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atypical squamous cells of unknown significance
(ismeretlen jelentdségli laphdmsejt atypia)
bazispar

dezoxiribonukleinsav

cervicalis intraepithelialis neoplasia, dysplasia

CINI enyhe foku dysplasia
CIN II kozepes foku dysplasia
CIN III sulyos foku dysplasia

Food and Drug Adminstration (Elelmiszer- és Gyégyszerhatésig, USA)
International Federation of Gynecology and Obstetrics
(Nemzetkozi Sziilészeti és NOgyogyaszati Szovetség)
Hybrid Capture Test (hibridizacids teszt)

human papillomavirus

LR-HPV alacsony kockdzatd human papillomavirus
HR-HPV magas kockdzati human papillomavirus

a HPV perzisztalasi ideje

(az elsO pozitiv, majd els6 negativ HPV teszt ideje kozotti kiilonbség)
invasive cervix carcinoma (invaziv méhnyakrak)

open reading frame

polyacrylamide gel electrophoresis

polymerase chain reaction, polimerdz lancreakcié

RT-PCR reverz transzkripcidt koveté PCR

restriction fragment length polymorphism

(restrikcids fragmentum hossz polimorfizmus)

relative light unit (relativ fényegység)

RLU, pozitiv kontrollhoz viszonyitva

squamous intraepithelial lesion

LG-SIL enyhe foku intraepithelialis laphdm elvéltozas
HG-SIL sulyos foku intraepithelialis laphdm elvéltozas

szexudlis uton atvihetd betegségek



BEVEZETES

A méhnyakrdk az egyik leggyakoribb nogydgyaszati daganat. A ndknél felfedezett
malignomadk 15%-a cervix carcinoma, amely az emlérdk utdn incidencidjdban és
mortalitdsdban a masodik leggyakoribb n6i malignus tumor (Munoz és mtsai, 1989).

Magyarorszagon a ,.hagyomanyos” méhnyakrakszlrés a portio vaginalis cervicis uteri
kolposzkdpos (binokularis nagyité és reflektor kombinacidja) megtekintését és az onnan
exfolidlt sejtek mikroszképos értékelését (citoldgiai vizsgdlat) foglalja magédba, a hazai
nogyogyaszat kialakuldsa szempontjabol meghatarozé jelentdségli ,,német iskola”
hagyomanyai szerint. Az angolszdsz orszagokban ugyanakkor a cervix carcinoma primer
szlirése citoldgiai vizsgdlattal torténik, a kolposzképot a kiszilirt esetek értékelésére haszndlva.
Annak ellenére, hogy gyakorlatilag 100%-ban sziirheté6 malignomardl van sz6, a megbizhat6
szliromodszer birtokdban, tovdbba, hogy a rakmegel6zé dllapotok (CIN: cervicalis
intraepithelialis neoplasia) kialakuldsdhoz, majd a malignus transzforméiciéhoz legtobbszor
egy évtized sziikséges, még napjainkban is évente kb. 2600 4j hazai méhnyakrdkos esetet
regisztralunk. Vilagszerte a méhnyakrak incidencidja 500.000 4j eset/év. Tovéabbi kedvezdtlen
adat, hogy mig a ’70-es években a betegségben szenveddk atlagéletkora 54 év volt, addig ez a
kor a ’90-es évek végére 10 évvel kordbbra tolédott, €s a 35 év alatti populdcidéban
megkétszerezodott a morbiditas.

Az etioldgiai tényezOk szerepét tanulmanyozva, a kordbban ismert faktorok (korai
életkorban elkezdett nemi élet, promiszkuitds, multiparitds, rossz szocio-ekondmiai helyzet,
dohényzds, ordlis antikoncipiens szedés, immunszupprimalt dllapot, antioxiddnsok hidnya)
(Bosch és mtsai, 1992; Nyirjesy és mtsai, 1994) mellett 0j riziko6 faktorok szerepére terelddott
a kutatok figyelme. Az ez irdnyban végzett megfigyelések irdnyitottdk az érdeklodést a
szexudlisan atvihetd virusok onkogén szerepére. Kezdetben a HSV-II (Herpes simplex virus,
2-es tipus), majd mind inkdbb a humdn papillomavirus (HPV) keriilt a kutatdsok fokuszédba
(Munoz és mtsai, 1992; Schiffman és mtsai, 1993; Walboomers és mtsai, 1999; Bosch és
mtsai, 2002; Lorincz és mtsai, 2002).

Mai ismereteink szerint a HPV fert6zés, valamint a fent emlitett etioldgiai faktorok,
mint kofaktorok egyiittesen feleldsek a cervix carcinoma kialakuldsaért.
1956-ban Koss és Durfee irta le a koilocytosist, mint a HPV-re patognomikus citolégiai
elvaltozast, és 1977-ben Meisels és zur Hausen egyidoben vetette fel, hogy a méhnyakrék és
rakmegel6z0 allapotainak kialakuldsa HPV infekcié kovetkezménye lehet. Azdta szdmos

kozlés jelent meg a papillomavirusoknak a méhnyakrdk kialakuldsat indukdlé hatdsa és a



virusnak a betegség progresszidjaban jatszott szerepe vonatkozdsdban (Barnes és mtsai, 1988;
Munoz és mtsai, 1992; Baay és mtsai, 1997; Franco és mtsai, 1999; Ferenczy €és mtsai, 2003;
Chan és mtsai, 2005; Lukaszuk és mtsai, 2007).

A humén papillomavirusok a Papillomaviridae csaladba tartoz6, 8000 bazispart
magaban foglalé spirdlis, cirkuldris kettésszaldi DNS genomot tartalmazé, kb. 55 nm
atmérdji, kis virusok.

A HPV kiilonboz6 tipusai nagy affinitdssal és specificitassal fertdzik meg a boOr és
nyilkahdrtydk hamsejtjeit. Eletciklusukra jellemz8, hogy szaporodni csak a ham legfelsd
rétegeiben (stratum granulosum és stratum corneum) képesek.

A human papillomavirusok elsOsorban szexudlis érintkezéssel terjednek. Becslések szerint a
szexualisan aktiv nok 30-70%-a életiik soran HPV fert6zésen esik at (Bosch és mtsai, 2003;
Koénya, 2006). Azonban nemcsak szexudlis partnerek fertézhetik egymast, hanem a magzat a
sziildcsatornan valé dthaladds kozben is fert6zédhet. A HPV-6 vagy HPV-11 pozitiv anya
Ujsziilottjében gégepapillomatosis fejlddhet ki.

A HPV-nek napjainkban tobb mint szdz genotipusa ismert (Stoler és mtsai, 2000),
amelyek koziil tobb mint 30 a ndi genitélis régidban is kimutathaté (Dupuy és mtsai, 1999).
Koéroktani szempontbdl, azaz azt vizsgdlva, hogy a virusfertézés jelenlétével parhuzamosan
milyen valdszinlséggel szamithatunk cervix carcinoma kialakuldsdra, két csoportot
kiillonboztetiink meg: 1., Alacsony kockdzatii (6-, 11-, 42-, 43-, 44-es) és 2., Magas kockdzatu
(16-, 18-, 31-, 33-, 35-, 39-, 45-, 51-, 52-, 56-, 58-, 59-, és 68-as) HPV tipusokat. Molekularis
bioldgiai szempontbdl jellemzd a kiilonb6zo tipusi HPV infekcidkra, hogy mig alacsony
kockazatu virusfertozés esetén a virus DNS a gazdasejti genomtdl fiiggetleniil episzomaként
van jelen a sejtekben, addig magas kockdzati HPV fertézés esetén a virusfehérjék
expresszidjanak finom szabdlyozdsa sériilhet, amikor a virus DNS beépiil a gazdasejti
genomba vagy a virdlis promoter deléciot szenved (Veress és mtsai, 2001). A transzkripcids
kontroll megsziinésével a virus onkogén hatdsa szabadon érvényesiilhet. Ezen viselkedésiik
alapjan érthet6 meg a kiilonbozd virustipusok altal okozott infekcidk klinikai megjelenése is.
Az alacsony kockazati HPV-k jellemzden condyloma acuminatumban fordulnak eld, a magas
kockdzati HPV-k a méhnyak rdkmegel6z6 4allapotaiban (CIN I, II, III, CIS) és még
gyakrabban méhnyakrdkban (ICC) mutathatdk ki, a vizsgaléeljards érzékenységétdl bizonyos
mértékben fiiggden, de gyakorlatilag 100%-ban.

A human papillomavirusok onkogén hatdsa els6sorban a virus DNS E6 és E7 gének

altal kédolt, majd replikalodott, dn. ,korai fehérjék™ dtjan valdsul meg, amelyek a gazda-sejti



genom tumor szuppresszor génjeinek termékeivel, a p53 és pRb fehérjékkel komplexeket
képeznek, igy inaktivalva azok mitkodését.

Ugyanakkor nem minden magas kockdzati HPV fert6zés vezet cervix carcinoma
kialakulashoz. Ez csak akkor kovetkezik be — mai ismereteink szerint, - ha a virus-fertozés
perzisztal (Gallo és mtsai, 2003), és ott bizonyos kofaktorok hatdsdra szomatikus mutacié
torténik, majd génamplifikdcios 1€pések révén a folyamat a carcinogenesis tutjara 1ép, a sejt
immortalizdlodik.

A HPV fert6zések prevalencidja a foldrajzi hely és az életkor vonatkozdsdban
valtozatos eloszlast mutat. Ugyanakkor meghatarozéan fontos a HPV geografiai, etnikai és
kor szerinti megoszldsdnak ismerete az optimdlis és hatékony prevencids stratégidk
kidolgozasdhoz, akdr szlirés, akdr vakcinédcié céljabol. A magyarorszdgi HPV prevalenciardl
még napjainkban is csak kevés tanulmanybdl tdjékozodhatunk, viszont szamos adat szerint a
HPV okozta infekcié, mint a leggyakoribb STD veendd szamitdsba hazankban is. Mivel a
fert6zés gyakori, ugyanakkor a cervix carcinoma el6forduldsa relative ritkdbb (Hildesheim,
1994; Ho és mtsai, 1998), felvetddik annak a kérdése, hogy mikor indokolt pozitiv HPV lelet
esetén az un. magas kockdzati populédcidba sorolds, és mindez mennyiben emeli majd a
szlirés hatékonysdgat és a kiszlirt esetekben, mennyiben segiti a terdpids terv feldllitasat.
Szdmos szerzd sziikségesnek és koltség-hatékonynak tartja a HPV vizsgdlatok beillesztését a
»szekunder” szlirés gyakorlatdba, és felveti annak lehetdségét, hogy a primer szlirésben is
mérlegelni kellene szerepét (Kénya, 2006). Amennyiben indokolt a HPV tipizélds beépitése a
szlirés gyakorlatdba —amit egyre tobb adat tdmaszt ald-, annak mindenképpen meg kell
felelnie a szlird modszerekkel szemben tdmasztott kritériumoknak. Miutdn a klasszikus
méhnyakrdksziirési modszerek kiegészitésre keriilnek a HPV meghatarozds, majd -tipizdlas
révén (szekunder prevencio), redlis lehetdség vetddik fel a mdasik prevencids alternativa
(primer prevencid), a vakcinécid raciondlis tervezésére, a rendelkezésre all6 epidemioldgiai
adatokra alapozva.

Nagyszamu tanulmany értékeli tovabba az igazolt és kezelt méhnyakrdkban a HPV
prognosztikai szerepét. Nincsenek ugyanakkor egyértelmi adatok a primer tumor HPV tipusa

és a nyirokcsomok HPV statusza, mint prognosztikai faktorok tekintetében.



IRODALMI ATTEKINTES

A human papillomavirus infekcié frekvencia foldrajzi eloszlasa

A HPYV fertéz€s frekvencidjara vonatkozéan foldrészenként eltéré adatokat taldlunk, a
vizsgalt populacié kor- és etnikai csoportjai és egyéb kockdzati tényezOk szerint. (Becker és
mtsai, 1991; Hildesheim és mtsai, 1993; Wheeler és mtsai, 1993).

A kozép- és dél-amerikai orszdgokban magasabb HPV fertdzottségi mutatokat
jeleztek, mint Eur6pdban vagy Azsigban. Chilében 14,0- (Herrero és mtsai, 2000), Mexikéban
14,5- (Lazcano és mtsai, 2001), Costa Ricaban 16,5- (Herrero és mtsai, 2000), Kolumbidban
14,8%-0s (Molano és mtsai, 2002) HPV prevalenciat regisztraltak. Az eurépai orszagok koziil
Gorogorszagban 2,5- (Agorastos és mtsai, 2004), Spanyolorszagban 3,0- (Sanjose és mitsai,
2003), Hollandidban 4,6% (Jacobs és mtsai, 2000), az dzsiai orszagok koziil T4jfoldon 6,3-
(Sukvirach és mtsai, 2003), Vietnamban 10,9% (Pham és mtsai, 2003) virus-frekvenciat
jeleztek. Kirivéan magas, 59%-os HPV el6fordulasrél (Meulen és mtsai, 1992) szdmoltak be
Tanzaniabdl (Kelet-Afrika).

