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A mikroorganizmusok altal okozott fertdézések tobbsége akut médon zajlik le és
a gazdaszervezet-korokozo kapcsolat teljes megszlinésével ér véget, a
gazdaszervezet vagy eradikdlja a korokozot vagy elpusztul téle. Minden
gazdaszervezetnek vannak olyan korokozoi, amelyek perzisztens fertézéseket
képesek kialakitani. A perzisztalas akkor all fenn hosszi ideig, ha a
gazdaszervezet karosodasa csak olyan mértékii, hogy a gazdaszervezet a sajat
biologiai funkcioit el tudja latni. Az elhuzodd, larvalt lefolydsnak a veszélye
¢éppen abban rejlik, hogy a szervezeti karosoddsok kumulalodhatnak, ami
megbetegedés lassu, de biztos progresszidjaval jar egyiitt. Mire a progredidlo
folyamatok eredményeképpen a megbetegedés teljesen manifesztalodik, a
szervezet tartalékai, kompenzal6 €s kontrollal6 mechanizmusai mar rendszerint
kimeriilnek, ami a sikeres orvosi kezel€s esélyét erdsen csokkenti.

A koérokozd szaporodasi tendencidja alapjan a perzisztens fert6zés Iehet
kronikus lefolyast, lehet latens fertdzés idonkénti reaktivacidval vagy lehet
lassuvirus fertozés. A kronikussa valo fert6zés rendszerint akutan kezdodik,
koérokozo szaporodéasa eldébb felfut, majd a szervezeti védekezés €s a belsd
kornyezetbdl fakado korlatok miatt csokkenni kezd, de a szervezet nem képes
teljesen eradikalni a korokozot. A szervezet és a korokozo kozott patologias
egyensulyi allapot jon létre, a korokozé szaporodasa hosszu tdvon mérsékelten
egyenletes vagy enyhén fokozddo. A gazdaszervezet sorsa attol fiigg, hogy
milyen mértékig és mennyi ideig képes kompenzalni a korokozd szaporodésabol
ered0 karosodasokat. A latens fert6zés is az akut szakasz utan szokott
kialakulni, a kérokozé itt sem tlinik el a szervezetbdl, hanem inaktiv allapotban
megbujik arra alkalmas sejtben vagy képletben, a mikroorganizmus szaporodéasa
ledll. Amig inaktiv allapotban van, nem okoz tovabbi kdrosodast, azaz latens
allapotban a fertdzés nem befolyasolja a szervezet egészségi allapotat. A latens
fertozés reaktivacioja valdsziniliségi esemény, amely részben a koérokozo sajat
mindségi €s mennyiségi tulajdonsagaibol adodik, részben olyan, a kérokozotol
fiiggetlen koriilmények hatdrozzdk meg, mint a gazdaszervezet altalanos
allapota, immunstatusza, tarsfertézések jelenléte. A reaktivaloédott fertdzés
lefolyas szempontjabol akut fellangolasnak felel meg, amely utan a fert6zés
ismét inaktiv allapotba keriil. A lasstvirus fertdzést a korokozd és az altala
okozott degenerativ kdrosodasok alattomos, monoton mennyiségi ndvekedése
jellemzi.
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Korokozo szerep, korfolyamati szerep

A mindennapi orvosi gyakorlatban természetesnek vessziik, hogy adott betegbol
kimutatott, jol ismert mikroorganizmust a betegség korokozdjanak tekintsiink.
Az egyes fertdzd betegségek korokozdinak ismerete mogott korabbi tudomanyos
igényli megfigyelések, elemzések allnak. Mikroorganizmusok koérokozo
szerepének elsé formalis igazolasa Robert Koch nevéhez flizédik. A klasszikus
Koch posztulatumok vizsgélatdit a mikroorganizmusok tobb tulajdonsdga is
akadalyozhatja. Tenyésztéssel nem vagy nehezen izolalhatdé mikroorganizmus
esetében ugyaniigy nem alkalmazhatd, mint fogékony allatmodell hianyaban. A
perzisztens fertézésekbdl a korlatozott vagy ideiglenesen sziineteld szaporodas
miatt még az egyébként igénytelen mikroorganizmusok is nehezebben
izolalhatok. Fogékony allatmodellben végezhetd vizsgalatra még kisebb az
esély, mivel a perzisztens fertdzésekre jellemzO patologias gazda-kérokozod
egyensulyt fenntartd6 mechanizmusok mas gazdafajban mas 0Osszetételben
varhatok, ami a folyamat més kimenetelét eredményezi.

A mikroorganizmus teljes egészében torténd izolalasaval kozel egyenértékii a
mikroorganizmus egyes esszencialis komponenseinek kimutatdsa. A fogékony
allatmodell helyett kozelitd megoldast jelentenek a jol kontrollalt klinikai
megfigyelések, nyomon kovetések. A mikroorganizmusok jellegzetes
esszencialis alkotorészeinek a kimutatasa kiilonboz6 molekularis vizsgald
eljarasokkal végezhetd. Ezen vizsgald moddszerek széles korli elterjedése
lehetdvé tette a molekularis Koch posztulatumokként elnevezett feltételrendszer
megalkotasat.

1. 4 mikroorganizmus halmozoddsa megbetegedettekben. A
megbetegedettekben és az egészségesekben megfigyelt prevalencia (eléfordulési
arany) szokott lényegesen kiilonbozik. Az epidemiologiai tanulmany tipusatol
fliggden az Osszefliggés erdsségét relativ kockdzattal vagy esélyhanyadossal
szoktak Kifejezni. A mikroorganizmus és a betegség kapcsolatara utalhat az is,
ha a beteg szervekben a vizsgalt mikroorganizmus Iényegesen nagyobb
mennyiségben mutathaté ki, mint az egészségesekben. Az utobbi esetben a
mikroorganizmus dozishatasanak kimutatasa torténik.

2. A mikroorganizmus és a megbetegedés idobeli viszonya. Az 1. pontban vazolt
kapcsolat a betegség és korokozo kozott még nem ad valaszt arra, hogy a valos
koroki tényezOt azonositottuk vagy a betegség hajlamosit a vizsgalt fertézésre
vagy a kettd kozott nem kozvetlen kapcsolat van, hanem egy kozds, még
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altalunk nem ismert harmadik tényezd segiti el6 mind a betegség, mind a
fert6zés kialakulasat. A koroki szerep idébeni feltétele teljesiil, ha a jelenleg
egészséges populacioban a korokozod vagy egyedi antigénje, nukleinsav
szekvencidja alapjdan meg lehet josolni, hogy kik vannak kitéve fokozott
betegségkockazatnak a jovOben.

3. Reverzibilitas. A  gyoégyulds vagy eredményes terapia utdn a
mikroorganizmus prevalencidja vagy a fert6z6 csiraszam (virusoknal
kdpiaszam) lényegesen csokken. Szintén a reverzibilitast timasztja ala, amikor a
korokozd elimindldsa utdan a populdcidban a megbetegedés incidencidja
Iényegesen csokken.

4. Plauzibilitas. Viszonylag tag értelemben megfogalmazott feltételek tartoznak
ide, értékelésiik pedig a tudomény aktudlis 4alldsa szerint torténik: A
mikroorganizmus filogenetikai helye ¢€s filogenetikailag kozel allo fajok
biologiai  tulajdonsagai alapjan  értelmezhet6-e a  korfolyamat? A
mikroorganizmus ellenes immunvalasz 0sszhangban van-e a betegség
lefolydsaval? A korfolyamatra jellemzd sejt-, szovet-, szervkéarosodas
kulcslépéseit kisérletes kortilmények kozott eld lehet-e idézni a feltételezett
koérokozoval vagy annak egyes termékeivel, 0sszetevoivel?

Human papillomavirusok (HPV) és cervikalis karcinogenezis

A cervikalis karcinogenezis folyamatanak klinikai megnyilvanulasai a méhnyaki
hamok enyhe diszplazidas elvaltozasaival kezdodnek, rakmegel6z6
intraepitelidlis neopldzidkkal folytatddnak és az invaziv méhnyakrédkban ¢és
metasztazisaiban érik el a végstddiumot. Az elmult negyedszazad alatt
vildgszerte folytatott kutatdsok eredményeként az egyetlen olyan onkologiai
koérfolyamat lett, amelyben a folyamatot fenntarté ¢€s elsddleges koroki
tényezOre az onkogén HPV tipusokra lehet alapozni a hatékony primer (HPV
vakcina) és szekunder (méhnyaksziirés) prevenciot. A human papillomavirusok
biodiverzitdsa €s az emberi szervezet védekezésének sajatossdgai azonban
tovabbi kihivasok elé allitjak a szaktertiletet.

Human herpesvirusok és a periodontitis apicalis

A fog gyokércsucsa koriili fogagyszovetek gyulladasa, a periodontitis apicalis
jellemzden kevert mikrobidlis fertdzés kovetkeztében alakul ki. A krénikussa
valo lokalizalt gyulladas €s a szervezet kozott kialakult patologias egyensuly
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felborulasa a periodontitis apicalis akut fellangolasahoz vezet. Az utobbiban a
szakirodalom felvetette az Epstein-Barr virus (EBV, Gamma-herpesvirinae
alcsalad) és a human cytomegalovirus (HCMV, Beta-herpesvirinae alcsalad)
patogenetikai szerepét.

