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Bevezetés

A fertézések és a kdvetkezményes megbetegedések olyan kiizdelemnek a megnyilvanulasai, amely a
gazdaszervezet erdforrasaiért folyik az egyed (egyén) szervezete és valamilyen egyszer(i biologiai
szervez6désli mikroorganizmus populacio kozott. Ennek a kompetitiv kdlesonhatasnak a létrejotte
valészinliségi esemény. A kolcsonhatas Okoldgiai szempontbdl instabil, dinamikusan valtozd, ami
alapvetd hatdssal van a kolcsonhatas iddbeni alakuldsara, lefolydsara. Az dkologiai szabalyszeriiségek
tokéletesen tiikroz6dnek az alapvetd infektologiai megfigyelésekben. A fertézések tobbsége akut
moédon zajlik le és a gazdaszervezet-korokozd kapcsolat teljes megsziinésével ér véget, a
gazdaszervezet vagy eradikalja a korokozot vagy elpusztul téle.

Minden gazdaszervezetnek vannak olyan korokozoi, amelyek perzisztens fertézéseket képesek
kialakitani. A kdérokozonak ez a képessége evolucios adaptalodassal fejlodott, szelektalodott ki. A
perzisztens fert6zést okozd korokozok szamara szelekcios el6nyt jelent, hogy a koérokozo
fennmaradésa sokkal kevésbé fiigg a fert6zés sikeres atvitelétol tovabbi fogékony egyénekre, mint az
akutan fert6z0 korokozok esetében. A perzisztalas akkor all fenn hosszl ideig, ha a gazdaszervezet
karosodasa csak olyan mértékii, hogy a gazdaszervezet a sajat biologiai funkcioit el tudja latni. Az
elhuzodo, larvalt lefolyasnak a veszélye éppen abban rejlik, hogy a szervezeti karosodasok
kumulalédhatnak, ami megbetegedés lassu, de biztos progresszidjaval jar egyiitt. Mire a progredialo
folyamatok eredményeképpen a megbetegedés teljesen manifesztalodik, a szervezet tartalékai,
kompenzald €s kontrollalé mechanizmusai mar rendszerint kimeriilnek, ami a sikeres orvosi kezelés
esélyét er6sen csokkenti.

A koérokozo szaporodasi tendenciaja alapjan a perzisztens fert6zés lehet krémikus lefolyasu, lehet
latens fert6zés idénkénti reaktivacioval vagy lehet lasstvirus fert6zés. A kronikussa valo fert6zés
rendszerint akutan kezdddik, koérokozd szaporodasa elébb felfut, majd a szervezeti védekezés és a
belso 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 1étre, a korokozod
szaporodasa hosszll tavon mérsékelten egyenletes vagy enyhén fokozddd. A gazdaszervezet sorsa attol
fligg, hogy milyen mértékig és mennyi ideig képes kompenzalni a korokozd szaporodasabol eredd
karosodasokat. A latens fert6zés is az akut szakasz utan szokott kialakulni, a korokozo6 itt sem tiinik el
a szervezetb6l, hanem inaktiv allapotban megbujik arra alkalmas sejtben vagy képletben, a
mikroorganizmus szaporodasa leall. Amig inaktiv allapotban van, nem okoz tovabbi karosodast, azaz
latens allapotban a fertézés nem befolyasolja a szervezet egészségi allapotat. A ldtens fertézés
reaktivdcioja valoszinliségi esemény, amely részben a korokozd sajat mindségi €s mennyiségi
tulajdonsagaibol adodik, részben olyan, a korokozotol fiiggetlen koriilmények hatarozzak meg, mint a
gazdaszervezet altalanos allapota, immunstatusza, tarsfertézések jelenléte. A reaktivalodott fert6zés
lefolyas szempontjabol akut fellangolasnak felel meg, amely utdn a fertdzés ismét inaktiv allapotba

keriil. A lassuvirus fert6zést a korokozo és az altala okozott degenerativ karosodasok alattomos,
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monoton mennyiségi novekedése jellemzi. A szervezet sem a védekezés, sem a szdveti karosodas
szintjén hossza ideig, jellemzden évekig nem észleli a lassi fertdzést. Mire a biztos progresszio

betegségben nyilvanul meg, alig-alig marad terapias vagy palliativ eszk6z az orvostudomany kezében.

Korokozo szerep, korfolyamati (patogenetikai) szerep

A mikroorganizmusokat azért sziikséges human korokozo szerep szerinti jellemezni, mert az €l
kornyezetiink mikroorganizmusai és az emberi szervezet kozotti kapcsolat nemcsak kérokozas, azaz
okoldgiai szempontbdl parazitizmus lehet, hanem kommenzalizmus és mutualizmus is. Az utébbi két,
szervezetlinkre kozOmbos vagy akar elényds kolcsonhatds a szervezet rezidens mikroflordja, a
mikrobiota részér6l valosul meg. A korokozd és mikroflora kategoriak nem fedik le az Gsszes
lehetséges viszonyunkat a mikroorganizmusokkal. A tranziens modon olyan mikroorganizmusok is
kolonizéalhatnak a szervezetben, amelyek nem emberhez adaptalodtak és ezért tartdsan nem is képesek
megmaradni az emberi szervezetben. Az opportunista korokozok kifejlett, egészséges
gazdaszervezetet nem képesek megbetegiteni, de altalanos legyengiilésben vagy a védekezo
mechanizmusok sériilése mellett mar kérosithatjak a gazdaszervezetet.

A mindennapi orvosi gyakorlatban természetesnek vessziik, hogy adott betegbdl kimutatott, jol ismert
mikroorganizmust a betegség korokozodjanak tekintsiink. Az egyes fert6z6 betegségek korokozoinak
ismerete mogott korabbi tudomanyos igényli megfigyelések, elemzések allnak. Mikroorganizmusok
korokozé szerepének elsé formalis igazolasa Robert Koch nevéhez fiizodik. Az altala felallitott
feltételrendszert tiszteletére Koch posztulatumokként emlegetik. A klasszikus Koch posztulatumok
akkor érvényesiilnek, ha a fert6z6 betegségben szenvedokbdl jol definialhatd mikroorganizmus taxon
izolalhato, az izolatumok fogékony allatmodellben kivaltjak a fert6z6 betegséget és a megbetegedett
allatokbol ugyanugy és ugyanazon taxonba tartozé mikroorganizmusokat lehet visszaizolalni.

A klasszikus Koch posztuldtumok vizsgalatat a mikroorganizmusok tobb tulajdonsaga is
akadalyozhatja. Tenyésztéssel nem vagy nehezen izoldlhaté mikroorganizmus esetében ugyantiigy nem
alkalmazhato, mint fogékony allatmodell hidnyaban. A perzisztens fert6zésekbol 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 fertézésekre jellemzé patologias gazda-korokozo egyenstlyt fenntartdé mechanizmusok
mas gazdafajban mas Osszetételben varhatok, ami a folyamat mas kimenetelét eredményezi.

A mikroorganizmus teljes egészében torténd izolaldsaval majdnem egyenértékii a mikroorganizmus
egyes esszencidlis komponenseinek kimutatdsa. A fogékony allatmodell helyett kozelitd megoldast
jelentenek a jol kontrollalt klinikai megfigyelések, nyomon kovetések. A mikroorganizmusok
jellegzetes esszencialis alkotorészeinek a kimutatdsa kiilonb6zé molekularis vizsgald eljarasokkal
végezhetd. Ezen vizsgald modszerek széles korli elterjedése lehetové tette a molekularis Koch

posztulatumokként elnevezett feltételrendszer megalkotasat [1].
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1. A mikroorganizmus halmozodasa megbetegedettekben. 1dealis esetben a korokozd vagy egyedi
antigénje, nukleinsav szekvencidgja a megbetegedettekben kimutathatd, mig az egészséges
populacioban nem. A gyakorlatban a megbetegedettekben és az egészségesekben megfigyelt
prevalencia (eléfordulasi arany) szokott 1ényegesen kiilonbozni, azaz a fertézést populacios szinten
mennyiségi adatokkal jellemezhetjiikk. Az ilyen adatok biologiai és orvosbiologiai jelentdsége
epidemiologiai modszerekkel jellemezhetd. Az epidemioldgiai tanulmany tipusatol fiiggden az
Osszefiiggés erdsségét relativ kockdzattal vagy esélyhanyadossal fejezik ki. A mikroorganizmus és a
betegség kapcsolatdra utalhat az is, ha a beteg szervekben a vizsgalt mikroorganizmus lényegesen
nagyobb mennyiségben mutathato6 ki, mint az egészségesekben. Az utdbbi esetben a mikroorganizmus
dozishatasanak kimutatdsa torténik. A jelen pontban kifejtettek értelemszertien akkor is
alkalmazhatok, ha multifaktorialis megbetegedés lefolyasaban az adott mikroorganizmus kofaktor
szerepet tolt be.

2. A mikroorganizmus és a megbetegedes 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 fertdézésre vagy a kettd kdzott nem kdzvetlen kapcsolat van, hanem egy
kozos, még 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
kérokozo vagy egyedi antigénje, nukleinsav szekvencidja alapjan meg lehet josolni, hogy kik vannak
kitéve fokozott betegségkockazatnak a jovoben.

3. Reverzibilitas. A gyogyulas vagy eredményes terapia utdn a mikroorganizmus prevalenciaja vagy
a fert6z0 csiraszam (virusoknal kopiaszam) lényegesen csokken. Szintén a reverzibilitast tdmasztja
ala, amikor a koérokozo eliminalasa utdn a populacidban a megbetegedés incidencidja 1ényegesen
csokken. A reverzibilitasi feltételt elsdsorban az elsédleges koroki tényezé vonatkozasaban lehet
Vizsgalni.

4. Plauzibilitas. Viszonylag tag értelemben megfogalmazott feltételek tartoznak ide, értékelésiik
pedig a tudomany aktudlis allasa szerint torténik: A mikroorganizmus filogenetikai helye és
filogenetikailag kozel all6 fajok biologiai tulajdonsagai alapjan értelmezheté-e a korfolyamat? A
mikroorganizmus ellenes immunvalasz dsszhangban van-e a betegség lefolyasaval? A korfolyamatra
jellemzo sejt-, szovet-, szervkarosodas kulcslépéseit kisérletes koriilmények kozott eld lehet-e idézni a
feltételezett korokozoval vagy annak egyes termékeivel, 0sszetevdivel?

5. A kévetkeztetések reprodukdlhatosaga és dltalanos érvénye. A 1.-3. pontokban vazolt feltételek
teljesiilését epidemiologiai analizissel lehet igazolni. A levont kovetkeztetések helytallosdganak
elofeltétele az epidemiologiai tanulmany belsé és kiilsé validitasa [2]. Az eldbbi arra utal, hogy az
altalunk vizsgalt jelenségre nézve mennyire megbizhatok és reprodukalhatok a kovetkeztetések,
hasonlo koriilmények kozott ismételve hasonld eredményre jutnank-e. A kiils6 validitds arra a
kérdésre keresi a valaszt, hogy a levont kovetkeztetések érvényesek-e szélesebb populaciokra is. Az

eredmények megbizhatdsagat az epidemioldgiai mintavétel, a véletlen szerepe, a torzitasok és a zavard
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hatasok befolyasolhatjak. A véletlen szerepét a statisztikai szignifikancia vizsgalataval becsiiljiik meg.
A torzitast azaz a valosagtol tendenciaszeriien eltéré eredményeket a feltételezett kockazati tényezdket
mérd, rogzitd modszerek, valamint az epidemiologiai és biologiai mintavétel megfeleld
megvalasztasaval lehet minimalizalni. Zavard hatast olyan tényezOk okozhatnak, amelyek mind a
vizsgalt kockazati tényezdt, mind a bekdvetkez6 eseményt (betegség) befolyasoljak. A nem ellendrzott
vagy nem ismert zavaro6 tényezOok hatasa megnyilvanulhat akar valdtlan Gsszefliggés észlelésében akar
— ellenkezbleg — wvalds Osszefiiggés elfedésében. A lehetséges zavard tényezdk feltardsdhoz
nélkiilozhetetlen eszk6z a plauzibilitasi feltételek alapos vizsgélata és a korfolyamatot leird hipotézis
felallitdsa. A zavar6 hatdsok kisziirésére ma leginkdbb tobb valtozos statisztikai elemz0 eljarasokat
alkalmaznak. A kiilsé validitist azaz a kovetkeztetések altalanosithatosagat alatdmasztja, ha eltérd
helyen és id6ben, mas személyek és koriilmények kozott is konzisztens modon megfigyelheté az
osszefiiggés. A nemzetkdzileg elfogadott, elvek szerint teljes populdciokra alapozott epidemioldgiai
tanulmanyoktol lehet elvarni az 6sszefiiggés altalanos érvényének bizonyitasat. Az ilyen nagy 1éptékd,
sok erbforrast igényld epidemioldgiai vizsgalatokat viszont csak konzisztens és plauzibilis

Osszefiiggésekre alapozva indokolt elinditani.

A jelen értekezésben olyan megbetegedések vizsgalatait irjuk le, amelyek kialakitasaban és
patogenezisében perzisztens virusfert6zések szerepe felmeriilt. A molekularis Koch posztulatumok
szempontrendszere szerint molekularis epidemiologiai  eszkozokkel vizsgaltuk a human
papillomavirusokat a cervikalis karcinogenezisben, human herpesvirusokat a periodontitis apicalisban

¢és a morbillivirust az otosclerosisban
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Humdan papillomavirusok (HPV) és a cervikdlis karcinogenezis

Human papillomavirusok szerkezete, szaporodasa, osztalyozasa

A bbéron talalhato verruca vulgaris megjelenése, terjedése mar régen is fert6z6 mikroorganizmus
korokozd szerepét vetette fel. A klasszikus virologiai modszerekkel (elektronmikroszkopia,
ultracentrifugdlés) virust azonositottak, amely papillomavirus elnevezést kapott az allatok papillomas
elvaltozasait okozo virusokkal rokon tulajdonségai miatt.

A méhnyakrak el6forduldsaval kapcsolatban mar a 20. szdzad elején valdszintisitették, hogy szexudlis
kapcsolat kozben terjedé korokozd van a hatterében. Az 1970-es években Harald zur Hausen, aki
2008-ban a papillomavirusok onkogén szerepének a felismeréséért Nobel dijat kapott, felallitotta
tudomanyos hipotézisét, mely szerint a genitalis nyalkahartyakon kialakulé condyloma acuminatum
anatomiai és szoOvettani hasonlosaga a papillomds elvaltozasokhoz, egyes exophytikus genitalis
tumorok condylomdkhoz hasonldé morfologidja, valamint a méhnyak korai premalignus
elvéltozasaiban megfigyelt egyes hamelvaltozasok hasonlosaga a szemdlcsszerii hamburjanzasokéhoz
mind-mind papillomaviralis rakkelt6 szerepre utalnak.

A condylomdakbdl sikeresen izolaltak virus részecskéket [3], amelyeket genomjuk alapjan akkoriban
DNS hibridizacidval tudtak azonositani €s restrikcids hasitasi mintazattal tudtak igazolni, hogy egy
ujabb papillomavirus tipus van a hattérben. Invaziv méhnyakrakbol azonban virusrészecskéket nem
lehet izolalni, csak a DNS vizsgald eljarasok maradtak az akkor még ismeretlen papillomavirus
tipusok azonositasara. Mivel a DNS hibridizaciés vizsgalatok nem elég egzaktak, az 1980-as években
elterjedd DNS szekvenalassal igazoltak, hogy valoban eldéfordul teljes papillomavirus genom a
tumorsejtekben [4], méghozza egy Gjabb tipusé, amely sorrendben 16-os szamot kapta. Az Gjszeri
eredmény sikere elinditotta papillomavirusok vizsgalatat méhnyakrak biopszidkban €s sejtvonalakban
is és 15 év alatt kb. 80-ra emelkedett a teljes szekvenciaval azonositott papillomavirusok tipusok
szama. A 80-bol mintegy 20-at talaltak meg cervix carcinomdban. Azota 180-on is tal van az
azonositott human papillomavirusok szdma, azonban az anogenitalis tipusok szama nem nott
szdmottevoen.

A papillomavirusok megbizhaté kimutatasat a PCR technika elterjedése hozta el. A nagyszamu tipus
lefedésére konszenzus PCR technikat fejlesztettek. Olyan konszenzus szakaszokat probaltak
azonositani az oligonukleotid primer tervezésére, amelyeknek esélye volt az akkor még nem ismert
papillomavirus tipusok amplifikalaséra is. Otletesen abbol indultak ki, hogy a fehérjekddold genetikai
informaciéban aminosav szinten kell keresni konzervativ szakaszokat, mert az a még ismeretlen
tipusokban is valdsziniileg hasonld lesz. A virus L1 major kapszid génjében sikeriilt két konzervativ
oligonukleotid proba tervezésére alkalmas konszenzus szekvenciat (MY09, MY'11) azonositani [5],
amelyek kis eltéréssel 450 bp szakaszt (Un. MY szakaszt) hatarolnak az anogenitalis

papillomavirusokban. Az MY szakaszban késébb tovabbi konszenzus lehetdségeket azonositottak.
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Az ezredfordulora kristalyosodott ki a detektalasi technika olyan mértékben, hogy nagy
multicentrikus, populacios epidemioldgiai vizsgalatokban mérjék fel az egyes papillomavirusok

el6fordulasat és onkologiai kockazatat.

L1

El

HPV-16 2000

L2

E5

1. abra Human papillomavirus 16 genomi térképe. P97:
transzkripcios promoter; E1-E7: korai fehérjék génjei; L1,

6 L2: késoi fehérjék génjei; AE és AL: korai és késoi

[6] poliadenilacios szignal; LCR: nem kddold, szabalyozo régio
(long control region) (Az abrat Fields Virology 4th ed. 2001.
kiadasabol vettem at [6])

Human papillomavirusok (HPV) szerkezete

Az embert és az allatokat fert6z6 papillomavirusokat a Papillomaviridae csaladba soroljak. A csaladra
jellemzé ko6zos jegyek a mintegy 8 kb méretii kettdsszalt, cirkularis DNS genom, a burok nélkiili
ikozahedralis kapszid szerkezet. A DNS genomban a fehérjéket kodold gének ugyanazon a szalon
helyezkednek el, amelyet ezért pozitiv szalnak is neveznek. A genomban hdrom f6 rész
kiilonboztethetd meg: az LCR (long control region) szakaszban a virus mRNS transzkripcidjat
szabalyzd promoter szekvenciak talalhatok meg és itt helyezkedik el a genom replikacids origoja is, a
korai régio (,,E”, early region) a genom replikéciojat és transzkripcidjat szabalyzo fehérjéket kodol,
mig a késoi régiod (,,L”, late region) az L1 és L2 kapszidfehérjéket kodolja (1. abra). A papillomavirus
genomban sok mas virushoz hasonlé médon a fehérje kodolo olvasasi keretek atfedik egymast [7]. Az
atfedo fehérjéket kodold bazisharmasok leolvasasa kereteltolassal valosul meg, a kiilonbozo
fehérjékben mar elsédleges szerkezetben, aminosav sorrend szinten sincs kdzos szakaszuk. A korai
régi6 6-8 fehérjét kodol, a kiilonbozd papillomavirusok homolog fehérjéit egységesen ugyanazon
szammal jelolik. Ebbdl adodik, hogy a human papillomavirusoknak E1, E2, E4, ES5, E6 és E7 korai
fehérjéi vannak, nem talalhaté6 meg benniik a bovin papillomavirusok E3 és E8 leolvasasi kereteinek

homolog szekvencidi. A kés6i régio az L1 major kapszidfehérjét és L2 minor kapszidfehérjét kodolja.

