Valasz Prof. Szabé Dora opponensi véleményére

Ko6szondm Szabd Doéra Professzor Nonek a doktori értekezésem gondos attanulmanyozasat,
az Ujdonsagok kiemelését és tamogatasat a doktori cim odaitéléséhez. Az opponensi

kérdésekre az alabbiakban valaszolok:

1. Az értekezés 53. oldalan a jelSlt beszdmol arrél, hogy ,Osszességében 97%-ban
(111/114) igazoldédott, hogy a teszt valoban jol jelezte onkogén HPV tipus jelenlétét. A
maradék harom esetben a Hybrid Capture HPV teszt a biztonsagos oldal felé tévedett,
nem onkogén HPV mellett is megjelent a magas kockézati tipust jelzd gyenge
hibridizaciés szignal. A Hybrid Capture HPV teszt kés6bbi verzidjaban is kimutattak a
kimutatott HPV tipusok spektruméanak kereszthibridizaciobol eredé boviilését.” Nem
tartja-e reélis veszélynek, hogy a HPV Hybrid Capture rendszer az onkogén HPV tipust
nem onkogén tipusnak jeloli?

Azon HPV tesztekben, amelyek kiilon kindlnak nem onkogén HPV meghatarozast is, a
gyartéi validalaskor megfeleléen kizartdk az akkor ismert onkogén tipusokkal a
keresztreakciot. Természetesen az elvi veszEély mindig fennall, hogy a validalaskor még nem
ismert onkogén tipus hamis laboratoriumi eredményt produkal. Azonban a sziirési
algoritmusokkkal egylitt vizsgalva a kérdést, lathatod, hogy az ebbdl eredd kovetkezmények
veszélye kimutathatatlanul alacsony a kovetkez6 okokbol:

1. Hatékonysagi okokbdl a sziirési algoritmusok csak az onkogén HPV kimutatést
tamogatjak. Nem onkogén HPV jelenlétére utalé eredmény ezért altalaban nem is
sziiletik a szlirés soran.

2. Ha mégis sziiletne ilyen eredmény, akkor azt az alapelvet kell figyelembe venni, hogy
egyik szexudlisan atvihetd fertdzés életviteli okokbol fokozottan hajlamosit barmely
masikra, ideértve az onkogén HPV fert6zést is. Az ilyen személy a normal szlirési
eljarashoz képest, siirlibb ellendrzést igényel, amellyel a lehetséges onkogén HPV

fert6zés kovetkeztében elinduld korfolyamat idoben észlelhetd.



2. Kérem a jeloltet, hogy hasonlitsa Gssze az altala hasznalt a HPV Hybrid Capture
rendszert, a tobbi széleskdrben alkalmazott, forgalomban 1évé, Hybrid Capture 2 (HC2),
Cobas, CLART és APTIMA rendszerekkel.

A kérdésben emlitett 6t HPV teszt paronként Osszehasonlitva is szamos eltérést mutat az
analitikai jellemzdk teriiletén. Ezért a prevencidé szempontjabol értelmezhetd diagnosztikus
értékiiket érdemes Osszevetni. A kiilonb6z0 méhnyaksziirési algoritmusokban k6zos, hogy a
negativ eredményli HPV teszteknek a betegséget kizar6 Un. negativ prediktiv értékét
hasznaljak ki. Ezért a fenti tesztek hasznalhatdosagat is a méhnyaksziirési algoritmusok
vonatkozasaban kell vizsgalni. Torténetileg elészor a citologiai ASCUS (atypical squamous
cells of unknown significance) elvaltozas miatt kiemelt betegek szekunder szlir6 eljarasaként
vezették be a HPV kimutatast. Az ASCUS betegekben Hybrid Capture HPV negativitas olyan
hatékonyan zart ki onkologiai folyamatot, hogy az FDA mar 1995-ben engedélyezte az
alkalmazasat.

Kozben ugyanaz a cég kifejlesztette a HC2 tesztet, amely mar nagyszamua minta vizsgalatara
alkalmas mikrotiter lemez formatumu volt, analitikailag mar lefedte az onkogén tipusok ma is
elvart listajat és azok als6 méréshatarat egy nagysagrenddel javitotta. A Hybrid Capture
projektiinket mar elinditottuk, amikor megsziiletett a HC2 teszt FDA jovahagyasa még mindig
az ASCUS betegekre vonatkozoan, akikben az addig is kivald negativ prediktiv értéket
érdemben mar nem volt hova javitania az egyébként analitikailag javitott verzidnak.