Sanjose és mtsai (2007) a Lancet-ben kozolték 10 év alatt sziiletett 78 tanulminy meta-
analizisét. Osszességében 157.879 né HPV prevalencids adatait dolgoztak fel, foldrészenként
elemezve az el6forduldsi adatokat, negativ citoldgia esetén. Afrikdban 22,1-, Kozép-
Amerikdban 20,4-, Eszak-Amerikdban 11,3-, Burépiban 8,1- és Azsidban 8,0% HPV
prevalenciat észleltek.

Kiilonleges szubpopuldcid, a HIV fertdzottek csoportjat tanulményozva Clifford és mtsai
(2006) 36,3%-0s HPV frekvencidrél szamoltak be, és ezek egyharmada (11,9%) kevert HPV
fert6zést hordozott. Magas kockézatd populacidt, a prostitudltakat vizsgalva Kubota és mtsai
(1999) 47,5%-0s HPV fert6zottséget €szleltek, szemben a kontroll csoport 5,3%-os adataval.
Egy ausztrdliai tanulmdnyban, melyben a bennsziilottek kozotti HPV eldforduldst kutattak,
42%-o0s prevalenciat diagnosztizdltak, és ez az el6fordulds az életkorral szignifikdnsan
csokkent (Bowden és mtsai, 1999).

A legjelentésebb adat a magyarorszagi HPV infekcié el6forduldsar6l Dedk és mtsai-nak
(1999) tanulmanya. Multicentrikus adatgytijtésiik sordn 17,4%-os HPV prevalenciat észleltek,
melybdl 3.95% LR-, 10,1% HR- és 3,4% kevert jellegli HPV infekci6é volt. A legmagasabb
HPV frekvenciat 17-22 éves kor kozott regisztraltak.



A HPYV fertozés prevalenciaja pozitiv citologiai eredmény és méhnyakrak esetén

A koros citoldgiai lelettel tarsultan — szemben az atlagpopulédciéval — joval nagyobb
HPV infekciés frekvencia mutathatd ki. Cseh szerzOk adatai szerint negativ citoldgiai
eredmény mellett 23%, LG-SIL esetén 53%, HG-SIL esetén 58%, mig ICC esetén 74%-os
HPV el6fordulast észleltek (Tachezy és mtsai, 1999). Indiai multicentrikus tanulmanyban ICC
esetén 75%, SIL esetén 18,8-25,7%, mig negativ citologia esetén 6,7-11,6% HPV frekvencia
volt kimutathaté (Laikangbam és mtsai, 2007). Adam és mtsai (2000) nagy beteganyagon
végzett tanulmanyukban, amelybe olyan pdacienseket vontak be, akiknél a SIL valamelyik
fokozatat taldltdk, 66%-os HPV infekcids ratat észleltek. Megerdsitették az életkor
eldrehaladtdval észlelhetd HPV infekcids prevalencia €s LGSIL gyakorisag szignifikédns
csokkenését és a HGSIL szignifikdns gyakoribb eléforduldsat. Chen és mtsai (2006)
ASCUS/AGUS esetén 38,3-, LG-SIL esetén 74,9-, HG-SIL esetén 84,3- és invaziv cervix
carcinoma esetén 100% fert6zési ratit regisztriltak. Clifford és mtsai (2005) LG-SIL esetén
Eurépdban 70-, Eszak-Amerikdban 80% HPV prevalencidt irtak le, és megjegyzik, hogy a
kiillonbség a LG-SIL definicié kiillonbségbdl is adédhat. Bao és mtsai (2007) tobb ezres
beteganyagon LG-SIL, HG-SIL és invaziv méhnyakrdk esetén 72,9-, 81,0- és 85,9%-ban ki
tudtadk mutatni a HPV infekci6t.

A HPYV infekcié tipus-specifikus megoszlasa és korrelacigja a szovettani elvaltozasok

tipusaval

A HPV tipusok gyakorisdg szerinti megoszlasat elemezve foldrészenként véltozo
adatokrol tdjékozodhatunk, de majdnem mindegyik tanulmény megegyezik a HPV-16 és -18
dominancidjdban. Bosch és mtsai (1995) felmérése szerint a HPV-16 felelés a HPV fertézések
50-60%-ért és a cervix carcinoma 50%-ért. Egy kinai tanulmdnyban a tipusok szerinti
gyakorisdgi sorrend: HPV-16, -18, -58, -33, -52, -45, -31 és -35, és a két leggyakoribb tipus, a
HPV-16 és -18 az esetek 66,9%-ban volt kimutathatd. (Bao és mtsai, 2007). Clifford és mtsai
(2003) meta-analizis értekezésiikben 10.058 ICC-s beteg HPV tipizélas adatait dolgoztak fel,
és az elofordulési gyakorisdgi sorrendet a kovetkezOben allapitottdk meg: HPV-16 (63%), -18
(14%), -45 (8%), -31 (1%) és -33 (5%). Megjegyzik ugyanakkor, hogy egyediil Azsidban
észlelték két mérsékelten gyakori eléforduldsu tipus viszonylag nagyobb infekcids ardnyit, és
ez a HPV-58 (6%) és -52 (4%) volt (Clifford és mtsai, 2003). Egy madsik meta-analizis
tanulmany szerint, melyben ICC (n=14.595) és HG-SIL (n=7.094) eseteket vizsgaltak, a
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frekvencia sorrend a kovetkezo volt: HPV-16, -18, -31, -33, -35, -45, -52 és -58 (Smith és
mtsai, 2007). A legmagasabb HPV-18 prevalenciat ICC esetén Indonézidbdl jelentették, ahol
ezt 39%-nak talaltdk, ugyanakkor HPV-16 tipust 44%, HPV-52-t 14%-ban regisztréaltak
(Schellekens és mtsai, 2004). ICC esetén Eur6péban, Eszak-Amerikdban és Ausztralidban 74-
77%-0s HPV-16/18 dominancidt észleltek, mig Afrikdban, Azsidban és Dél/Kozép-
Amerikdban ez 65-70%-nak adédott. Mexik6i munkacsoport negativ citologia mellett végzett
HPV tipizdlasokat, és HPV-16, -53, -31 és -18 gyakorisdgi sorrendet allapitottak meg
(Lazcano és mtsai, 2001).

ICC-ban szamos tanulmény vizsgélta a szovettani tipusok és a specidlis HPV tipus
kozotti korrelaciot. Elsoként Tase és mtsai (1988) és Wilczynski és mtsai (1988) irtdk le, majd
Bosch és mtsai (1995) megerdsitették a gyanuit, hogy adeno- vagy adenosquamosus
carcinoma szdvettani diagnozis esetén a HPV-18 szignifikdnsan gyakrabban fordul eld, mint
az egyébként a planocellularis cervix carcinomdban dominians HPV-16. Egy évtizeddel
késobb, észak-amerikai tanulmanyban ugyanezt a megéllapitdst tették, hangsilyozva, hogy
planocellularis carcinomdban szignifikansan gyakoribb el6fordulasu a HPV-16, -31, -52 és -

58 tipusok (Smith és mtsai, 2007).

A human papillomavirus fert6zés koreloszlasa

A HPV prevalencia korfiiggd (Melkert és mtsai, 1993; Herrero és mtsai, 1997; Sellors
és mtsai, 2000), ugyanakkor ez a virus— kiilondsen fiatal ndk esetén — mas STD-kel, igy
gyakran Chlamydia trachomatis-szal vagy Herpes simplex II-vel tarsultan fordul el6 (Sellors
és mtsai, 1992; Munoz és mtsai, 1996). Szamos keresztmetszeti tanulminyban vizsgéltak
normadl citol6gidji paciensek korében a HPV infekcié el6forduldsat. A szexudlisan aktivak
korében 20-40%-ban észleltek HPV fert6zést (Bauer és mtsai, 1993; Melkert és mtsai, 1993).
Tobb éves prospektiv klinikai vizsgélat sordn egyetemista lanyokat rendszeresen vizsgalva, a
kumulativ, 36 hénapos HPV incidenciat 43%-nak talaltdk (Ho és mtsai, 1998).

Bauer és mtsai (1993) negativ citolégiai eredmény mellett 17,7%-os HPV prevalenciat
észleltek, és kimutattdk a virusfert6zés szignifikans Osszefiiggését a fiatalabb életkorral és a
szexudlis partnerek szamdaval. Tovéabbi egyértelmii 6sszefiiggést taldltak az iskolai végzettség
alacsonyabb voltdval, a kevesebb jovedelemmel rendelkezdkkel, a szexudlis élet korai
kezdetével, az orédlis antikoncipiensek haszndlatdval és a dohdnyzdssal (Schiffman és mtsai,
1993; Remmink és mtsai, 1995). Tovabb bizonyitva a kiilonbozd egyéb kockazati tényezdk

szerepét Munoz és mtsai (1996) a HPV fert6zés legfontosabb kockdzati tényezdinek a
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szexudlis partnerek nagy szamadt, a rosszabb gazdasagi helyzetet és a fiatal korban elkezdett
nemi életet jelolték meg.

A HPV prevalencia csiics — a tanulmanyok zomében — a 20-30. életév kozott
észlelhetd, majd minden HPV tipus esetén linedris csokkenést mutat a kor elérehaladtdval
(Melkert és mtsai, 1993; Veress és mtsai, 1994, Munoz és mtsai, 1996; Sellors és mitsai,
2000).

A korral parhuzamosan észlelhetd linearis HPV prevalencia csokkenéssel szemben, Herrero
és Franceschi és mtsai (2000; 2006) Kozép-Amerikdban nemcsak a 25 éves, de az 55 éves
korcsoportban is egy-egy HPV prevalencia csucsot irtak le. Ezzel parhuzamosan a HG-SIL
prevalencidja is emelkedett a 30- és 65 éves korosztalyndl egyarant. Figyelembe véve a két
korcsoportndl is észlelhetd eléfordulasi csticsot, tin. U-alaka HPV prevalencia gorbét jeleztek.
A szamos ennek ellentmond¢é tanulmany megallapitdsait mérlegelve és figyelembe véve azt a
tényt, hogy a Herrero-féle vizsgdlat sordn a 65 év felettiek 41%-at kizartdk a tanulméanybdl,
arra kell gondolnunk, hogy a méasodik prevalencia csics csak melléktermék lehet, és nem
tikkrozi hilen az adott populaci6 HPV infekciés mutatoéit. Sellors és mtsai (2000) a Herrero
vizsgalat egyik interpretacids lehetdségének azt tartjdk, hogy a HPV infekcio latens formaban
id6és korban is megmaradhat, hasonléan a Herpes zooster-fertézéshez. Egyébként maga
Herrero és mtsai is felvetik annak a lehetdségét, hogy az irodalmi adatokkal merdben
szemben all6 eredményeik esetleg egy késObbi életkorban észlelhetod re-infekcionak tudhaték
be.

A HPV okozta elvaltozasok (condyloma acuminatum, CIN, cervix carcinoma) gyakoribb
eléfordulasa immunszupprimalt, transzplantalt betegeknél és HIV fert6zotteknél (Hankins €s
mtsai, 1999) erdsiti azt a hipotézist, hogy szdmos embernél a HPV fert6zés latens fert6zésként
id6sebb életkorban is jelen lehet.

Melkert és mtsai (1993) foglalkoztak eldszor a tranziens HPV fertdzés fogalmaval. Az
a tény, hogy a korral a HPV prevalencia forditott ardnyban valtozik, megerdsiti azt a kordbbi
feltételezést, hogy a fiatal korban észlelhetd6 HPV fertozések nagy része tranziens fertézés,
koszonhetden az immunrendszer feliigyelte HPV clearance-nek. Evander és mtsai (1995) a 35
év alatti korosztdlyban a HPV fert6zés regresszidjat (HPV clearance) 80%-nak talédltdk. Ezek
az adatok 6sszhangban vannak azzal a ténnyel, hogy a szexudlisan aktivabb ,huszonévesek”
korében nagyobb szdzalékban taldljuk meg e szexudlis tton 4tvihetd fert6zést. Ugyanakkor
felhivja a figyelmet arra, hogy a magasabb perzisztencia kockdzat miatt a 35 évnél

idésebbeknél el6fordulé HPV fert6zés esetén fokozott onkoldgiai éberségre van sziikség.
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Hasonl6 megfigyelést tettek mds szerzok is, akik megdllapitottdk, hogy annak a
valoszinlisége, hogy egy fiatal, szexudlisan aktiv n6 hordozza a HPV-t, igen nagy,
ugyanakkor a tobbségiik mintegy 1-2 év alatt virus-negativ lesz (Koutsky és mtsai, 1992; Ho
és mtsai, 1998). Ugyanakkor Hopman és mtsai (2000) azt a megfigyelésiiket kozolték, hogy a
perzisztal6 HPV infekcié mellett szignifikdnsan nagyobb a kockdzata annak, hogy koéros

citologiai és kolposzkopos leletiink sziilessen az elkdvetkezdkben.