Morbillivirus és az otosclerosis

A morbillivirus szaporoddsa kozben képzodd defektiv partikulak képezik az
alapjat a fert6zés lokalizalt perzisztalasdnak és fert6zott teriileten kialakulod
kronikus gyulladasnak. A morbillivirus patogén szerepére utaldo adatok
(virusszerli képletek, sejtfuzioval 1étrejott oOridssejtek a szdvettanban, virus
ellenanyag a perilymphaban) gyiiltek 6ssze primer hallaszavarok kozé tartozo
otosclerosisra vonatkozoan, amely a vezetéses hallascsokkenést okozd stapes
fixacio leggyakoribb oka.

Ceélkituzések

Az értekezésben szerepld kisérletes klinikai vizsgéalatok k6zos vondsa az, hogy
lassan, lappangva kialakulé korfolyamatokban molekuléris epidemiologia
eszkozeivel valamint in vitro kisérletes rendszerekben vizsgaltuk perzisztens
fertdzések patogenetikai szerepét. Kozvetlen célkitlizéseink a kovetkezok
voltak:

Human papillomavirusok (HPV) és cervikalis karcinogenezis

e A nukleinsav hibridizacién alapulé Hybrid Capture HPV® rendszer
klinikai értékelése és kiegészitése restrikcios fragment hossz alapu
tipizalassal.

e A HPV kimutatds és tovabbi tipizalds szerepe az onkogén kockézat
becslésében a cervikalis karcinogenezis korai szakaszaban

e Koros citoldgiai elvaltozas mellett milyen id6tavon figyelheté meg a HPV
fert6z¢s onkogén kockazata?

e HPV kimutatas prognosztikai eértéke CIN 1ézi0k miitéti eltavolitdsa utan

e A meéhnyak szoveti kornyezetében kiemelt szerepet jatszo 1L-10 promoter
szakasz polimorfizmusanak ¢és epigenetikai szabalyzasanak vizsgalata
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e A HPV-16 onkoproteinek hatdsdnak vizsgélata a non-receptor Src
tirozinkinazokra proliferal6do €s differencialodé keratinocitdkban.

Human herpesvirusok és a periodontitis apicalis

e Az endodonto-patogén baktériumok altal kivaltott periodontitis apicalis
chronica korfolyamatban az Epstein-Barr virus, a human cytomegalovirus
¢s a human herpesvirus 6  jelenlétét és transzkripcidos aktivitasat

e A periapikalis 1éziokban a gyulladdsos folyamatban meghataroz6 szerepet
jatsz6 TNF-alfa ¢és TGF-béta expresszidjat transzkripcids szinten
Osszevetni a fenti virusfertozésekkel.

Morbillivirus és az otosclerosis

e Morbillivirus eléforduldsanak a virdlis RNS-re alapozott vizsgalata
klinikailag otosclerosisra gyanus elvaltozasokban, valamint szovettanilag
verifikalt otosclerosisban
meghatarozé szerepet jatszo TNF-alfa expressziojat transzkripcids szinten
vizsgalni €s Osszevetni a korfolyamat aktivitasaval.

Vizsgalati modszerek

A klinikai tanulmanyok egyik részét retrospektiv, masik részét prospektiv
modon szerveztiik, részben keresztmetszeti eset-kontroll, részben longitudindlis
elemzést végeztiink. Az in vitro kisérletes munkaban primer és folyamatos
sejtvonalakon dolgoztunk. A primer Kkeratinocita rendszerben mind a
proliferalodd, mind a differencidlodd modellt beallitottuk. A sejtes munkaban
1zolalt gének, rekombinans konstrukciok hatasat vizsgaltuk a gazdasejtre.

A perzisztensen fert6z6 mikroorganizmusok kimutatasara érzékeny nukleinsav
alapt vizsgalati modszereket adaptaltunk ¢€s megoldottuk a csontos, a
szklerotikus ill. a nydkos matrixu klinikai mintakbol a korokozé €s a gazdasejt
eredetli nukleinsavak megfeleld feltarasat fagyasztasos, mechanikai, extrakcios-
precipitacios ill. szilika-adszorpcios modszerekkel
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A vizsgalatokhoz a nukleinsav elemzd moddszerek széles korét alkalmaztuk, a
konvencionalis PCR mellett, allél-specifikus PCR, cDNS PCR, valos idejii PCR,
génexpresszio kvantifikaldsa Tagman probakkal, restrikcios fragmenthossz
analizis, DNS metilacido elemzése biszulfit modifikalas utan, els6é és masodik
generacids szekvenalas, PCR termék klonozasa expresszios plazmid vektorokba
transzfektalasa és kotranszfektalasa, génexpresszids aktivitds luciferdz alap
mérése. metilacios kazetta assay, kromatin immunprecipitacioé. Protein alapu
vizsgalatok korébol Western-blot detektalas, proteinfoszforilaci6 Western-blot
¢s array blot analizise.

A statisztikai analizist a klinikai tanulmanyokban nem parametrikus statisztikali
modszerekkel végeztiik, a keresztmetszeti elemzéseket Yates korrigalt khi-
négyzet, Fisher exact statisztikdkkal ill. egy- és tobb valtozos logisztikus
regresszios modszerrel esélyhanyados (odds ratio) €s a hozzatartozé 95%
megbizhatosagi tartomany meghatarozasaval végeztik. A longitudinalis
elemzéseket egy- ¢€s tobb valtozds logisztikus regresszids modszerrel
esélyhdnyados (odds ratio) és a hozzatartozé 95% megbizhatdsagi tartomany
meghatarozasaval végeztiik. Az in vitro kisérletes munkaban mérési adat
szorasat, standard hib4jat hatdroztuk meg, valamint T-probaval vizsgaltuk a
szignifikanciat.

Eredmények

Nukleinsav hibridizacios elven miikodé Digene Hybrid Capture HPV® tesztre

.....

A Hybrid Capture HPV vizsgalatra feldolgozott 129 HPV pozitiv mintabol 102-
ben magas onkogén kockazath, 15-ben alacsony kockazati HPV-t mutatott ki a
Hybrid Capture HPV teszt, mig a maradék 12 mintdban mind magas onkogén
kockazati, mind alacsony kockazati HPV jelet kaptunk. A mintdkat MY09-
MY11 konszenzus HPV primerek segitségével amplifikaltuk, az amplifikacios
termékre restrikcios fragmenthossz alapa (PCR-RFLP) tipizalast dolgoztam ki
¢s Hybrid Capture HPV eredményeket Osszehasonlitottam a PCR-RFLP
eredményekkel. A Hybrid Capture HPV vizsgalat szerint kizardlag magas
onkogén kockazati HPV fert6zést mutaté 102 mintabol 93-ban olyan HPV
tipusokat mutattunk ki, amelyekre a teszt validalva volt, 9 mintaban tovabbi
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tipusok (53, 58, 66, 81, 82) jelenlétében kaptunk pozitiv hibridizacios jelet,
amelyek koziil a HPV-81 tipust alacsony kockazatinak tekintik. A Hybrid
Capture HPV tesztben jarulékosan detektalt tipusokat a PCR-RFLP modszer
mellett DNS szekvenalassal is megerdsitettiik. A Hybrid Capture HPV teszt
szerint kizarolag alacsony kockdzatt HPV fertdzést mutatd 15 minta
mindegyikében a teszt leirasnak megfeleld alacsony kockazatt tipusokat igazolt
vissza a PCR-RFLP tipizalas. A Hybrid Capture HPV teszt szerint alacsony
kockazati és magas kockazatu koinfekciokat (n=12) viszont csak két esetben
igazolta vissza a PCR RFLP tipizalas, nyolc esetben csak magas kockazata, két
estben csak alacsony kockazat tipust Iehetett kimutatni a hattérben.
Osszességében 97%-ban (111/114) igazoldodott, hogy a Hybrid Capture HPV
teszt valoban jol jelezte onkogén HPV tipus jelenlétét. A maradék harom
esetben a Hybrid Capture HPV teszt a biztonsagos oldal felé tévedett, nem
onkogéen HPV mellett is megjelent a magas kockazatu tipust jelzd gyenge
hibridizacios szignal.

A HPV kimutatas és tipizalas szerepe az onkologiai kockazat megitéléseben

Retrospektiv longitudinalis tanulmdnyban értékeltiik, hogy a diagnosztikus HPV
kimutatas €és a kiegészitd tipizdlds hogyan jarul hozza a HPV fertdzések
onkoldgiai kockdzatdnak megitéléséhez. A vizsgalati kohorszba 455 olyan
ndbeteget vettiink be, akiknél HPV vizsgalatot végeztiink citologiai vagy
kolposzkdpos elvéltozasok miatt ¢és az elvaltozasok kimenetelét a klinikai
informacids rendszerbdl kovettiik (10644 beteghonap). A tanulmany végponti
paramétere az onkologiai jelentségli, legalabb kozepes foka cervicalis
intraepithelialis neoplasia (CIN2+) elvaltozas kialakulasa volt. Abban a
betegcsoportban, amelyben a citoldgiai atipia hatterében magas onkogén
kockazati HPV fertdzeés allt, 58,7%-o0s aranyban alakult ki CIN, amelynek
tobbségében — a teljes csoportra vonatkoztatva 52,6%-ban — az onkologiai
jelentéségii CIN2+ elvaltozas allt.

