a mdasodiké 44,4-szeres (Clos: 9,8-
201,0), a harmadiké 39,7-szeres (Clos: 10,9-144.8) volt. A relativ kockédzatok ardnya az
invaziv carcinomdban el6forduld tipusok kozott nem haladta meg a 3-szoros értéket, ami
diagnosztikai és prognosztikai szempontbdl sziikségtelenné teszi a tovabbi tipizalast a magas
kockéazatu csoporton beliil.

A virdlis kopiaszdmra jellemzO hibridizacios szigndl erdsségét a minta DNS tartalmaéra
standardizéltuk és megéllapitottuk, hogy a Hybrid Capture HPV teszt detektalési kiiszobértéke
folott a virusterhelés mértékébdl prognosztikai kovetkeztetéseket nem lehet levonni. A
virusterhelés egyébként fliggetlen volt a tobbi vizsgélt kockédzati tényezotdl, igy a HPV
tipustol is.

A magas kockazata HPV tipusok mellett a CIN kifejlodésének kockazatat gazdaszervezeti €s
mikrobidlis kofaktorok fokozhatjdk. A gazdaszervezet részérdl az IL-10 promoéter -1082
helyzetli polimorf nukleotidjanak (nt-1082 A/G) szerepét vizsgaltuk. A HPV fertdz€s talajan
kialakuld citoldgiai atipidban az nt-1082 genotipusok eloszldsa nem kiilonbozott a kontroll
csoporttdl (p=0,70) és nem befolydsolta a CIN kockdzatat sem (AA: ref, AG: RR=1,11 [Clys:
0,59-2,08], GG: RR=0,62 [Clys: 0,25-1,50]). Ugyanakkor a HPV-negativ citolégiai atipidra
kisebb volt a hajlama a non-AA genotipusoknak, amelyeket magasabb IL-10 termeld
képesség jellemez (esélyhdnyadosok AA: ref. AG=0,56 [Clgs: 0,31-1,02], GG=0,27 [Clos:
0,11-0,63]). Adataink alapjan az IL-10 promoter nt-1082 polimorfizmusa nem befolyasolja a
cervikdlis carcinogenezist, de befolyasolhatja a HPV-tdl fiiggetlen hamdiszpldzidk

kialakulasat.
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