10



dc 1136 15

A virus kapszid 72 kapszomerbdl épiil fel, minden kapszomert 6t L1 és egy L2 molekula alkot [8]. Az
L2 protein biztositja az dsszeszerelddés alatt a kapcsolatot a DNS genommal, a virion kiilsé felszinén
az L1 fehérje dominal. Az L1 kiilsé virusfehérje mindségében latszolag ellentétes tulajdonsagokkal
rendelkezik: hordozza a tipusspecifikus ellenanyag epitopokat, amelyek minden eddigi adat szerint
egyedick a tobb szaz papillomavirus tipusban [9-12], de ugyanakkor a csaladon belill a
legkonzervativabb fehérje. Az utobbi tulajdonsagat a papillomavirusok taxondmiai besorolasanal
alkalmazzak, egy Gjonnan azonositott papillomavirus szekvencia akkor tekinthet6 0j tipusnak, ha az
L1 nukleotid szekvenciaja kevesebb mint 90%-ban egyezik meg, tobb mint 10 %-ban eltér az eddig
ismert tipusokétol [13]. A tipusokat sorszammal jelolik, roviditésben a HPV-1, HPV-16, stb.
formatumot alkalmazzak altalanosan. A konzervativ els6dleges szerkezet és az igen diverz ellenanyag
epitdp kindlat hatterében az all, hogy az utobbi konformacids epitop, a kapszid dsszeszerelddésével
alakul ki [14], azaz negyedleges fehérjeszerkezetb6l adodik. A kapszid szétesése vagy célzott

szétbontasa utan a dominans tipusspecikus epitop is eltiinik [15].

Humadn papillomavirusok (HPV) osztdlyozdsa

Az ismert papillomavirusok taxonomiai besorolasa az L1 nukleotid szekvencia alapjan torténik. Eddig
tobb mint 180 HPV tipust azonositottak [13] és kb. feleannyi kiilonb6z6 allati eredetii papillomavirust.
A tipusok kozotti hasonlosag eltéré mértékii, a filogenetikai elemzés egymastdl jol elkiilonithetd
csoportokat eredményez. Barmely két papillomavirus tipus kozott legalabb 10% nukleotid szekvencia
kiillonbség van. Azon tipusokat, amelyek kozott 71-89% nukleotid homologia van, azonos fajba
tartozonak tekintenek. Az azonos nemzetségbe sorolas feltétele a >60% szekvencia homologia [13,
16]. Az L1 gén a major kapszid proteint kodolja, és amely tipusoknal eddig vizsgaltak, ott egy-egy
genotipus egy-egy 0nallo szerotipusnak felel meg. Ez alapjan hivatalosan tipusnak nevezik a fajon

beliili taxondmiai egységet.

A csaladon beliil a nemzetségeket a gorog ABC betiiivel jelzik, eddig 20-at kiilonitettek el. A human
papillomavirusok 5 nemzetségben, Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu- és Nupapillomavirus nemzetségekben
talalhatok. Kutan tipusok, azaz a bér elszarusod6 laphdmjat fert6zo tipusok négy nemzetségben is
megtaldlhatok. Erdekes modon a széles korben elterjedt, a kozonséges szemolesot okozdo HPV-1
masodmagaval alkotja Mupapillomavirus genust, mig a Nupapillomavirus genusba jelenleg csak az
egyebként is ritkdn el6forduld HPV-41 mukozalis tipus tartozik. Az Osszes tobbi HPV tipus
egyenletesen oszlik meg a harom nagy nemzetség kozott. Az Alphapapillomavirus genusban mind
kutan, mind mukozalisan fert6z6 tipusok megtalalhatok. Az itt eléforduld 14 faj Alphapapillomavirus-
1, -2, ...-14 nevezékforma szerint kapta a nevét. Ebben a nemzetségben lehet a legjobban megfigyelni,
hogy a nukleotid homologia és a tdrzsfa szerint meghatarozott fajok a biologiai szerep szerint

szegregalodnak.
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Human papillomavirusok (HPYV) szaporoddsa — Permissziv fertdzés

A human papillomavirusok a tobbrétegi hamokat fertézik. Hagyomanyos tton sem primer, sem
folyamatos sejtvonalakban nem oldhaté meg az in vitro virusszaporitds. A hattérben a
papillomavirusok sajatos replikacioja all. A sikeres szaporodashoz a stratum basale réteget kell
fertézni, amelyhez feltételezhetéen mikrosériiléseken keresztiil nyilik meg az ut [7, 17, 18]. A
papillomavirusok tapadéasdhoz valdszintileg altalanosan eléforduléd sejtfelszini strukturdkon keresztiil
tapadnak a célsejthez [19-22]. A virusneutralizacids vizsgalatokhoz kifejlesztett pszeudovirus
rendszerek igazoltak, hogy célsejtek széles korébe képes a HPV virion bejutni [23-25]. Azonban a
legtobb sejtben non-permissziv fertézés alakul ki, a papillomaviralis fehérjék nem vagy nem elég ideig

fejezodnek ki ahhoz, hogy a sejtre gyakorolt hatdsuk megfigyelhetd legyen.

A HPV fert6zés természetes célsejtjei a tobbrétegii hamok bazalis sejtjei, amelyek allando osztddassal
potoljak a differencialodo sejtek termindlis veszteségét. Az allandoan 0szt6do sejtben a HPV genom a
gazdasejttel szinkronban osztodik, a szuprabazalis sejtekben is fennmaradva. A HPV részérdl ebben a
stadiumban az E1 és kisebb részben az E2 fehérje koti a HPV genomot a gazdasejt DNS
replikaciojahoz. A tovabbiakban a HPV replikacidja szorosan kotodik a tobbrétegi ham
differencialédasahoz, a virusreplikacié zommel a stratum spinosum rétegben zajlik. Ezen a ponton
keriil ellentétbe a virus szaporodasi stratégiaja a gazdasejtével, mivel a gazdasejtnek ilyenkor mar nem
kell osztodnia, a differencialodas soran a DNS szintézis leall. A HPV viszont csak aktiv DNS
szintézist folytatd sejtben tud szaporodni, mivel a nukleotid trifoszfatok mellett még a teljes DNS
szintetizalé rendszert is a gazdasejt részérdl igényli. Ezen a szinten a human papillomavirusok az E6,
E7 és részben az ES5 viralis proteineken keresztiil stimulaljak a sejtciklust, olyan sejtekben, ahol mar
arra fiziolégiasan nem lenne sziikség, hanem inkabb karos a gazdaszervezetre. Ezért mar a
papillomavirusok altal okozott joindulati hamburjanzasokban, diszplazias, azaz differencialédasaban
megzavart sejtekre utald szovettani elvaltozasok figyelhetok meg. A diszplazias réteg jellemzden
kisz¢lesedik, ami a makroszkoposan megjelend hamburjanzas szdvettani hatterét jelenti. Mindezt ugy
kell megvalositani a virusnak, hogy kozben a gazdasejt nem veszitse el végleg a differencialodo
képességét. Mind a virus, mind a gazdaszervezet szamara legszerencsésebb esetben a legfelsd
sejtrétegek eljutnak a termindlis differencialtsag allapotaba. Kozben az E4 fehérje adjuvans hatésara a
felszaporodott virusgenom kopidk és a frissen szintetizalt L1 és L2 fehérjék Osszeépiilnek az uj
virionokka. A terminalisan differencialt hamsejtek fiziologias sorsa a fokozatos levalas, szétesés. Igy
szabadulnak ki bel6liik az Gjonnan képzédott virionok is. Osszességében, a HPV szaporodasi ciklusa

teljes mértékben kapcsolddik a tobbrétegii laphamok differencialodasi folyamatahoz [26, 27].

A HPV szaporodas in vitro modelljét a rendkiviil munka- és szakemberigényes organotipikus hamsejt

kultarakkal oldottak meg. Kollagén alapt hordozé felszinre oltanak keratinocitakat. A hordozé ugy
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van kialakitva, hogy felszine a tapfolyadék-levegd hataron legyen, a hordozora oltott keratinocitak
ugyanugy a bazalis oldalrél kapjak a taplalast, mint természetes koriilmények kdzott. Osztodas utan a
kiilvilag felé szorult sejtek elkezdenek differencialdédni, majd az ujabb osztdédasok hatasara egyre
magasabb rétegbe keriilni. Végiil a természetes el nem szarusodd laphamokhoz hasonlé rétegzédés €s
differencialodas alakul ki. Amikor olyan keratinocitat oltanak le, amely tartalmaz HPV genomot,
akkor a HPV-k természetes szaporodasanak lépéseit lehet tanulmanyozni a rendszerben. T6bbek
kozo6tt a méhnyakrakot okozoé HPV-16, HPV-18 és HPV-31 tipusok organotipikus in vitro modelljét is
létre hoztdk. Ugyan az organotipikus kultarak infektiv HPV virion eldéllitasra is alkalmasak,
elsddleges felhasznalasuk mégsem erre iranyul, ugyanis csak extrém nagy ardnyban (>800
virion/célsejt) képesek hatékonyan fertézni a jelenleg hozzaférhetd rendszerekben [28]. A HPV genom
bejuttatds még mindig hatékonyabb rekombindns rendszerek révén, akar olyan rendszerben (pl. Cre-
loxP) is, amely biztositja a bejutis utan a hordozoészekvenciaktol mentes HPV genom szeparalddasat
¢és a teljes szaporodasi ciklus végbemenetelét. Az organotipikus kulturdk igazi alkalmazasi teriilete

jelenleg az egyes viralis fehérjék alapfunkcidinak egzakt vizsgalata [29, 30].

Human papillomavirusok transzformdlo hatdsa a gazdasejtben

Az onkogén HPV tipusok permissziv fert6zéséhez sziikséges a sejtciklus indukalasa az epitelialis
gazdasejtben, ami a fert6zott sejtek egy részének kromatin allomanyaban statisztikus modon
instabilitast okoz. A valtozasok mind a gazdasejt, mind a HPV orokitéanyagat érintik. Az onkogén
HPV virussal fertézott hamsejt elveszti fizioldgias differencialdodd képességét, ami 6nmagéban is a
permissziv  HPV fert6zés megszakadasahoz és a virionképzodés megsziinéséhez vezet. A
kromatinallomany instabilitisa miatt kialakulnak olyan klonok, amelyek a sejtszaporodas szigoru
szoveti szabalyozasa alol kibujva szelekcios eldnyre tesznek szert. A HPV indukalt diszplazidkban és
neoplaziakban a virdlis E6 és E7 onkogének jelenléte esszencialis a sejtciklus aktivan tartasahoz. A
diszplazias vagy mar neopldzids cervikalis hamsejt autonom ndvekedéséhez sziikséges optimalis
viralis onkogén expressziot a virdlis genomban kialakuld szomatikus genetikai és epigenetikai
véltozasok véletlenszertien kialakulé kombindcidja biztositja. Osszefoglalva, a transzformalé HPV
fertozésben a gazdasejt autonomma valik €s sem eredeti szoveti funkcidjat nem latja el, sem a

permissziv virus ciklus nem tud benne végigmenni.

A papillomavirusok E6 proteinje, az apoptozis felfiiggesztésére specializalodott, a gazdasejt
onvédelmét gatolja, amellyel a fokozott sejtciklusra programozott sejtelhaldssal tudna reagalni a
gazdasejt. Az onkogén HPV tipusok E6 fehérjéinek alapvetd antiapoptotikus mechanizmusa a p53
tumorszuppresszor fehérje lebontasa az ubiquitin-proteoszoma utvonalon [31, 32]. A p53 fehérjén két
olyan domén van, amelyekhez kotédve papillomavirusok befolyasolhatjak a mikdodését. A C-

termindlisan talalhat6 nuklearis lokalizacios szignal megkotésével a papillomavirusok E6 proteinje a
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citoplazmaban, a nukledris targetektl elszeparalva tartja a p53 fehérjét [33]. Az ubiquitin-
proteoszéma utvonalon zajld lebontashoz sziikséges p53 core régiod kotésére viszont csak az onkogén

HPV tipusok E6 fehérjéi képesek [32].

Az E6 kotés akadalyozza a p53 fiziologias cellularis interakcioit. A hADAS hiszton-acetiltranszferaz a
p53 transzkripcios komplex hianyaban nem aktivalja a célgének transzkripcids aktivitasat. A
CBP/p300 koaktivator az E6-p53 komplexben nem képes acetilalni a p53 fehérjét, amelynek révén a
p53 aktivald transzkripcios faktorként tudna viselkedni a célgének promoter szakaszan [34]. Az E6
fehérje-fehérje kotéssel tovabbi sejtciklust és apoptozist, valamint sejtdifferencidlodast, sejtadhéziot és
DNS javito cellularis fehérjével képes kolcsonhatasba 1épni. Kozvetlen kotéssel és degradacioval
gatolni képes az apoptozisnak az intrinsic €s extrinsic utvonalait, az el6bbit a Bcl-2 csaladba tartozo
BAX és BAK degradacidjaval, az utobbit a TNF jelatviteli utvonal TNFR-1, FADD proapoptotikus
sejtekben szabalyoz szdmos jelatviteli utat fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén. Az E6-E6AP-
célfehérje komplexekben az E6AP is degradalodik, funkcionalis szintje lecsokken. Az E6AP-hez
hasonloan tobb cellularis fehérjének a nevében is szerepel, hogy az E6 célpontjaiként szolgalnak. Az
E6TPI GTPaz aktivator kiiitésével a Rab tutvonal szabadul fel a gatlas aldl, az E6BP kalcium
kotofehérje funkcionalis inaktivalasaval a hamsejtek differencialodasa valik akadalyozottd. A
sejtadhézid és hamsejt polarizacié zavarat okozza a hDLG regulator fehérje, a hScrib és MAGI-1/2/3
tight junction fehérjék megkotése és degradacidja. A telomeraz katalitikus alegysége (hTERT)
aktivalodik az E6-E6AP komplex hatasara. Az E6 olyan DNS javito fehérjék lebontasat fokozza, mint
a XRCCI és MGMT [32, 33, 35].

Az onkogén papillomavirusok E7 proteinje a sejtciklust aktivalja, elsddleges célpontjai az Rb fehérjék,
amelyeket hipofoszforilalt allapotban kot. Szabad Rb fehérjék hianyaban az E2F transzkripcios faktor
az Rb gatlas aldl felszabadulva aktivalja a sejtciklust [31]. Az E7 fehérje a p21 és p27 CDK
inhibitorokat is képes megkdtni, amelyek gatld hatasanak kiesése miatt ciklin A ill. ciklin E kinazok
miikodése fokozodik [36]. Az E6-hoz hasonloan az E7 fehérje is fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén
fejti ki a hatasat. A megkotott fehérjék kozott vannak transzkripcids faktorok ill. a kromatin
mikodését biztositd fehérjék. Az eldbbiek kozé tartozik az E2F6, amely a szabad E2F miikodést
gatolna, az utdbbiak kozé a HDAC-1 hisztondeacetilaz és a DNS javitdo ATM és claspin fehérjék [32,
33, 35].

Az E6 ¢és E7 onkoproteinek hatdsdra a sejtciklus fokozottan miikodik, mikdzben a kromatinban
keletkez6 hibakra reagdlo cellularis mechanizmusok kikapcsolodnak. A kromatin instabilitdsa mind a
gazdasejt genomjat, mind a viralis genomot érintik. A virusgenom statisztikus modon integralodik
valamely gazdasejti kromoszémaba, az integralt allapot gyakran egyiitt jar a viralis E2 kodold szakasz

crer

kiesésével [37, 38]. Az utobbi viszont az E6 és E7 onkoproteinek fokozott expresszidjaval jar. Ha
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megfeleld az E2 expresszio, az LCR szomatikus mutacioi, delécioi, amelyek érintik az E2
kotéhelyeket, még mindig megakadalyozhatjak az fiziologias szabalyozast [39]. Ez utdbbi jelenség
inkabb az episzomalis allapoti HPV-t hordoz6 neoplazias esetekben fordul eld, de néha az integralt

HPV genomban is ilyen mechanizmussal sériil az E2 visszacsatolas.

A gazdasejtben felgyiilemlé koros elvaltozasok — ideértve a szomatikus genetikai elvaltozasokat,
mutaciokat €s a sejtben kifejez0d6 makromolekulak szabalyozott rendjének, transzkripcidjanak,
epigenetikai szabalyozédsanak, jelatvitelének megvaltozasat — részben a virdlis onkoproteinek
kozvetlen hatdsaként alakulnak ki, részben a kromatin instabilitds kovetkezményeként alakulnak és
szelektalodnak ki. A viralis onkoproteinek kozvetlen hatdsainak feltérképezése az alapkutatasokon tul
gyakorlati jelentOséggel is birhat, mivel a direkt hatdsokra kialakult elvaltozasok potencialis célpontjai
az autonémma valt sejtfunkciok gatlasanak. Kutatasaink tervezésekor ilyen jellegli kérdés volt az Src
non-receptor tirozinkinazok aktivalédasanak mechanizmusa. Az Src csaladdba tartozé citoplazmatikus
kindzok hasonlod szerkezetiiek. Aktivalodaskor az addig zart molekulaszerkezet kinyilik és az
aktivacios hurokban elhelyezkedd tirozin foszforilalodasa az enzimaktivitds fokozddasat eredményezi
[40, 41]. A fokozott Src kinazaktivitas szamos malignomaban megfigyelheté igy méhnyakrakban is
[42], de az invazivitassal egyenes aranyban és az E-cadherin expresszioval forditott aranyban korrelalo
fokozott Src aktivitas [43] hatterében nem szomatikus genetikai elvaltozasok allnak [41, 44], ami
transzkripcids vagy poszttranszkripcidés mechanizmusra utal. Ez alapjan a kisérleti tervezés idején

nyitott volt a kérdés, hogy az Src aktivitast kozvetleniil képesek-e fokozni a HPV onkogének.

Human papillomavirusok eléfordulasa emberi megbetegedésekben

Kutdn papillomavirusok

A kutan HPV tipusok koziil a verruca vulgarist okozéo HPV-1, -2 és -4 tipusok korokozo szerepe jo
ismert. Ritkabb verruca tipusokban HPV-3, -6, -7, -10 tipusok szoktak eléfordulni. Az eddig emlitett
tipusokra kevés figyelem iranyul, mivel terapias kdvetkezménye egyelére nem latszik sem a virus jobb
megismerésének, sem célzott gatlasanak és a kozegészségiigyi jelentség is elhanyagolhatd. Sajatos
csoportot alkotnak a szintén bért fertéz6 EV tipusok (HPV-5, -8, -12 -14, -17, 19-25). Az
epidermodysplasia verucciformis (EV) ritka megbetegedés, amely familiarisan halmozd6do, orokletes
immundeficiencia talajan alakul ki. A betegek immunrendszere nem képes kontrollalni az EV
elvaltozasok alakulnak ki, amelyek malignizalodhatnak is.

Az epidermodysplasia verucciformis betegséghez hasonld megfigyelést tettek transzplantalt
betegekben, akikben sokszorosara né a laphamsejtes borrak eléfordulasa. Ezen tumorokban is

elsésorban EV tipusok fordulnak el6. Felvetddott, hogy az immunkompetens populacioban is HPV-k
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okoznak non-melanoma tipusu borrakokat, laphamsejtes carcinomat és carcinoma basocellularét. A
betegség-specifikus halmozodas megitélése azonban komoly akadalyokba {itkozott. A HPV
el6fordulasa nem altalanos, a laphamsejtes carcinomdk mintegy felében, a carcinoma basocellulare
biopszidk mintegy negyedében mutathatd ki HPV virus [45], ami nem haladja meg az
egészségesekben észlelt atfertézottséget [46], azaz nem lehet betegség-specifikus halmozodast
kimutatni. A tumor teljes terjedelmében szintén ritkan mutathato ki a HPV fert6zés [47]. A bornek és
azon belill is a szdrtiisz6knek sokkal inkabb reservoir szerepe van a mind a kutan, mind a mukozalis

HPV fertézésekben [48].