Az alkalmazasi teriilet bdvitése volt a gyartok kovetkezd fejlesztési lépése. Kiterjedt
populécids tanulmanyokban vizsgaltdk elsésorban a HC2 és Cobas HPV rendszerek
alkalmassagat a ,,HPV asszisztalt citoldgia” tipust sziirési algoritmusra. Az FDA ugyan
6vatosan mar 2003-ban jovahagyta, hogy a normal citoldgiai vizsgalattal egyidoben lehetett
HC2 teszttel HPV kimutatast végezni, 2011-re lett végleges annak a négy onkogén HPV
tesztnek (HC2, Cobas, Aptima, Cervista) listdja, amelyeket FDA-hez benyujtottak és ott
jovahagytak HPV asszisztalt citologiai tipusi primer méhnyakszlirésre. A szintén in vitro
diagnosztikai mindsitésit CLART HPV teszt esetében a gyartd nyilatkozott a diagnosztikai
teljesitményr6l, amely alapjan a CLART HPV teszt nem rosszabb a HC2-nél.

Osszefoglalva, az sszehasonlitisra kért HPV tesztek egyiittesen abban kiilonbdznek a mi
projektiinkben hasznalttol, hogy validaltak oket egy olyan sziirési algoritmusra, amelyet a mi

projektiink megvalositasa utan fejlesztettek ki.



3. A jelolt a kisérletek soran mélyrehat6an vizsgalta a HPV virus fertzés hatasat és az IL-10
gén promotorén a metilacié Osszefliggéseit. Ismert, hogy a cervicilis epithel sejtekben a
HPV hataséra megvaltozik a kiilonb6z6 citokinek, mint példaul: IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a és TNF-B termelése. Mi indokolta, hogy a
vizsgalatok soran az IL-10 szerepével kiemelten foglalkozott a jel5It?

A HPV indukalt cervikalis 1éziokban valoban megfigyelhetd a fenti citokinek
IL-10 expressziot is. Ugyan a 1éziok jelentds részét a megvaltozott epithel sejtek alkotjak,
egyéb bioldgiailag aktiv sejtek (Langerhans sejtek, mononuklearis sejtek) is jelen vannak,
amelyek szamos limfokint szekretalnak. Az epithel sejtek IL-lalfa, IL-6, IL-8 és TGF-béta
szekrécidja jol ismert.

Az epithel sejtekben az I1L-10 expresszio kérdése azért keriilt a figyelem kdzéppontjaba, mert
a szakteriiletet hosszu ideig félrevezette az egérsejteken végzett megfigyelések extrapolalasa a
human epithel sejtekre. Az utébbiakon kozvetleniil végzett késdbbi megfigyelések azonban
arra utaltak, hogy a human epithel sejtekben altaldnosan hidanyzik az IL-10 expresszi6, ami
felvetette, hogy az epithelialis fejlodési vonalban epigenetikai mechanizmusok tarthatjak
inaktiv allapotban az IL-10 gént. Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a papillomavirus
jelenlététdl fiiggetleniil a cervikalis ham eredetli sejtvonalakban valdoban altalanos az IL-10
promoter CpG metilacidja, kimutattuk az IL-10 gén inaktiv heterokromatikus allapotat,
valamint azt, hogy a promoter metilacio ténylegesen gatolja az IL-10 promoter transzkripcios
aktivitasat. Eredményeink kozvetve arra utalnak, hogy a lézidkban megemelkedé IL-10
expresszid a HPV fertdzott diszplazis/neoplazids hamsejtekkel szemben kialakuld koros

szervezeti valaszreakciok kozé tartozik.

4. A jeldlt endodonto-patogén baktériumok 4altal kivaltott periodontitis apicalis chronica
kérfolyamatban igazolta az EBV virus szerepét, illetve, hogy az EBV fertézések mintegy
kétharmadaban megfigyelhetd a transzformalé EBNA gének transzkripci6s aktivitsa.
Ismert, hogy a szintén herpes virus csaladba tartoz6 CMYV periodontitis apicalis chronica
kérfolyamatban szintén szerepet jatszhat. Van-e arra vonatkozé adat, hogy a jeldlt altal
vizsgalt EBV negativ esetek hatterében esetleg CMV fertdzés allt?

Egyetlen panaszmentes 1ézioban észleltlink CMV monoinfekciot a 11 EBV negativ 1€zi6bol,

nem tlinik jellemzdnek, hogy az EBV negativ 1ézidk hatterében CMV fert6zés allna.



5. A periodontitis apicalis chronica hatterében 4ll6 EBV fert6zéssel, illetve az EBNA gének
transzkripcids aktivitdsaval hogyan korrelal a ROS termelés, illetve a kappa B nukleéris
faktor ligand receptorok expresszidja?