A kiindulasi HPV és citologiai statusz fiiggvényében egy- €s tobbvaltozos Cox
regressziOs analizissel elemeztiik a szOvettanilag igazolt CIN2+ kialakuldsanak
relativ kockéazatat. A kohorsz HPV ¢és citologiai statusz szerinti alabontasaban
kapott alcsoportok életkoreloszldsa jelentdsen kiilonbozott, ezért a tobbvaltozos
regresszi0s modellbe a HPV ¢és a citologiai statusz mellett az életkort is
beépitettiik. A tobbvaltozos analizisben a fenti tényezok mindegyikére
kiszamitottuk a masik két tényezd zavard hatdsatdl megtisztitott relativ
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kockazati értéket. Az onkogén HPV csoporton beliil a legmagasabb kockazatot a
HPV16/18 csoport jelentette (RR=119,1 Clgse: 36,2-391), de még az egyéb
(non16/nonl8) onkogén tipusok altal hordozott kockazat (RR=41,6 Clgse: 15,6-
111,2) is lényegesen magasabb volt. mint a citologiai atipiahoz (RR=16,2
Clgse: 3,9-66,6) ill. a 35 éve feletti életkorhoz tarsuld kockazat (RR=1,99 Clgse:
1,26-3,16). A HPV16/18 alcsoport tobbletkockazata nonl6/nonl8 csoporthoz
képest kdzel haromszoros volt (RR=2,91 Clgsy,: 1,67-5,05).

A tovébbiakban kiterjesztettiik a vizsgalatot 638 betegre (16423 beteghonap) és
az alaptanulmanyban vizsgalt kockazati tényezék mellé bevontuk a gesztacios
anamnézist. Tovabba a kiterjesztett tanulmanyban vizsgaltuk azt 1s, hogy koros
elvaltozas elsd észlelése utan milyen idétdvon, milyen onkologiai kockéazatot
jelent a kiinduldsi HPV statusz. A kihordott terhességek szama a citoldgidra, a
HPV statuszra ¢és az ¢letkorra standardizalds utan kockézati tényezOnek
bizonyult, Kihordott terhességenként 1,62-szeresen (Clgse,: 1,26-3,16) nétt a
kockazata annak, hogy a HPV fert6z¢és talajan onkoldgiai folyamat fejlédik ki. A
szlirésen kiemelt méhnyaki elvaltozasok elsé észlelését kovetd 30 honapos
id6szaknak mind az elsé (< 1év), mind a masodik (>1 év) szakaszdn a HPV
pozitivitas onkologiai kockazata konzisztensen magas volt [RR=80.4 (Clgsy,:
19.6 — 330.1) ill. RR=112.8 (Clgse,: (15.1 — 840.5)]. A HPV-16/18 tipusok
haromszoros tobbletkockazata az egyéb onkogén tipusokhoz képest konstans
jelleggel mutatkozott meg az els6 (RR=3,29 Clgse: 1,80-6,0) és a masodik
(RR=3,19 (Clgsy: 1,40-7,24) szakaszban. Normal citoloégia és HPV mentes
kiindulasi statusz 100% (CI95: 97%-100%) negativ prediktiv értékkel zart ki
manifeszt rdkmegel6z0 elvaltozast 2 év tavlatdban és 99% (CI95: 94,2%-
99,98%) negativ prediktiv értékkel 3 év tavlataban.

A HPV statusz prognosztikai értekeének vizsgalata CIN leéziok miitéti eltavolitasa
utan.

A CIN 1¢éziok sebészi eltavolitdsa utan a rekurrens betegséget rendszeres
ellendrzd vizsgalatokkal lehet idOben észlelni. Sajatossagai miatt maga a HPV
fertdzés i1s alkalmas lehet a betegség, akar a minimalis rezidudlis betegség
érzékeny kimutatdsara ugyanis a fert6zott gocban a HPV onkogének folyamatos
expresszidja sziikkséges a neopldzia fenntartasdhoz ¢&s progresszidjahoz,
mikozben a kornyezd egészséges hamsejtek mentesek a HPV fert6zéstol.

Osszesen 61 beteg CIN eltavolitas utani nyomon kovetése (20-53 honap, median
33 honap) soran 18 betegben lehetett HPV-t kimutatni Hybrid Capture
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modszerrel. A magas kockazati HPV pozitiv eredményeket minden esetben
megerdsitettiik és egyben tipizaltuk PCR-RFLP modszerrel. Amennyiben a CIN
eltavolitas utan HPV fert6zés nem volt kimutathatd, akkor a rekurrens
betegséget nagy biztonsaggal ki lehetett zarni, sem perzisztens citologiai atipia,
sem CIN 1ézi6 nem alakult ki a 43 HPV negativ beteg egyikében sem. A
szamitott negativ prediktiv érték minden kimenetel vonatkozasaban 100% volt,
amelynek megbizhatdsagi tartomanya is teljes egészében 90% felé esett.

Rekurrens betegség csak a miitét utan észlelt HPV pozitivitds mellett alakult ki.
A mtét utani HPV pozitiv esetek 56%-aban (10/18) perzisztald citologiai atipia
alakult ki, 22%-aban (4/18) kitjult a premalignus folyamat. A mitét utan uj
HPV fert6z¢€s is kialakulhat hosszu tdvon jabb kockazatot jelentve.

HLA-II allélek kockazati szerepe a cervikalis karcinogenezisben (metaanalizis)

Olyan HLA haplotipusokat vizsgéltuk, amelyeket legalabb egy kozleményben
cervikdlis karcinogenezis szignifikdns kockazati tényezojeként azonositott a
szakirodalom. A cervikalis folyamatokra specifikus HLA halmozodast
egységesen az esélyhdnyados (OR, odds ratio) értékek alapjan értékeltiik,
referencia csoportnak az egészséges kontrollokat vettilk. A metaanalizisben a
beta logisztikus regresszios koefficienst és annak variancidjat vettiik figyelembe,
a beta koefficiens az esélyhanyados természetes alapu logaritmusa. A kiilonb6zd
tanulmanyok béta értékeibdl sulyozott atlagot szamoltunk, a sulyozas a
variancia reciprokaval tortént. Az igy kapott sulyozott béta (f) értékre emelve
az e természetes alapot szamoltuk ki az dsszesitett esélyhanyadost.

HPV indukalt cervikalis betegség, HPV-16 pozitiv és non-16 HPV-pozitiv
cervikalis betegség kategoriakban Osszesitettiik az egyes HLA tipusok betegség-
specifikus halmozddasat. Az Osszesitett esé€lyhdnyados ¢és konfidencia
intervallum értékek alapjan HPV indukalt cervikélis betegséggel szemben
protektivnek bizonyult a DR13 HLA specificitds, HPV-16 pozitiv cervikalis
betegségre emelkedett kockazatot jelentett a DR7 HLA specificitas, a
DRB1*1501-DQB1*0602 haplotipus, valamint a DQB1*0302 és DQB1*0303
allélok. Non-16 HPV-pozitiv cervikdlis betegséggel szemben protektivnek
bizonyult a DR7 HLA specificitas.
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Interleukin (IL)-10 nt-1082(rs1800896) nukleotid polimorfizmusanak (A/G)

kofaktor szerepe a cervikalis karcinogenezisben

A premalignus elvaltozasnak szamito kozepes vagy stlyos foki CIN 1éziokban
az IL-10 termelés megemelkedik. Eset-kontroll tanulmanyban vizsgaltunk az IL-
10 promoterben egy olyan polimorf nukleotid pozicidt, amelynek mind
transzkripcios faktor kotd, mind promoter aktivitast befolyasold szerepe ismert.
A vizsgélati csoportot 125 onkogén HPV pozitiv és 128 HPV negativ beteg
alkotta, akiknél a citologiai vagy a kolposzkopos vizsgélat atipiat tart fel és nt-
1082 allél-specifikus PCR moddszerrel egyedi nukleotid polimorfizmust tudtunk
vizsgalni az IL-10 promoterben. A HPV pozitiv esetek 78 %-aban volt citologiai
atipia, a maradék 22%-ban citologiai eltérés nem igazolodott. A HPV tipusok
eloszlasa megfelelt a kordbbi tanulméanyainknak, a gyakori tipusok a HPV-16
(50,4%), a HPV-33 (12,6%), a HPV-31 (10%) és a HPV-18 (6%) voltak.
Mellettiik kis aranyban a kovetkez6 HPV tipusokat mutattuk ki: 35, 45, 52, 53,
56, 58, 66, 72 és 82. A HPV negativ csoportban 65 % volt citologiai atipia
eléfordulési aranya.