A HPYV fertozés és az altala okozott CIN lehetséges kimenetele

Prospektiv, kohorsz vizsgilatokban a CIN elvaltozasok hdrom kimeneteli lehetOségét
irtdk le: (a) progresszid, (b) perzisztdlas €s (c) regresszid, melyek val6szinlisége a CIN
fokozatitdl is jelentdsen fiigg (Ostor és mtsai, 1993; Syrjanen és mtsai, 2000). Kliniko-
patolégiai vizsgalatok sora igazolta, hogy a human papillomavirus fert6zés kimenetele a CIN
elvaltozassal parhuzamosan véltozik (IARC, 1995; Bosch és mtsai, 2002). Ugyanakkor ismert
a HPV tipusoknak az a tulajdonsédga, hogy kiilonboz0 affinitdssal képesek cervix carcinomat
okozni. Mindezen tulajdonsdgainak koszonhetden a virus képes latens fert6zést okozni, amit
citolégiai vagy hisztologiai vizsgalat sordn nem észleliink (IARC, 1995; Syrjanen, 2000;
Bosch és mtsa, 2002). A virus latens formdban hosszu ideig jelen lehet, majd reaktivalodik
vagy spontdn elimindlédik (Ferenczy €s mtsai, 2003). Olyan jellemz6i a virus-fertézésnek,
mint a virdlis terheltség, feliilfert6zodés mas virus tipusokkal vagy a virus-clearance, nagyon
fontos, csak mostandban kozolt, igen fontos rizik6tényezi a méhnyak karcinogenezisének

(Franco és mtsai, 1999; Giuliano és mtsai, 2002).

A profilaxis legjobb médszere a vakcinacio

A HPV profilaktikus vakcindk napjainkban keriiltek forgalomba, amelyek koziil egyet az
egyesiilt-dllamokbeli FDA (Food and Drug Administration) is tdmogat. Torténelmileg a
vakcindk képviselik a legjobb megoldast a fert6zé betegségek megeldzésében, illetve
kezelésében. Randomizalt, kontrolldlt tanulmanyban 100% koriili hatékonysigat igazoltdk a
vakcindcidonak a perzisztilé HPV fert6zés megeldzésében és igy a méhnyak rdkmegel6zo
allapotainak kifejlddésében (Franco és mtsai, 2005). A kampdényszerti oltdsokkal kapcsolatban
szamos tényez0 tovabbi megfontolast kivan: a) Célszerli felmérni a HPV prevalencidt az adott
cél-populdciéban; b) Vizsgdlatot kivan a ritkdbb HPV tipusok incidencidjanak vizsgdlata,

melyek ellen a jelenleg forgalomban 1év6 vakcindk nem feltétleniil biztositanak védelmet; c)
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A tobbszoros fertézések esete mérlegelést igényel; d) Felvetddik széles korti vakcinacio
esetén a szlrOprogramok rendszerének megreforméldsa; e) Sziikségszerlinek tiinik a
tarsadalomi elfogadottsdg megnyerése egy a gyermekkorban ajanlott oltasra, mely a késdbbi
életkorban fenyegetd szexudlis fert6zéssel kapcsolatos; f) Természetesen felvetddik a koltség-
haszon kérdés is, vagyis egy draga oltéanyag haszonértékének Osszevetése a SIL és ICC

kezelési koltségeivel az adott orszdgban (Pereira és mtsai, 2007).

HPYV kimutatas méhnyakrakban és annak prognosztikai szerepe

A méhnyakrak prognosztikai faktorai jol ismertek: a tumor stddiuma; a beteg életkora
(klinikai paraméterek); az infiltracié mélysége, a tumor differenciéltsdga; a nyirokcsomodk
statusza (patoldgiai paraméterek). Ezek koziil a nyirokcsomdék tumor metasztizisa — mint
talan a legfontosabb faktor — az otéves tulélést mintegy 25-60%-kal csokkenti (Lukaszuk és
mtsai, 2007). Nincsenek ugyanakkor egyértelmili adatok a primer tumor HPV tipusa és a
nyirokcsomok HPV statusza, mint prognosztikai faktorok tekintetében. A PCR szenzitiv
diagnosztikai mddszerének koszonhetéen méhnyakrdk esetén gyakorlatilag 100%-ban
kimutathaté valamelyik HPV genotipus jelenléte a primer tumorban. Huang és mtsai (2004)
paraffinba dgyazott metszetekbdl — PCR-rel — a tumorok 98%-ban mutattdk ki a HPV-DNS-t.
Mis megfigyelések szerint a kiillonboz6é genotipusu HPV-k eltéré prognosztikai potencidlt
képviselnek méhnyakrakban (Barnes és mtsai, 1988; Walker és mtsai, 1989; Huang és mtsai,
2004).

Néhany genotipusrdl kimutatott, hogy fertdzésiikk esetén gyakoribb recidivdval és
metasztazissal lehet szdmolni, ezéltal rosszabb prognoézist jelentenek. Burger és mtsai (1996)
291 méhnyakrdkos beteg primer tumordbdl és nyirokcsomé prepardtumaibdl HPV tipizalast
végzett és 38,9 honap medidn nyomonkdvetés mellett megdllapitottdk, hogy a HPV-18
genotipus fiiggetlen prognosztikai faktornak tekinthetd, és fertozése esetén rosszabb
kimenetelre lehet szdmitani cervix carcinomdban. Az ezzel a genotipussal tarsultan észlelhetd
adenocarcinoma szovettani tipust is szignifikdnsnak taldlta. Az elmult években egyre tobb
tanulmany igazolta a HPV-18 fert6zéssel tarsultan jelentkez6 ,,agressziv’ méhnyakrak tipus
eléforduldasat (Lombard és mtsai, 1998; Schwartz €s mtsai, 2001), és ez a megfigyelés még
szignifikdnsabbnak adddott korai stddiumu rak esetén (1996; Schwartz és mtsai, 2001; Im és
mtsai, 2003). Molekuldr-bioldgiai kozlésekbdl tudjuk, hogy a HPV-18-nak 6tszor nagyobb
(Barbosa és mtsai, 1989), mas tanulmanyok szerint tizszer nagyobb (Villa és mtsai, 1991)

transzformdlé potencidlja mérhetd sejtkultirdkban, mint a HPV-16-nak, ugyanakkor a két
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genotipus E6 és E7 onkoprotein termékeit tekintve nincs kiilonbség az immortalizald
aktivitdsukban (Romanczuk és mtsai, 1991). Molekuléris biolégiai adatok mellett klinikai
tanulmdnyok is felhivtak a figyelmet a HPV-18 tipus specidlis szerepére a méhnyakrdk gyors
progresszidjaban. Osszehasonlitva a HPV-18 és —16 prevalencidjat a CIN kiilonb6zd
fokozataiban és invaziv méhnyakrdkban azt talaltdk, hogy mig a HPV-16 mindkét csoportban
nagy gyakorisdggal volt kimutathatd, addig a HPV-18 tipus inkdbb méhnyakrdk esetén,
ugyanakkor CIN esetében csak joval kisebb prevalenciét észleltek (Kalantari és mtsai, 1997;
Nindl és mtsai, 1999).

Im és mtsai (2003) 144 IB stadiumu cervix carcinomds beteg adatainak tanulméanyozésa soran
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy HPV-18 infekcié esetén a nyirokcsomd-metasztazis
valoszinlisége joval nagyobb (48%), mint nem HPV-18 fert6zés esetén (28%), €s az invaziod
mélysége is szignifikdnsan nagyobb volt az elsé csoportban. Ennek megfeleléen a HPV-18
csoportban kétszer nagyobb valdszinliséggel (33%) észleltek tumor recidivat, mint a masik
csoportban (16%). Mas szerzok nem taldltak 6sszefiiggést a HPV genotipus €s a talélés kozott
(Rose és mtsai, 1991; Chen és mtsai, 1994). Hagmar és mtsai (1995) HPV-18-, illetve HPV-
33 tipussal tarsult méhnyakrakban kedvezdtlenebb progndzisrdl szdmoltak be, mint mids HPV
tipusok esetén. Ugyanakkor Lai és mtsai (1999) HPV-58 infekcié esetén, illetve Huang és
mtsai (2004) HPV-31 infekcié esetén kedvezObb recidivamentes tdlélésrol szamoltak be
cervix carcinomds betegeknél.

A HPV-18 infekcidval tdrsult tumorokban az esetek zomében adenocarcinoma szdvettani
diagnozist allapitanak meg (Ikenberg és mtsai, 1994; Burger €s mtsai, 1996; Im és mitsai,
2003). Benedet és mtsai (2001) multivaridans analizis sordn észlelték, hogy sem
planocellularis carcinoma, sem pedig adenocarcinoma esetén, korai stddiumban nincs

szamottevo kiilonbség a tilélési adatokban.

A HPYV fertézés a nyirokcsomékban — lehetséges prognosztikai faktor

A HPV prognosztikai szerepét tovabb tanulmédnyozva, szdmos kozlés latott napvilagot,
igazolva, hogy a kismedencei nyirokcsomok HPV stiatuszanak is szerepe lehet a méhnyakrak
koérlefolydsaban. Lee és mtsai (2007) 57 radikdlis méheltavolitdson atesett beteg sentinel
nyirokcsomoiban a rutin hisztolégiai vizsgalat mellett HPV meghatarozast is végzett és a
betegeket ezutdn harom €évig nyomon kovették. Azt taldltdk, hogy a recidivélt betegek
mindannyian hordoztdk a HPV-DNS-t a nyirokcsomoéikban, ezdltal a HPV-negativitast a

nyirokcsomdkban negativ prediktiv tényezOnek tartottdk. Lukaszuk és mtsai (2007) 116 Piver
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II1. tipust radikélis hysterectomia soran, prospektiv vizsgdlatukban azt a megallapitast tették,
hogy a predilekciés nyirokcsomék HPV-pozitivitdsa, a tumor FIGO stidiuma és a primer
tumor mérete harom fiiggetlen prognosztikai paraméternek tekinthetd a betegek tilélésében €s
a mortalitdsi kockdzat vonatkozdsdban. Arra a konkldzidra jutottak, hogy a HPV-DNS
jelenléte a kismedencei nyirokcsomdkban a metasztdzis korai jelének tekintendd, és ezt a
prognosztikai faktort a kezelési terv felallitisa sordn maximadlisan figyelembe kell venni.
Kordbbi német tanulmanyban, nagy beteganyagon (n=223), hosszi nyomonkovetéssel (4,4
atlag év), retrospektiv vizsgdlat sordn megéllapitottdk, hogy a HPV genom jelenléte a
tumormentes nyirokcsomoékban korrelaciét mutat a tumor-metasztazis valdszintiségével (Pilch
és mtsai, 2001). Megjegyzik egyittal, hogy a HPV prognosztikai szerepének vizsgdlata
hasonld esetekben tovabbi vizsgdlatokat kivan.

A szakma a téma megitélésében megosztott, igy ezzel ellentétes vélemények is napvildgot
lattak. Holland munkacsoport — ugyan kis betegszdmon és HPV-16 infekci6é esetén — nem
taldlt Osszefiiggést a hisztopatoldgiailag tumormentes, de HPV-pozitiv nyirokcsomok és a
progndzis kozott (Baay és mtsai, 1997). Egy kinai tanulmanyban szintén HPV-16 fert6zés
esetén, azt taldltdk, hogy a primer tumorban mérhetd virdlis terheltséggel (,,viral load”)
egyenes aranyban észleltek HPV-DNS-t a kornyéki nyirokcsomékban (Chan és mtsai, 2005).
A munkacsoport hasonlé kovetkeztetést vont le a nyirokcsomok HPV stitusza és a progndzis
vonatkozdsdban, mint a Baay és mtsai (1997). Hazai szerzk 150 cervix carcinomds beteg
(tobbségiik eldrehaladott stddiumud! [FIGO ITA-IIIB]) szovet- és virusmintdit elemezve, arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a hisztoldgiai vizsgalattal igazolt metasztazisok jelenléte korrelal
a betegség rossz progndzisival, de a HPV-DNS jelenléte azt nem befolyésolja (Fiile és mtsai,

2006).