Mukozdlis papillomavirusok, anogenitdlis papillomavirusok

A nyalkahartyakat fertéz6 mukozalis tipusokat a szdjiireg, a légutak és az anogenitalis régio
tobbrétegli el nem szarusodd laphamjabol szoktak kimutatni. Két mukozalis tipus (az oralis focalis
epithelialis hyperplasia elvaltozast okozoé HPV-13, HPV-32) kivételével valamennyi eléfordul az
anogenitalis régidban. Az anogenitalis régi6 egyediilallo abban a tekintetben, hogy az ott kialakulo
laphamsejtes carcinomdk és adenocarcinomdk kozel 100 %-ban hordoznak valamilyen HPV tipust
[49] és egy-egy tumoron beliil a HPV genom allapota is klondlisan egységes [50]. Ep immunrendszer
mellett az anogenitalis régioban a méhnyak transzformacios zonaja a karcinogenezis szempontjabol
legkritikusabb teriilet. A méhnyakrak a prevencios sziirés bevezetése el6tt a n6k masodik leggyakoribb
rosszindulati daganata volt, mig a régid tobbi laphamsejtes carcinomadja, a vulva, penis, analis
carcinomdk akkor is, ma is a ritka malignomak kozé tartoztak és tartoznak.

A betegség specifikus halmozodast érthetd moddon cervix carcinomdban ¢és rakmegel6z0
elvaltozasaiban vizsgaltak a legkiterjedtebben. A cervix carcinomat megelézo elvaltozasok mar a HPV
éra elott jol ismertek voltak és diagnosztikus szlirésiik képezi a Papanicolau altal bevezetett és azdta
jelentésen tovabbfejlesztett méhnyaksziirés alapjat. A makroszkdpos elvaltozasok a condylomdktol az
invaziv rakig kiilonb6z6 formaban jelennek meg. A verruca megfelel6je a nyalkahartyan a condyloma
(genital wart), amely exofitikusan (condyloma acuminatum) vagy laposan (condyloma plana, flat
wart) novekszik [51]. A rakmegel6z6 allapotra is utalhatnak makroszkopos elvaltozasok (leukoplakia,
mozaik, stb.), azonban sziirésiik napjainkig a citomorfologiai értékelésen alapul. A tobbrétegii
laphambol kiinduld diszplazias és neoplazias elvaltozasokat enyhe intraepitelialis 1€zi6 (low grade
SIL, LSIL), sulyos intraepitelialis 1ézi6 (high grade SIL, HSIL) és invaziv carcinoma kategoriakba
lehet sorolni a citologiai értékelés soran, valamint létezik egy nagyobb atipusos kategoria, amelyet
tovabb osztottak ASC-US és ASC-H alcsoportokra. Az ASC-US nem tekinthetd egyértelmiien
negativnak, mig az ASC-H esetében HSIL nem zarhaté ki. A nyakcsatorna mirigyhamjabol kiindulo
folyamatokat citologialag, atipusos mirigyham, atipusos mirigyham neoplazia gyanuaval,

adenocarcinoma in situ, és invaziv adenocarcinoma kategoriakba lehet osztalyozni [52].
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Az onkolodgiai prevencid részét képezi a progrediald folyamatok sebészi kimetszése és a szovettani
vizsgalat, amely a laphameredii folyamatokat a cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN), in situ
carcinoma, mikroinvaziv és invaziv carcinoma kategoriakba kiiloniti el. A CIN 1éziokat enyhe (CIN-
1), kozepes (CIN-2) és sulyos (CIN-3) osztalyokba soroljak. A CIN-1 szovettanilag joindulati,
akarcsak a condylomdk, citologiai megfeleléje az LSIL. A CIN-3 és az in situ carcinoma a teend6k
szempontjabol egy kategorianak szamit. A HSIL citologiai eredmény mogott az esetek tobbségében
CIN-2 vagy sulyosabb 1ézi6 all, de az ASC-H és az ASC-US citologia mogott is lehet olyan jol
koriilirt elvaltozas, amelynek szovettani vizsgalata CIN-2 vagy sulyosabb 1€zi6t tar fel.

Az onkoldgiai prevencidé vagy rosszabb esetben az onkoldgia diagnosztika sordn ill. hosszabb-
rovidebb kovetés alatt a joindulata és a progredidld onkolégiai folyamatok klinikailag jol
elkiilonithetok. Az anogenitalis HPV tipusok koziil a HPV-16, -18, -31, -33, -35, 39, -45, -51, -52, -56,
-58, -59, -68, -73, -82 szignifikansan halmozodik az invaziv rakban és rakmegel6z6 allapotokban ¢és a
magas onkogén kockdzati (high-risk) csoportot alkotjak [53]. Joindulati hamburjanzasokban
fordulnak elé6 a HPV- 6, -11, -40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -72, -81, -89 tipusok, amelyek az
alacsony kockazatu (low-risk) csoportot alkotjak. Utobbi fert6zésekrdl nem lehetett kimutatni, hogy
fokoznak az onkoldgiai kockazatot. Onkologiai szempontbol 1étezik egy harmadik csoport is, a
lehetségesen onkogén HPV tipusok (HPV-26, -53, -66, -67, -68), amelyek szintén el6fordulhatnak

méhnyakrakban és filogenetikailag is kdzeli rokonsagban allnak az onkogén tipusokkal [54].

Mukozalis papillomavirusok extragenitdlis megbetegedésekben.

A néi genitaliak HPV fertézése raterjedhet a magzatra a sziildcsatornan athaladas kdzben, aminek
kovetkeztében laryngealis ill. nasalis papillomatosis alakulhat ki. Az utébbi két korképben és a ritka
conjunctivalis papillomakban HPV6 és HPV11 a fert6z6 agens ugyaniigy, mint az anogenitalis régio
condylomdinak tobbségében [6]. A HPV-k a szijiregben is okozhatnak condyloma-szeri
elvaltozasokat ill. focalis epithelialis hyperplasiat. Az utdobbi megbetegedést HPV13 és HPV32
okozza [55]. Az onkogén HPV tipusok, féleg a HPV-16 a fejnyaki régio lapham carcinomas eseteinek

egy jelentds részében jelen vannak, akarcsak a rakmegel6z6 folyamatokban [56].

A HPYV fertozés ellen kialakulo immunvidlasz

A cervix uteri nyalkahartyajanak immunvédelmében is T-(CD4+ és CD8+) és a B-limfocitak vesznek
részt [57]. Az epitélium rétegei kozott vannak a dendritikus sejtek csoportjaba tartozd Langerhans
sejtek, amelyek feladata a megfeleld antigén prezentalds. A viruskapszid-specifikus antitestek
kivalasztodnak a nyalkahartya felszinére és védenek, ha ugyanazon papillomavirus tipussal ijabb
fert6zés kovetkezne be. A védo hatasu ellenanyagok az L1 major kapszid protein nativ, konformacios
epitopjait ismerik fel [58]. Természetes fertézés soran az ellenanyag valasz larvaltan jelenik meg,

termel6dése fiigg a kumulativ antigén terheléstdl és az egyéni valaszkészségtol. A korai antigének
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ellen termel6dott antitestek megjelenése epidemiologiailag jol korrelal a kialakult betegséggel, de

jelentds egyéni kiilonbségek lehetnek [59].

A HPV fert6zés az esetek tobbségében tranziens [60, 61], a fertézott sejteket a szervezet eliminalja.
Meég a fertdzés okozta intraepitelidlis 1€zi6 is reverzibilis allapotnak tekinthetd, sokszor beavatkozas
nélkill is visszafejlodik. Az involucids allapotu 1ézidkban erés mononuklearis besziirddés lathatod
szOvettani vizsgalattal [57]. Immunszuppresszalt allapotban és HIV szeropozitiv személyekben megnd
a szimptomas HPV fert6zések gyakorisaga [62]. A cervix carcinomdk tobbségében teljesen vagy

részlegesen megsziinik a HLA-I expresszio [63], ami a sejtes immunitas kikertilésére utal.

A méhnyaki 1éziok progresszidja korrelal a sejtes immunvalasz polarizaciojaval. A szérum IL-2 szint
megnovekedése a kedvezd kimenetellel korrelal HPV-16 és HPV-18 pozitiv 1éziok esetén [64], mig a
Th2 polarizéciora utal6d csokkent IL-2, IFN-gamma €s emelkedett IL-4, IL-10 a progresszidval korrelal
[65]. A méhnyak transzformacios zonajaban mas szovetekhez képest fiziologiasan magasabb TGF-
bétal és IL-10 expresszio, ami az egyik magyarazat lehet arra, hogy ép szisztémas immunitas mellett
miért sokkal magasabb a HPV indukalt carcinomdk kialakuldsdnak esélye ezen a teriileten, mint
barmely mas mukozalis hamon [66]. Ugyan az IL-10 termelés az ovulacios ciklustol fiiggetlentil
allando [67], mind gazdaszervezeti tényezék, mind fertézések jelent6s egyéni variaciokhoz
vezethetnek a citokin szintekben [68, 69]. A premalignus elvaltozasnak szamito kozepes vagy sulyos
foka CIN lézidkban az IL-10 expresszid tovabb emelkedik és egylitt jar az IFN-gamma expresszio

csokkenésével [66, 70]. Lokalisan az IL-10 elsdsorban az antigénprezentaciot gatolja [71].

Méhnyaksziirés, a méhnyakrdak szekunder prevencidja

Torténetileg, a méhnyakrak kialakulasa és mortalitasa elleni kiizdelem elsd tomegesen hatékony
sikerét a Papanicolaou altal bevezetett citomorfoldgiai szlirés jelentette [72], ami szekunder prevencios
eljarasnak mindsiil, mivel lehetévé tette a betegség felismerését korai gyogyithato stadiumban. A teljes
populéciora kiterjedd sziirés jelentOs attorést hozott a méhnyakrak okozta halalozas csdkkentésében,
azonban hiaba volt nagy ateresztéképességli sziirdmodszer a Papanicolaou-féle onkocitologiai sziirés,
onmagaban alkalmazva két teriileten is kivannivalokat hagyott maga utan. Az egyik ilyen teriilet volt a
nyakcsatornabol kiindul6 tobbnyire mirigyham eredetti folyamatok nem eléggé érzékeny felismerése.
A masik probléma a rendszeresen sziirt populaciokban jelentkezett, ahol €ppen a rendszeres szlirés
eredményeként az eldrehaladott folyamatokra utald citologiai eredményektdl eltolodott az arany a
bizonytalan, atmeneti eredmények felé, amelyet a régi Papanicolau féle osztalyzas szerint P3
kategoriaként jeloltek meg. Az utobbi a késobbi gyermekkihordasi esélyeket negativan befolyasolo
tulkezelések dilemmajat hozta magaval.

A fenti okok miatt maganak a citomorfologiai kenetnek a kiértékelési szempontjait folyamatosan

fejlesztették, az attorést a kilencvenes évek elején bevezetett amerikai Bethesda kritériumok hoztak
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meg, amelyek szabalyoztdk a mintavétel és kenet értékelhetdségének vagy alkalmatlansaganak
kritériumait valamint a korabbi osztalyzas helyett 0j értékelési szempontrendszert (LSIL, ASC/AGC,
HSIL/AIS) vezettek be [52].

cervix szirés
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2.abra A magas onkogén kockazatt HPV (Hr-HPV) kimutatas lehetséges helye a méhnyaksziirésben
(satirozott szovegdobozok). Ha a szaggatott vonal feletti vizsgalatok nem utalnak koros elvaltozasra, akkor az
adott szlirési periddusban nincs tovabbi teendd.

A citologiai szlirés érzékenysége dnmagaban nem rossz, de a hidnyossagok miatt felmeriilt az igény,
hogy mas vizsgalatokkal kombinalva tegyék kivalova a sziirés hatékonysagat. A HPV kimutatas a
hazai gyakorlatban a torténetileg el6szor szekunder szlirési modszerként jelent meg, a primer sziirésen
kiemelt ASCUS és LSIL esetekben alkalmaztdk annak elkiilonitésére, hogy kinél 4all fent onkologiai
progresszid kockazata és kinél lehetett azt kizarni (2. abra). Az ezredforduld utan a fejlett eurdpai
allamokban a HPV kimutatas bevezetését a primer sziirésbe preferaltak [73, 74]. A HPV asszisztalt
citologiai sziirésben a behivasos modon szervezett szlirOprogramokban negativ sziirési eredmény
mellett 3 évre emelkedett a sziirési periodus [75, 76]. Az utobbi idében szamos tanulmany latott
napvilagot [77, 78], melyek szerint az onkogén HPV tipusokra iranyul6 szlirés 6nmagaban is hatékony
primer sziird modszer lehet. Az egyes sziirési algoritmusokban lehetnek eltérések attol fiiggden, hogy

hova van beillesztve a HPV kimutatds, de az alapelv barmelyik algoritmusban azonos: magas
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kockdazatu HPV tipus jelenléte onkologiai kockazatot jelez, mig ha nem mutathato ki, akkor nem kell
onkologiai kockazattal szamolni, a HPV kimutatasnak kivdalo a negativ prediktiv értéke. Az onkogén
HPV fert6zés altal jelzett kockazat 6nmagaban nem jelenti azt, hogy onkoldgiai folyamat zajlana a
méhnyakon, a szlrésen kiemeltekkel kapcsolatos tovabbi teenddk a citologia ismétlését, a HPV
kimutatas ismétlését, kolposzkopos vizsgalatot legvégsd esetben pedig szOvettani vagy terapias
kimetszést foglalnak magukba. Az egyes szlirési algoritmusok kozotti kiilonbségek a non-invaziv €s

invaziv teenddk sorrendjében id6zitésében nyilvanulnak meg.

HPYV vakcindcio, a méhnyakrak primer prevencidja

Az ezredforduldra bizonyitottd valt, hogy a méhnyakrak kialakuldsdnak sziikséges feltétele az onkogén
HPV tipusok altal okozott fert6zés [49]. A papillomaviralis kapszid szerkezetét biztositd6 L1 major
kapszid proteinrdl bebizonyosodott, hogy képes iires virusszerti partikulakkd (VLP = virus like
particle) Osszeallni [14], amelyek szerkezetileg és immunologiailag nem kiilonboznek a vad HPV
viriontél. A VLP szerkezet nélkiil az immunodominéns, tipusspecifikus neutralizald epitopok sem
alakulnak ki [15, 79]. Rekombinans uton eléallitottak a legjelentésebb onkogén (16, 18) és nem
onkogén (6, 11) HPV tipusok VLP verzidjat és vilagszerte egy bivalens (16, 18) és egy kvadrivalens
(6, 11, 16, 18) vakcina keriilt bevezetésre. A VLP alapu vakcinak hatékonyan csokkentik a HPV
indukalt rakmegel6z6 elvaltozasok kialakulasat, amennyiben a HPV fert6zés elott megtorténik a teljes
alapimmunizalas. A HPV vakcinalas hatékonysagat a méhnyakrak megel6zésében az elkdvetkezo
évtizedek fogjak megmutatni. Harmas és négyes fazisa tanulmanyokban a rakmegel6z6 elvaltozasokra
vonatkoztatva vizsgaltak a hatékonysagot és azt tapasztaltak 5 ill. 10 éves tavlatban hatékonyan
megel6zi a vakcina tipusok altal okozott rakmegel6z6 1ézidkat ill. kimutathatd a masodlagos marker

anti-L1 ellenanyagvalasz. [80-84].

A HPV fertézéseken végzett epidemioldgiai megfigyelések korabban felvetették, hogy a HPV vakcina
akkor varhat6 leginkabb hatékonynak, ha a vakcindlas a természetes expozicid elott, azaz még a
fogékony egyénekben megtorténik. A természetes fert6zést az alapimmunizalas teljes tartama, azaz az
utols6é oltast kovetdé 1 honapig keriilni kell a biztos hatas érdekében. Az epidemiologiai
megfigyelésekbol levont kovetkeztetéseket célzott tanulmanyokban kozvetlenill is igazoltak és az
alapjan a 11-13 éves koru lanygyermekek képezik a HPV vakcina idealis célcsoportjat. Az ideélis
célcsoportban a vakcina kozel teljes mértékben védelmet nytjt a vakcina tipusok altal okozott
hamelvaltozasok ellen. Ugyanakkor az iddsebb korcsoportok felzarkoztatd (catch-up) immunizalasat is
vizsgaltak. A késobbi korcsoportokban a vakcina hatékonysagat csokkentette, ha az alapimmunizalas
idején HPV fertézés vagy HPV indukalt hamelvaltozas volt jelen. A HPV-s kortorténet mellett a
hatékonysagbeli csokkenést mind az elsddleges vakcina tipusok, mind a non-vakcina onkogén tipusok

altal okozott cervikalis hamelvaltozasok vonatkozasaban megfigyelték [85]. A non-vakcina tipusok
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vizsgalataval a keresztvédelem hatékonysagat vizsgaltak. A kvadrivalens vakcinalds utan részleges, de
szignifikans keresztvédelmet a HPV-31 altal okozott megbetegedésekkel szemben lehetett megfigyelni
[86], mig a bivalens vakcindlas utan a HPV-31, -33, -45 és -51 tipusok altal okozott
megbetegedésekkel szemben [87]. Az FDA 2014 decemberében engedélyezte a nonavalens vakcinat,
amely a kvadrivalens vakcinaban talalhato els6dleges vakcinatipusokat kiegésziti a HPV-31, -33, -45,

52, és -56 gyakori masodlagos vakcinatipusokkal.

Epigenetikai mechanizmusok szerepe a génexpresszio szabdlyozdsaban

Az epigenetikai szabalyzas alatt olyan oOrdkithetd, tovabbadhatd génexpresszidos mechanizmusokat
értlink, amelyek nem jarnak a genom DNS szekvencidjanak megvaltozasaval. Ugyanakkor mind a
nukleotid bazisokon, elsésorban citozinon, mind kromatint alkotd fehérjéken kialakulnak olyan
posztszintetikus modositasok, amelyek az adott kromoszdéma szakasz inaktivalasahoz, csendesitéséhez
vezetnek. Az egyes szakaszok kromatin allomanya vagy dekondenzalt, transzkripcidsan aktiv
eukromatin allapotban vagy kondenzalt, transzkripciosan inaktiv heterokromatin allapotban van. Az
utobbi allapot 1étrejottét alapvetéen a DNS metilacio hatarozza meg [88, 89]. A DNS metilacio
elsddlegesen olyan citozinokon kdvetkezik be, amelyet guanin kovet, azaz a DNS metilacio elsédleges
célpontjai a CpG dinukleotid szekvenciak [90]. A metilaciot DNS-metiltranszferaz enzimek végzik,
amelyeket DNMT1, DNMT2 és DNMT3 osztalyokba sorolnak. A DNMT1 a CpG metilacids mintazat
orokitéséért felelds, szubsztratja hemimetilalt DNS, a DNMT3A ¢és DNMT3B de novo
metiltranszferaz aktivitassal rendelkezik, a metilalatlan DNS 11 metilacidos mintazatanak kialakitasara
képesek [88, 90].