Az |IL-10 promoter nt-1082 allélok betegségre jellemzd halmozodéasanak
megitéléséhez az allélok frekvenciajat egészséges kontroll csoportéhoz
hasonlitottuk, amelyben az A és G allél megoszlasa 0,51 ill. 0,49 volt és a
genotipusok eloszlasa is megfelelt a Hardy-Weinberg egyenstlynak. Ehhez
képest szignifikansan (p=0,05) eltérd volt a megoszlas a betegcsoport egészeben
(n=253), a genotipus AA volt 88 esetben (35%), AG volt 123 esetben (49%) ¢és
GG volt 42 esetben (16%). A betegcsoportot az onkogén HPV fertdzésre
(n=125) lesziikitve [AA (28%), AG (52%), GG (20%)] nem lehetett kimutatni a
szignifikans valtozast (p=0,70) az egészséges kontrollokhoz képest, akkor sem,
ha a HPV pozitiv eseteket citoldgiai eredmény szerint tovabb bontottuk,
valamint akkor sem, ha az elemzést a leggyakoribb HPV-16 tipusra sziikitettiik
le (p=0.61).

A betegcsoport aldbontasa viszont a HPV negativ cervikdlis elvaltozasok
csoportjaban tart fel allel frekvencia eltérést €s a genotipus aranyok
megvaltozdsat. Az utobbi a HPV-negativ atipia csoportban (n=83)
szignifikansnak [AA (42%), AG (47%), GG (11%); (p=0,006)] bizonyult, az A
allélt hordozd genotipusok keriiltek talstlyba. A két allél kozotti relativ
kockdzati  kiillonbséget logisztikus  regresszids  modellben  szamitott
es¢élyhdnyadossal fejeztiikk ki. A GG genotipus kb. négyszer kisebb kockazatot
[OR=0,27 (Clgs: 0,11-0,63)] szignifikans rezisztenciat jelentett a HPV negativ
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citoldgiai atipiaval szemben a referencia AA genotipushoz képest. Az AG
genotipusnal észlelt kockazatcsokkenés (OR=0,56) konfidencia intervalluma
(Clgs: 0,31-1,02) megkozelitett, de nem ért el szignifikans szintet. Ugyanakkor a
logisztikus regresszidés modellben szamitott p_for_trend=0,05 érték felvetette azt
a lehetdséget, hogy G allél dozisfliggd modon csdkkenti a kockazatot.

Az IL-10 gén expresszios inaktivitdsa és a promoter CpG metilacioja epitelialis
eredetii normal és daganatos sejtekben

A diszplazias és neoplazias léziokban az emelkedett IL-10 szekrécid nem
hamsejt eredetli annak ellenére, hogy a hamsejtekben a transzkripcios faktorok
Osszetétele ezt lehetové tenné. Ezért az IL-10 gén epigenetikai mechanizmusok
révén kialakult inaktivitdsat feltételeztiik és vizsgaltuk. A kromatin inaktiv
allapotanak kialakitasiban alapvetd szerepet jatszik a DNS metilacio, amely
tipusosan olyan citozinokon kdvetkezik be, amelyeket guanin kovet. Az egyedi
CpG helyek szamos gén promoterében megtalalhatok. A CpG metilacios szignal
hatasara a H3 és H4 hisztonok deacetilalddnak, ami az inaktiv heterokromatin
struktara kialakuléasat segiti eld.

A proximalis IL-10 promoterben 8 CpG hely talalhato, amelyek a transzkripciod
kezdépontjahoz viszonyitva -634, -599, -373, -352, -350, -320, -185 ill. -110
pozicidban helyezkednek el, melyek CpG metilacidjat biszulfit modifikalt DNS
mintak szekvendldsdaval vizsgaltuk. A hat proximalis CpG (-373, -352, -350, -
320, -185 and -110) erésen metilalt allapota volt mind a primer
keratinocitdkban, mind a hdameredetli sejtvonalakban. A legproximalisabb
helyzetli 110CpG az 0sszes vizsgalt ham eredetli sejtben teljesen metilalt volt,
mig az IL-10 termeld periféridas mononuklearis sejtekben (PBMC) a kezeléstdl
fiiggetleniil metilalatlan allapotban volt. A proximalis CpG metilaltsaga
sejtkultardkhoz hasonldan teljes mértekii volt harom donor exfolialt cervikalis
hamsejtjeiben és tovabbi 10 cervix carcinomds mintdban is. A vizsgalt
fiziologids €s tumoros epitelidlis eredetli sejtvonalak koziil expresszidsan aktiv
HPV genomot hordoz a Caski, HelLa, SiHa, mig a tobbi HPV negativ sejtvonal.
A legproximalisabb helyzetii 1;0CpG konzisztens metilacidjat a HPV hatastol
fiiggetleniil meg lehetett figyelni. A bemutatott eredményeken feliil érdemes
megjegyezni, hogy primer keratinocitdkban HPV-16 E6 és E7 onkogének
transzdukcioja utan is teljesen metilalt volt a két proximalis CpG.

A CpG metilacio géncsendesitd hatasat in vitro kisérletes modon metilacios
kazetta modszerrel 1s igazoltuk. A proximadlis promoter -1102 és 14 valamint -
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613 és 14 poziciok kézé esd szekvencidjat klonoztuk pGL2-Basic expresszids
plazmidba pGL2-1102 ill. pGL2-613 néven. A plazmid konstrukciokbol jol
reprodukalhatdan ki lehetett vagni a metilalandé kazettat, Sssl metilaz enzimmel
CpG metiléalni, majd azt visszaligalni. A promoter kazetta CpG metilalasa utan
tranziens transzfekcids kisérletben vizsgaltuk az expresszios aktivitas valtozasat
¢s a proximalis promoter 1,1 és 0,6 kb méreti kazettdinak CpG metilacidja
egyarant, >70% mértékben gatolta az IL-10 promoter aktivitasat.

Az IL-10 promoter szakaszhoz k&tddo hisztonok acetilacios allapotat kromatin
immunprecipitacios modszerrel vizsgéaltuk. A H3 ¢és H4 hisztonok acetilacids
allapota azt jelzi, hogy az adott genomszakasz az aktiv eukromatinban vagy az
inaktiv heterokromatinban helyezkedik-e el. A moddszer immuprecipitacids
Iépésében specifikus ellenanyagokkal fogtuk meg azokat a nukleoszoma
fragmenteket, amelyekben a H3 ill. H4 molekulak acetilalt allapotban voltak. A
kvantifikacios 1épésben valds idejii PCR reakcioban AACT moddszerrel
hataroztuk meg, hogy az IL-10 promoter egyes szakaszai (-669—531 ill. -233—
70) milyen aranyban precipitalodtak az acetilalt H3 ill. acetilalt H4 tartalmua
nukleoszémakban. A -669—531 promoter szakaszon Ets-1 és Sp1 transzkripcios
faktor kotéhelyek, valamint 2 CpG hely talalhato, a -233—70 promoter
szakaszon CCAAT-box and STAT-3 kotohely talalhatdé a két proximalis CpG
hellyel egyiitt. Az IL-10 termelé és nem termeld sejtek a promoter hiszton
acetilacios allapotaban 1is markans kiilonbséget mutattak, a promoter
legproximalisabb szakaszan az epitelidlis sejtekben nem vagy csak nyomnyi
mennyiségben lehetett acetilalt hisztonokat kimutatni, ami arra utal, hogy a
keratinocitdkban ¢és a hdmeredetli sejtvonalakban az IL-10 gén az inaktiv
heterokromatin allomanyba tartozik.

«rer

A diszplazias vagy mar neoplazias HPV fert6zott cervikalis hamsejt autonom
novekedésehez sziikséges optimalis virdlis onkogén expresszidt a viralis
genomban kialakulo szomatikus genetikai és epigenetikai valtozasok
véletlenszerlien kialakuld kombinacidja biztositja. A papillomaviralis
onkogének expresszids szabdlyozdsa az LCR région keresztiil valdosul meg,
amely a virdlis E6 és E7 onkogének promoterét és enhancer szekvencidit
tartalmazza. In vitro fenntartott HPV pozitiv sejtvonalakban, organotipikus

oy

valtozatai, amelyek a HPV genom allapotaval (integralt vagy episzomalis) és
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képiaszamaval mutatnak Osszefiiggést. A CpG metilacid nemcsak epigenetikali
inaktivalodast indukal, hanem az aktiv genomon is befolyasolhatja a viralis E2
szabalyzofehérje kotddeését.

Osszefoglalé értékelést végeztiink a virdlis LCR CpG metilacids adataibol a
méhnyak HPV fertézéseiben, HPV 4ltal indukalt 1ézidiban és malignomaiban.
Az elemzés idején a szakirodalomban talalhatdé 149 invaziv cervix carcinoma,
52 cervikalis 1€zi6 és 107 aszimptomatikus HPV fert6zés CpG metilacios adatait
dolgoztuk fel. A feldolgozott esetek HPV-16 és HPV-18 tipusok altal okozott
klinikai fertdzések, megbetegedések voltak. A klinikai mintdkrél rendelkezésre
allo eredményeket az in vitro fenntartott sejtes rendszerekben megfigyelt
jelenségek és a HPV genom allapota alapjan értelmeztiik: (i) A klinikai és
citologiai szempontbol aszimptomatikus mintdkban vagy a normdl HPV
virusciklus jatszodik le transzkripcidsan €s replikacidosan aktiv, nem vagy csak
részlegesen metilalt episzomalis virdlis genomrol vagy latens fertdzés alakul ki
inaktiv, teljesen metilalt szintén episzomalis virus genommal. (ii)) A HPV
indukalt invaziv carcinomakban nagyszamban integralédott HPV genomok
tobbsége metildciosan inaktivalt, mig a sejtenként egy vagy néhany kopiaban
integralt HPV genomok metildlatlanok maradnak. (iii) A HPV altal indukalt
enyhe diszpldzids hamlézidkban az aktiv episzomalis HPV genom egy-egy CpG
helyen metilalt érintve akar CpG kotohelyet is, mig a stlyosabb premalignus
léziokban mar egyes esetekben megjelenhet a tobb integralt genomi kopiara
jellemzd metilacids mintazat.