A HPV-DNS kimutatasara alkalmas modszerek

A HPV-DNS kimutatdsdra szamos diagnosztikai mddszert kidolgoztak. Kezdetben a
virusok szerkezetének megismerésével €s genomjuk klénozasdval specifikus jelolt nukleinsav
probdkat hoztak létre. Ezeket radioaktivan jelolték, majd ismeretlen nukleinsav mintdkhoz
hibridizaltak, igy pozitiv reakcié esetén a virus jelenlétét az adott mintdban igazoltdk. A blot
kifejezés a DNS izolélést, restrikciés endonukledzokkal torténd hasitast és agar6z gélen
torténd szétvalasztast kovetden nylon- vagy nitrocelluléz-alapu filterre vald atjuttatast takar
(Southern, 1975). A HPV-DNS hibridizaciéval (Southern-blot) torténd kimutatdsa azonban

igen munkaigényes és koltséges eljarasok. Igy a klinikai gyakorlati HPV diagnosztikdban nem
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terjedtek el. A dot blot hibridizacids eljarast HPV kimutatasban eldszor Shirasawa és mtsai
(1986) irtdk le. A filterhibridiziciés eljardsokkal egyidOben fejlesztették ki az in situ
hibridizdcios eljarast, ami a virust szoveti kornyezetében mutatja ki, altaldban fluoreszkélé
festékkel jelzett proba segitségével. A hibridizalds hatranya az, hogy nem eléggé érzékeny, és
alacsony virus kopiaszdm esetén a mddszer nem ad pozitiv reakciét. Ezzel szemben a PCR
igen szenzitiv modszernek bizonyult a HPV genom kimutatdséra is. Ezzel a mddszerrel mér
akdr 5-10 virusképia is kimutathat6. Tovabbi elOnye, hogy nemcsak friss szovetbdl, de
paraffinos metszetekbdl is (in situ mdédszer esetén is) ki lehet mutatni a virus DNS-t, igy
retrospektiv vizsgélatok sordn is sikerrel alkalmazhaté. Nagy fejlodést jelentett a kvantitativ
real time PCR rendszerek bevezetése, amely sordn a PCR amlifikdci6t hibridizalassal
kombindljdk, ami fluoreszcens jelet hoz l1étre, aminek erdssége a mintdban 1évo virus-DNS-sel
aranyos. Segitségével a virusok képiaszama egyszerlien és pontosan meghatarozhatd. A
modszerrel a szenzitivitds mellett a specificitast is fokozni lehetett. Tovabbi nagy varakozas
flizodott az in situ PCR bevezetéséhez (Nuovo és mtsai, 1991), ami a virusfertdzés
lokalizacigjat és kiterjedését is jelzi. Sajnos az eljards meglehetdsen nehézkes, igy a HPV
diagnosztikdban nem terjedt el. A consensus PCR-t kovetéen végzett restriction fragment
length polymorphism (RFLP) mddszert, majd azt kovetd nukleotid szekvendlast Bernard és
mtsai (1994) alkalmaztdk eldszor a HPV diagnosztikdban. Aztdn 1995-ben forgalomba keriilt
az in vitro alkalmazhaté Hybrid Capture teszt (Cox és mtsai, 1995), melynek szenzitivitdsat
CIN I és II 1ézioban 93%-nak taldltdk, szemben az ismételt citolégiai vizsgdlat 73%-aval.
Késobb ez a viszonylag egyszerl, jelamplifikacios elven alapulé HPV kimutatdsi médszer
mint HCT I, majd HC II (98% szenzitivitds) a legszélesebb korben elterjedt mddszer lett. Ma
az USA-ban a HC II az egyetlen az FDA 4dltal tdmogatott HPV diagnosztikai eljaras. Az
egyszerisége és koltséghatékonysdga mellett az sz6l a Hybrid Capture teszt, mint HPV
diagnosztikai modszer mellett — szemben a PCR-rel -, hogy az onkoldgiai szempontbol
jelentéktelen, minimdlis virusterheltséget nem jelzi, hiszen a jeler0sség a cut off érték alatti

(Lorincz és mtsai, 2002; Gravitt és mtsai, 2003; Schlecht és mtsai, 2003).
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CELKITUZESEK

A HPV meghatarozdsok helyét keresve a szlirési programban és a nyomonkdvetésben

protokollokat allitottunk fel, majd prospektiv és retrospektiv elemzéseket végeztiink.

A DEOEC Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdn 1997. januar és 2002. december
kozott az Osszes pozitiv kolposzkdpos és/vagy citoldgiai eredmény miatt kontroll vizsgdlaton
megjelent paciensnél HPV meghatarozast végeztiink. Ezt kovetden a betegeket rendszeres
tovabbi vizsgdlatokra rendeltiik, melynek sordn minden alkalommal ismételt HPV tesztet
végeztiink. A klinikai adatok és a viroldgiai vizsgdlatok eredményei alapjdn a kovetkezd
kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Kordbbi pozitiv (gyands) szilirési eredmény miatt visszarendelt piciensek korében
milyen az alacsony- és a magas kockazati HPV prevalencia?

* A kiilonb6z6 korcsoportokban milyen HPV el6fordulasi kiillonbségek regisztralhatok?

® A kor eldrehaladtaval milyen prevalencia valtozasok észlelhetok?

* A nyomonkovetés sordn miitétre nem keriilt betegeknél HPV clearance-t szamoltunk

és vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség az életkor fiiggvényében?

Egy masik tanulmanyunkban operébilis méhnyakrak miatt indikalt Wertheim miitétek
primer tumor és nyirokcsomé mintdiban kerestiik a HPV jelenlétét.
e Kivancsiak voltunk, van-e prognosztikai jelentdsége a szovettanilag negativ, de HPV-

pozitiv nyirokcsoméknak?

Harmadik tanulmanyunkban a szekunder sziirési programban felhasznélhaté Hybrid
Capture teszt HPV tipus-specificitisit PCR-RFLP mddszerrel értékeltiik.
o Azt vizsgdltuk, hogy a Hybrid Capture teszt, mint HPV diagnosztikai mddszer

megfelel-e a sziirési modszerek kritériumrendszerének?



18

BETEGEK ES MODSZEREK

Betegcsoportok

L A Debreceni Egyetem Sziilészeti és Nogyodgydszati Klinikdjan 1997. januér és 2002.
december kozott 3480 betegnél (medidn: 32.00 év, atlag: 34.00 év, SD: 10.56) a rutin
kolposzkopos és citoldgiai cervix carcinoma sziirést HPV meghatdrozassal egészitettiik ki.
Ezen péacienseknél a kordbbi vizsgédlatok sordn pozitiv kolposzképos leletet (Romai
klasszifikacio, 1990.: II-es csoport) és/vagy pozitiv citolégiai eredményt (The Bethesda
System, 1991.: Atypical Squamous Cell of Unknown Significance, ASCUS; Low Grade
Squamous Intraepithelial Lesion, LGSIL; High Grade Squamous Intraepithelial Lesion,
HGSIL, esetleg invaziv méhnyakrdk gyanuja) regisztraltunk.

A vizsgélatok klinikdnk ambulancidin ill. szakrendelésein torténtek.

Az onkocitolégiai mintavétel utdn kozvetleniil végeztiik el a nativ cervikdlis mintavételt a
Digene Hybrid Capture® (HCT) mintavevd kittjével, a 3%-os ecetsav haszndlatat igényld
kolposzképia eldtt. A minta gylijtése — a gyart6 ajdnldsa szerint — a cervix nyakcsatorndjabol,
a squamocolumnaris junctio teriiletébdl és az ectocervix esetleges gyanus elvaltozasdbol
tortént.

A virus-tipizdlasok a Debreceni Egyetem Orvos- ¢€s Egészségtudomanyi Centrum

Mikrobioldgiai Intézetének Virus Laboratériumdban torténtek.

11. A masik betegcsoportot a méhnyakrakos betegek korlefolydsanak kovetése sordn az a
1992. és 1993-ban hysterectomia radicalis-ra (Wertheim-miitétre) keriilt 47 beteg képezte,
HPV-tipus meghatédrozds is tortént a primer tumorbdl €s a kornyéki nyirokcsomokbol. A
méhnyak tumorbdl és nyirokcsomdkbdl szdrmazé biopszidk szarazjégben keriiltek az Orvosi
Mikrobiolégiai Intézetbe, ahol annak Virus Laborjdban torténtek a HPV meghatarozdsok.

Az akkori szakmai ajdnlasnak megfeleléen a miitétet kovetden csonkbiztositd intracavitalis
(400, 1700 és 1700 reu dozisokkal) és kiilsé mezokbdl végzett tele-kobalt sugarkezelést (20x2
Gy) alkalmaztunk (Miltényi, 1990), standard feltételek mellett. A kombindlt kezelést

kovetden a betegeket 3 havonta rendszeres kontroll vizsgalatokra rendeltiik vissza.
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111 A harmadik betegcsoportban a Sziilészeti és NOgyodgydszati Klinikdn kordbban
kolposzkdpos €s/vagy citoldgiai eltérés miatt szekunder sziirésen megjelent 570 betegnél a
HCT mintavevd kittjével a squamocolumnaris junctio-bol exfolidlt sejteket gyljtottiink. A
mintdkat -20 °C-on tdroltuk. A virus-meghatdrozasok az Orvosi Mikrobioldgiai Intézetben

torténtek.

HPYV genotipizdlds

L A 3480 beteget érintd tanulmédnyban hasznalt Digene Hybrid Capture® Tube Test
[HCT 1] (Digene Diagnostics, Inc., Beltsville, MD USA) olyan HPV-DNS folyadék
hibridizaciés médszer, amely szigndl amplifikdciés, kemilumineszcens detektdldsi modszert
haszndl fel. A HPV-DNS-t tartalmazé cervicalis mintdk hibridizdlédnak a specifikus HPV-
RNS-t tartalmaz6 koktéllal. Az igy létrejott DNS-RNS hibridek egy olyan kémcsd falahoz
kotédnek, amely anti-DNS-RNS monoklondlis ellenanyaggal van bevonva. Ezutdn a
preparatumhoz specifikus alkalikus foszfatazt tartalmazé ellananyagot, mint konjugatumot
adunk. Ezen alkalikus foszfatdz enzim szubsztratja jelamplifikdciés kemilumineszcens
mérésre alkalmas. A szubsztrit lehasitdsdval keletkezd fényemisszié relativ fényegységben
(relative light unit, RLU) — 10 pg/ml HPV-16 DNS pozitiv kontrollhoz viszonyitva (RLU/PC)
— luminométerben mérhetd. A fényemisszié mértéke a mintdban 1évd vagy hidnyzé6 HPV-
DNS-t jelzi. A ,,cut off” értéknél alacsonyabb érték a HPV-DNS hidnyéra, mig a ,,cut off”
értékkel megegyezd vagy magasabb fényegység a HPV-DNS jelenlétének intenzitdsira utal.
Ezen mdédszerrel (HCT 1) az anogenitélis régié 14 HPV tipusat lehet tipizdlni. [A legtjabb
tipus (HC II) mar 18 HPV tipus kimutatdsara alkalmas.] A vizsgalatok sordn két kombindns
RNS proéba keriilt alkalmazésra. Az ,,A” probdban az RNS az alacsony onkogenitasu torzsek
HPV 6/11/42/43/44 genomjaval, mig a kozepes €és magas onkogenitdsi torzsek HPV
16/18/31/33/35/45/51/52/56 genomjaval a ,,B” préba hibridizalodik.

Az 0sszes tanulmanyba keriilt betegnél a ,,B” probaval elvégeztiik a HR-HPV kimutatést, de
az ,,A” probaval torténd LR-HPV tesztet csak 2315esetben volt médunkban kivitelezni.