A humén genomban tobb tizezer CpG sziget fordul el6, amelyek 1-2 kb méretii CpG dinukleotidokban
gazdag teriiletek és jelentds résziik a konstitutivan expresszalodo haztartasi génekhez kapcsolodik.
Ugyanakkor az olyan leszarmazasi-vonal specifikus génekben, mint egyes citokinekében (interferon-
gamma, IL-4 [91, 92] a promoterben csak egy-egy CpG hely fordul el6. Ezen CpG helyek metilacioja
forditott aranyban all transzkripcios aktivitassal. Az ilyen egyedi CpG helyek metilacidja kozvetleniil
is akadalyozhatja egyes transzkripcios faktorok kotddését a promoterhez, amennyiben a transzkripcios
faktor kotéhelye tartalmaz CpG szekvenciat [93]. A metilalt DNS ugyanakkor szignalként is mikodik
a kromatinfehérjéket poszttranszlacidosan modosité enzimek szamara. A kromatin fehérjék, elsésorban
a H3 és H4 hisztonok kovalens modositasai hatdrozzak meg alapvetden, hogy a kondenzalt
heterokromatin vagy a dekondenzalt eukromatin szerkezet fog-e kialakulni [94].

A legjobban ismert hiszton modifikaci6 a H3 és H4 hisztonok acetilacidja, amelyet hiszton-
acetiltranszferaz enzimek végeznek a H3 hiszton K9 és K14 lizinjein, valamint a H4 hiszton K5, K8,
K12 és K16 lizinjein. A moédositas a nukleoszoma fellazulasat eredményezi, igy a transzkripcios
aktivatorok jobban hozzaférnek a génekhez. Végeredményben a hisztonacetilacié a transzkripcios

aktivitast segiti el6. A hiszton acetilacid reverzibilis allapot, az deacetilalast hiszton-deacetilaz
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enzimek végzik, amelyeknek fontos szignalja a metilalt CpG dinukleotid szekvencia, igy a CpG

metilacio transzkripcios gatlast vagy akar géncsendesitést eredményez [89, 94].
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Bétaherpesvirusok, gammaherpesvirusok és a periodontitis apicalis chronica

A herpeszvirusok altalanos jellemzése és osztalyozasa

1. tablazat Humaén herpesvirusok
hagyomanyos hivatalos
név rovidités név rovidités

Alphaherpesvirinae herpes simplex virus 1 HSV-1  humén herpesvirus 1  HHV-1
herpes simplex virus 2 HSV-2  human herpesvirus 2 HHV-2

varicella-zoster virus VzZVv human herpesvirus 3 ~ HHV-3

Betaherpesvirinae human cytomegalovirus HCMV  human herpesvirus 5 HHV-5
human herpesvirus 6A HHV-6A
human herpesvirus 6B HHV-6B

human herpesvirus 7 HHV-7

Gammaherpesvirinae Epstein-Barr virus EBV human herpesvirus 4 HHV-4

Kaposi sarcoma herpesvirus  KSHV ~ human herpesvirus 8§ HHV-8

Az ismert human herpesvirusok 3 alcsalad, az Alpha-, a Beta- és a Gammaherpesvirinae kozott
oszlanak meg (1. tablazat). Az els6 6t fajnak inkabb a hagyomanyos neveit hasznaljak a mindennapos
orvosi gyakorlatban, mig a hivatalos elnevezés (human herpesvirus (HHV- 1-8) taxonomiai alapon
torténik.

Természetes koriilmények kozott a herpesvirusok szigoruan gazdaspecifikusak, azaz csak a sajat
gazdafaj egyedei kozott terjednek. Mas fajok herpesvirusai koziil az embert egyediill a
majomharapdssal terjedd herpesvirus B képes megbetegiteni, magas letalitast encephalitist okoz. A
Herpesviridae csaladra jellemzé morfologiai jegyek a kettds szdlu linedris nagyméretii (150-250 kb)
DNS genom, a virusburok (peplon), valamint az ikozahedralis (kubikdlis) szimmetriaju nukleokapszid
és a burok kozott talalhatdé amorf mdtrixanyag. A herpesvirusok sajdtos replikdacidja soran a DNS
genom a fertézott sejt magjaba jut, ahol vagy beindul a litikus azaz produktiv virus ciklus vagy latens
fertézés alakul ki. A herpesvirusokkal tortént primer fert6zések kovetkeztében életreszolo latencia
alakul ki a gazdaszervezetben, azaz a virdlis genom Onalléan nem - legfeljebb csak a gazdasejt

genomjaval szinkronban - replikalodik és a latensen fert6zott gazdasejtben nem képzédnek olyan
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viralis fehérjék, amelyekkel szemben fel tudna 1épni az immunrendszer. A herpesvirusokkal szemben
hatékony immunvalasz alakul ki, amely megakadalyozza, hogy a gazdaszervezetet veszélyeztetd
szovetkarosodas alakuljon ki a reaktivacio kovetkeztében. Azonban az immunvédekezés természetes
(pl. életkor) vagy szerzett (pl. HIV virus) legyengiilése kovetkeztében a human herpesvirusok életet
veszélyeztetd megbetegedéseket okoznak, akar primer, akér reaktivalodo fert6zés kdvetkeztében [95].

Az alfaherpesvirusok gyorsan replikalodo citolitikus virusok, a fertézott teriileten a nekrozis €s a
velejard gyulladas a dominalo szdveti elvaltozas. A herpes simplex virusok gingivostomatitist, herpes
labialist, keratoconjunctivitist, herpes genitalist, meningitist, encephalitist, ekzema herpeticum
Kaposi-t okozhatnak. A varicella-zoster virus primer fertézés soran baranyhimlét, szekunder
reaktivacié soran Ovsomort okoz. A jelen értekezésben a béta- és a gammaherpesvirusokkal

részletesen foglalkozunk.
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Human cytomegalovirus

A human cytomegalovirus (HCMV) vilagszerte elterjedt virus, foldrajzi helyzettdl és joléti
viszonyoktol fiiggéen a populacio 50-90%-a szeropozitiv [96, 97]. A HCMV leggyakrabban nyallal
terjed, de genitalis valadékbol is kimutathato a virus [98]. Az intrauterin fert6zés transzplacentaris
uton jon létre, a perinatalis fertdzések a sziilécsatornan torténd athaladaskor vagy sziiletés utan az
anyatejes taplalassal alakulhatnak ki. A HCMV transzplantacidoval és transzfuzidval is atvihetd. A
HCMV fert6zések tobbsége két korcsoport kozott oszlik meg, kisdedek fertézése nyal utjan
kovetkezik be, mig a tinédzsereknél és fiatal felndtteknél az 0j szexudlis partner szokott a fert6zés
forrasa lenni. Az utdbbi epidemioldgiai szituacio a fejlett orszagokban jelentds, ahol az atfert6zottség

viszonylag alacsony és igy magas marad a fogékony felnéttek aranya [98].

Litikus fertozés

A HCMV genom linearis formajanak két végén terminalis ismétlédo szekvencidk vannak, a genom
belsé szakaszait 2 egyedi szekvencia régid (hossza: UL és rovid: US) és a kettot elvalaszté internalis
ismétlodod régio alkotja. A kodolod szakaszokat, géneket a région beliil sorszamokkal kiilonitik el (pl.
UL122) A herpesvirusok altalanos replikacios sémajat kovetve a HCMV replikacioés ciklusaban is
azonnali korai (IE), korai (E) és a kés6i (L) szakaszok kiilonithetdk el [99]. A sejt megfertézodése utan
a virusgenomban legalabb 4 szakaszrol azonnal megindul az IE mRNS képzddés, amelyek koziil a
legtomegesebb és legjelentdsebb az UL122 ill. UL123 génekrdl kifejez6dé IE1 és IE2 fehérjék
expresszioja [100]. Az IE1 a sajat promoter transzaktivatora [101], az IE2 a korai (E) és késdi (L)
gének kifejez6dését kontrollalja és a virus ciklus késé fazisaban represszalja az azonnali korai
szakaszok expressziojat [102, 103]. A US3 azonnali korai szakaszon kodolt ER-fehérje gatolja a HLA-
peptid komplex kijutasat a sejtfelszinre [104]. A korai (E) fazisban elsdsorban a DNS replikacioban
résztvevo gének aktivalodnak (UL44, UL54, UL112-113). A viralis genom replikacidja utdn a késo
(L) fazisban a virionokat felépité kapszid-, membran- és matrix fehérjék szintetizalédnak, de van
koztiik a matrix-foszfoprotein pp65 (UL83) képviseletében olyan is, amelynek expresszidja mar a
DNS replikacio alatt elkezd6dik [105]. Az uj virionok a sejtmagban allnak Ossze és bimbodzassal

szabadulnak ki a gazdasejtbdl.

Latens HCMYV fertdzés

A latens fert6zésben nem replikalodik a virusgenom és virionok sem képzddnek. A virusgenomon
beliil az UL114 szakaszrol irddnak at RNS-ek, amelyeket ezért latencia asszocialt transzkriptumoknak
neveznek [106]. A latens fert6zést fenntartd gazdasejtek a periférias vér monocitai [107], a csontvel6i

CD34+ myeloid progenitor dssejtek, a dendritikus sejt (DC) prekurzorok, valamint a nyalmirigyek és a
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vesetubulusok epitelialis sejtjei [108]. Amikor a monocitdk kilépnek az extravazalis térbe és
makrofagga differencialédnak, akkor a HCMV fert6zés is reaktivalodik [97] és a képz6d6 0 virionok
képesek kotészoveti és endotelialis sejteket megfertézni [109, 110]. Ha a fertézés reaktivalodik, akkor

a nyalmirigyekbdl és vesetubulus hamsejtekbdl a nyallal ill. a vizelettel a kiilvilagba iiriil a virus.

Immunmodulans hatasok HCMYV fertézésekben

A HLA-peptid komplexet nemcsak az azonnali korai US3 géntermék képes visszatartani a gazdasejt
endoplazmatikus retikuluméban, hanem kés6bbi fazisokban is képzddnek ilyen fehérjetermékek (US2,
US6, US11) [111]. A HCMV fert6zés az antigén prezentald dendritikus sejteken is gatolja a HLA 1 és
HLA 1I expressziot [112]. A HCMV fert6zés kornyezetében karosodik a leukocitak kemokin medialt
migracidja [113]. A HLA T homologként viselkedd UL18 fehérjetermék killer inhibitor receptorként
(KIR) viselkedik, megelézi, hogy az NK sejtek eldljék a fertézott sejtet [114]. A fert6zott sejten
fokozott mértékben megjelend Fc-receptorok is csokkentik az humoralis védekezés hatékonysagat. A

fert6zés fokozza a proinflammatorikus TNF-alfa, IL-1 és IL-6 expresszidjat [115, 116].

A HCMYV klinikai jelentdsége

».Ep immunrendszer mellett a primer fert6zés lehet tiinetmentes vagy mononucleosis infectiosa
alakulhat ki, amelyben a heterofil agglutinaciés teszt (Id. Epstein-Barr virus) negativ, abnormalis
majfunkcid, esetleg enyhe hepatitisz jellemzi.

Immunoldégiailag karosodott egyénekben, kiilondsen a celluldris immunitas gyengilése miatt mind a
primer, mind a reaktivalodd fert6zés sulyos megbetegedést okozhat. A szervtranszplantacidkat
kovetS anti-rejekcids terdpia egyik leggyakoribb mellékhatasa a CMV pneumonitis. AIDS-ben inkabb
chorioretinitis, colitis, encephalitis formajaban jelentkezik a CMV fert&zés.

Kongenitalis és perinatalis CMV fert6zések. A CMV a leggyakoribb kongenitalis fert6zés. Els6sorban
a terhesség alatt bekoévetkezd primer CMV fert6zés kovetkeztében alakul ki, de nagyon kis eséllyel
korabban megszerzett és a terhesség alatt reaktivalédd CMV fertGzés is fert6zheti a magzatot. A
kongenitalisan fert&zott ujszilottek kb. 10 %-aban figyelhet6k meg a tiinetek és tovabbi kb. 15 %-
ukban évek mulva fejlédhetnek ki rendellenességek. A sziiletéskor tiineteket okozd congenitalis CMV
fert6zést cytomegalids zdrvdanybetegségnek nevezik, melynek tinetei az idegrendszerben
microcephalia, mentdlis retarddcio, epilepsia, periventrikuldris kalcifikdcio, szenzorineurdlis siiketség,
a szemben chorioretinitis, optikus atrofia, a majban hepatosplenomegalia, hepatitis (sargasag), a
tid6ben pneumonitis lehetnek, valamint trombocitopenids purpurdk, hemolitikus anémia is
kialakulhat. A sziiletéskor tlinetmentes kongenitalis CMV fert6zés kés6i szovédményei

hallaskarosodas, mentalis karosodas lehetnek....” idézet sajat m(ibdl [95].
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Human herpesvirus 6

A human herpesvirus 6A és 6B (HHV-6A, HHV-6B) vilagszerte elterjedt virusok, foleg nyallal
terjednek, a populacio 75-90%-a szeropozitiv [117]. A HHV-6A és a HHV-6B nukleotid szekvenciaja
90%-ban megegyezik egymassal [118], de a két virus eltér6 biologiai és epidemiologiai sajatsagokkal
rendelkezik [119]. Mindkét HHV-6 virus elsddleges célsejtei a CD4+ T-limfocitak, de a HHV-6A NK
sejtekben és CD8+ T sejtekben is képes replikalodni [120, 121]. A HHV-6 virusok sejtfelszini
receptora, a CD46 molekula minden sejtmaggal rendelkez6 sejt felszinén megtalalhato és in vitro
szamos sejttipusban, fibroblasztokban, NK sejtekben, epitelialis sejtekben, endotél sejtekben, magzati
asztrocitaban, oligodendrocitaban, microgliaban képesek kis mértékben replikalodni [118]. Latens
fertézés HHV-6 fertézés monocitakban, dendritikus sejtekben, csontveldi Ossejtekben alakulhat ki
[122-124].

A primer fert6zés tobbnyire tiinetmentesen zajlik kisdedkorban, tiinetes forméaja az enyhe lefolyasu,
makulopapularis kititésekkel jaré exanthema subitum. A tiinetes format szinte minden esetben a HHV-
6B virus okozza [125]. A HHV-6 fert6zések is latens formaban maradnak fenn a szervezetben,
immunkompetens egyénekben az idonként el6forduld reaktivacid tiinetmenetesen zajlik le. A virion
képzddéssel jard permissziv ciklust a HCMV-vel analog modon azonnali korai (IE), korai (E) és késoi
(L) szakaszok alkotjak [118]. A cellularis immunszuppresszioval jard allapotokban tipusosan a HHV-
6A fert6zés reaktivalodasa okoz komplikaciokat. Csontveld és szerv transzplantacio utan vagy AIDS
megbetegedésben a reaktivaloddo HHV-6A fert6zés encephalitist, chorioretinitist, pneumonitist
okozhat [126].

Immunmodulans hatasok HHV-6 fertozésekben

A HHV-6 virusok az immunvédekezés sejtjeit fertdzik, a gazdasejtek folyamatainak kismértékil
befolyasolasa is érinti a védekezo halozatot. A primer fertdzés atmenetileg 6nmagaban is gyengiti a
CD4+ T-limfocita gazdasejtek aktiv kozremiikodését igényl6 védekezési mechanizmusokat. Emellett a
fert6zés olyan valtozasokat is indukal, amelyek elOsegitik a virus kibuvasat segitik az
immunvédekezés aldl. Gatolja az IL-12 expressziot és a HLA 1 expressziot, amely a hatékony
citotoxikus T-limfocita valasz kialakitasahoz kellene [127]. Gatolja a mintazat felismerd toll-like
receptorok jelatvitelét [128]. A gazdasejtben gatolja a CD3 és T-sejt receptor expresszidjat, valamint
az IL-2 és IFN-gamma termelédést [127]. Fokozza a TNF-alfa, I1L-1, IL-1 és IL-15 szekréciot [129].
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Epstein-Barr virus

Az Epstein-Barr virus (EBV) replikdcidja
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3.abra Az EBYV replikacioja az a gazdaszervezetben (az abrat Odumade és mtsai kozleményébdl [130]
vettem at és magyar feliratokkal lattam el)

Az EBV fertézés elsddlegesen nyallal terjed és a garatnyalkahartyan at jut be a szervezetbe. A
hamsejteken atjuto fertézés a lamina propria B-limfocitait fertézi a sejtfelszini CD21-t hasznalva
el6, az expresszalodo fehérjékkel szemben T-sejtes immunkontroll alakul ki. A szervezeti
immunvalasz el6l a latens fert6zési formaval tud elrejtézni az EBV, amely életreszoléan fennmarad a
gazdaszervezetben. A latensen fertézott B-limfocitakbdl —kisebb-nagyobb rendszerességgel
reaktivalodik a fert6zés, ami a nyal Gtjan virusiiritéshez és az EBV fert6zés terjedéséhez vezet (3.
bra).

A virionban a genom kettdszalu linearis formaban fordul el6. A genom két végén terminalis ismétl6do
szekvencidk (terminal repeat, TR), a genomon beliil belsé ismétlodd szekvenciak (internal repeat, IR)
fordulnak eld. Az utobbi IR1 jeldléssel is eléfordul a korai szakirodalomban a nalanal lényegesen
rovidebb IR2 — IR5 szekvenciak megkiilonboztetésére. Az IR1 (tovabbiakban IR) ~3kb hosszu
ismétlddd szekvenciabol all, minden ismétlddo szakasz egy a BamHI hasitohelyet tartalmaz, ezért az
EBV izolatumok genomjaban tobb BamHI W fragmentum van jelen.

A gazdasejtben az EBV genom cirkularissa valik, ez teszi lehetévé a genom komplett replikaciojat és
egyes fehérjék (pl. LMP-2A/B) kifejez6dését. Az EBV genomon beliill a BamHI fragmentumok
fragmentumig az angol abc nagy betiiivel jelzik. Szamos olyan genomszakasz van, amely legalabb

RNS szinten expresszalodik, de a biologiai funkcidja nem vagy alig ismert, ezért az expresszalddo
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genomszakaszokat egységesen 5 karakterbdl allo névvel jelzik. Példaként, a BZLF1 azt jelzi, hogy a Z
fragmentumrol balra (L) indulé (szenz szalr6l, mint templatrol szintetizalodd) RNS-ek koziil az 1.
szamu szintetizalodik az adott szakaszon. Az DNS adatbazisokban a szenz szal szekvencidja talalhato
meg.

A B-limfocitaba keriil6 és cirkularissa valo EBV genomrol eldszér BamHI W fragmentumon talalhato
promoterrdl (Wp) indul meg a transzkripcio, a képzddo orias pre-mRNS-rdl alternativ mRNS érés utan
EBNA-2 ill. EBNA-LP fehérjék szintetizalodnak. Az el6bbi hatasara aktivalédik a Cp promoter,
amelyrdl szintén orids pre-mRNS szintézis indul, amely szintén alternativ mRNS érés utan lehetdvé
teszi mind a hat EBNA (Epstein-Barr virus nuklearis antigén) kifejezddését [132, 133]. Az EBV
fertézésben tobb latencia tipus is eléfordul (l. késébb), ha csak a Qp promoterrdl folyik EBNA
expresszio, akkor csak az EBNA-1 fehérje fog kifejez6dni (4. abra). A tovabbi latens géntermékek
transzkripcidja sajat promoterrdl indul el, az LMP1 és LMP2B osztozik kdzds promoteren, az el6bbi
transzkripcidja balra, az utobbié jobbra indul a kdzos promoterrdl.