Kisérletes megkozelitéssel HPV-31 pozitiv citologiai atipidban vizsgaltuk a
viralis LCR régio teljes hosszdban a CpG metilaciot. A vizsgélati csoport 22
betegbdl allt, koziiliik hétnél CIN2 vagy sulyosabb elvaltozas alakult ki. Az
esetek nagy részében (16 beteg, 73%) a teljes HPV-31 LCR régioban
metilalatlan CpG helyeket talaltunk. A maradék hat mintidban a promoter
szakaszon két, az enhancer szakaszon négy, mig az 5’LCR szakaszon egy CpG
pozicioban fordult eld metilacio. A metilalt CpG poziciok koziil négy (7479,
7485, 7876, 40) E2 kotohelyeken fordult elé, amelyek a HPV sajat szabalyzo
hat klinikai mintdban a CpG metiladcid egyOntetlien érintette a disztalis E2
kotOhely valamely vagy mindkét (7479, 7485) CpG helyét. Ezzel szemben a
proximalis E2 kotohelyek inkabb hipometilaltak voltak, minddssze két mintdban
fordult eld metilacid6 a masodik, egy mintaban a harmadik E2 kotOhelyben és
mindharom esetben megfigyelhetd volt mellettilk a disztalis E2 kotohely
markans CpG metilacidja. Eredményeink szerint a citoldgiai atipiat okozo HPV
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31 fertdzésekben a CpG metilacid opciondlis esemény, amely ha bekovetkezik,
akkor elsddlegesen a disztalis E2 kotOhelyen jelenik meg. A HPV-16 modell
alapjan a disztalis E2 kotohely CpG metilacioja fokozhatja virdlis onkogén
expressziot.

Human papillomavirus (HPV)-16 E7 onkoprotein aktivalo hatdsa Src non-
receptor tirozin kindzokra

Az Src csaladba tartozoé non-receptor tirozinkinazok cervix carcinomaban is
aktivalodnak. Kisérletes modon vizsgaltuk a HPV-16 onkoproteinek hatasat az
Src kindzok expressziojara €s aktivalodasara. Mig transzkripcids szinten nem
volt kimutathaté hatdsuk a HPV-16 onkoproteineknek, addig fehérje szinten
expresszids kiilonbségeket mutattunk ki az Src kindz csaladon beliil. A Fyn a
HPV-16 onkoproteinektdl fliggetleniil konstitutivan expresszalodott. Az Src €s a
Yes proteinek cellularis szintje viszont markansan megemelkedett a HPV-16 E6
¢s E7 papillomaviralis onkoproteinek egylittes jelenlétében. Az Src kinazok
tirozin foszforilaciés aktivalodasat Western-blot ¢&s foszfokindz array
modszerekkel vizsgaltuk. Az eldbbiben az Src kindzok 46Y foszforilaciojat a
kinazcsalad szintjén vizsgaltuk és kimutattuk, hogy a HPV-16 E7 onkoprotein
jelenlétében legaldbb egy Src kindz jelentdsen aktivalédik. Az Src kinaz
csaladon beliil foszfokinaz array modszerrel vizsgaltuk az egyes kindzokat és
kimutattuk, hogy a HPV-16 E7 onkoprotein jelenlétében az Src, a Fyn és a Yes
tirozin foszforilacioja egyontetiien fokozodott. Az E6 onkoproteinnek nem volt
ilyen hatésa egyik Src kinézra sem.

Szérum jelenlétével ¢és megemelt kalcium koncentracioval —kivaltott
differencialodas onmagaban is megemelte a Yes kindz expressziot mind mRNS,
mind fehérje szinten. Az Src kindzra viszont differencialodé koriilmények kozott
IS a HPV-16 hatott, hasonléan a proliferald keratinocitdkhoz azzal a
kiilonbséggel, hogy az E7 differencialodo sejtekben dnmagéban is elegend6 volt
az Src kindz szintjének ndvelésére, mig proliferalo sejtekben csak az E6
onkoproteinnel egyiitt volt ilyen hatasa. A HPV-16 E7 onkoprotein Src tirozin
foszforilaciés hatasat a kinaz csalad szintjén nem befolyasolta a gazdasejt
differencidloddsa. Az mRNS mennyiségi vizsgalatok alapjan a HPV-16
differencialodo sejtekben is poszttranszkripciés modon hat az Src kinzra.
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Béta- és gammaherpesvirusok elofordulasa periodontitis apicalis léziokban

Prospektiven 40 periapikalis 1€zidt gyjtottiink, a kontroll csoport 40 impaktalt
bolcsességfog gyulladds- €s szuvasodasmentes pulpdja volt. A periapikalis
1éziokat a radioldgiai méret alapjan >5Smm €s <Smm csoportokba osztalyoztuk, a
fogakat pedig panaszmentes és panaszos csoportokba. A gyjtétt mintakbol
DNS-t és RNS-t izolaltunk, a virus genomi DNS-ét PCR amplifikalassal, az
EBNA fehérj¢k kozos leader szakaszardl atirddott virdlis mRNS-t reverz
transzkripciot kovetd PCR amplifikdldssal mutattuk ki. A vizsgalt virusok
halmozodasat, génexpresszios aktivitasat egyrészt a kontroll csoporthoz
viszonyitottuk, masrészt a fentebb részletezett betegcsoportok kozott
hasonlitottuk Ossze.

Az 6sszes periapikalis 1€zi6 72%-ban mutattuk ki az Epstein-Barr virus (EBV)
jelenletét, mig a kontroll mintdkban csak 2,5%-ban fordult eld. Az esetek
jelentds részében, az 0sszes minta felében az EBV genomrdl folyod génatirast is
ki lehetett mutatni. A kontroll mintdkhoz viszonyitva mindkét mind a genomi
DNS, mind az EBNA transzkripci6 szintjén szignifikansnak bizonyult az EBV
halmozodasa periodontitis apicalisban. A periapikalis 1ézidkat tovabb
csoportositottuk panaszossag ill. radioldgiai 1ézioméret szerint és minden
alcsoportban mindkét EBV marker szignifikdnsan gyakrabban fordult eld, mint a
kontrolloknal. Az eléforduléasi aranyok mindazonaltal magasabbak voltak, ha a
1€z16 panaszt okozott a betegnek (82% EBV pozitivitas) vagy ha nagyméretli volt
(91% EBYV porzitivitas). A tovabbiakban azt vizsgaltuk a radiologiai és az EBV
paraméterek milyen mértékben hatdrozzak meg a panaszos manifesztacid
kockazatat és azt tapasztaltuk, hogy az EBNA transzkripcio és a nagy 1ézioméret
egyiittes eléfordulasa jelentett szignifikans [OR=8,8 (Clgs: 1,69-45,8)]
kockézatot a panaszos manifesztaciora.

A bétaherpesvirusok eléfordulasi aranya az EBV-nél 1ényegesen alacsonyabb
volt, a HCMV, a human herpesvirus (HHV)-6A ¢és a HHV-6B egyarant a 1éziok
10%-10%-aban fordult eld. Koziilik a HHV-6B szignifikdns Osszefiiggést
(p<0,05) mutatott a klinikai tipussal, mind a négy HHV-6B fert6zés nagyméretii
panaszos 1ézioban fordult eld.
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TNF-alfa és TGF-béta mRNS expresszio vizsgadlata periapikalis léziokban

Periodontitis apicalisban a TNF-alfa és a TGF-béta révén olyan citokinek
expresszidja fokozddik, amelyeknek herpesvirusok altal okozott fertézésekben is
patogén szerepiik van. A TNF-alfa egyrészt csontreszorpciot indukal az
oszteoklasztok aktivalasa révén, masrészt a nociceptiv jelatvitel befolydsolasaval
hiperalgéziat okozhat. A TGF-béta szerepe is tObbrétli, egyrészt a gydgyulast
segiti eld a fibroblasztok proliferacioja, a kotdszoveti dllomany szintézise €S az
angiogenezis révén, masrészt negativ szabalyzo szerepet tolt be a limfocitak,
elsdsorban a citotoxikus T-sejtek gatlasa révén ill. a toll-like receptorokhoz
kapcsolodo jelatvitel gatlasaval.