A kemilumineszcens meghatdrozdsok sordn kapott RLU/PC érték alapjan a HPV-DNS

fert0zottség intenzitdsat is mérni lehet.
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II.  Maisodik tanulminyunkban a primer tumorbdl és regiondlis nyirokcsomokbol a HPV-
stitusz meghatdrozdsat a Polymerase Chain Reaction (PCR) mddszerével végeztik. A
ndgyogydszati mitébol érkezd szarazjéggel gyorsfagyasztott mintdkbdl a DNS izoldlds a
nemzetkozi standardnak megfelelden tortént (DN-4z és proteindz emésztés, fenol-kloroform

extrakcid és etanol precipitacié). Béta-globin génspecifikus PCR-rel igazoltuk a minta human

DNS tartalmat. Az elsd 1épésben a minden mintdn (a biopszidkbdl izoldlt DNS 1 pg-jat)

alkalmazott ,,consensus primer” (csoportspecifikus) PCR amplifikdlta a HPV-6, -11, -16, -18,
-31, -33, -52 és -58 tipusok L1 ORF (open reading frame) mintegy 250 bazispar (bp) régidjat,
azt 40 ciklusban, automata ,thermal cycler” segitségével végezve. Az egyes ciklusok
jellemzo6i: 1,5 perc 95 °C, 1,5 perc 48 °C és 2 perc 70 °C. Az amplifikdlt produktum
tipizdlasara Dde I, Hae III és Pst 1, illetve sziikség szerint Rsa I és Xba I restrikcids enzimek
keriiltek felhaszndldsra. A ,,consensus primer” éltal nem amplifikdl6dott mintdk esetén tipus-
specifikus primerekkel végeztiink amplifikdciét (Evander és mtsai, 1991). A primerek
tervezése a HPV-16 és -18 tipusok E7 ORF-jei 200 és 310 bp-t tartalmazé régiénak megfeleld
volt. Az alkalmazott 30 ciklus hdmérsékleti és id6tartam jellemzdi: 1 perc 95 °C, 1,5 perc 55
°C és 1,5 perc 72 °C. Minden PCR amplifikdcié kontrollja megtortént huméan DNS, mint
negativ és pozitiv kontroll felhaszndldsdval (Yosikava és mtsai, 1991; Czeglédy és mitsai,
1994).

A nyirokcsomdkban a HPV-18 E6 mRNS transzkripteket reverz transzkripciét kovetd PCR-
rel (RT-PCR) mutattuk ki.

Ill.  Harmadik tanulményunkban a cervikdlis mintdkat els6 1épésben HCT-vel teszteltiik. A
hibridizaciés moddszerrel pozitiv esetekben PCR amplifikdcié tortént. A gyorsfagyasztott
mintdk felolvasztasat kovetden a DNS izolédlasat végeztiik el, majd pCO3 és pCO4 primereket
hasznédlva Béta-globin génspecifikus PCR-t alkalmaztunk (Saiki és mtsai, 1985). 16 esetben
az amplifikécié nem sikertilt, ezeket kizdrtuk a tovabbi tanulmanybdl. Az amplifikdciét MY09
és MY 11 consensus primerekkel végeztiik el, 40 ciklusban (Manos és mtsai, 1989). A PCR
elegy lathatéva tételét PolyAcrylamid (5%; acrylamid/bisacrylamid ardany 50:1) Gél
Elektroforézist (PAGE) kovetden eziist-festéssel kiviteleztiik. Ezt kovetden a PCR termékek
tipizdlasara Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) mddszert hasznaltunk. Alul,
BamHI, Ddel, Haelll, HinfI és Pstl restrikcios enzimek keriiltek felhasznalasra (Bernard és
mtsai, 1994). Az egyszeri PCR restrikciés fragmentumainak elektroforézisét 2%-os agar6z

gélen végeztiik és a tobbszoros fertdzést PAGE-val igazoltuk.
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Eredmények interpretdldsa, statisztikai analizis

L Az epidemioldgiai tanulmédnyban résztvevo betegeket hat korcsopotba (<25 éves, 26-
34 éves, 35-44 éves, 45-54 éves, 55-64 éves és >64 éves) soroltuk, majd a HR- és LR-HPV
fertozotteket kilon-kiulon tablazatban feltuntetve, a HPV frekvenciat %-ban abrazoltuk. A
frekvencidkat dsszevetve esélyhdnyadost €s 95%-os konfidencia intervallumot szdmoltunk. A
statisztikai analizist az SPSS szoftverrel végeztiik.

Azokat a HR-HPV pozitiv betegeket (n=433), akinél nem tortént szdvettani vizsgdlat vagy
nem vesztek el a nyomonkovetésbdl, hathavonta kontrolldltuk és ismételt HPV tipizaldsokat
végeztiink, HPV clearance meghatdrozdsa céljabol. A clearance 1d6t gy kalkulaltuk, hogy
figyelembe vettiik a tanulmanyba keriilés idejét és az els6 negativ HPV teszt idejét. Un. ,havi
HPV clearance ardny”’-t szdmoltunk, melynek sordn az wutolsé vizit HPV-negativ
esetszamanak (betegeknek) és az 6sszes nyomon kovetett n6-hénapnak hanyadosét vettiik, és
szézalékban abrazoltuk (Syrjanen és mtsai, 2005). A clearance eredményeket korcsoportok

szerint és a kiinduldsi citolégiai eredményeknek megfelelden dbrazoltuk.

11. A 47 Wertheim-miitéten atesett beteg koziil kiragadott 4 beteg adatait kiilon

tablazatban nem abrazoltuk. Kortorténeti adataikat a szovegben ismertetjiik.

111 A HCT eredmények kontrollja PCR-RFLP tanulmdnyunkban a gyors RFLP
értékeléshez szerkesztettiink egy 1-2-4 kodokat hasznal6 két oszlopos pontrendszert. Az 1-2-
4- ¢értékeld rendszer sziikségtelenné tette a restrikciés fragmentek hosszdnak pontos
meghatdrozasat. A kodolés alapjaul az szolgdlt, hogy a MY09-MY 11 fragmentum hasadt-e a
kiilonbozo restrikcidos enzimek hatdsara vagy sem. (Példaul: a HPV-33 hasadt a Ddel, HINfI
és Pstl hatdsdra, de nem hasadt az Alul, BamHI vagy Haelll esetén. Tehdt a pontszadm:
O0x1awn + 0X2@amun + 1X4maen = 4, illetve 0X1(gaenny + 1X2Hinm + 1X4psny = 6). Ezdltal a
legtobb HPV tipusnak egyéni pontszdma lett, de az azonos pontszdmu tipusok kozott az
alapjdn tettiink kiilonbséget, hogy melyik enzim hatdsara alakult ki a legnagyobb kiilonbség a
fragmentumok hosszdban. (Példaul: A HPV-18 és -45 is 64 pontot kapott, de

megkiilonboztethetjiik ket a Ddel fragmentumaik alapjan.)
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Ezt kovetéen a HCT és PCR-RFLP eredményeinek Gsszevetését abrazoltuk. A kettds pozitiv
mintdk RFLP és HCT jel eredményei kozotti korreldciét ugy jelenitettiik meg, hogy a
hibridizacios minta relativ lumineszcencidja €s harom pozitiv kontroll replikatum atlag relativ
lumineszcencidjanak hanyadosat vettiik, majd az elsd helyen a HR-, a masodikon az LR-préba

elegyeket szerepeltettiik.
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EREDMENYEK

I HPYV prevalecia pozitiv kolposzképos és/vagy citolégia eredményii pacienseknél

A kolposzképos és/vagy citologiai eltérés miatt vizsgalt 3480 péaciensnél 1222 esetben
(35,1%) észleltink HPV fertdzést a Hybrid Capture mddszerrel. Ezen beliil az alacsony
kockézata fert6zés szinguldris eléforduldsat 91 esetben (2,6%), a magas kockézatd infekciét
1072 esetben (30,8%), mig a kétféle fertdzés egyiittes eléforduldsat 59 esetben (1,7%)
regisztraltuk.

Az egyidejiileg tobb HPV tipus 4ltal okozott fertdzésben szenveddk kvantitativ
mutatok alapjdn végzett csoportositidsit €s ezek megoszldsat tanulminyozva azt észleltiik,
hogy Osszesen 150 esetben alacsony kockdzati HPV infekcidt sikeriilt igazolnunk (12,3%).
Az ennek a fertézésnek megfeleld klinikai eltérést, a condyloma acuminatum-ot csak 38
esetben (25,3%) regisztriltuk, tehdt az esetek hiaromnegyed részében a fertdzés latensen
zajlott a vizsgalt idOpontban.

Magas kockdzati human papillomavirus fert6zést osszesen 1131 esetben (32,5%) észleltiink.

A tanulmédnyba keriilt paciensek életkorat tanulmédnyozva, azt taldltuk, hogy a
legfiatalabb 16, a legidésebb 72 éves volt (medidn: 32,00 év, dtlag: 34,00 év, SD: 10,56), és
tobb mint 90%-uk a 20 és 50 év kozotti korosztalybol keriilt ki. A HR-HPV fertdzottek
medidn életkora 29,00 év volt (atlag: 31,36 év, SD: 9,21); tobbségiik (68%) 20 és 35 év

kozotti, tehat fertilis kora (1. abra).
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1. abra A HR-HPV pozitiv betegek kormegoszlasa
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A LR-HPYV infekciét hordozdok 74%-a a 35 év alatti korosztalybdl keriilt ki. A median életkor
26,50 év (atlag: 29,97 év, SD: 10,06), amely adat a HR-HPV fert6zotteknél fiatalabb
korosztalyt jelent (2. 4bra).

900 830

Estszam (n)

Korcsoportok (év)

‘I:I LR-HPV pozitiv B Osszes beteg ‘

2. abra A LR-HPV pozitiv betegek kormegoszlasa

Nem meglepd a 35 év alattiak magas részaranya mindkét HPV tipusu fertdzésben, hiszen egy
szexudlis kontaktus utjan terjedd virusfertdzésrol van szo, és a szexualitds szempontjabol ez a
korosztaly a legaktivabb.

A két fert6zott csoport kozotti eléforduldsi valoszinliséget figyelembe véve a magas
kockdzati HPV infekcié nagyobb valészintiséggel fordult eld, mint az alacsony kockézatd
(p<0,001), fiiggetleniil az életkortol.

A tanulményban résztvevod betegeket hat korcsopotba sorolva és a HR- és LR-HPV
fertozotteket kiillon-kiilon tdblazatban feltiintetve azt taldltuk, hogy mindkét HPV tipusu
infekcid esetén a kor elérehaladtaval a HPV prevalecia csokken.

A magas kockézatd virust hordozok esetén statisztikailag szignifikdans prevalencia csokkenés
volt észlelhetd 34 (2. csoport) és 44 (3. csoport) év felett (p<0,001), mig az iddsebb
korcsoportokban (4., 5. és 6. csoport) ez a kiillonbség nem volt szignifikdns. Megjegyzendd
ugyanakkor, hogy az idsebb korosztdlyndl is jelentds szdmban észleltiink HPV fert6zést (19

%, illetve 8 %), mely incidencia €s prevalencia eseteket is jelenthet (1. tdblazat).
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Korcsoport Esetszdm Prevalencia h;?lsyé;(}i;s Statisztikai
(év) HPV- HPV- (%) Erték 95 % konf. intervall. szignifikancia

pozitiv negativ p-érték

1. <25 273 410 40 1

2. 25-34 497 778 39 0,96 0,79-1,16 0,669

3. 3544 247 634 28 0,59 0,47-0,72 <0,001

4. 45-54 101 433 19 0,35 0,27-0,46 <0,001

5.  55-64 14 67 17 0,31 0,17-0,57 <0,05

6. 64< 2 24 8 0,13 0,03-0,53 <0,05

1. Tablazat A HR-HPV frekvencia a kiilonb6z6 korcsoportokban

Bér az alacsony kockazati HPV infekci6 esetén is prevalencia csokkenést észleltiink a

magasabb életkorral, de ez az esés hamarabb; a 25. és a 34. év utdn kovetkezett be (1. és 2.

csoport). Ez a korai prevalencia esés azt eredményezte, hogy az idOsebb életkorban a

perzisztal6 HPV fert6zés elenyészd szamban regisztralhat6 (2. tdblazat).

Korcsoport Esetszdm Prevalencia Esély-hényados Statisztikai
(év) HPV- HPV- (%) Erték 95 % konf. intervall. szignifikancia
pozitiv negativ p-érték

1. <25 49 396 11 1,00

2. 25-34 58 772 7 0,61 0,41-0,91 0,011

3. 35-44 18 592 3 0,25 0,14-0,43 0,001

4. 45-54 18 342 5 0,43 0,24-0,74 <0,05

5. 55-64 2 50 4 0,32 0,08-1,37 0,717

6. 64< 0 18 0 NA NA NA

2. Tablazat A LR-HPV frekvencia a kiilonb6z6 korcsoportokban
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A 3. tdblazat 433 HR-HPV pozitiv paciens nyomonkovetési és HPV clearance adatait
mutatja be, korcsoportonként. Azt taldltuk, hogy az idOsebb korcsoportokban a virus-
clearance ritkabban volt észlelhetd, bar ez a “havi clearance ardany” kiilonbség a mellékelt
citolégiai eredmények €s életkor viszonylatdban nem volt szignifikdns. A HG-SIL esetén a
clearance arany nem volt szamolhato, hiszen ezek a betegek — a szakma szabdlyai szerint -

miutétes kezelésre keriiltek.