A litikus ciklust az azonnali korai (immediate early, IE) fehérjék szintézise inditja el a BZLF1 és
BRLF1 szakaszokrol [134]. Ezek a fehérjék transzaktivatorként miikdnek, a DNS replikaciot iranyito
korai (E) fehérjék szintézisét indukaljak, majd kés6i (L) strukturfehérjék szintetizalodnak [135].

Osszeépiilnek az 11j fert6z6képes virionok és kiszabadulnak a gazdasejtbél (3. abra).

Latens EBV fertozés, latens EBV termékek

A gammaherpesvirusok fert6zési ciklusanak szabalyozasaban egyedei mechanizmus az, hogy a tobbi
herpesvirusban is el6fordulé azonnali korai — korai — késdi fehérjék mellett kiilon fehérjéket és nem
kodold RNS-ek biztositjak a latens allapotot [132]. A latens EBV fert6zésnek tobb tipusa is van,
amelyekben az azonnali korai — korai — késéi gének inaktiv allapota és a virion képz6dés hianya a

k6z0s vonas.

A latens fertézésekben kifejez6dé EBV termékek

Az Epstein-Barr virus nuklearis antigének (EBNA) mind expresszids szabalyozas alapjan, mind
sejtbiologiai hatas alapjan kétfelé oszthatok. A szétosztds utan egy nagy csoportot alkotnak a
sejtciklust és sejtproliferaciot fokozo transzformalo EBNA fehérjék (LP, 2, 3A, 3B, 3C) és az EBNA-
1. Az EBNA-1 fehérje az OriP replikacios kezddpontnal régziti az extrakromoszomalis, cirkularis
virusgenomot a gazdasejt kromatinjahoz, biztositja, hogy a gazdasejt osztddasaval szinkronban a
virusgenom is replikalodjon és mindkét utoéd sejtbe atkertiljon [131, 136]. Az EBNA-1 Gly-Ala
ismétl6dé motivumokbol all6 doménje akadalyozza az ubikvitin-proteoszomalis antigénfeldolgozast

és ezaltal a HLA molekulakon torténé antigén prezentaciot [137].
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4, 4bra Latens fert6zésekben a cirkularis EBV genomrél atir6dé kodold és nem kodolo RNS
molekulak. Cp, Wp, Qp: EBNA mRNS-ek promoterei, OriP: elsddleges replikacios promoter. LMP: latens
membran protein, EBER-ek ill BARF-ok nem kodol6 RNS-ek TR: terminalis ismétldd6 szekvenciak, IR:
internalis ismétlédé szekvenciak. (Az abrat Kienzle és mtsai kozleményébdl [133] vettem at és
Young&Rickinson kozleménye [138] alapjan modositottam, a modositasokat dolt karakterekkel ill. szaggatott
vonalakkal jeloltem.)

Az EBNA-2 transzaktivaldé hatasa mind viralis, mind cellularis géneken megfigyelhetd. Az EBV
genomon az LMP1 és LMP2B kozos bidirekciondlis promoterét és az LMP2A promotert aktivalja,
valamint Wp promoter hasznalatr6l a Cp promoterre atvaltast serkenti. Az utobbi révén az Gsszes
EBNA fehérje (beleértve sajatmagat is) expresszidjat aktivalja [139]. A B-limfocita gazdasejtben
aktivalja a CD23 és CD21 expressziot [140], valamint a c-myc és a c-fgr proto-onkogéneket [141]. Az
EBNA-LP az EBNA-2 transzaktival6 hatasat potencirozza [142].

Az EBNA-3 (A, B, C) csalad tagj ai szintén transzkripci(')s szabalyzo fehérjék ¢s a sejtes immunitas 6
esszencialis az EBNA-3A ¢és EBNA-3C. Az EBNA-3C fokozza a viralis LMP-1 és a cellularis CD21
expressziot, mig az EBNA-3B a cellularis CD40 expressziot. Az EBNA-3 fehérjék leszoritjak az
EBNA-2-t az RBP-Jk cellularis transzkripcids faktorrdl és gatoljak a Cp promotert, amellyel sajat
termelddésiiket is szabalyozzak [143]. Az EBNA-3C hisztondeacetilazt is képes a transzkripcios

komplexhez kotni, ami szintén hozzajarul a Cp promoter represszidjahoz [144].

Az LMP rovidités a latens membran proteinre utal. Az LMP-1 a CD40 jelatviteli Gitvonalat tartja aktiv
allapotban [145]. A TRAF és az NF-xB utvonalon antiapoptotikus hatast fejt ki [146]. A CD40
mimikri révén a B-limfocita fenotipusosan aktivalt allapotba keriil és a kornyezetére immunmodulalo
hatast fejt ki (1. késobb). Az LMP-2A és LMP-2B az els6 exonban kiilonboznek egymastdl. Az Src
non-receptor tirozin kinazokat és B-sejt receptor jelatvitelt tartjak aktiv allapotban, valamint

akadalyozza az EBV fert6zés reaktivalodasat [147].
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Az EBER-1 (167 nukleotid) és EBER-2 (172 nukleotid) a legnagyobb mennyiségben képzddé latens
transzkriptek, nem poliadenilalodnak. Hurokszerii masodlagos szerkezetet vesznek fel és szamos
cellularis fehérjéhez (riboszomalis L22 protein, RIGI protein, sth.) koétédnek, de sejtbiologiai
hatasukat még nem sikeriilt tisztazni [148]. Az EBER-1 szekretalodik az extracellularis térbe a

szomszédos sejtekben TLR-3 medialt interferon valaszt valt ki [149].

A BART (BamHI A rightward transcripts) RNS-ek is érési folyamaton mennek at, az érett RNS
sejtbiologiai szerepe kevéssé ismert. Azonban érés sordn kivagddd intronokbol szdmos kiillonbozo
mikroRNS képzoédik koztik olyanok, amelyek az LMP-1, LMP-2A, virdlis DNS polimeraz
expressziojat szabalyozzak. A Cp és a Wp promoterrdl induld orias pre-mRNS-bol képzddnek a
BHRF1 mikroRNS-ck, koztik olyanok, amelyek a cellularis CXCL-11 kemokin expresszidjat
szabalyozzak [150].

A latens fertozeés tipusai

A latens fert6zés tipusait a 2. tablazat mutatja be, mig a kiilonb6zo latens géntermékeket a 4.
abra. A 0-as tipusu latenciaban fejezddik ki a legkevesebb latens géntermék, mig a Ill-as tipustiban a
latens géntermékek teljes palettaja megtalalhato [132, 138]. Miutan a fert6zés atjut a hamsejteken az
EBV a nyalkahartya B sejtjeit fert6zi (3. abra), amelyekben azonban nem alakul ki a litikus virusciklus,
hanem a latens csoportba tartoz6 géntermékek, EBNA fehérjék, LMP fehérjék, EBER és BART nem
kodold RNS-ek teljes palettaja (4. abra) megjelenik [138]. Az igy kialakult III. tipust latencia (2.
tablazat) hatasara a B-limfocita sejtciklusa aktivalodik, amely a virus oldalardl a sejtosztodassal
parhuzamos viralis replikaciot jelenti. A szervezet kontrollja aldl kiesett B-sejt szaporodas mind
onkologiai, mind immunpatolégiai kockazatot rejt. A virus és gazdaszervezet koevolucidja soran a III.

tipust latenciat okozo fehérjékkel szemben hatékony T-sejtes védekezés alakult ki [151].

2. tablazat Latens EBV fert6zési tipusok

nem kédolo
latencia allapot EBER, BART RNS-ek EBNA-1 EBNA-LP, -2, -3A, -3B,-3C LMP1, LMP2A/B

0 +

' + +

I + + +
i +* + + +

BHRF1 mikroRNS-ek is megjelennek
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A latens géntermékek negativ visszacsatolassal egymas expressziojara is hatnak (1. fentebb), ami a
sejtes immunitas kialakuldsa utan az immunvalasz aldli kibavast biztositja. Fokozatosan megsziinik az
immungenitasban is vezetd szerepet jatszo transzformalé EBNA fehérjék (LP, 2, 3A, 3B, 30C)
expresszioja, kialakul a II. tipusu latencia allapot, majd megsziinik az LMP fehérjék expresszidja I.
tipust latencia allapotot kialakitva [138, 152]. Az I. tipust latencidban fehérje szinten csak az EBNA-
1 fejezédik ki a szaporodd B-limfocita gazdasejtben. Az EBNA-1 esszencialis szerepet jatszik az
0szt6do6 gazdasejtben az episzomdlis EBV genom fenntartdsdban és € szereppel 6sszhangban all az is,
hogy az EBNA gének k6z6s promotere (Cp) mellett kizarolagosan sajat promoterrdl (Qp) is indulhat
az EBNA-1 expresszid. Az EBV tokéletes parazita szerepéhez az EBNA-1 azzal jarul hozza, hogy
kibujik a fert6zott sejt HLA molekulain foly6 antigén bemutatas alol [137], L. tipust latenciaban a
gazdasejt megmenekiil az antiviralis immunvalasz el6l. Amint a B-limfocitabol nyugvoé memoriasejt
lesz, az EBNA-1 expresszié is megsziinik ¢s kialakul 0. tipusu latencia. A nyugvé EBV hordozo
memoria sejtek aktivalodasakor vagy forditott folyamat indul el és [138], fokozatosan megjelennek
latens EBV fehérjék vagy az uj virion képzddéssel jaro litikus ciklus aktivalodik (3. abra).

Az EBYV kiilonboz6 latencia allapotai fordulnak eld az EBV eredetli tumorokban. Az afrikai tipusu
Burkitt-lymphomdban 1. tipusu, a nasopharyngealis carcinomdban, Hodgkin koérban és egyes EBV
pozitiv T-sejtes lymphomdkban II. tipusd, a sejtes immunitast szupprimalé poszttranszplantacios
kezelés alatt kialakuld limfoproliferativ megbetegedésekben III. tipust latens EBV fert6zés szokott

el6fordulni [131, 136, 153].

Az EBYV fertozés immunmodulans hatdsai

crer

allapotaban a virus is nyugalomban marad, a gazdasejt aktivalodasat az EBV is kihasznalja, a
folyamatot kis mértékben modositja, fokozza. A funkcionalisan aktiv B-limfocita citokin és kemokin
szekréci6 révén dnmagaban is modulalja a sejtes kornyezetét. Az EBV Altal is eldsegitett aktivalodas
tobb citokin (IL-1, IL-10, IL-18, TNF-alfa, TGF-béta ) fokozott termelését eredményezi [154] és
vannak olyan citokinek is (IL-6, IL-8), amelyek termel6dését az EBV fehérjék kozvetleniil is fokozzak
[155]. Csontos kornyezetben a TNF-alfa fokozza az oszteoklaszt aktivitast és hiperalgéziat okoz [156].
A TGF-béta gyengiti az antiviralis védekezést citotoxikus T sejt funkciokat, toll-like receptor (TLR)

szignalizaciot gatolva, mig az IL-10 a makrofag aktivalodast és az antigénprezentaciot gatolja [157].
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Az EBV klinikai jelentdosége

Elterjedt virus, az adott tarsadalom higiénés és joléti viszonyaitol fliggéen az atfertézottsége korabbi
(kisded) vagy késébbi (<30 év) korcsoportban éri el a 90% koriili értéket [131, 158]. Atvitelében
elsdsorban a nyal jatszik szerepet, joléti tarsadalmakban az EBV fert6zések masodik nagy hullamat a
tinédzserek és fiatal feln6ttek kissing disease megbetegedése jelenti. Az életkorral né a primer fertézés
manifeszt megjelenése a mononucleosis infectiosa. Ritkan a szervezet nem képes hatékony T-sejtes
immunitast kialakitani a mononucleosis kronikussa valik, amelynek két formaja van, a kronikus aktiv
EBYV fert6zés és az életet veszélyeztetd sulyos kronikus aktiv EBV fertézés.

Az EBV transzformal6 hatast fehérjéi onkogén hatastiak és amennyiben a T-sejtes védekezés tartdsan
meggyengiil, akkor jo vagy rosszindulati tumorok képzddést segitik eld:

Burkitt lymphoma. Az afrikai tipusi Burkitt lymphoma EBV fert6zott B-limfocitakbol fejlédik ki, mig
a vilagszerte el6forduld sporadikus eseteknek csak toredéke hordoz EBV-t. Az afrikai tipusu Burkitt
lymphoma endémias elterjedésének feltétele a malaria jelenléte az adott teriileten. A malaria a
cellularis és a humoralis immunitas kozotti egyenstlyt felboritja és stimulalja a B-limfocitak
Nasopharyngedlis carcinoma. Dél-Kinaban endémids megbetegedés. A nasopharyngealis carcinoma
kialakulasaban életvitelbeli és a kornyezeti tényezdk jelentés szerepet jatszanak a tobbi fej-nyaki
régioban eléforduld carcinomdahoz hasonldan.

Limfoproliferativ betegségek immunologiailag kdrosodott egyénekben. Szervtranszplantaltakban és
AIDS-ben szenved6 betegekben alakul ki valosziniileg transzformal6 latens EBV proteinek hatasara.
Ordlis hajas leukoplakia. Fehér hamszaporulat a nyelv laterdlis oldalan, az EBV minden esetben
kimutathat6 a 1ézidoban. AIDS-ben szenveddé betegekben, ritkabban transzplantaltakban jelenik meg,
ami az alapbetegség prognodzisa szempontjabol kedvezoétlen annak ellenére, hogy szdvettanilag

joindulat, nem malignizalodik [95].

33



dc_1136_15

Az apikalis periodontium gyulladasos korfolyamatai

A fogakat tamaszto, rogzité kemény- és lagyszoveteket nevezik periodontiumnak, azaz fogagynak, A
periodontiumot a fognyak és a marginalis gingiva (inyszél) kozott huzodo specialis szerkezetii
hamtapadas (dentogingivalis junkcid) hatarolja el a szajiiregt6l [159]. A szajiireg iranyabol a fogagy
két f6 részre kiilonithet6 el: a marginalis periodontium a marginalis inysz¢l alatti teriiletet foglalja
magaba, mig az apicalis periodontium fog gyokércsucsa koriili (periapikalis) szoveteket.

A periapikalis tér gyulladdsos elvaltozasait tipusosan a fertézott gyokércsatornabol kijutd bakterialis
fert6zés idézi eld. (5. abra). A gyokcsatorna fertézédése leggyakrabban eldrehaladott caries miatt
kovetkezik be, a szajiiregi mikroflorahoz tartozé baktériumok beterjednek a fogbélbe (pulpa) és annak
gyulladasat valtjak ki. A fogbélgyulladas kezdeti szakaszaban fakultativ anaerob baktériumfajok
dominalnak [160]. Kés6ébb a lokalis oxigéntenzié csokkenése miatt az obligat anaerob fajok

szaporodnak fel [161].
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5. 4bra A periapikalis tér gyulladasos elvaltozasai: abscessus periapicalis (bal oldal) és periodontitis apicalis
(jobb oldal) (forras: [162]).

A gyokércsatorna fert6zodést okozo endodonto-patogén baktériumok spektrumat magas faji diverzitas
jellemzi, a fert6zésben el6fordulhatnak fakultativ anaerob Campylobacter és Streptococcus fajok,
valamint az obligat anaerob Gram-negativ Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Veilonella,
Treponema és Gram-pozitiv Eubacterium, Actinomyces, Peptostreptococcus, Propionibacterium,

Lactobacillus nemzetségekbe tartozé fajok [163]. A periapikalis gyulladast olyan steril karosodasok is
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......

[164].

Periodontitis apicalis acuta

A gyulladas savos fazisaban a periodontalis résbe folyadékgyiilem sziir6dik ki és nyomast gyakorol az
idegvégzddésekre. Gyorsan alakul ki €s gyorsan terjed a gyulladas, raharapasra vagy akar érintésre is
heves fajdalommal tarsul. Szdvettanilag hiperémia, 6déma, monocitdk ¢és neutrofil granulocitdk
extravazacioja, enyhe csontreszorpcio és a periodontalis ligamentumok karosodas jellemzi [165].

A periodontitis apicalis acuta purulens fazisaban primer periapikalis abscessus johet létre, amely az
athajlasban vagy a szajpadon kialakuld fluktudlé duzzanat vérbd nyalkahartyaval. Szovettanilag

purulens gyulladasként jellemezhetd, kifejezett neutrofil granulocita infiltraciéval [159].

Periodontitis apicalis chronica

A krénikus gyokérhartyagyulladasban patologias egyenstly alakul ki az exogén tényezok (endodonto-
patogén baktériumok, kiils6 irritald tényezok) és a szervezeti védekez6é mechanizmusok kozott. A
nekrotikus fogbél kivalo taptalaja az endodonto-patogén baktériumoknak és egyben a periapikalis
térbe keriilé baktériumok f6 forrasa is, de az inkomplett gyokértomés mellett megmarado holttér is a
baktériumok fennmaradasat teszi lehetévé. A kronikus gyulladasban a fert6zés tovabbterjedését
granulacios szovetbdl allo ,hatarzona” kialakitasaval akadalyozza meg a szervezet [166]. A
periodontitis apicalis chronica tobbnyire tiinetmentes lefolyasu. A klinikai vizsgalat soran esetenként
enyhefoku kopogtatasi érzékenységet észlelhetd, illetve fogbél elhalasa a fog elszinez6dését okozhatja.
A fog radioldgiai vizsgalata soran az apikalis csontreszorpcié miatt élesen elhatarolt, kerekded
reszorbealodhat.

A patologias egyensuly a fert6zés és a szervezet kozott konnyen felborulhat és a kronikus lefolyasu
betegségben akut fellangolasok (exacerbaciok) kovetkezhetnek be, amelyekhez altalaban klinikai
tiinetek (akut fajdalom, raharapasi és kopogtatasi érzékenység, apikalis régid feletti nyalkahartya fel6li
nyomasérzékenység) tarsulnak. Az akut exacerbaciok idején purulens beolvadas is torténhet, melynek
eredményeként szekunder periapikalis talyog jon létre. Tiineteiben megegyezik az elsddleges
talyoggal, szovettanilag a szekunder talyogot granulomatézus szovet veszi koriil. A talyogbennék
sipolyjarattal (fisztula) tiriilhet a nyalkahartyara, borre vagy a sulcus gingivalisba. Amig a sipolyjarat
nyitott, addig az érintett fog altalaban panaszmentes, amikor eltémddik , akkor fajdalmas, liiktetd
submucosus talyog alakul ki (16).

A kronikus periapikalis elvaltozas granuloma vagy ciszta formajaban manifesztalodhat. A periapikalis
cisztak tobbrétegli, elszarusodd laphdmmal bélelt tireges képzédmények, melyek a Malassez-féle

hamszigetekbdl szarmaznak és fehérvérsejtekkel infiltralt rostos kotdszovet vesz koriil [167]. A
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cisztaham allando valadéktermelése kornyezd szoveteken, csontszovetben, foggyokerekben nyomasi
atrofiat valthat ki.

A periapikalis granulomakban hagymalevél-szertien rétegzédnek az egymast kdvetd szovettani zonak.
Az elhalt szovetrészeket tartalmazo legbelsé nekrotikus zona kozvetleniil a foramen apicale kortil
huzodik. Kifelé haladva az exszudativ zona, majd a regeneracids sarjszovet altal alkotott
granulomatozus zoéna kovetkezik. Legkiviil, az alveolaris csonttal hatarosan, fibrozus zoéna
helyezkedik el [165]. A dominans szovettani zona jellege szerint el lehet kiiloniteni exszudativ,
granulomatozus, granulofibrotikus és fibrotikus granulomakat [168]. Az kifejezett szoveti nekrozis és
exszudacio jellemezheté exszudativ tipusu léziokat lehet Osszefiiggésbe hozni a kezdeti akut
periapikalis 1éziokkal, illetve a periodontitis apicalis chronica akut fellangolasaival [165].