A teljes EBNA expresszioval jard latens allapotban az EBV fert6zott gazdasejt kdrnyezetében
inflammatorikus kornyezetet alakul ki. Ennek egyik meghatarozo mediatora a TNF-alfa,
amely hatasara emelkedik a reaktiv oxigén gyokok szintje, amelyek fokozzak RANKL szintet
a sejtek koOzotti interakcidban. A csont reszorpcioért felelos oszteoklasztokat aktivalja a
RANKL-RANK kolcsonhatas. Természetesen a polimikrobialis elvaltozdsban az
endodontopatogén baktériumok jelenléte 6nmagaban is jelentés ROS termelést indukal a fenti
kovetkezményekkel. Az EBV, ha jelen van, akkor a TNF-alfa expresszi6 fokozasan keresztiil

sulyosbitja a folyamatot.

6. Van-e arra vonatkozé adat, hogy a periodontitis apicalis chronica hatterében 4ll6 EBV
fert6zések esetében melyik EBV-nuclearis antigén szerotipusok jatszottak szerepet?

Az EBNA antigének expresszidja koordinaltan torténik a latensen fert6zott gazdasejtben. Az
amplifikalt cDNS szakasz két kiilonb6z6 mRNS-bdl szarmazhat, az egyik az EBNA-2 ¢és az
EBNA-LP, a masik teljes EBNA repertoar expressziojaért felelds. Ugyanakkor az EBNA-2 és
az EBNA-LP izolalt expresszidja atmeneti, mert a f0 funkcidjuk a tobbi latens géntermék
expressziojanak biztositasa, amelyek Osszességében a III. tipustt EBV latenciat okozzak. Az
altalunk kimutatott EBNA expresszié a szakirodalmi adatok alapjan a teljes EBNA repertoar
expresszidjaval jaro II1. tipust latencianak feleltetheté meg a periodontitis apicalis kronikus

folyamataban.

7. A legfrissebb irodalmi adatok (Clin Implant Dent Relat Res. 2015 Feb;17(1):199-207)
alapjan az EBV asszocidlt periapicalis periodontitis 8sszefliggésbe hozhaté a retrograd

infekcids peri-implantitis-sel. Van-e arra vonatkozé klinikai adat, hogy a jelolt 4ltal

kimutatott EBV pozitiv esetekben retrograd infekcids peri-implantitis alakult ki?

Amennyiben fog implantacio torténik, a panaszos periapikalis 1ézi6 vagy annak reziduuma
hajlamosit az allcsontba liltetett tartoszerkezet koriil kialakuld peri-implantitisre. Az altalunk
vizsgalt betegcsoportban nem tortént fog implantacio, igy annak komplikacioi sem fordultak

eld. Az EBV jelenléte mind a 1ézidoban, mind a nyélban tarsithat6 a panaszt okoz¢ periapikalis



1ézioval, ezért a fog implantacioban igéretes biomarker lehet retrograd infekcios peri-

implantitis kockazatanak becslésére.

8. Ismert, hogy a morbillivirus sejtekhez torténd kétddésében jelentés szerepe van a CD46
receptornak. Van-e szerepe, illetve jelentésége a CD46 receptor isoforméinak a
morbillivirusnak az otosclerosis éltal okozott stapes fixaci6hoz?

Az otosclerosis altal érintett szovetekben morbillivirus genom és a CD46 receptor izoformak
megvaltozott expresszidja egyiittesen fordul eld, a CD46 valtozdsok a transzmembran és
citoplazmatikus doméneket érintik. A morbillivirus és a CD46 izoformak kozotti szignifikans
kapcsolat felveti, de onmagaban nem igazolja a CD46 izoformak korfolyamati szerepét,

jelentdségét.

9. A jelolt a vizsgalatai soran bizonyitotta, hogy a TNF-alfa mechanizmus aktivalédasa
Jellemzden a stapes ankylosis morbillivirus pozitiv, otosclerosisos formajanak aktiv
stddiuméban jelenik meg. Az interleukin 1B és az osteoprotegerin szerepe is ismert az
otosclerotikus csont 4talakuldsban. Hogyan alakul az interleukin 1B és az osteoprotegerin

szintje a stapes ankylosis morbillivirus pozitiv, otosclerosisos forméjaban?

Az aktiv stddiumban megfigyelhetd az oszteoklasztokat aktivalo TNF-alfa és IL-1béta
proinflammatorikus citokinek szekrécidja, amelyek emelkedett szintje egyiitt jar a
oszteoproteregin szint erdteljes csokkenésével. Az inaktiv stadiumba jutas egyiitt jar a

RANKL hatést gatld osteoproteregin szint emelkedésével.

Debrecen, 2017. marcius 29.

Dr. Kénya Jozsef