Citoldgia Korcsoportok (év)
1. 2. 3. 4. 5.+6.
<25 25-34 35-44 45-54 55<
HR-HPV pozitiv / &sszes (n) 61/273 51/497 18/247 4/101 1/16
Negativ "Nyomonkévetett (n) 58 41 9 1 0
“Havi clearance ardny 58/1193 41/602 9/144 1/31 0/0
(%) (4,86) (6,81) (6,25) (3,22) 0)
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HR-HPV pozitiv / &sszes (n) 92/273 114/497 68/247 30/101 6/16
ASCUS bNyomonkb'vetett (n) 71 75 17 4 1
“Havi clearance ardny 71/1563 75/1185 17/325 4/49 1714
(%) 4.54) (6,33) (5,23) (8,18) (7,14)
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HR-HPV pozitiv / 6sszes (n) 105/273 199/497 82/247 38/101 6/16
LG-SIL bNyomonktjvetett (n) 67 82 4 2 1
“Havi clearance ardny 67/1611 82/1357 4/80 2/33 1724
(%) (4,16) (6,04) (5,00) (6,06) (4,17)
HR-HPV pozitiv / &sszes (n) 15/273 133/497 79/247 29/101 2/16
HG-SIL bNyomonkb'vetett (n) 0 0 0 0 0
“Havi clearance ardany - - - - -
(%) - - - - -

3. tablazat HPV clearance aranyok és a "havi clearance arany" a HR-HPV pozitiv betegek 6t korcsoportjaban
“ Citolégiai eredmény a tanulmdanyba keriiléskor

A miitéti terdpidra keriilt és a nyomonkovetésbél kiesett pacinsek kizardsra keriiltek

‘HR-HPV clearance esetek (nyomonkovetett betegek) / Gsszes nyomonkovetett hénap (%)
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I1. A HPV-pozitiv nyirokcsomék prognosztikai szerepe

Az operdbilis cervix carcinoma-s betegek 4tlagéletkora 41,4 (21-59) év volt. Erdekes
koreloszlas kiilonbséget figyeltiink meg a kiilonbozé leggyakoribb HPV tipusok kozott: a
HPV-18 betegcsoportban, - dsszevetve a HPV-16 fertdzottekkel, ami 43,7 (27-59) volt -jéval
alacsonyabb, 33,5 (21-56) atlagos életkort regisztraltunk.

A 47 beteg koziil négy esetében — mindannyian HPV-18 pozitivak voltak - igen korai
recidivat és rovid tulélést észleltink. Ennek a négy fulmindns kimenetelii betegnek a
prediszpoziciés anamnesztikus adatait tanulmanyozva azt észleltiik, hogy mindannyian az tn.
magas kockdzati csoportba tartoztak, melynek jellemzo6i voltak: korai életkorban elkezdett
nemi élet, promiszkuitds, gyakori hiivelygyulladdsok, kérdéses higiéné, nOgydgyészati
raksziiréstdl tdvolmaradas, ugyanakkor egyikiik sem dohdnyzott.

A négy méhnyakrakos betegbdl harom a fiatal korosztidlyhoz tartozott (21, 33 és 35
évesek), egyikilk menopausiban 1évé 56 éves volt. A posztoperativ hisztolégiai stddium
megerdsitette a preoperativot: 2 esetben FIGO Ib (a 35 és 56 éves), két esetben Ila stddiumot
(a 21 és 33 éves) allapitott meg. A miitéti prepardtum szovettani lelete a harom fiatal esetében
alacsonyan differencidlt (G 3) carcinoma planocellulare, mig az idésebb beteg esetében
kozepesen differencidlt (G 2) adenocarcinoma volt, mind a négy primer tumor mérete 1 és 2
cm kozotti. A nyirokcsom6  prepardtumokban szOvettani metasztazist csak az
adenocarcinoma-s esetben észleltek, ugyanakkor mind a négy betegnél - a primer tumoron
kiviil — a nyirokcsomoékban kimutathaté volt a HPV-18 jelenléte! A 21, 33, 35 és 56 éves
betegnél igen korai recidivat (7, 7, 17 és 22 hoénappal a miitétet kovetden, a
retroperitoneumban a fiatal pacienseknél, illetve egy esetben a hiivelycsonkban) és gyors

progressziot, majd exitus letalis-t észleltiink. A regisztralt tilélés 9, 10, 21 és 24 honap voltak.

ITI. A HCT teszt klinikai alkalmazhatosaganak vizsgalata HPV infekcioban

Az 570 cervikalis mintabdl 145 volt pozitiv a HCT teszttel, ebbdl 15 LR-HPV pozitiv
(,,A” préba), 102 HR-HPV pozitiv (,,B” préba) és 12 esetben kettés (LR+HR-HPV pozitiv)
fert6zést mutattunk ki. (16 esetet kizartunk a tanulméanybol, mert ezek a késdbbiekben nem
amplifikdlodtak a Béta-globin primerekkel. A PCR detektalisi mddszeriink két feltételnek
felelt meg: 1.) Nem moddositotta a HCT eredményét, mivel a PCR-hez sziikséges DNS-t csak
a hibridizaciés mddszert kovetden nyertiik ki. 2.) A hibridizaciét €s a polimeraz lancreakciét

ugyanazon mintan végeztiik el, igy a mdédszerek dsszehasonlithatéak.
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A nem-denaturdléd6 PAGE hasznélataval a kozel azonos hosszisagi PCR termékek

(449-458 bp) elektroforetikus mobilitdsa is nagymértékben eltér, a kiillonbozd nukleotid-

szekvencia miatt igy a kevert fertdzések ugyanolyan jol vizsgdlhatéak, mint a szinguldrisok.

A PCR termékek tipizdlasiara az RFLP mddszert valasztottuk. Az 1-2-4- értékeld

rendszer sziikségtelenné tette a restrikcidés fragmentek hosszdnak pontos meghatirozasat, a

nem-denaturdlé PAGE-val valé kombinédcié pedig lehetové tette, hogy a tobbszoros

fertozésekben az 0sszes koinfekcios HPV-t kimutassuk. Ezzel a modszerrel tripla-infekciot is

igazolni tudtunk, amelyet egy hoénappal késébb ugyanazon beteg masik mintdjabdl

"oz

megerosi

tettiink.
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68

54,70
LVX82, MM7
CP141,L1AE1,LVX160
44

6,55, MM8
57

34,35

33

31

72, CP4173, LVX100
1S039, MM4, L1AE2
53

73, MM9
52,56

39, 58

67, CP8061
40

CP6108

18, 45

13, 64

51y

42

32

66

Haelll
Alul
Ddel
Pstl

Ddel

Pstl
Pstl
Hinfl

Ddel
Ddel

HPV-11: 217, 124, 108 ill. (HPV-43: 331, 124)°

HPV-54: 172, 167, 113 ill. HPV-70: 296, 159

HPV-6:382 il. HPV-55:112,111,85 ill. HPV-MMS8:220,142,90

HPV-34: 253, 179 ill. HPV-35: 426

HPV-1S039:243,212 ilL. HPV-MM4:288,167 il. HPV-L1AE2:223,192

HPV-52: 419, ill. HPV-56: 246, 203
HPV-39: 330, 125, ill. HPV-58: 216, 207
HPV-67: 234, 215, ill. HPV-CP8061: 346, 106

HPV-18: 432, ill. HPV-45: 324, 131
HPV-13: 326, ill. HPV-64: 211, 151, 87

“ A, 1-2-4 k6d az Alul, BamHI és Ddel enzim emésztés alapjan
b B, 1-2-4 kéd a Haelll, Hinfl és Pst] enzim emésztés alapjan

¢ Val6szintileg nem amplifikdlédott a médositatlan MY09-MY 11 primer parral

—Nem kiilonithet el a hat restrikci6s enzim hatdséra, tekintettel egyforma vagy nagyon hasonlé

restrikcids fragmentum hosszukra

4. tablazat Az MY09-MY 11 fragmentumok RFLP tipizdlasi pontrendszere
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A HCT teszt eredmények — amelyek csak az alacsony kockdzatd- (,,A”) vagy csak a
magas kockazati (,,B”) probdkkal reagéltak — teljesen megegyeztek a PCR-RFLP mddszer

eredményeivel (4. tablazat).

A 102 HCT HR-HPV pozitiv mintabdl 13 esetben tobbszoros fertdzést igazoltunk, de

az Osszes koinfekciés HPV a magas kockézatd csoportba tartozott.

Tovéabbi egyéb magas kockdzatd papillomavirus tipusokat mutattunk ki, melyeknek
megfelelé probaelegyeket a HCT nem tartalmazott. Igy igazoltunk szingularis HPV-53 (két
esetben), HPV-58 (két esetben), HPV-66 (harom esetben), HPV-MM4 és HPV-CP8304
tipusu infekcidkat is. Ezek a tipusok valdszinlileg kereszt-hibridizdlédtak néhdany HR
probaval. Ezek kozott az u) tipusok kozott szerepelt a HPV-58, aminek megfeleld tipus-
specifikus probdt mar tartalmaz az 4j generdciés Hybrid Capture teszt (HC II). Ugyan nem
tudjuk a hibridizaciés médszer detektdldsi érzékenységét ezen 1j tipusokra, de az ezek 4ltal
okozott fertdzés valdszinlileg kimutatdsra keriilt az elsé generacids teszttel is. [Peyton és
mtsai (1998) tanulmdnyunk idején szamoltak be a HC II 4j HPV tipusokat (HPV-53, -66, -67,
-73, -CP6108 és —CP8061) kimutaté eredményeirdl. Ezen tipusok koziil a HPV-53-mal és -
66-tal a HCT I magas kockazatd prébai is hibridizalédnak. |

A 12 HCT dupla-pozitiv (,,A és B”) mintabol a PCR-RFLP csak két esetben igazolta a
LR- és HR-HPV egyiittes jelenlétét, és a tobbi tobbszordsen fertdzott mintdban — egy
kivételével — csak magas kockazati HPV-t igazolt (5.tdblazat).

A LR- és HR-HPV-k szimultdn kimutatdsdnak hidnya ezekben a mintdkban nem a
modszeriink rovéasara irhaté fel, hiszen az érzékeny eziistfestés konnyen kimutatja a
tobbszoros PCR savokat is, még akkor is, ha szdzszoros kiilonbség van az illetd target

szekvencidk képiaszdmaban.
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PCR-RFLP eredmény A HCT mintdk HPV eredményei
LR- HR-
pozitiv Kettds pozitivitds pozitiv
LR-HPYV szinguldrisan
HPV-6 11 1
HPV-11 3
HPV-44 1

HR-HPV szinguldrisan

HPV-16 3 46
HPV-18 1 6
HPV-31 2 10
HPV-33 5
HPV-35 2
HPV-45 2
HPV-52 6
HPV-56 3
Egyéb HPV-tipusok 1° 9°
Tobbszords HPV fertézés 4° 13¢
Osszesen 15 12 102
a HPV-62

b HPV-53, -58, -66, -MM4 és -CP8304

c HPV-6/16, -6/45, -16/31 és -16/52

d HPV-18/33, -18/58, -31/35, -33/35, -52/56, -16/31(hiarom mintdban kimutatva),
-16/33 (harom mintdban kimutatva), -31/56/CPLVL1 (két egymdst kovetd mintdban
kimutatva, amelyek egy honap eltéréssel ugyanattdl a betegtdl szdrmaztak)

5. tablazat A HCT és RFLP eredmények kozotti korreldcio vizsgalata

Miutan megéllapitottuk, hogy a PCR-RFLP tipizal6 mddszer megbizhatd, ujrateszteltiik a
mintdkat a HCT teszttel, amivel lehetséges a fals-pozitiv HCT mintdk kizardsa (Schiffman és
mtsai, 1995). A 13 mintdb6l 12 ismét hibridizdlédott mind az alacsony-, mind a magas
kockézata probakkal.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a hibridizacids jel er0sségének jelentOségét (szignifikancidjat),
amit a minta lumineszcencidja és harom pozitiv kontroll atlag lumineszcencidjanak ardnya
fejez ki minden teszt sorozatban (Ferenczy és mtsai, 1996). Ahol a HR-jel (,,B”) erdsebb volt,
mint a LR-jel (,,A”), ott domindléan magas kockézati fert6zés volt jelen, ellenben abban a
harom esetben, ahol az LR-HPV is kimutatasra keriilt, ott minden esetben a LR-jel (,,A”)
erdsebb volt, mint a HR- (,,B”) (6. tablazat). Erdekes modon, egy Uj tipus, a HPV-62 is jelen

volt egy domindléan LR pozitiv mintdban.