A nekrotikus és exszudativ zonakban nagy szamban fellelhetd neutrofil granulocitak jelentik a
gazdaszervezet f6 védelmi vonalat a gyokércsatornabol kiaramlé baktériumokkal szemben,
amelyeknek nagy része mar ezekben a zonakban eliminalasra keriil [166]. Az exszudativ zonahoz
képest a granulomatézus zoénaban neutrofil granulocita komponens rovasara megné a limfocitak,
plazmasejtek, makrofagok és fibrovaszkularis elemek aranya. Az eozinofil granulocitdk és természetes
olésejtek (NK sejtek) is megtalalhatéak a periapikalis 1ézidokban. A granulomak kialakulasaban
kiemelt szerepet jatszanak a CD4+ ¢s CD8+ T-limfocitak, de B limfocitak és IgG, IgA, illetve IgM
tipusu ellenanyagokat termel6 plazmasejtek is jelen vannak [165, 169].
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Bétaherpesvirusok, gammaherpesvirusok szerepe szajiiregi korképekben

A human cytomegalovirus (HCMYV) fertézések tobbsége tiinetmentesen zajlik le. A primer fertézés
alatt, majd utana kisebb-nagyobb rendszerességgel a nyallal {iriilnek a fert6zoképes virusok. A primer
fertdzéshez tarsulo mononucleosis infectiosa jarhat lepedékképzddéssel a garativen. Parodontitis
marginalis chronicaban mar korabban kimutattdk a HCMV jelenlétét 0,3-16% kozotti eldfordulasi
aranyban [170].

A periapikalis folyamatokat vizsgald tanulmanyok vagy a gyokércsucs sebészi eltavolitasaval nyert
mintakat vizsgaltak, vagy az érintett fog extrakciojat kovetéen a gyokércsucsrol eltavolitott
periapikalis 1éziokat. A HCMV el6fordulasat genomi DNS szinten vizsgald két tanulmany a
parodontalis helyzethez hasonld prevalenciat talalt [109, 171]. Az aktiv fert6zést a pp65 mRNS
transzkripcioval mutatta ki tobb tanulmany [172-174], azonban adott populacion belill nem voltak
Osszehasonlithato HCMV DNS és RNS prevalencia adatok. Tobb tanulmany dsszefiiggést mutatott a
panaszos klinikai manifesztacio és HCMV el6éfordulasa kozott [171-174], mig a 1ézi6 radiologiai
mérete és a HCMV érintettség kozott ellentmondd eredmények sziilettek [171, 173]. Az emlitett
tanulmanyokra altalaban jellemz6 volt a HCMV fertézések EBV koinfekcidval eléfordulasa és a kis
esetszamok miatt nem lehetett megbecsiilni, hogy az észlelt Osszefiiggések milyen mértékben
vonatkoztak magara a HCMV-re.

A human herpesvirus (HHV)-6 fert6zésekre jellegzetes szajliregi tiinet nincs, bar egyes
erythematosus enanthemdak esetében felvetették az érintettséget. Tobb tanulmany is leirta a HHV-6
el6fordulasat parodontitis marginalis chronicdban [170, 175, 176] olyan klinikai mintak vizsgalata
alapjan, mint a szubgingivalis plakk, sulcusfolyadék vagy gingivalis biopsziaval vett szovetminta. A
HHV-6 DNS prevalenciat 4-24.2% kozotti tartomanyban mutattak ki, de a klinikai paraméterekkel
nem talaltak Osszefliggést [170]. A korabbi szakirodalomban a HHV-6 és a periodontitis apicalis

chronica viszonya nem volt ismeretes.

A Gammaherpesvirinae alcsaladba tartoz6 Epstein-Barr virus (EBV) koroki szerepe tobb olyan
betegségben is ismert, amely a fejnyaki régiot érinti. Mas kockdzati tényezokkel tarsulva az EBV
okozhat nasophyaryngealis carcinomat €s az arccsontokat nemritkan roncsold Afrikai tipusu Burkitt-
lymphomat. Az oralis hajas leukoplakia joindulati hamburjanzas eredménye a nyelv lateralis felszinén
HIV fertézottekben és erds immunszuppressziv kezelés alatt all6 betegekben. Az EBV el6fordulasat
leirtak parodontitis [177], periodontitis apicalis [109, 173], és irreverzibilis pulpitis [171] kapcsan. Jol
kimutathatd Gsszefiiggést talaltak az EBV el6fordulasa és a parodontalis gyulladas sulyossaga kozott
[170].

A periapikalis 1ézidkat vizsgald tanulmanyok tobbnyire [172, 173, 178] az EBNA mRNS
kimutatasaval ritkabban [109, 171] a viralis DNS genom kimutatisdval a kovették az EBV

eléfordulasat. Az EBV fert6zés és a panaszos klinikai manifesztacio [172, 173, 179] valamint az EBV
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fert6zés a nagyméretii 16zi6 [109, 173] k6zott kiilon-kiilon kimutatott dsszefiiggéseket lehetett talalni a
szakirodalomban, de a korabbi elemzések nem vizsgaltak, hogy a panaszossdghoz milyen mértékben
jarul hozza az EBV jelenléte és milyen mértékben a 1€zi6 kiterjedtsége, mérete.

A Dbéta- és gammaherpesvirusok fentebb részletezett immunmodulans hatasat Osszevetve a
periodontitis apicalis chronica korfolyamataban szerepet jatszo citokinekkel [165], két citokinre, a
TNF-alfara és a TGF-bétara iranyult a figyelmiink. A korabbi szakirodalomban két kdzlemény
fokuszalt erre a kérdésre: Az egyik kis mintaszam mellett, tejfogakban nem talalt 6sszefiiggést az EBV
vagy HCMYV jelenlét és tobb citokin species kozott, TNF-alfa expressziot viszont nem vizsgalt [180].
A masik vizsgdlt TNF-alfa expressziot szintén korlatozott mintaszdm mellett, de a panaszmentes

csoportban nem volt herpesvirustdl mentes eset, ami a kovetkeztetések értékét korlatozta [181].
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A morbillivirus és az otosclerosis

Morbillivirus

—N“P_V/CM—F“H- L -

6. abra A morbillivirus genomszerkezete (5°-3” negativ szal). N: nukleokapszid protein, P: foszfoprotein, M:
matrix protein, F: fuzios fehérje, H: hemagglutinin, L: large (6rias) protein.

A kanyardvirus a Paramyxoviridae csalad Morbillivirus nemzetségébe tartozik, burokkal rendelkezik
és kozel 16 kb hosszi, negativ egyszali RNS genomja van (6. abra). A hazai orvosi latinban a
kanyaroét, mint fert6z6betegséget morbillinak, a korokozot morbillivirusnak nevezik. Ezzel szemben az
angol orvosi nyelvezetben csak a measles szot hasznaljak, a morbillit nem. A kanyardvirus
legkdzelebbi rokonsagban a marhapestis (rinderpest) virussal all és minden valosziniiséggel az
allattenyésztés kialakuldsa utan adaptalédott emberre az eredetileg szarvasmarha eredetli virus. Az
adaptaci6 eredményeként természetes koriilmények kozott csak az embert fert6zi. A fertdzés
kontagiozitasa igen magas, légutakon jut be a fogékony egyénbe. A tipusos kanyard akutan lezajlo,
borkiiitéssel jaré megbetegedés, az akut szakasznak lehetnek 1éguti, idegrendszeri szovodmeényei. Az
emberen kiviil egyes majomfajok is fert6zhet6k 1éguti atvitellel és az emberi kanyarohoz hasonlé akut
megbetegedést fejlodik ki benniik. Kisérleti egér, patkany, horcsdg, ragcsalok intracerebralisan
fertdzhetdk olyan kanyarovirus torzsekkel, amelyeket kifejezetten ilyen célra adaptaltak, szelektaltak

[182].

A tobbi paramyxovirushoz hasonléan a morbillivirus replikacioja kdzben is nagy aranyban
keletkeznek defektiv virionok, amelyekbe replikaciora nem vagy alig képes, mutaciokat elszenvedd
gemoni RNS kodpia keriil be. Ez kiilonb6z6 kovetkezményekkel jar a fogékony populacio és a fertézott
egyén szintjén. Fogékony populacidban a kanyarovirus hatékony terjedését, fennmaradasat egyféle
stabil szerkezet és meglehetésen konzervativ genomi szekvencia biztositja. EI8 attenualt
vakcinatorzsekkel végzett véddoltas életreszolo protektiv immunitast valt ki, amelynek fenntartasahoz
nincs sziikség re-expoziciora [183]. A replikacio pontatlansaga miatt a fert6zott egyénben viszont
kialakulhatnak olyan mutacios variansok, amelyek nem képesek a teljes virusciklusra. Az akut fertézés
lezajlasa utan maradhatnak olyan fert6zott sejtek, amelyekben tartosan fennmarad a defektiv virus,
részleges viralis expresszioval. Ez a viralis mechanizmus volt megfigyelheté a szubakut szklerotizalo

panencephalitisben, a kanyaré késdi fatalis szovodményében [182].

A perzisztalast okozod szomatikus mutdciok nem azonos mértékben érintik a Kanyardvirus

fehérjekodolo szekvencidit. A nukleokapszid N protein a genomi méretii negativ és pozitiv RNS
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szallal képez struktirat [184], valamint a P és L proteinekkel. A P leolvaso keret Gn. V és C viralis
fehérjéket is kodol a P teljes méretii foszfoprotein mellett. A C fehérje transzlacioja keret eltolassal
torténik, a V fehérje ciszteinben gazdag C terminalis doménje kiilonbézik a P fehérjétél mivel egy
extra non-templat G leolvasas torténik a riboszoman [185, 186]. A P, C és V fehérjék a replikacios és
a transzkripcios komplexekben vesznek részt. Az M matrix, F fuziés és H hemagglutinin fehérjék a
virusburokban talalhatéak. A hemagglutinin kapcsolodik a célsejt CD46 molekulajahoz. Az F protein
felelos azért, hogy a fert6zott sejtek fuzionalnak a kornyezd sejtekkel, igy a virus kozvetleniil terjed
sejtrél-sejtre anélkiil, hogy infektiv virionok szabadulnanak ki a gazdasejtbél. A L protein az N-P-L
komplex polimeraz aktivitasat biztositja. A defektiv kanyarévirusok dltal okozott perzisztalds
bizonyitott klinikai manifesztacioja a szubakut szklerotizalo panencephalitis [187], amelyben fdleg az
M, F, és H proteineket kodold szekvenciak modosulnak [188]. Tovabbi kronikus betegségekben
(Paget kor, otosclerosis, achalasia) is felvetették a perzisztald defektiv kanyarovirusok szerepét [182],
azonban az egyébként sikeres vakcinalas elterelte a figyelmet ezen betegségek és a kanyard

kapcsolatanak kiterjedt vizsgalatatol.

Otosclerosis

A populacié széles rétegeit érinti a hallascsokkenés, amelynek hatterében kiilonb6z6 okok allnak és a
kiilonb6zo eredetli hallascsokkenések kiilonbozd terdpias megkozelitést igényelnek. A levegdben
terjedd, tavolbol érkezo hanghullamokat a dobhartya és a hallocsontlancolat tovabbitja a belso fiil felé.
Fiziologias koriilmények kozott a hanghullamok altal keltett rezgések a stapes talpanal mintegy 10 nm
terjedelmi kilengéseket okoznak, amelyek az ovalis ablakon keresztiil a bels fiilbe tovabbitodnak. A
stapes fixacio (stapes ankylosis) a stapes talp berogziilését jelenti az ovalis ablakba, amely az egész
oka a primer hallaszavarok k6zé tartozo otosclerosis [189]. Az otosclerosis a stapes talpat, az ovalis
ablak csontos peremét és belso fiil csontos tokjat, oticus capsulat érinti, a betegség kezdeti stadiumat
szivacsos koros szerkezetii csontképzOdés jellemzi, mig a kés6i stadiumban az Gjonnan keletkezett
kéros csontallomany sejtszegénnyé valik, fokozott mennyiségii er6sen kalcifikalt extracellularis

allomannyal.

A fiil-orr-gégészeti gyakorlatban alkalmazott nem invaziv vizsgalé médszerek érzékenyen kimutatjak
a hallocsontlancolati fixaciot, azonban maga a stapes ankylosis biztosan csak invaziv modon,
tympanotomia soran azonosithato, a stapes ankylosis hatterében allé otosclerosis pedig csak szovettani
vizsgalattal allapithatd meg kétséget kizaré6 modon [190]. A nem invaziv vizsgalatok soran az
otosclerosis gyanujat felveti a tinnitus, a stapedius reflex hidnya, a progressziv vezetéses

hallascsokkenés, amelyhez kisebb mértékii szenzorineuralis hallascsokkenés tarsul. A légvezetéses €s
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csontvezetéses audiometriai adatok kiilonbségeként adodo csontlégkdz megjelenése jellegzetes az
otosclerosisban [191]. Otosclerosisban a szenzorineuralis hallascsdkkenés 2000 Hz frekvencian
jelenik meg el6szor markansan. HRCT (high resolution computer tomography) felvételen az

otosclerosisos gocok is megjelenhetnek [192].

T6bb etioldgiai tényezot is felvetettek az otosclerosis kialakulasaban. A stapes fixacios esetek mintegy
harmadaban csaladi halmozodast figyeltek meg, amelynek hatterében harom kiilénb6z6 lokuszt
azonositottak, azonban az esetek szovettani verifikalasa nem tortént meg [193]. A stlyossagban és
progresszioban az Osztrogének, a progeszteron €és a parathormon szerepét azonositottak [194]. Ismert
otosclerosisban kontraindikaltak a néi hormontartalmi készitmények. A parathormon receptorokon
keresztiil az oszteoblasztok prosztaglandinokat és prosztaciklineket valasztanak ki, amelyek viszont az
oszteklaszt sejteket aktivaljak [195]. A szovettani vizsgalatokban megfigyelt oszteoklaszt funkcioja
sokmagva oriassejtek felvetették syncytium formalod virusok jelenlétét. Az otosclerosisos gocok
oszteoklaszt  sejtjeiben  elektromikroszkopos  vizsgalatok  filamentézus, helikalis  virus-
nukleokapszidokra emlékezetd strukturakat tartak fel [196, 197], immunhisztokémiai eljarassal
kanyarévirusra specifikus antigéneket mutattak ki [198]. A megbetegedettek perilympha mintaiban
kanyaroellenes ellenanyagokat tudtak kimutatni, de sem viralis antigéneket, sem viralis nukleinsavat

nem lehetett detektalni [199].
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Célkituzések

Az értekezésben szereplo kisérletes klinikai vizsgalatok k6zos vonasa az, hogy lassan, lappangva
kialakulo korfolyamatokban a molekularis epidemiologia eszkozeivel valamint in vitro kisérletes
rendszerekben vizsgaltuk perzisztens fertézések patogenetikai szerepét. Vizsgalatainkat az alabbi
harom klinikai témateriileten végeztilk: papillomavirusok és a cervikalis karcinogenezis;
herpesvirusok és a periodontitis apicalis, morbillivirus és az otosclerosis. Ezen témateriileteken beliil

kozvetlen célkitiizéseinket az alabbiakban részletezem:

Human papillomavirusok (HPV) és cervikalis karcinogenezis
e A nukleinsav hibridizacién alapulé Hybrid Capture HPV® rendszer klinikai értékelése és

kiegészitése restrikcios fragment hossz alapt tipizalassal.

A HPV kimutatas és tovabbi tipizalas szerepe az onkogén kockazat becslésében a cervikalis
karcinogenezis korai szakaszaban
e Koros citologiai elvaltozas mellett milyen idotavon figyelhetd meg a HPV fert6zés onkogén

kockazata?

HPV kimutatas prognosztikai értéke CIN 1éziok miitéti eltavolitasa utan

e A méhnyak szOveti kornyezetében kiemelt szerepet jatsz6 IL-10 promoter szakasz
polimorfizmusanak és epigenetikai szabalyzasanak vizsgalata

e A HPV-16 onkoproteinek hatdsanak vizsgalata a non-receptor Src tirozinkindzokra

proliferalodo és differencialodo keratinocitakban.

Humdn herpesvirusok és a periodontitis apicalis
e Az endodonto-patogén baktériumok altal kivaltott periodontitis apicalis chronica
kérfolyamatban az Epstein-Barr virus, a huméan cytomegalovirus €s a human herpesvirus 6
jelenlétét €s transzkripcios aktivitdsat Osszevetni a periapikalis 1éziok méretével, panaszos
e A periapikalis 1éziokban a gyulladasos folyamatban meghatirozo szerepet jatsz6 TNF-alfa és

TGF-béta expresszidjat transzkripcids szinten 0sszevetni a fenti virusfertézésekkel.

Morbillivirus és az otosclerosis
e Morbillivirus el6forduldsanak a viralis RNS-re alapozott vizsgalata klinikailag otosclerosisra
gyanus elvaltozasokban, valamint szovettanilag verifikalt otosclerosisban
szerepet jatszO TNF-alfa expresszidjat transzkripcids szinten vizsgalni és Osszevetni a

korfolyamat aktivitasaval.
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Vizsgalati modszerek

Klinikai tanulmanyok, klinikai mintak

Retrospektiv vizsgélatokat a laboratorium rutin diagnosztikai tevékenysége sordn gyiijtott klinikai
mintékra alapoztunk. A klinikai adatbazisbdl gytijtottiik 6ssze a betegadatokat. A betegadatok és HPV
paraméterek Osszefiiggését keresztmetszeti, eset-kontroll (IL-10 polimorfizmus, IL-10 promoter
metildcio) vagy longitudinalis (HPV onkogén kockdzata a fertézés természetes lefolydasa sordn és a
miitéti eltavolitas utan) modon értékeltiik. amelyeket a folyamat kimeneteléig kovettik. A
periodontitis és az otosclerosis projektekben prospektiv minta- és adatgyljtést végeztiink és az
Osszefiiggéseket keresztmetszeti, eset-kontroll modon értékeltiik. A HPV vizsgéalatokban exfolialt
hamsejteket, a periodontitis vizsgalatokban a periapikalis granulomakat és impaktalt
bolcsességfogakat, az otosclerosis vizsgalatokban, stapes és kortikalis csontmintakat gydjtottiink. A
gyokércsucsi  szovetszaporulatot RNAlater reagensben, az impaktalodds miatt eltavolitott,
onmagukban ép bolcsességfogakat steril foliaban, az otosclerosisos mintakat steril Eppendorf csében

gyljtottiik és -70 °C alatt taroltuk a feltarasig.

Primer sejtek, folyamatos sejtvonalak

Folyamatos cervix carcinoma eredetii sejtvonalakat (HeLa, SiHa, Caski, HT-3, C33A) és az epitelialis
eredetii immortalizalt HaCaT sejtvonalat DMEM alapu tapfolyadékban tenyésztettiink. A primer
humén keratinocitdkat szérummentes DM-SFM tapfolyadékban tenyésztettiik, akarcsak az LXSN
retrovirus vektorba illesztett HPV-16 E6 és E7 onkogénekkel transzdukalt keratinocita kulturakat
[200]. A korai passzazsban szaporodo, proliferalodd allapot mellett a differencialodas hatasat is
vizsgaltuk, amelyet 1,8 mM-lal megemelt CaCl, koncentracié mellett és 10% borjuszérummal
kiegészitett DMEM tapfolyadékkal értiink el [200]. Periférias mononuklearis sejteket (PBMC) vénas

vérbol izolaltuk Hypaque-Ficoll gradiens centrifugalassal.