Otvennyolc prospektiven gytijtott periapikalis 1éziét dolgoztunk fel az el6z6
bekezdésben leirtak szerint. Az izolalt RNS-bdl reverz transzkripciot kovetd
Tagman génexpressziés modszerrel hataroztuk meg a TNF-alfa és a TGF-béta
mMRNS-ek  GAPDH endogén kontroll mRNS-re vonatkoztatott relativ
expressziojat. Az egyes vizsgalati csoportokban a relativ citokin expresszio
median, kvartilis és sz€ls6 értékeit abrazoltuk, a vizsgalati csoportokat a median
citokin expresszid alapjan hasonlitottuk Ossze, két csoport kozotti kiillonbség
szignifikanciajat non-parametrikus Mann-Whitney analizissel vizsgaltuk.

A Tagman génexpressziods vizsgalatok alapjan a periapikalis 1éziokban a mediadn
TNF-alfa mRNS expresszio kozelitoleg 13-szor (p<0,001), a median TGF-béta
mRNS expresszio kozelitdleg 6tszor (p<0,001) volt magasabb, mint a kontroll
mintdkban. A periapikalis 1€ziokban sem a panaszossag, sem a radioldgiai méret
nem befolyasolta sem a TNF-alfa, sem a TGF-béta expressziot. A vizsgalt
herpesvirusok koziil az EBV jelenléte szignifikansan (p=0,03) emelte a TNF-
alfa expresszidt, és nem szignifikdnsan (p=0,11) csokkentette a TGF-béta
expresszidt a 1éziokban.

Morbillivirus kimutatasa ankyloticus stapes talpmintakbol

Az otosclerosis kizarélag az oticus capsula teriiletén fordul eld, amelyhez a
stapes talp is tartozik. A fixacio (stapes ankylosis) kezelése mitéttel torténik, az
ovalis ablak keretérdl eltavolitott stapest vagy stapes talpat mivi
implantaitummal helyettesitik. A stapes talp fejlddéstanilag is kiilonbozik a
kontroll mintaként vizsgalt temporalis csonttol, tobbi hallocsonttol és a stapes
szartol (stapes szuperstrukturatol). A vizsgalataink els6 szakaszaban 34 miitéti
uton eltavolitott stapes talpmintabdl RNS-t izolaltunk. A vizsgalatok masodik
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szakaszéhoz a nukleinsav alapu és a morfologiai vizsgalatokra is alkalmas
feldolgozas moddszerét eldrehaladott arterioszklerotikus carotis mintakon
dolgoztuk ki. A tapasztalatokat alapjan a vizsgalatok masodik szakaszaban a
szintén szklerotikus, kalcifikalt stapes fixacido morfoldgiai és morbillivirus RNS
vizsgalatara tovabbi 44 eltavolitott stapes talpmintabol 10 um-es fagyasztott
metszet sorozat késziilt a sorozat paratlan tagjai PCR amplifikdlasra, a paros
tagjai szovettani vizsgalatra keriiltek. A vizsgalatok harmadik szakasziban
tovabbi 76 mintat gyiijtottiink és az elsd szakaszhoz hasonldan tartuk fel az
RNS-t

A vizsgalatok elsé szakaszaban a 34 stapes talpmintabol 20-ban (59%)
mutattunk ki morbillivirus RNS-t. Ebben a sorozatban kilenc olyan csontmintat
vizsgaltunk, amely nem része az oficus capsulanak, mind a harom stapes
szuperstruktira és mind a hat kortikalis csontfragmentum morbillivirus
negativnak bizonyult. Ennek a vizsgalati szakasznak a tapasztalatai alapjan a
harmadik vizsgalati szakaszban a kontroll csontmintdk szamat is jelentOsen
emeltiik. A miitétek kozben eltavolitott 64 kontroll minta egyikében sem lehetett
morbillivirus RNS-t kimutatni, ahogyan a nem otosclerosisos két cadaver stapes
talpb6l sem. A kontroll mintdk ko6zott nagyobb ardnyban kortikalis
csontfragmentumok (42 minta) és stapes szuperstruktura (19 minta) fordult eld,
amelyekben a morbillivirus RNS teljes hidnya szignifikansan (p<<0,001) eltért a
154 stapes talp 64%-0s (99/154) morbillivirus RNS prevalenciajatol.

Osszesen 44 stapes talpmintiban Osszevetettik a morbillivirus RNS
eléforduldsat a stapes fixacid hatterében 4ll6 szovettani folyamattal. A
mintaknak kb. a fele az otosclerosis aktiv, csontatépiiléssel jellemezhetd
fazisaban volt, mig az egyotdde az otosclerosis késoi inaktiv stadiuméban volt,
amelyben a szklerotikus kotészoveti allomanyban gazdag, sejtszegény allomany
dominél. A morbillivirus RNS el6fordulds igen fajlagos €s szenzitiv mddon,
100-100 %-ban kotodott az otosclerosishoz, mig az egyéb stapes fixaciokban
nem lehetett kimutatni.

TNF-alfa mRNS expresszio és a morbillivirus stapes ankylosisban

A el6zd fejezetben kifejtett modon, a szakirodalomban jelentékeny méretii
tanulmanyban mutattuk be a morbillivirus RNS el6fordulasat az ankyloticus
stapes talpmintakban. A morbillivirus pozitiv stapes fixacios esetek 89 %-aban
kimutathatdé volt a TNF-alfa mMRNS expresszio, mig a morbillivirus negativ
eseteknek csak 11 %-aban, ami szignifikans kiilonbségnek (p<0,01) bizonyult. A
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kontroll mintdk koziil a folyamat kozvetlen kornyezetében 1évd stapes
szuperstruktirakban nem volt kimutathatd6 TNF-alfa mRNS expresszio.

A morbillivirus pozitiv stapes ankylosisos esetek preoperativ audiometriai
eredményeit dsszevetettiik a TNF-alfa mRNS expresszioval. Az audiometriaval
meghatarozott csontlégkoz ¢érték alacsony frekvencian (0,25-0,5 kHz)
szignifikdnsan alacsonyabb volt a TNF-alfa mRNS expressziét mutatd
esetekben, mint a TNF-alfa negativ csoportban (30+10 dB vs. 50+12 dB,
p<0,001). A hallascsokkenéses panaszok a TNF-alfa mRNS pozitiv esetekben a
mitét elott 4,1+1,8 évvel jelentkeztek eldszor, szemben a TNF-alfa negativ
csoporttal, ahol a miitét eldtt 9,6+3,54 tartamban 4llt fenn a hallascsokkenés. Az
emlitett klinikai adatok arra utalnak, hogy a TNF-alfa pozitiv csoport az
otosclerosis aktiv korai stddiumaban, mig a TNF-alfa negativ csoport az
elérehaladott késdi stadiumaban volt.

Megbeszélés

Human papillomavirusok (HPV) és cervikalis karcinogenezis

A méhnyaksziirés soran koltséghatékonysagi szempontbdl megengedett olyan
tesztek hasznalata, amelyek csak az onkogén HPV tipusokra sziirnek. Ha olyan
HPV kimutatasi eljarast alkalmaz a laboratorium, amely a magas kockazat(
mellett alacsony kockazatat HPV fertdzéseket is azonosit, akkor diagnosztikai
szempontbol fel kell késziilni a kizardlag alacsony kockazati pozitivitas,
valamint az alacsony kockdzati plusz magas kockézata kettds pozitivitas
interpretaladsara. Az el6bbi ugyan dnmagéaban nem jar onkogén kockézattal, de
ugyanugy szexualis uton terjed és az egyik szexualis Gton terjed6 fertézés olyan
¢letvitelre utal, amely fokozza barmely masik szexudlis fert6zés pl. egy onkogén
HPV fertdzes eselyét. A Hybrid Capture kettds pozitivitdsban az eredményeink
szerint az onkogén HPV fertdzést kell figyelembe venni az teszteredmény
interpretalasanal.

Ismert, hogy a magas onkogén kockazati HPV fert6zés mellett kialakulo
citologiai atipia érzékeny egy pontos becslést nyajt arra, hogy a hattérben
fejlodik-e CIN 1€ézi6. A mi tanulmanyunkban is a legtobb kozepes/sulyos
cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN-2+) 1ézi6 a magas kockazata HPV
plusz citoldgiai atipia csoportban alakult ki, de a tobbi CIN-2+ 1ézi6
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kialakulasara is igaz volt, hogy vagy magas kockazatt HPV fert6zés vagy
citologiai atipia jelen volt a kdvetés kezdetén. A vakcinaba szant HPV-16/18
tipusok onkogén kockézata mintegy haromszorosa volt az egyéb magas
kockazatl tipusokénak. A citoldgiai atipia a HPV fert6zésben akkor alakul ki, ha
a fert6zés perzisztal, azaz az Osszefliggés elemzés szempontjabol a HPV pozitiv
citologiai atipia a perzisztencia meghatarozast helyettesitd, potlolagos
paraméter, amelynek mindaddig fliggetlen kockézati tényezd szerepe varhatd az
elemzésekbdl, amig a perzisztencidt kozvetlenebbiil nem lehet mérni.

A mitétet kovetéen a HPV pozitivitasnak két forrdsa lehet, 0 fertézés ill. a
premalignus elvaltozas reziduumabdl rekurrdlé megbetegedés. Vizsgalatunkban
1) fertdzésre utalt, ha a miitét utan a mitét eléttihez képest masik HPV tipus
jelent meg. Az ) fertézések lefolydsa tranziens jellegii volt és alig jart citologiai
atipiaval egyiitt. A miitét utani HPV negativitds magas negativ prediktiv értéke
J0 0sszhangban van mas vizsgalatokkal.