Minta szam PCR-RFLP-vel kimutatott Hibridizacids jel”
HPV-tipusok
24 6 10,0>1,8
61 6, 16 3,7>1,3
191 6, 45 159,6>1,8
488 62 24,4>4,1
17 16 6,7<7,0
116 16 2,4<22.4
257 16 38,8<201,9
34 16, 31 26,9<192,2
492 16, 52 61,3<81,4
411 18 12,8<83,5
271 31 1,7<37,1
368 31 2,5<180,4

* A minta relativ lumineszcencidja és harom pozitiv kontroll replikdtum dtlag
relativ lumineszcencidjanak hdnyadosa. Az els6 helyen a HR-, a médsodikon
a LR- préba elegyek szerepelnek.

6. tablazat A kettds pozitiv mintdk RFLP és HCT hibridizécios jel eredményei

kozotti korrelacié vizsgalata
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Az 4j HPV tipusok (HPV-53, -58, -62, -66, -CP8304 és —-MM4) RFLP tipizalt eredményeit

szekvendldssal igazoltuk. A MY09-MY11 amplimereket klonoztuk, szekvendltuk és a

megfeleld referencia HPV tipusokhoz igazitottuk. Az elsé négy klon szekvendldsa két irdnyba

tortént. Mivel a szekvencidk nagy része a kétirdnyd mddszernél atfedést mutatott, ezért a tobbi

klénon egyirdnyu szekvenaldst hajtottunk végre. A homoldgia mértéke a referencia

szekvencidkhoz képest 96-100% volt. Az amplifikdcié a Taq polimerdzzal tortént, a néhdny

nukleotidnyi kiilonbség észlelhetd volt a klonok és a referencia szekvencidk kozott,

amplifikdciés hibabdl addddéan. Ez azonban nem befolydsolta a PCR-RFLP tipizalds

eredményeinek igazolasat.
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MEGBESZELES

Tanulmanyunk els6 részében Eszak-kelet Magyarorszdg régiéban, nagy populdcids
anyagon, pozitiv kolposzképos és/vagy citoldgiai eredmény mellett mértiik fel HPV infekci6
prevalencidjat. A klinikai epidemioldgiai munkdnk sordn észlelt 35,1%-os HPV fertdzés
frekvencia az eurdpai régiobol kozolt adatokkal kozel megegyezd (Tachezy €s mtsai, 1999;
Kornya és mtsai, 2002). Természetesen ezek a magas fertdzottséget mutaté adatok egy
»primer” szlirésen kolposzkdpos és citologiai vizsgalat sordn pozitivnak itélt szubpopulacio
mutat6i. Hasonlé HPV frekvencidkat csak a magas kockazatd populédcidk, igy egyetemistak
(Bauer és mtsai, 1991), elzart kozosségek (Bowden és mtsai, 1999) és legmagasabb mutatékat
a prostitudltak korében (Kubota és mtsai, 1999) észleltek.

A HR-HPYV infekcié nagyobb valészintiséggel fordult eld, mint a LR-HPV fert6zés (p<0,001).
Megerdsitettilk a magyar és nemzetkozi irodalomban kozolt azon megfigyelést (Dedk és
mtsai, 1999; Van den Brule és mtsai, 1991; Melkert és mtsai, 1993; Sellors és mtsai, 2000),
miszerint a HPV prevalencia a kor el6rehaladtaval linedrisan csokken. A HPV infekcidnak
mind az alacsony, mind pedig a magas kockdzati csoportban megfigyelhetd 20-35 év kozotti
halmozdéddsa indirekt bizonyitéknak tekinthetd abban a vonatkozdsban, hogy valéban
szexudlis uton terjedd infekcidval (STD) dllunk szemben, ugyanis a szexualitds szempontjabol
ez a korosztély a legaktivabb (Holmes és mtsai, 2004).

Sajat tanulmanyunkban a prevalencia csokkenés a HR-HPV esetén a 35. és a 45. év utdn
szignifikdnsnak bizonyult. Megjegyzend6 ugyanakkor, hogy a linedris frekvencia csokkenés
ellenére, az iddsebb korcsoportok esetén is relative magas fertdzottség észlelhetd (17% és
8%), bizonyitva a HPV-DNS perzisztalasra val6 hajlamét. Ezek az adatok is megerdsitik azt
az ajanlast, hogy a ndgyogydszati raksziirést (méhnyakrdk sziirést) a szexudlis élet
megkezdését kovetden 1-2 évvel el kell kezdeni, és 65 éves korig érdemes rendszeresen
végezni.

A LR-HPV esetén hamarabb kovetkezett be a szignifikdns prevalencia csokkenés (a 25. és 35.
év utan), és ezt kovetden csak elenyészd szazalékban fordul eld.

Osszegezve tanulminyunk végsd megfigyelését, azt mondhatjuk, hogy nagy szamdi
beteganyag kiilonb6z0 szintli cervicalis epithelialis elvéltozésa esetén a HR-HPV fert6zés
esetén a virus-perzisztalas esélye nagyobb, mint a LR-HPV esetén. Ennek a viruscsoportnak
ez a fontos tulajdonsdga lehet az egyik felelds az onkogenitasukért.

A kordbbi irodalmi megfigyeléseken tilmutatd, a gyakorlatban felhasznalhaté kovetkeztetés,

hogy az iddsebb életkorban perzisztdld6 HPV infekciét hordozokat magas kockézatd
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populécidnak kell tekinteniink az esetleg késdbbiekben kialakulé méhnyakrdk szempontjabol.
Ezzel szemben az a megfigyelés, hogy a HPV fert6zés eloforduldsi gyakorisdga az életkorral
forditott ardnyban valtozik, azt jelzi, hogy a fiatal életkorban észlelhetd HPV infekcidk igen
nagy része tranziens fert6zés, igy onkoldgiai jelentdsége kisebb. Ugyanakkor kiilénos
jelentdsséggel bir az a tény, hogy becslések szerint a szexudlisan aktiv nék 70%-a élete soran
HPYV fert6zésen esik at (Bosch és mtsai, 2003).

Célszerlinek latszik ezért az elsddleges szlirési modszerek (kolposzképia €s citologia)
pozitivitidsa esetén, a masodik 1épcsOben a HPV statusz meghatarozasa. Csak igy allithat6 fel
individudlis kezelési vagy nyomonkovetési terv. Negativ primer szlirési eredmények esetén is
felvetddik a sziikségessége bizonyos 1dokozonként a HPV tipizédlasnak. Ezzel a kiegészitod
vizsgalattal is fokozhaté a szlirés effektivitdsa. A citologiai vizsgalatot kovetd mésodlagos
HPV sziiréssel Ratnam és mtsai (2000) is igazoltdk, hogy magas szenzitivitassal
azonosithatok a potencidlis kockdzattal birdé paciensek. Dillner é€s mtsai (2001) ugyanakkor
megjegyzik, hogy nem ismert a negativ citologiai eredmény és HPV teszt késObbiekre
vonatkoz¢6 ,,védettséget” biztositd hatdsa. Ferenczy és mtsa (2002) — utalva a negativ HPV
eredmény jelentdoségére - kijelentették, hogy negativ HPV teszt és sorozat negativ citoldgiai
(2-3x) eredmény esetén, 5-10 éven beliil nem alakulhat ki CIN III vagy ICC, amennyiben a n6
szexudlis partnert nem valt. Megjegyzik egyuttal, hogy negativ citolégia, de perzisztald
pozitiv HR-HPV lelet esetén hamarosan szamithatunk pozitiv onkocitoldgiai eredményre, igy

ezt tartjdk a bizonyos magas kockézati populdcionak.

A méhnyakrdk korlefolyasanak prognézisa tekintetében taldn a legfontosabb tényezd a
nyirokcsomoé-metasztazisok jelenléte (Burger és mtsai, 1996; Huang és mtsai, 2003). Ezt a
témakort tanulmanyozando, terjesztettiik ki vizsgalatainkat a cervix carcinomads betegek mutét
soran eltavolitott nyirokcsoméinak HPV stitusz meghatarozédsara. 47 operalt paciens adatait
feldolgozva azt észleltik, hogy a szOvettanilag metasztazis-mentes, de a predilekcids
nyirokcsomékban HPV-DNS-t hordozé (a primer tumorral megegyezd HPV stituszi) betegek
korlefolydsa hasonldéan fulmindnsnak bizonyult, mint a hisztolégiailag mar tumoros
nyirokcsomdju betegek esetében. Négy pdciensnél -, akik mind a primer tumor, mind a
nyirokcsomdk vonatkozdsaban HPV-18 pozitivak voltak, bar harméjukndl tumormentes
nyirokcsomoét észleltiink — korai recidivét és a korai stddiumnak nem megfeleld kedvezdtlen
prognozist, rovid tilélést regisztraltunk.

A fentiek alapjan folmeriil annak a lehetdsége, hogy a HPV-specifikus nukleinsavak a

metasztatizacié szenzitiv indikdtorai. Vizsgalataink sordn észleltiik tovabba, hogy a HPV-18
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tipus konzekvensen a kedvezdtlenebb prognosztikai csoportban fordult eld, ezért azt
gondoljuk, hogy ez a tipusi HPV infekcio jelenléte is rossz prognosztikai jelnek tekintendo a
mar kialakult méhnyakrik esetén. Lee és mtsai (2007) és Lukaszuk és mtsai (2007) is azon az
allasponton vannak, hogy a nyirokcsomék HPV statuszanak igenis jelentésége van a betegség
kimenetelében. Hangstlyozzdk, hogy predilekciés nyirokcsomok HPV-pozitivitdsa
ugyanolyan fiiggetlen prognosztikai paraméternek tekintheté a betegek tilélésében és a
mortalitdsi kockdzat vonatkozdsdban, mint a primer tumor mérete és a FIGO stadium.
Mindezeket figyelembe véve, arra a konklizidra jutottak, hogy a HPV-DNS jelenléte a
kismedencei nyirokcsomdékban a metasztazis korai jelének tekintendd, és ezt a prognosztikai
faktort a kezelési terv feldllitdsa sordn maximalisan figyelembe kell venni. Ezt a véleményt
tobb kordabban publikdlt tanulméany is osztja (Walker és mtsai, 1989; Rose és mtsai, 1995;
Schwartz és mtsai, 2001).

Baay és mtsai (1997) nem taldltak korrel4cidt a kismedencei nyirokcsomék HPV stitusza és a
tumormetasztazis-képzés kozott. Felvetve annak a lehetOségét, hogy a kiilonb6z6 HPV
tipusok prognosztikai potencidlja nem azonos méhnyakrakban, a holland munkacsoport (Baay
és mtsai, 2007) HPV-16 infekcié esetén vonta le fenti megdllapitdsait. Tovabb erdsitve a
HPV-16 infekcié HPV-18-t6l eltérd viselkedését, kinai tanulmdnyban megerdsitették Baay és
mtsai-nak (1997) megéllapitasait. Chan és mtsai (2005) a primer tumorban mérhetd virdlis
terheltséggel (,viral load”) egyenes ardnyban észleltek HPV-DNS-t a kornyéki
nyirokcsomdkban €s éppen ezért nem tekintik prognosztikai tényezdnek.

A HPV-18 fertdz€s rossz progndzisdnak magyardzatat nem ismerjiilk méhnyakrakban. Tobb
molekuldris tedria sziiletett: (a) nagyobb integracids potencidl; (b) fokozott E7 foszforilacids
képesség (Stoler €s mtsai, 1992; Park és mtsai, 1997). A HPV-18 tarsult tumorokban rovidebb
pre-klinikai kimutathatésdgi szakaszt igazoltak, és gyorsabb progressziét a kiilonb6z6
stilyossdgi CIN-ek kozott, majd az ICC-ba (Kurman és mtsai, 1988). Ujabban Woodman és
mtsai (2003) azon megfigyelésiiket kozolt€k, hogy az ilyen esetekben észlehetd rovidebb
rakmegel6z0 stidiumok nem a HPV-18 fertdzés agresszivebb hatdsdnak tudhat6 be, hanem az
altaluk okozott kevésbé stlyos citoldgiai eltérésnek koszonhetd.