Nukleinsav feltaras, cDNS eléallitas

A sejtvonalakbdl fenol-kloroformos modszerrel tartuk fel a DNS tartalmat és trizol alkalmazasaval az
RNS-t. Az alkalikus Hybrid Capture transzport kézegbe vett exfolialt hamsejteket ecetsav-alkoholos
Kicsapassal izolaltuk, mig a fiziologids s6 alap transzport kozegbe vett exfolidlt hamsejteket
szilikamembranos izolalassal (Roche, Viral Nucleic Acid Kit). Az izolalt DNS 5 ug aliquotjainak
natrium-biszulfitos modifikalasat a kdvetkezé elegyben végeztiik: 100 ul desztviz, 11 ul 3M NaOH, 60
ul hidrokinon, 1000 ul 3,6 M natrium-biszulfit. 16 6ra 55 °C inkubalas utan GeneClean Kittel (Qiagen)
nyertiik vissza a modifikalt DNS-t . A bolcsességfog mintakat a steril foliaban fémkalapaccsal tortiik
Ossze, majd a tormelékbol a pulpaszdvetet steril fogaszati gyokérkezelé miiszerekkel és csipeszekkel

tavolitottuk el. A biopszia jelleglh mintakat (pulpa, szévet, periapikdilis granuloma, csontmintik a
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fiilbol) folyékony nitrogén segitségével porcelanmozsarban homogenizaltuk. A homogenizalt
mintakbol az RNS-t trizol alkalmazasaval, a DNS-t szilikamembranos izolalassal (Roche, Viral
Nucleic Acid Kit) tartuk fel. A RNS-r6l ¢cDNS kopia szintéziséhez Enhanced Avian HS (Sigma-
Aldrich), High Capacity cDNA (Life Technologies) reverz transzkriptaz vagy rTth enzimet
hasznaltunk. Az utébbi a cDNS PCR amplifikalasara is alkalmas volt.

DNS, ¢DNS, biszulfit modifikalt DNS PCR amplifikdlasa

A célszekvencidkra tervezett oligonukleotid primerek segitségével amplifikaltuk a kivalasztott genomi
szakaszokat, a primerekre optimalizalt hdmérséklet profillal. Allél-specifikus PCR vizsgalatban kiilon
amplifikacios reakcioban alkalmaztuk az egyik primer két kiillonb6z6 varidnsat, amelyek a 3 utolso
nukleotidban kiilonboztek az allélt meghatarozé egyedi nukleotid tipusi polimorfizmusnak
megfeleléen. Az amplifikaciot Taq polimeraz enzimmel végeztiik. A vizsgalt minta alkalmassagat
PCR amplifikdciora héaztartasi gének (béta-globin, GAPDH, RPLP2) amplifkiciojaval ellendriztiik.
Kétlépcsds (nested) PCR alkalmaztunk, amikor a vizsgalt célszekvencidt jelenléte alacsony
képiaszamban volt varhatdé. A konvencionalis végpontos PCR amplifikdcido eredményét agardz
gélelektroforézis segitségével vizualizaltuk és a molekulaméret alapjan azonositottuk. Tovabbi
azonositast biztositott a PCR termék restrikcios fragmenthossz analizise és a szekvenaldsa a Sanger
modszer alapjan. A célszekvencia vagy a cDNS mennyiségi meghatarozasat valos idejli detektalassal,
SYBR Green PCR Mastermix vagy TagMan PCR Mastermix (Life Technologies) polimerazzal ABI
Prism 7500 PCR késziilékben végeztiik. A TagMan polimerazhoz a célszekvencidra tervezett primer-
proba mixeket (Life Technologies) hasznaltuk. Adott szekvencia relativ mennyiségét AACT
modszerrel fejeztiik ki. Populaciok kozotti 6sszehasonlitast ACT modszerrel végeztiink, minden egyes
mintaban meghataroztuk a célszekvencia és a haztartasi gén CT értékének kiilonbségét, majd ezen

DCT értékek eloszlasat, median értékét hasonlitottuk ossze a kiilonbdzd csoportok kozott.

Klonozas plazmidvektorokba és transzfektalas eukariota sejtbe

A PCR termékek klonozasat plazmidvektorba T/A ligalassal végeztikk. A Taq polimeraz 3’ tilnytlo
adenint szintetizdl a PCR termékek végére. A plazmidot olyan restrikcios enzimmel hasitottuk,
amelyik tompavéget eredményez, majd Go Taq polimerazzal (Promega) 3’ tilnyualo timin illesztettiink
a tompavégekre. A vektor és az inszert igy egymashoz kompatibilis ragadds véget kapott, amelyek
révén T4 DNS ligazzal kovalensen egymashoz ligaltuk 6ket. A ligalasi terméket E. coli baktériumba
transzformaltuk és felszaporitottuk, majd kivalasztottunk egy olyan klont, amelyik a tervezett modon
hordozta az inszert szekvenciat. A kloén a rekombinans plazmiddal egyiitt felszaporitottuk, majd nagy
mennyiségben visszaizolaltuk a rekombinans plazmidot.

Az epitelialis eukariota sejtvonalakat sejttenyésztd Petri-csészében tenyésztettiik és a rekombindns

plazmidot 10 wug mennyiségben transzfektaltuk Lipofectamin 2000 (Invitrogen) reagens
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alkalmazasaval. 48 oraval késobb a rekombinans plazmid aktivitasat luciferaz teszt (Luciferase Assay,

Promega) alkalmazasaval mértiik.

Fehérje izoldalas, Western-blot, array-blot

Sejttenyészeteket ill. transzfektalt sejttenyészeteket tripszinnel valasztottunk fel a tenyésztflaskak
aljarol. A teljes fehérjetartalmat proteaz gatld (Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) ¢és foszfataz gatldo 1mM NaF jelenlétében lizis pufferben vettiik fel (150mM NaCl, 1%v/v NP-
40, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 0,5%w/v Na-dezoxikolat, 0,1%w/v SDS, 0,01 %w/v Na-azid, 1 mM
EDTA). 15 perc 4°C-os inkubalas utan 15 perc 13000 g 4°C-os centrifugalas utan a fehérjetartalmi
feliiluszot hasznaltuk.

A feliilszokat Laemmli pufferrel denaturaltuk 95°C-on 5 percig, majd 10 % SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel molekulaméret alapjan szétvalasztottuk és a kialakult molekula eloszlast
nitrocelluléz membranra vittik at elektromos térerd segitségével. A membran aspecifikus
fehérjekotését 3% BSA oldattal blokkoltuk, majd az elsddleges antitestekkel ¢s a kovetkezd 1épésben
tormaperoxidazzal jeldlt masodlagos antitestekkel reagaltattuk. Az egyes 1épések kozott 3x 10 perc
mosast végeztiink PBS-0,05% Tween20 oldattal. Az immunreakciok eredményeként kialakuld
kemilumineszcens (Super Signal West Dura Chemiluminescent Substrate, Pierce) savokat mutattuk ki
rontgen filmen detektalva.

Az Src kinaz csalad egyedi foszforilacids vizsgalatara Human Phophokinase Array Kit-et (Proteome
Profiler Array, R&D Systems) alkalmaztuk, amely szendvics rendszerii detektalast biztosit. Az egyes
poziciokba leko6todott foszforilalt fehérjéket kemilumineszcens detektalassal (1. fentebb) mutattuk ki és

denzitometrias méréssel hataroztuk meg az egyes foltreakciok intenzitasat.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizist a klinikai tanulmanyokban nem parametrikus statisztikai modszerekkel
végeztik, a keresztmetszeti elemzéseket Yates korrigalt khi-négyzet, Fisher exact statisztikakkal ill.
egy- és tobb valtozos logisztikus regresszios modszerrel esélyhanyados (odds ratio) és a hozzatartozo
95% megbizhatosagi tartomany meghatarozasaval végeztiik. Folyamatos, nem normal eloszlasu
valtozok eloszlasat non-parametrikus Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk Ossze. A longitudinalis
elemzéseket egy- ¢€s tobb valtozos Cox regresszios modszerrel relativ kockéazat és a hozzatartozo 95%
megbizhatosagi tartomany meghatarozasaval végeztiikk. Az in vitro kisérletes munkaban mérési adat

szorasat, standard hibajat hataroztuk meg, valamint T-probaval vizsgaltuk a szignifikanciat.
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Eredmények és megbeszélés

Human papillomavirusok (HPY) tipizalasa
(Konya et al 2000 [201])

A nagy nemzetkozi epidemiologiai felmérések alapjan a fontosabb anogenitalis HPV tipusok
megismerése utan néhany éven belill kdrvonalazodott a magas onkogén kockazata (high-risk)
papillomavirusok csoportja. Ugyan ebben az idében a koroki szerep formalis bizonyitdsa még nem
zajlott le, a vilagszerte végzett felmérések egységesen, kétséget Kizar6 moédon jelezték a magas
onkogén kockazatt HPV tipusok jelenlétét, biomarker szerepét a cervikalis karcinogenezisben a
kezdeti stadiumoktol az invaziv méhnyakrakkal bezarolag [202-204]. A felmérések, tanulmanyok a
rutin méhnyaksziirésben szerzett tapasztalatokra alapozva indultak el és a HPV tipusok el6fordulasat a
szlrés soran kiemelt citologiai atipia vonatkozasaban értékelték. A rdkmegeldz6 1ézidkra utalo HSIL
és AIS onkocitologiai eredmény igen nagy aranyban parosul magas onkogén kockazati tipus
jelenlétével. Az LSIL tobbnyire alacsony kockazatu tipusok fordulnak eld, de kis szazalékban ott
szokott lenni a magas onkogén kockazata HPV is. Az atipusos lapham (ASC) /atipusos mirigyham
(AGC) kategoria patologiai diverzitasa a HPV fert6zés megjelenésében is tiikrozodik, jelentds résziik
HPV-tol fiiggetlen elvaltozas, a fennmaradd rész tobbnyire magas onkogén kockazata HPV tipust
hordoz, de akar alacsony kockazattit HPV is lehet a hattérben.

Minél tobb anogenitalis HPV tipust ismertek meg és minél jobban feltartak, hogy melyek fordulnak
elé onkoldgiai jelentéségli elvaltozasokban, annal hangstulyosabban felmeriilt a kérdés, hogy ezt a
biodiverzitast a klinikai gyakorlat szamara jol kezelhet6 €s a finanszirozas szempontjabol felvallalhato
modon interpretaljak. Az HPV szerkezetérdl és osztalyozasarol szolo bevezetésben részleteztem, hogy
a konzervativ L1 nukleinsav szekvenciakon [5, 205] alapulé médszerek jelentették a megoldast az
anogenitalis tipusok atfogd detektalasara.

A magas onkogén kockazati HPV csoport éppen az onkologiai jelent6ségii 1éziokban megfigyelt
halmozodasa alapjan korvonalazodott és a rutin laboratoriumi sziirés szamara elegendd volt és ma is
elegendé a HPV tipusok alacsony és magas kockazatu csoportjainak megkiilonboztetése. Az els6 in
vitro diagnosztikai célra validalt kereskedelmi forgalmt HPV teszt, a Digene’s Hybrid Capture® teszt
kidolgozasa Lérincz €és mtsai nevéhez fiizddik [205-208]. A teszt magas kockazati tipusokra
specifikus probakeverékkel végzett nukleinsavhibridizacid és kemilumineszcens jelamplifikacio

biztositja a sziikséges HPV spektrumot, szenzitivitast és fajlagossagot.

Kutatasi cél:
Nukleinsav hibridizacios elven miikédo Digene Hybrid Capture HPV® tesztre kiegészité és analitikai

ertékelésre alkalmas HPV tipizdlasi eljards fejlesztése [201]
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Klinikai mintak. Az Orvosi Mikrobioldgiai Intézetbe rutin diagnosztikai vizsgalatra érkezett els6 570

exfolialt cervikalis hamsejt mintabdl 145 bizonyult HPV pozitivnak. A vizsgalatot Digene Hybrid
Capture® teszttel a gyartoi utasitasnak megfeleléen végeztiik el. A bekiild6é diagnézisok onkoldgiai

szempontbdl bizonytalan vagy gyanus, citologiai vagy kolposzkopos elvaltozasokra utaltak

Mintafeldolgozas. A mintak feldolgozasat a rutin diagnosztikus modszerhez adaptaltuk, amelyben a
feltart nukleinsav alkalikus kdzegben volt denaturalva és ilyen formaban -20 °C-on tartds tarolasat a
modszer megengedte. Az adott kozegb6l a pH semlegesitésre és a DNS kicsapasra egylépéses
alkoholos acetdtos mddszert dolgoztam ki, 300 ul Hybrid Capture mintahoz 60 ul jégecetet és 750 ul
96% etanolt adtunk, majd -20 °C-on segitettiik el6 a kicsapast, végiil percipitatumot 12000x g 15 perc

centrifugalassal iilepitettiik. Minden feldolgozott minta PCR detektalasra alkalmassdgat az endogén

crer

Eredmények:

A 145 Hybrid Capture HPV pozitiv feltart mintabol 16-t zartunk ki a tovabbi vizsgalatbdl, mert az
endogén béta-globin szekvenciakat nem tudtunk amplifikalni PCR eljarassal. A tovabbi vizsgalatra
alkalmas 129 mintabol 102-ben magas onkogén kockazatu, 15-ben alacsony kockazata 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 PCR amplifikalasra alkalmas 129 mintat az MY09-MY 11 konszenzus HPV primerek segitségével
amplifikaltuk, amely alkalmas az addig ismert és a legtobb azota megismert anogenitalis HPV tipus
PCR amplifikalasara. A kiilonb6z6 anogenitalis tipusokrol 449, 452, 455 vagy 458 bp PCR termék
képz6dik, amelyeket a termék bels6 szekvencidja alapjan lehet megkiilonboztetni. A keletkezett
termékek szekvencia diverzitasanak ellendrzésére elsé lépésben a nem-denaturalé poliakrilamid
gélelektroforézis azon tulajdonsagat hasznaltuk ki, hogy az agaroz gélelektroforézissel szemben nem
csak a termék hossza, hanem a nukleotid szekvenciaja is befolyasolja az elektroforetikus mobilitast.
Ugyanez a tulajdonsdg a PCR termék méretének csak kozelitd becslését teszi lehetéve, a jol
optimalizalt PCR koriilmények kozott képz6dé homogén PCR termék festés utan jol azonosithato
diszkrét sav formajaban jelenik meg. Az 7. dbra szemléltetett modon a szekvenciabol adédé mobilitas
kiilonbségek alkalmasak voltak a mintdkban el6forduldo HPV tipusok diverzitasanak igazolasara és
kettés vagy harmas HPV fert6zések azonositdsara is. Az egymast koveté mintdkban észlelt HPV
diverzitas alapjan nagy valosziniiséggel ki lehetett zarni a PCR detektélas egyik csapdédjanak szamito

keresztkontaminaciot.
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7. 4bra Anogenitalis human papillomavirusok restrikcids fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) tipizalasa. (a)
Az MY09-MY11 konszenzus primerekkel amplifikalt kozel azonos hosszasagii (45246 bp), de eltérd
szekvenciaju PCR termékek mobilitdsa nem denaturald poliakrilamid gélben (HPV-33, HPV52, HPV-16, HPV-
56, HPV-6, HPV-16+33, HPV-18) (b) simplex fert6zés RFLP tipizlasa agardz gélben (c) multiplex fert6zés
RFLP tipizalasa poliakrilamid gélben.
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3. tablazat MY11-MYQ09 amplimerek restrikcios fragmenthossz polimorfizmuson (RFLP)
alapulé tipizalasa

bin. kod azonos binaris koda HPV tipusok elkiilonitése
A* B*  HPV tipus enzim fragmenthossz kiilonbségek (bp)

0 4 16, 26 Pst | HPV16: 246,206 vs. HPV26: 351,102

0 5 59

0o 7 62

1 1 61, 106 Hae 11l HPV61: 220,211 vs. HPV106: 209,127,108
1 2 82

1 5 81

2 7 11, (43)** Hae Il1 HPV11: 217, 124, 108 vs. (HPV43: 331, 124)**
3 1 69, 83v Hae Il HPV69: 223,183,49 vs. HPV83v: 383,69

3 2 68

3 3 54,70 Alu | HPV54: 172, 167, 113 vs. HPV70: 296, 159
3 5 83

3 7 70v, 102 Pst | HPV70v: 246,209 vs. HPV102: 359,93

4 1 44

4 2 (91)**

4 3 6, 55, Dde | HPV6: 382 vs. HPV55: 112, 111, 101, 85 vs.

73,114 HPV73: 220, 142, 90 vs. HPV114: 246,155

4 4 57

4 5 34,35 Pst | HPV34: 253, 179 vs. HPV35: 426

4 6 33

4 7 31

5 0 90

5 1 72

5 2 82

5 3 53

5 4 73

5 5 52, 56 Pst | HPV52: 419 vs. HPV56: 246, 203

5 6 39, 58 Pst | HPV39: 330, 125 vs. HPV58: 216, 207

5 7 67,71 Hinf | HPV67: 234, 215 vs. HPV-71: 346, 106

6 0 40

6 1 89

6 4 18, 45 Dde | HPV18: 432 vs. HPV45: 324, 131

6 7 13, 64, 87 Pst | HPV13: 246,209 vs. HPV64: 428 vs. HPV87: 351,101
7 0 85

7 1 51

7 2 42

7 3 32

7 4 66, 97 Dde | HPV66: 291,158 vs. HPVI7: 362,93

7 7 86

*1-2-4 binaris kod az MY09-MY 11 fragmentben Alul, BamHI és Ddel (A) valamint Haelll, Hinfl és Pstl (B)
hasito hely el6fordulasa alapjan. ** MY09 primer valosziniileg nem amplifikalja
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A HPV tipus meghatarozashoz RFLP (restrikcids fragmenthossz polimorfizmus) alapu tipizalast
dolgoztam ki. A kifejlesztésnél alapvetd szempont volt, hogy a fragmentméret meghatarozas
pontatlansaga minél kevésbé befolyasolja a tipizalast. Nagy sorozat vizsgalatokban, az elterjedten
alkalmazott paraméterek mellett agaroz gélben 20-50 bp pontossaggal lehet fragmenthosszat
meghatarozni, mig poliakrilamid gélben gyakorlatilag nem lehet. A moddszer robosztussagat ugy
biztositottam, hogy az akkor ismert mintegy 50 tipushoz 6 olyan restrikciés enzimet kerestem,
amelyhez restrikcids hasitohely a tipusok kb. felének MY szakaszaban fordult el6. A tipusok kozott a
restrikcios hasitohelyek teljesen véletlenszerti eloszlasat feltételezve 2°=64 kiilonbdzé tipus elvi
azonositasat tette lehetdvé a 6 restrikcios enzim csak az alapjan, hogy tortént-e hasitds vagy sem. Az
irodalombol ismert szekvencia adatok alapjan az ismert tipusok restrikcids fragment méreteit
meghataroztuk egyenként a 6 enzimre. Az enzimeket két harmas csoportra osztottam és ezen
enzimharmasokra binaris 1-2-4 koédrendszerrel hataroztam meg minden egyes tipusra, hogy van-e
hasitohelye vagy sem az MY szakaszban. Az elsé enzim hasitasa 1 pontot jelent, a masodiké 2 pontot,
a harmadiké 4 pontot, ha t6bb is hasit, akkor a pontok Osszegzddnek, igy az enzimharmas hasitési
képességét 0,1,2, ,.. 7 értékekkel lehet jellemezni. Az 3. tdbldzat az enzimharmasok névekvé 1-2-4
kédjainak sorrendjében mutatja be az egyes tipusok MY szakaszainak hasithat6sagat. Lathato, hogy a
legtobb tipus ilyen modon egyértelmiien azonosithatd. Maradtak olyan tipusok is, amelyeknek mas
tipusokkal azonos 1-2-4 kodja volt, ilyenkor azt a restrikcios enzimet kerestiik, amelynek MY
fragmenthossz adatai a legnagyobb mértékben kiilonboztek az egyébként azonos 1-2-4 kodu tipusok
kozott. Példaként a HPV-52 és HPV-56 magas onkogén kockazatu tipusokat lehet felhozni, amelyeket
a Pst-l fragmentek mérete alapjan lehet jol megkiilonboztetni (3. tabldzat). A kidolgozott modszert jol
lehetett alkalmazni mind agaréz gélen kapott restrikcios profil elemzéséhez, mind t6bbszords
fertézésben a fert6z0 tipusok meghatarozasahoz poliakrilamid gélben (7. dbra). A modszer
alkalmasnak bizonyult harmas HPV fertézés (HPV-31, -56, -70) kimutatasara olyan mintaparbol,
amely ugyanazon betegtél 1 honap kiilonbséggel levett két cervikalis mintabol allt.