A papillomavirus fertézeések kovetkeztében kialakuld premalignus €s malignus
méhnyaki megbetegedések kockazatat befolydsolja az egyén HLA Osszetétele.
HPV indukalt cervikalis betegség, HPV-16 pozitiv és non-16 HPV-pozitiv
cervikalis betegség kategoriakban Osszesitettiik az egyes HLA tipusok betegség-
specifikus halmoz6dasat. Az Osszesitett esélyhdnyados ¢és konfidencia
intervallum értékek alapjan HPV indukalt cervikalis betegséggel szemben
protektivnek bizonyult a DR13 HLA specificitds, HPV-16 pozitiv cervikalis
betegségre emelkedett kockazatot jelentett a DR7 HLA specificitas, a
DRB1*1501-DQB1*0602 haplotipus, valamint a DQB1*0302 ¢é¢s DQB1*0303
allélok. Non-16 HPV-pozitiv cervikalis betegséggel szemben protektivnek
bizonyult a DR7 HLA specificitas.

A hazai populécidoban nem igazolddott egyik IL-10 promoter nt-1082 allél
halmozddasa sem a HPV indukalt hamléziokban. Erdekes eredménynek tartjuk
azonban a HPV  fertdzéstdl  fiiggetlen  hamelvaltozasokban  tett
megfigyeléseinket. Az utdbbi elvaltozasokban valoszinlileg joval gyakoribb a
gyulladasnak a szerepe, amit viszont kozvetlen fliggésben van az anti-
inflammatorikus citokinnel ill. annak expresszids szabalyzasaval.

Vizsgalatainkban konzisztens CpG metilacidos mintazatot figyeltiink meg cervix
carcinoma eredetii sejtvonalakban és biopsziakban. A normal epitelialis sejteket
primer keratinocitakkal és az immortalizalt HaCaT keratinocita sejtvonallal
modelleztiik a kiilonboz6 kiseérletekben. Mivel ez utobbi sejtek nem cervikalis
eredetick, ex vivo exfolialt normal cervikalis sejteket is bevontunk a CpG
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metilacidos vizsgalatba. A CpG metildcios eredményeket Osszegezve a
legproximalisabb 1;0CpG metilacioja korrelalt a legkdvetkezetesebben az 1L-10
expresszi6 hidnyaval, de a tdle disztalisan esd kovetkezd ot CpG hely
metilacioja is jO korrelalt. A proximalis IL-10 promoterhez kapcsolddo
hisztonok acetilacios allapota szintén a 6 proximdlis CpG metilacidjaval
korrelalt. A funkciondlis vizsgalatokat tranziens transzfekcids rendszerben
végeztilk. A promoter kazetta CpG metilacioja hatékonyan gatolta a promoter
mitkddését. A proximalis 0,6 és 1,1 kb szakaszban funkciondlis kiilonbséget
nem tudtunk kimutatni, ami arra utal, hogy transzkripcidos kezddéhely
szomszédsagaban elhelyezkedd szekvencidknak kiemelkedd szerep jut a
transzkripcios és az epigenetikai szabalyozasban

Irodalmi adatok értékelésével megallapitottuk, hogy a HPV genom 6 szabalyz6
kovetkezhet be, hanem az onkologiai elvaltozasokkal nem jaro fertdzések egy
részeben is megjelenik. Az utdbbi jelenséget latens fertdzesi mechanizmusnak
tulajdonitottuk. Az LCR régio CpG metilacigjat latens HPV fertézésben késdbb
toliink fluggetleniil kisérletes klinikai tanulmanyban célzottan is kimutattak. A
jelentds prevalencidval bir6 HPV-31 tipusban a virdlis onkogén expresszioért
felelds LCR szabalyzé régidban a CpG metilacio elsédlegesen a disztalis E2
kotd helyen jelent meg.

A human papillomavirusok természetes szaporodasi ciklusa érinti mind a
proliferalodd bazalis laphamsejteket, a felsobb laphamrétegek differencialodo
sejtjeit. A projektben alkalmazott kisérleti rendszeriink alkalmas mindkét allapot
modellezésére. A projektben azt vizsgéltuk, hogy a cervikalis karcinogenezist
elindit6 ¢és fenntartdé papillomavirdlis onkoproteinek milyen moddon
befolyasoljak az Src non-receptor tirozinkindzok expresszidjat és aktivitdsat. Az
immortalizalodott sejtekben mind in vivo, mind in vitro koriilmények kozott
kiszelektalodnak legjobb proliferaciés képességet biztositd szomatikus
genetikai, génexpresszios elvaltozasok. Az utobbiak zavar6 hatasdnak
minimalizaldsa miatt a kisérleteinket a transzdukcidt kovetd 5-8 passzazs alatt
veégeztik, amely alatt nem volt varhatd az eredményeinket befolyasolo véletlen
szomatikus elvaltozas kiszelektalodasa. A keratinocitdkban Src kinazcsalddon
beliil expresszids heterogenitast figyeltiink meg. A differencidlédas 6nmagaban
Is fokozta a Yes és a Fyn transzkripciojat, a Yes esetében a fokozott
transzkripcio hatasat fehérje szinten is ki lehetett mutatni. A papillomaviralis
onkoproteinek koziil csak az E6, csak differencialodd koriilmények kozott és
csak a Yes kinazra fejtett ki szignifikdns transzkripcios hatést. Protein szinten a
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konstitutiv Fyn expresszi6é mellett az Src €s a Yes jelenlétére a papillomaviralis
onkoproteinek ¢és a differencidlddds kombindlt hatésat figyeltik meg. Az
expresszids heterogenitas mellett viszont a tirozin foszforilacids aktivalasban
egységesen az E7 onkoprotein jatszott szerepet.

Human herpesvirusok és a periodontitis apicalis

A periodontitis apicalis és az EBV kapcsolatat korabban részben EBNA mRNS
detektalasan keresztiil részben pedig az LMP fehérjék immunhisztokémiai
kimutatasaval igazoltdk. Mind az EBNA mRNS, mind az LMP fehérjék jelenléte
az EBV III. tipusu latencia fazisara utal, amelyben ugyan virusreplikdcio nem
folyik, de a B-limfocita gazdasejtben fokozodik a proliferacio és egyes
citokinek, (pl. TNF-alfa, TGF-béta) termelddése. Sajat tanulmanyunk is
kimutatta az EBV fertdzés ezen stadiumanak nagyarany( eloforduldsat a
vizsgalt periapikalis 1éziokban. A korabbi tanulmanyokhoz képest az
eredményeink abban jelentettek elorelépést, hogy kimutattuk a nagy 1ézidméret
¢s a virdlis transzkripcid egylittes kockazati szerepét a panaszos
megnyilvanuldsban.

Human herpesvirus (HHV)-6 oralis jelenléte az EBV-hez hasonldan jol ismert és
az inyszél feldl kialakuld parodontitis chronicaban tobben is kimutattak.
Azonban periodontitis apicalisban munkacsoportunk irta le a két HHV-6 species
jelenletét. A HHV-6A foként panaszmentes €s kisméretii 1éziokban fordult eld,
mig a HHV-6B szignifikdnsan halmozddott a nagymeéretli panaszos periapikalis
1éziokban. Ugyan a HHV-6 tendenciaszeriien az EBV-vel koinfekcioban fordult
el6, mégis valdszini, hogy a HHV-6 virusok halmozodasa klinikai
manifesztacid mentén az EBV hatastol fliggetleniil jelentkezett, mivel minden
EBV/bétaherpesvirus koinfekcioban ott volt az EBNA expresszid, de a
nagymeretli panaszos lézioval csak a HHV-6B fertdzés asszocialt, a tobbi
bétaherpesvirus nem.

A periapikalis 1éziokban foly6d fokozott TNF-alfa ¢s TGF-béta termelodést a
jelen vizsgalatban mRNS expresszios szinten erdsitettiik meg. A periodontitis
apicalisban elsédleges koroki szerepet jatszé Gram-negativ endodonto-patogén
baktériumok kisérletesen koriilmények kozott hatékonyan indukaljak ezen
citokinek termelddését. Vizsgéalatainkban az endodontalis mikrobiota virdlis
komponensének szerepét tanulmanyoztuk a periapikalis 1ézidok klinikai
paramétereivel egyltt. A vizsgalt tényezok kozil az EBV jelenlétéhez az
alapfolyamatén tul tovabbi szignifikans TNF-alfa emelkedés tarsult. Bar az EBV
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az utobbi klinikai paraméterek nem befolyasoltak a TNF-alfa expressziot, ami
arra utal, hogy az EBV fert6zés kozvetleniil hathat a TNF-alfa génexpressziora.
A HCMV ¢és HHV-6 virusok jelenlétében nem lehetett szignifikans valtozast
megfigyelni a TNF-alfa expresszioban.