A fenti, sokszor egymadsnak ellentmond6 adatokbdl is l4thatd, hogy a tumormentes
nyirokcsomdékban kimutathat6 HPV-DNS prognosztikai szerepe nem egyértelmd.
Ugyanakkor mégiscsak azt a kovetkeztetést kell levonnunk, hogy korai stddiumu
méhnyakrdkban, kiilonosen HPV-18 fert6zéssel tarsulva, a HPV genom jelenlétét a
hisztopatoldgiai vizsgalattal negativ kismedencei nyirokcsomoékban igenis a metasztazis korai

jelének kell tekinteni, és ezek a betegek ennek megfeleléen kezelendok.
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Szamos megfigyelés igazolta azt a feltételezést, hogy a rutin ndgydgydszati szlirésen
kiemelt  pdciensek  szekunder  szlirésében/nyomonkovetésében a  hagyomdanyos
méhnyakrdksziirés sordn alkalmazott kolposzképos és citologiai vizsgalatot indokolt
kiegésziteni HPV vizsgalattal (Schneider €s mtsai, 2000; Gravitt és mtsai, 2005). A cervicalis
intraepithelialis neoplasia-k sziirésére €s diagnosztikdjara alkalmazott metodikdk nem
alkalmazhaték a HPV diagnosztika sordn, ezért egy olyan a HPV-DNS kimutatdsara alkalmas
teszt iranti igény vetddott fel, mely megfeleld¢ taldlati biztonsdgot nyujt, ugyanakkor
gazdasdgos és rutinvizsgdlatok sordn egyszerlien alkalmazhat6. Mindezek szellemében
vizsgaltuk a HCT teljesitOképességét, kiilonds tekintettel a hatdresetekre. A magas
szenzitivitasu és specificitdsi HCT (I) teszttel 14 HPV tipust lehet meghatdrozni (a HC II-vel
18-at) és ez a mddszer egyértelmiien megkiilonbozteti a leggyakrabban el6fordulé alacsony-
és magas kockdzati tipusokat. Az djonnan azonositott HPV tipusok egyre novekvd szdma
felveti annak a lehet8ségét, hogy a HCT teszt ezen Uj tipusokkal keresztreakciét ad, zavarva
az eredmények interpretalasat.

A PCR-RFLP és szekvendlds mddszerekkel megerdsitve megéllapithatjuk, hogy a HCT teszt
megfelelé diagnosztikus moddszert biztosit az alacsony és magas kockdzati HPV tipusok
egyértelmii megkiilonboztetésére, ezaltal a méhnyakrdk kialakuldsa szempontjabdl alacsony
és magas kockdzati populacié elkiilonitésére. A kettds pozitiv (LR és HR) esetek
vizsgalatunk szerint a magas onkogenitdsd csoportba sorolanddak €s természetesen klinikailag
is az ezzel a csoporttal azonos megitélést igényelnek. Jelen tanulmanyunk is megerdsitette a
szoros korreldciét a pozitiv kolposzkopos lelet és SIL citoldgiai eredmény, illetve a magas
kockézata HPV fert6zés kozott, fiiggetleniil attdl, hogy éppen kettds infekciordl van szo, tehat
alacsony kockdzatd virustipus is jelen van. Ezt a megfigyelésiinket nemzetkozi irodalmi
adatok is megerdsitik (Schiffman és mtsai, 1995).

Mindezen megadllapitdsainkat alatdmasztottuk a PCR-RFLP mddszerrel, melynek soran csak
egyetlen esetben taldltunk olyan ellentmond6 eredményt, amikor egy a HCT alapjan dupla-
pozitiv mintdb6l nem tudtuk a HR-HPV-t kimutatni. Vizsgélataink alapjan igy a HCT tipus-
specificitasa 128/129, tehat 99,2%-nak bizonyult.

Felvetddik annak a kérdése, hogy a HPV tipizdlas sordn indokolt-e az infekciés HPV
genotipusdnak pontos ismerete. Elméleti és gyakorlati tapasztalataink azt igazoljdk, hogy
ennek csak a vakcinélds ellendrzésében €s a miitét utani kontroll vizsgdlatokban lehet szerepe.
A jelenleg forgalomban 1€vé (quadrivalens és bivalens) vakcindk alapvetden a legnagyobb

onkoldgiai kockdzatot hordozé HPV-16 és -18 dltal okozott fertézések megeldzését szolgaljak
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(Frazer, 2004). A vakcindlds széleskorii bevezetésétdl azt reméljiik, hogy ezek a virusok
okozta CIN-ek és ICC-k eldforduldsa jelentosen csokken. Ugyanakkor felvetddik annak a
lehetdsége, hogy a ,,megiiresedd” okoldgiai pozicidt egy masik, jelenleg még alig elterjedt
magas kockazatu tipus veszi at. A CIN kiilonbozd stddiumai miatt végzett méhnyak miitétek
sikerességét a posztoperativ negativ citoldgiai €és HPV teszt eredmények igazoljak (Hernadi és
mtsai, 2005). A miitét utani negativ HPV eredmény rezidudlis CIN ellen sz4l, ezzel szemben a
pozitiv teszt dvatossagra int, a késObbiekben recidivald cervicalis dysplasia lehetOségét veti
fel. Amennyiben pontos HPV genotipus meghatarozas tortént a miitét eldtt és utdn, és azok
kiillonbozdek, ugy az is rezidudlis folyamat ellen szol.

Megfigyeléseinket Osszefoglalva megallapithatd, hogy a HCT teszt egy a szekunder sziirési
program gyakorlatdban konnyen és megbizhatéan alkalmazhaté mddszer a magas kockazatu

populécié kiemelésére.
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OSSZEFOGLALAS

Pozitiv kolposzkdpos és/vagy citoldgiai eredményli betegeknél vizsgiltuk az alacsony- és magas
kockdzata HPV fert6zés prevalencidjat, prospektiv klinikai epidemioldgiai tanulmédnyban. A 3480
paciensnél 1222 esetben (35,1%) észleltiink HPV fert6zést a Hybrid Capture médszerrel. Ezen beliil a
LR-fert8zés szinguldris el6forduldsat 91 esetben (2,6%), a HR-infekciét 1072 esetben (30,8%), mig a
kétféle fertdzés egyiittes eléforduldsat 59 esetben (1,7%) regisztraltuk. A HR-HPV fert6zottek medidn
életkora 29,00 év, a LR-HPV infekciét hordozoké 26,50 év volt. A magas kockdzati HPV infekcid
nagyobb valdszinliséggel fordult eld, mint az alacsony kockdzatu (p<0,001), fiiggetleniil az életkortol.
Megerdsitettiik azt az irodalomban is k6zolt tényt, hogy mind a HR-, mind a LR-HPV prevalencia a
kor eldrehaladtdval csokken. A HR-HPV fert6zés esetén statisztikailag szignifikdns prevalencia
csokkenés volt észlelhetd 34 és 44 év felett (p<0,001). Ugyanakkor az id6sebb korosztdlynal is
jelentdés szamban észleltink HPV fertézést (19 %, illetve 8 %). A LR-HPV infekci6é esetén a
prevalencia csokkenés hamarabb kovetkezett be (25 és 34 év utdn), de az idGsebb életkorban a
perzisztdld HPV fert6zés csak elenyészd szdmban regisztrdlhatd. 433 HR-HPV pozitiv péciens
nyomonkdvetési és HPV clearance adatait elemezve, kideriilt, hogy az idésebb korcsoportokban a
virus-clearance ritkdbban volt észlelhetd, de ez a “havi clearance ardny” kiilonbség a citoldgiai
eredmények és életkor viszonylatdban nem volt szignifikans.

A HPV prognosztikai szerepét tanulmdnyozva méhnyakrakban, 47 operdabilis cervix carcinomds
betegnél (atlagéletkor: 41,4 [21-59] év) a radikdlis méheltavolitds sordn PCR-rel HPV tipizalast
végeztliink a primer tumorbdl és a kismedencei nyirokcsomokbdl. A betegek tovabbi kortorténeti
adatait tanulményozva négy esetében igen korai recidivat és rovid tilélést észleltiink. A nyirokcsom6
prepardtumokban, mind a négy esetben a primer tumorral megegyezd HPV-18 jelenlétét mutattuk ki,
ugyanakkor szovettani metasztdzist csak egyetlen betegnél dllapitottunk meg. A fentiek alapjan
folmeriil annak a lehetdsége, hogy a HPV-specifikus nukleinsavak a metasztatizacidé szenzitiv
indikatorai.

A klinikai gyakorlatban elterjedt HCT I. HPV tipus-specificitdsat értékeltiik 570 cervikdlis mintabdl
PCR (MY09-My11)-RFLP mddszerével. A kontroll médszer megerdsitette a HCT eredményeit
szinguldris fert6zés esetén (15 minta LR-HPV pozitiv, 102 minta HR-HPV pozitiv), ugyanakkor a
HCT-vel dupla-pozitiv mintdkbol PCR-RFLP-vel csak egyetlen esetben nem tudtuk a HR-HPV-t
kimutatni. Vizsgalataink alapjan 1igy a HCT tipus-specificitisa 99,2%-nak bizonyult.
Megfigyeléseinket dsszefoglalva megéllapithatd, hogy a HCT teszt egy a szekunder sziirési program
gyakorlatdban konnyen és megbizhatéan alkalmazhaté moddszer a magas kockazatd populdcid

kiemelésére.
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EPIDEMIOLOGY AND IMPORTANCE OF PROGNOSIS
OF HUMAN PAPILLOMA VIRUS INFECTIONS

In a prospective clinical epidemiological study, the prevalence of low and high-risk HPV infections
was examined in patients with positive colposcopic and/or cytological findings. Using the Hybrid
Capture Technique among the 3480 patients in the study, we could detect HPV infection in 1222 cases
(35.1%). Single prevalence of LR and HR infection, and the combination of the two were found in 91
cases (2.6%) and 1072 cases (30.8%), and 59 patients (1.7%), respectively. The median age of women
with HR-HPV infection was 29.00 years, while the carriers of LR-HPV infection were 26.5 years of
median age. The likelihood of high-risk HPV infection was higher compared to the low-risk one
(p<0.001), independently of age. We could also confirm the fact in the literature that both HR- and
LR-HPV prevalence decreased by age. Statistically significant decrease in prevalence was noted in
patients over 34 and 44 years of age in HR-HPV infections (p<0.001). At the same time, however,
high incidence of HR-HPV infection was also found among the elderly (19% and 8%, respectively). A
decrease in prevalence came earlier in LR-HPV infections (after 25 and 34 years of age) but HPV-
infection persisting into old age could be registered in a negligible number of cases. Analyzing the
follow-up and HPV-clearance data of the 433 patients found positive for HR-HPV, we could see that
virus clearance was rarer in the older age group, but the differences in monthly clearance-rates were
not significant as far as the cytological findings and the patients’ age were considered.

Studying the prognostics role of HPV in cervical cancer, in the 47 patients in the sample with operable
cervical carcinoma (mean age 41.1 [21-59] years) the primary tumor and lymph nodes of the pelvis
were used to perform HPV-typing via PCR after radical hysterectomy. Studying the patients’ history
further, early recidivation and short survival were found in 4 patients. In the lymph node preparations,
the presence of HPV-18 coinciding with the primary tumor was found in each of the 4 cases, but,
histologically, metastasis could only be detected in one patient. Based on the above, it might be
hypothesized that HPV-specific nucleic acids act as sensitive indicators of metastasis development.
We evaluated the HCT 1. HPV-specificity (widely used in clinical practice) in 570 cervical samples
applying PCR (MY09-My11)-RFPL technique. The control technique confirmed the HCT results in
cases of single infection (15 and 102 samples positive for LR-HPV and HR-HPV). At the same time,
however, in double positive samples by HCT we failed to detect HR-HPV using PCR-RFLP in one
case only. Based on our investigations, the type specificity of HCT was found to be 99.2%. Summing
up our observations we can conclude that the HCT test is an easy and safe method to use in a

secondary screening program to highlight the population at high risk.
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érdekeit mindenkor szem el6tt tarté munkara hivta fel a figyelmemet.

Lampé Laszlo, els6 intézetvezetd professzorom megtanitott a méltosagteljes
orvoslasra, emberi €s szakmai tanacsainak sokat koszonhetek.

Koszonetet mondok Borsos Antal és Toth Zoltan professzor uraknak, akik lehetdvé
tették szdmomra, hogy intézetikben magas szintli tudomdnyos és gyakorlati munkat
végezzek.

Ko6szonom Koénya Jézsef tanér trnak, Czeglédy Judit tanarndnek, Széke Krisztina és
Szarka Krisztina adjunktusoknak és a viroldgiai labor 0Osszes munkatarsanak, hogy
interdiszciplindris kutatdsaim odaado segitdi voltak.

Koszonom a NOgyogyaszati Onkoldgiai Tansz€k minden volt és jelenlegi
munkatdrsdnak, hogy munkdmat mindenkor segitették és tamogattak.

Kiilon koszonetet mondok a Citoldgiai Labor minden munkatarsdnak, hogy értékes
munkdjukkal hozz4djarultak az adatgyiijtéseimhez.

Végiil, de elsOsorban szeretnék koszonetet mondani csalddomnak; sziileimnek,
feleségemnek és gyermekeimnek, hogy ndégydgydszati palyafutdsom mindenkori tdmogat6i
voltak és elnézésiiket kérem, hogy azt az 1ddt, amit elméleti és gyakorlati képzésemre

forditottam, nem toltottem veliik.
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