Morbillivirus és az otosclerosis

Az els6 vizsgalati sorozatunkban olyan mintadkat dolgoztunk fel, amelyek
kivizsgéalasanal stapes fixacidt valosziniisitettek ill. a miitét soran igazoltak. A
stapes fixacio hatterében a klinikai adatok alapjan otosclerosist lehetett
feltételezni 1ll. stapes fixaciét okozod folyamatok ismeretében a mintak
tobbségében valoban otosclerosisnak kellett lenni, bar ebben a vizsgalati
sorozatban azt nem lehetett megmondani, hogy pontosan melyik mintdban volt
otosclerosis. Ez a vizsgalati sorozat mutatta meg, hogy a viralis RNS-t
kozvetleniil a csontot érintd gocbol lehetett kimutatni a stapes fixacids esetek
nagyobb felében ¢és nem lehetett kimutatni a k6zépfiil egyéb csontos elemeibdl.
Az elsd vizsgalati szakasz eredményei alapjan a tovabbi tanulmanyokban
részben az otosclerosis definitiv diagndzisat biztositd szdvettani vizsgalatot
végeztiink, részben a kozépfiil, ontogenetikailag eltérd eredetli csontos elemeit
kontroll minta mindségben gytijtottiikk. A kontroll csontmintdk szadmanak
novelése igazolta, hogy a kozépfiil egyeb csontos elemeiben (42 kortikalis csont,
19 stapes szuperstruktara, 3 egyéb hallocsont) valéban nem fordul eld
morbillivirus RNS, hiaba alakult ki a stapes ankylosis, azaz a viralis RNS
eléfordulasa az ankylosis altal érintett teriiletre korlatozodott. A tovabbiakban a
definitiv szovettani eredménnyel vetettiik 6ssze a morbillivirus eléfordulésat.
Mind aktiv, mind kés6éi inaktiv stddiumu otosclerosisban minden esetben
kimutattuk a viralis RNS-t, mig az egyéb stapes ankylosisos esetek koziil egyben
sem.

A perzisztens morbillivirus fertézés tartés antigénstimulussal és a gyulladas
tartos fenntartasaval jarhat. Az fentiek alapjan a morbillivirus pozitiv esetek
mogott otosclerosis, mig a morbillivirus negativ mogott egyéb stapes fixacio
(genetikus, disztrofidas meszesedés, egyéb gyulladasos eredetli) lehetett. A
morbillivirus pozitiv esetekben jellemzéen fenndlldo TNF-alfa expresszid
Osszhangban van az aktiv reszorpcios gocokat tartalmazo otosclerosisos stapes
fixaci6 patomechanizmusaval. A morbillivirus pozitiv TNF-alfa negativ
esetekben az otosclerosis valosziniileg mar el6rehaladott, inaktiv stddiumban
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volt. A morbillivirus negativ stapes fixacids esetek heterogenitasat a TNF-alfa
expresszio is alatamasztja, gyulladassal jaré patomechanizmus csak az esetek
toredékében volt jelen.

Osszefoglalas és uj eredmények

Munkam soran perzisztens fert6zések patogenetikai szerepét vizsgaltam harom
klinikai témaban. A human papillomavirusok szerepét a cervikalis
karcinogenezisben, a herpesvirusok szerepét a periodontitis apicalis
chronicdban, a morbillivirus szerepét az otosclerosisban molekularis
epidemiologiai moédszerekkel, klinikai tanulméanyokkal kozelitettem meg. A
vizsgalt targyat képezd perzisztensen fert6z0 mikroorganizmusokat érzékeny
nukleinsav alapt vizsgalati modszerekkel lehetett detektalni. A jellemzden
inhomogeén klinikai mintakbol megoldottuk a koérokozd €s a gazdasejt eredetii
nukleinsavak megfeleld feltarasat és nukleinsav amplifikacios detektalasat. A
mikroorganizmusokra specifikus nukleinsav szekvenciak betegség specifikus
halmozddasat mindharom klinikai teriileten szignifikans mértékben mutatta Ki
kutatocsoportom.  Mindharom  klinikai  teriileten  igazoltuk,  hogy
mikroorganizmus jelenlétéhez olyan patomechanizmusok tarsulnak, amelyek
hozz4jarulnak a vizsgélt megbetegedés fenntartasdhoz, progresszidjadhoz. A
human papillomavirusok patogenetikai szerepének vizsgalataban a molekularis
feltételrendszer 1dobeli és reverzibilitdsi pontjait 1s vizsgaltuk, amelynek
eredményei konzisztensen illeszkedtek a betegség specifikus halmozodasra
vonatkozo eredményekhez. A human papillomavirusok kérokozo keépességének
molekularis mechanizmusait in vitro kisérletes rendszerckben vizsgaltam. A
vizsgalt perzisztens fert6zések korfolyamatainak megismerésében az alabbi 1j
eredmények sziilettek:

Human papillomavirusok patogenetikai szerepe

e A nukleinsav hibridizacion alapulé Hybrid Capture HPV® rendszer
hatékonyan  kiegészithet6 ~ PCR  amplifikdcion  és  restrikcios
enzimhasitason alapuld tipizalassal. A hibridizaciés koriilmények a
tesztben validalt HPV tipusokon tul tovabbi HPV tipusok kimutatasara is
alkalmasak. Az ebbdl adodo tipusbdviilés elhanyagolhatd mértékben érinti
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az onkogén ¢és nem onkogén HPV tipusok -elkiilonitését és nem
Kutatocsoportom irta le, hogy az elsddleges vakcina tipusok (HPV-16,
HPV-18) onkologiai kockazata haromszorosan meghaladja az egyéb
onkogén tipusokét. Koros citologiai elvaltozas mellett az elsédleges
vakcinatipusok haromszor nagyobb onkologiai kockazata legalabb 30
hénapos id6tavon fennall.

Az onkogén HPV csoporton beliili haromszoros kiilonbség tobb mint
htszszor alacsonyabb, mint az a kockdzat. amelyet a csoport egésze
jelent. A méhnyakszlrés hatékonysagat jelentés mértékben noveli az
onkogén HPV csoport szintjén informativ diagnosztika, amelyhez képest
a csoporton beliili tovabbi tipizalas szekunder prevencios értéke
elhanyagolhato.

Eredményeim igazoltdk a papillomavirus kimutatas kivalé negativ
prediktiv értékét mind citologiai atipidban, mind a rakmegel6z6
elvaltozasok miitéti eltavolitasa utan.
A gazdaszervezeti tényezOk koziill a kiviselt terhességek kockazati
tényez06 szerepét igazoltuk

Az IL-10 promoterben nt-1082(rs1800896) G allélt hordozd ndk kevésbé
fogékonyak a HPV fert6zéstdl fiiggetlen citoldgiai atipiara, mint az AA
homozigdtik. Ugyanakkor a HPV 4ltal indukalt citologai eltérésekre nem
hatott az IL-10 promoter nt-1082 polimorfizmusa.

Az IL-10 gén proximalis promoter szakaszan konzisztens CpG metilacios
mintazat figyelhetd meg cervix carcinoma eredetli sejtvonalakban,
valamint exfolidlt hamsejtekben és cervix carcinoma biopszidkban. A
metilacios mintdzat legspecifikusabb eleme a legproximalisabb _;1,CpG,
amelynek metilacios allapota korrelalt a legkovetkezetesebben az I1L.-10
expresszid hianydval. Mind a fizioldgids, mind a neoplasztikus epitelialis
sejtekben az IL-10 promoter CpG metilacioja egyiitt jar a deacetilalt
hiszton (H3 ¢és H4) struktaraval. Az IL-10 gén epigenetikusan inaktivalt
allapotat nem befolyasolja a HPV genom jelenléte vagy hianya.

A proliferdlodo keratinocitdkban a non-receptor Src tirozinkindzok koziil
a Fyn konstitutiv modon jelen van, mig az Src és Yes szintje HPV-16 E6
¢s E7 onkoproteinek egyiittes jelenlétében ndvekszik meg. Az E7
onkoprotein tovabbi hatasa, hogy tirozin foszforilacidés mechanizmussal
fokozza a jelenlévd Src kindzok aktivitasat.
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Human herpesvirusok patogenetikai szerepe

e Az endodonto-patogén baktériumok altal kivaltott periodontitis apicalis

chronica korfolyamatban magas gyakorisaggal eléfordul az EBV virus.
Az EBV fertézések mintegy kétharmaddban megfigyelhetd a
transzformal6 EBNA gének transzkripcios aktivitasa, amely a 1€zio
radiologiai méretével egyiitt a panaszos manifesztacio kockézati
tényezdje.

Kutatécsoportom irta le a HHV-6 virusok el6forduldsat a periapikalis
1éziokban, valamint a HHV-6B virus halmoz6ddsat a nagyméretl,
A periapikalis leéziokban az alapfolyamatra jellemzd fokozott citokin
termelddésen tul, az EBV jelenlétéhez a TNF-alfa génexpresszid tovabbi
emelkedése tarsul.

Morbillivirus patogenetikai szerepe

e Az morbillivirus RNS jelenléte specifikusan tarsul az otosclerosis altal

okozott stapes fixaciohoz és csak a megbetegedést okozo gocban fordul
eld, a kornyezo, elteérd fejlodéstani eredetii csontokban nem.

e A TNF-alfa mechanizmus aktivalodasa jellemzden a stapes ankylosis

morbillivirus pozitiv, otosclerosisos formajanak aktiv stadiumaban jelenik
meg.
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