A Hybrid Capture HPV tesztnek akkor pozitiv az eredménye, amikor vagy az alacsony kockazata (low
risk, ,,LR”) probakeverékkel, vagy a magas kockazatt (high risk, ,,HR”) probakeverékkel vagy
mindkettével reagalt a feltart minta (4. tdbldzat). A Hybrid Capture HPV teszttel kapott pozitiv
eredményeket Gsszevetettiik a PCR-RFLP tipizalassal. Mind a 129 mintaban kimutathaté és tipizalhato
volt a fertézést okozo HPV tipus, 119 mintaban (93%) olyan tipust lehetett kimutatni, amelyre a
gyarté validalta a tesztet, mig 10 mintaban (7%) olyan tipusokat lehetett csak kimutatni, amelyek
kereszthibridizaltak a probakeverék valamelyik tagjaval. A hibridizacios eljaras diszkriminativ
képességét azon mintak alapjan itéltiik meg, amelyekben vagy csak alacsony (4. tdbldzat ,,L R pozitiv”
oszlop), vagy csak magas kockazati HPV (4. tdbldzat ,,HR pozitiv”’ oszlop) fert6zést jelzett a
hibridizacid. Az eldbbi csoportban (n=15) minden esetben a teszt leirasnak megfelelé alacsony

kockazata tipusokat igazolt vissza a PCR-RFLP tipizalas, mig az utdbbi csoport 102 mintajabol
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kilencben csak kereszthibridizalo tipus amplifikalodott a kdvetkezd megoszlasban: HPV-53 (2 minta),
HPV-58 (2 minta), HPV-66 (3 minta), HPV-81, HPV-82 (egy-egy minta). A Hybrid Capture HPV
tesztben jarulékosan detektalt tipusokat a PCR-RFLP modszer mellett DNS szekvenalassal is
megerdsitettik. A Hybrid Capture HPV teszt késobbi verziojaban a HPV-58 proba mar megjelent a
magas kockazatu probakeverékben. Kés6bbi epidemioldgiai elemzések [53] alapjan a HPV-53 és
HPV-66 tipusokat lehetségesen onkogénként osztalyoztak, a HPV-82-t magas onkogén kockazatiként,
mig a HPV-81-t alacsony kockazatuként.

4. tablazat. Az PCR-RFLP tipizalas és a Hybrid Capture HPV eredmények egyezése

Hybrid Capture Tube teszt eredménye

PCR RFLP

eredmény LR* pozitiv LR*+HR" pozitiv HR* pozitiv
LR tipus
HPV-6 11 1

HPV-11 3

HPV-44 1

csak egy HR tipus
detektalhato

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 1 9

(HPV-62) (HPV-53, -58, -66,
-81, -82)
multiplex fertézés 4* 13**

Osszesen 15 12 102

* HPV-6/16, HPV-6/45, HPV-16/31, HPV-16/52

**HPV-18/33, HPV-18/58, HPV-31/52, HPV-33/35, HPV-52/56, HPV-16/31 (3 mintaban), HPV-
16/33 (3 mintaban), HPV-31/56/70 (egy beteg 2 mintajaban, melyeket 1 honap kiilonbséggel vettek le)
* LR: alacsony kockazatu, HR: magas onkogén kockazata HPV

A Hybrid Capture HPV teszt 12 mintaban detektalt kettds pozitivitast (4. tabldzat ,,LR+HR pozitiv”

oszlop), de PCR-RFLP tipizalassal csak kettdben lehetett ténylegesen kimutatni magas onkogén
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kockazatu és alacsony kockazata HPV tipusok koinfekciojat. Megvizsgaltuk, hogy a Hybrid Capture

kettds pozitiv mintak hibridizacios jelerdssége milyen mértékben fiigg 6ssze az észlelt eltérésekkel (5.

tablazat). A Hybrid Capture HPV tesztben a hibridizacios szignal relativ érték, amelyet a kalibrator

harom parhuzamos mérésének atlagahoz viszonyitanak. Abban a nyolc mintaban, amelyben a magas

kockazatu hibridizacios jel erdssége elérte vagy meghaladta az alacsony kockazatu hibridizacios jelét,

csak onkogén HPV tipust tudtunk kimutatni, mig az alacsony kockazatt szignal dominanciajat mutatod

négy mintaban mindig ott volt az alacsony kockazata tipus, de két esetben nem lehetett igazolni az

onkogeén tipus jelenlétét. Ebben a csoportban a HPV-62 volt a kereszthibridizalo tipus.

5. tablazat

Hybrid Capture HPV tesztben kettés (LR+HR) pozitiv mintak PCR RFLP
tipizalasa

Hibridizacios jel erdssége
(minta RLU / kalibrator RLU*)

minta HPV tipus
(PCR RFLP alapjan) LR proba (A) HR proba (B)

#294 6 10,0 > 18
#61 6/16 3,7 > 13
#191 6/45 159,6 > 18
#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

* RLU: relativ lumineszcencia egység. Minden vizsgalati sorozatban harom parhuzamos
mérés tortént mind az alacsony, mind a magas kockazata kalibratorral.
* LR: alacsony kockazatu, HR: magas onkogén kockazata HPV
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Megbeszélés

A Hybrid Capture HPV teszt és a PCR-RFLP tipizalas kozott igen jo, de nem 100%-os egyezést
talaltunk, amelyet a klinikai felhasznalas szempontjabol érdemes elemezni. A méhnyakszlrés
szempontjabol az els6dleges kérdés, hogy onkogén HPV tipus jelen van-e a folyamatban.
Eredményeink alapjan Hybrid Capture HPV teszt magas kockazati probakeveréke a validalt HPV
tipusokon tul tovabbi HPV tipusokat (53, 58, 66, 81, 82) is felismert, amelyek koziil egyediil a HPV-
81 nem tekintheté onkogén tipusnak [53, 54, 209]. Két olyan tovabbi eset volt, amelyben a Hybrid
Capture HPV teszt mind alacsony, mind magas kockazatu tipust jelzett, de csak a PCR RFLP csak
alacsony kockazatu tipust igazolt vissza. Osszességében 97%-ban (111/114) igazolddott, hogy a teszt
valoban jol jelezte onkogén HPV tipus jelenlétét. A maradék harom esetben a Hybrid Capture HPV
teszt a biztonsdgos oldal felé tévedett, nem onkogén HPV mellett is megjelent a magas kockazata
tipust jelz6 gyenge hibridizacios szignal. A Hybrid Capture HPV teszt kés6bbi verzidjaban is
kimutattak a kimutatott HPV tipusok spektrumanak kereszthibridizaciobol eredd boviilését [210].

A méhnyaksziirés soran koltséghatékonysagi szempontbdl megengedett olyan tesztek haszndlata,
amelyek csak az onkogén HPV tipusokra szlirnek [211]. Ha olyan HPV kimutatasi eljarast alkalmaz a
laboratorium, amely a magas kockazat mellett alacsony kockazata HPV fert6zéseket is azonosit,
akkor diagnosztikai szempontbdl fel kell késziilni a kizardlag alacsony kockazatl pozitivitas, valamint
az alacsony kockazatu plusz magas kockazati kettds pozitivitas interpretalasara. Az elébbi ugyan
O6nmagaban nem jar onkogén kockazattal, de ugyanigy szexualis tton terjed €s az egyik szexualis Giton
terjedo fert6zés olyan életvitelre utal, amely fokozza barmely masik szexualis fert6zés pl. egy onkogén
HPV fert6zés esélyét. A Hybrid Capture kettds pozitivitasban az eredményeink szerint az onkogén

HPV fert6zést kell figyelembe venni az teszteredmény interpretalasanal.

Kovetkeztetés

A nukleinsav hibridizacion alapuldo Hybrid Capture HPV® rendszer hatékonyan kiegészitheté PCR
amplifikacios és restrikcios enzimes tipizalassal. A hibridizacios koriilmények a tesztben validalt HPV
tipusokon tal tovabbi HPV tipusok kimutatasara is alkalmasak. Az ebbdl adddo tipusboviilés olyan

elhanyagolhaté mértékben érinti az onkogén és nem onkogén HPV tipusok elkiilonitését, ami nem

crcr

53



dc 1136 15

Humdn papillomavirus (HPV) kimutatdas és tipizdlas jelentosége a
méhnyaksziirésben
(Szdke et al 2003 [212],Hernadi et al 2006 [213].)

A DNS alapu detektalas szokasos technikai paraméterein tal, a HPV detektalé6 modszerek technikai
értékelésében tovabbi paraméterek szerepe is felmeriil. Ezek alapvetéen a mikroorganizmus
diverzitasabol adddnak, szdmos homolog, de szekvencidban kiilonboz6 HPV tipust kell lefedni a
detektalo eljarasnak megfeleld érzékenységgel. A kimutatds fajlagossagi kovetelménye, hogy az
onkogén HPV csoporton kiviil es6 HPV és egyéb mikroorganizmusok jelenlétében ne alakuljon ki
alpozitiv eredmény. Az emlitett kovetelményeket technikai értelemben csak kompromisszumos médon
lehet Gsszeegyeztetni a rutin kimutatds nagy ateresztOképességii és jol standardizalhato igényével.
Ilyen kompromisszum az altalunk [201] és masok altal [210] is megfigyelt keresztreaktivitas a HPV
tipusok kimutatasaban. Adott HPV detektald eljaras analitikai paramétereinek Osszessége alapozza
meg az eljards diagnosztikus teljesitményét. Az ilyen kérdéseket klinikai vagy epidemioldgiai
megfigyelésekben lehet tanulmanyozni és megvalaszolni. A HPV diagnosztikai alapkérdése, hogy

milyen hatékonyan jelzi eldre vagy zarja ki onkoldgiai folyamat kockazatat.

Kutatasi cél:

A HPYV kimutatas és tipizalds szerepe az onkologiai kockdzat megitélésében

Klinikai mintdk. Ebben a tanulmanyban is olyan exfolidlt cervikalis hamsejt mintadkat vizsgaltunk,

amelyeket rutin diagnosztikai vizsgalatra kiildtek be az Orvosi Mikrobiologiai Intézetbe. A mintdk
feldolgozasa az el6zd alfejezetben leirtak szerint tortént, azaz viroldgiai statuszra vonatkozdan
rendelkezésre alltak a PCR-RFLP modszerrel végzett tipizalas [201] és a rutin Hybrid Capture
eredmények. Az utobbiak az alacsony és magas onkogén kockazati besorolds mellett a hibridizacios
jeler6sség alapjan a virusterhelésre helyettesité becslést adnak. A Hybrid Capture HPV tesztben a
viszonyitjak, fiiggetlentil att6l, hogy a klinikai mintdban HPV-16 vagy egyéb HPV tipus fordul eld.

Retrospektiv _longitudinalis elemzés. A tanulmany a Debreceni Egyetem No6i Klinika jarobeteg

méhnyaksziirésén alapult. A tanulmany idején érvényes szakmai szabalyok alapjan a HPV
diagnosztika a szekunder sziirés része volt, azaz olyan citoldgiai vagy kolposzkopos elvaltozasok
esetén volt indokolt kérni a HPV kimutatast, amelyekben egyértelmiien sem kizarni, sem megerdsiteni
nem lehetett onkoldgiai jelentéségii folyamatot. A tanulmany idején a négyogyaszati gyakorlatban a
Papanicolau citologiai osztalyozas volt altalanosan elterjedve, Bethesda klasszifikacio szerinti
eredmény elvétve fordult el6. Az elemzésben fizioldgias citologiai statuszként soroltuk a P1 és P2
kategoriat, mig a P3 kategdria akkoriban mar eléggé heterogénen hasznalt alkategoriait (P2-3, P3?,

P3a) egységesen, koros citologiai atipiaként vettiik figyelembe (enyhe, kdzepes , sulyos dyskariosis).
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Citologiai elvaltozas hianyaban olyan kolposzkopos elvaltozasok miatt kértek HPV kimutatast, mint
mozaik, pontozottsag, ecetsav pozitivitas.

Az adott betegpopulacié és az adott négyogyaszati gyakorlat egy olyan nyomon kovetéses
longitudinalis tanulmany elvégzését tette lehetové, amelyben a cervix uteri fenti elvaltozasaira
jellemzd korlefolyast kovettiik a HPV statusz fliggvényében. A vizsgalati kohorszba 455 olyan
nébeteg adatait vettiink be, akiknél HPV vizsgalatot végeztiink 1997 majus és 1999 december kozott
citoldgiai vagy kolposzkopos elvaltozasok miatt, a HPV vizsgalatot kdvetden kontroll vizsgéalatokon
megjelentek és anamnézisiikben nem szerepelt cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN) vagy
stlyosabb méhnyaki elvaltozas. A n6gyogyaszati statuszra vonatkozo adatokat a klinikai informatikai
rendszerbdl gytjtottiik Ossze, nulla id6pontnak vettik a HPV vizsgélatot indikaloé citologiai vagy
kolposzkopos elvaltozas els6 detektalasat. Az adatok gyijtése prospektiv modon folyt az utolsd
kontroll vizsgalatig (ha beteget konzervativ mddon kovette a n6gyogyasz), vagy a sebészi kimetszésig.
A konzervativ nyomon kovetéssel az elvaltozas regressziojara, javulasara vagy gyogyulasara lehetett
kovetkeztetni, a sebészi iton vett biopszidbol pedig a szovettani eredményt vettiik figyelembe. Igy a
tanulmany végponti paramétere az onkologiai jelent6ségii, legalabb kozepes foka CIN (CIN2+)
verifikacidja volt. A statisztikai elemzést egy- és tobb valtozoés Cox regressziés modszerrel relativ

kockazat és a hozzatartozo 95% megbizhatdsagi tartomany meghatarozasaval végeztiik.

Eredmények:

A vizsgalati kohorszban a médian életkor 32 év volt (18-61 év), 427 ndbetegnél a cervikalis atipia
vagy 1ézio felismerését kovetd 6 honapon beliil megtortént a HPV vizsgalat, mig 28 nébetegnél ez 6
hénapon tal tortént. A Hybrid Capture HPV teszt 152 esetben magas kockazatu, 23 esetben alacsony
kockazata, mig 16 esetben vegyes (kettds pozitiv) HPV fertézést mutatott ki. A PCR-RFLP modszeren
alapuld genotipizalas eredményét a 6. tdbldzat mutatja be. Az utobbi 16 betegben a genotipizalas
minden esetben kimutatott magas onkogén kockazatu fert6zést, de csak 5 esetben multiplex fertézést
és abbdl is csak haromban volt alacsony kockazatih a HPV tarsfert6zés. Ezért a tovabbi analizisben a
Hybrid Capture HPV kettés pozitiv betegeket és a csak magas kockazati HPV fert6zést mutato
betegcsoportot egyesitettiik (n=168), amit a korabbi szakirodalom klinikailag is alatamasztott [214]. A
Hybrid Capture HPV teszt alapjan csak alacsony kockazatt HPV tipussal fert6zott 23 betegben

mintajaban korabbi tapasztalataink alapjan [201] nem végeztiink genotipizalast.
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6. tablazat Cervicalis intarepithelialis neoplasia (CIN) eléfordulasa a bevalogataskor észlelt
HPYV és citologiai statusz szerint

citolégia: nem koros atipias CIN2+
beteg  CIN (CIN2+) beteg  CIN (CIN2+)  Progresszio
HPYV statusz
HPV-negativ* 93 1(0) 171 73) 0.01
LR-HPV* 17 - 6 1(1) 0.04
HR-HPV* 37 2(2) 131 77 (69) 0.41
(geno)tipusok:
16 10 59 49 (43) 0.62
18 4 1(1) 3 2(2) 0.43
31 2 13 5(4) 0.27
33 2 14 5(5) 0.31
35 2 3 1(1) 0.20
45 1 1(1) 1.0
51 1 1(1) 1.0
52 1 3 1(1) 0.25
53 3 1(2) 0.33
56 2 1(1) 0.50
58 2 0
66 2 3 0
72 1 0
multiplex 6" 1(1) 13" 5(5) 0.26
nem tipizalhat6 7 11 5(4) 0.22

CIN2+: CIN-2 vagy sulyosabb szovettani eredmény

* Digene's Hybrid Capture Tube Test eredmények (LR-HPV: alacsony kockazata HPV, HR-HPV
magas kockazatua HPV fertdzés 152 esetben, vegyes fertdzés 16 esetben)

"multiplex fertézés: HPV-16/31, -16/52, -18/33, -31/56, -33/54, -45/6, -52/56,

" multiplex fertézés: HPV-16/31 (2 eset), -16/33 (2 eset), -16/6, -16/52, -16/53, -18/58, -31/52, -33/66,
-45/6, -56/55, -58/6
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A nyomon kovetett betegekben a szovettani vizsgalat 13 esetben CIN-1, 31 esetben CIN-2, 19 esetben
CIN-3, 23 esetben carcinoma in situ (CIS) és 2 esetben mikroinvaziv carcinoma elvaltozasokat
igazolt. Itt kell megjegyezni, hogy a CIN-3 és a CIS kozott ma a szakirodalom nem tesz kiilonbséget,
azonban az clemzéshez felhasznalt szdvettani eredményekben még tiikroz6dott az a korabbi
hagyomany, mely szerint a CIN-3-ban a legfels6 hamréteg morfologiailag még nem latszott
neoplaziasnak, mig a CIS-ben a neoplazia a ham teljes vastagsidgaban jelen volt. Abban a
betegcsoportban, amelyben a citologiai atipia hatterében magas onkogén kockazati HPV fert6zés allt,
58,7%-o0s aranyban alakult ki CIN, amelynek tobbségében — a teljes csoportra vonatkoztatva 52,6%-
ban — az onkoldgiai jelent6ségii legalabb kozepes foka CIN (CIN-2+) elvaltozas allt.

A citologiai és HPV statusz alapjan elkiilonitett betegcsoportokban kiilonb6z6 volt a koreloszlas. A
legmarkansabb életkor-kiilonbség a magas kockazati HPV fertdzés mellett és az attol fliggetleniil
kialakult citoldgiai atipias csoport kozott volt (médian életkor 31 ill. 38 év p<0,001). A normal
citologiai eredmény mellett mind HPV fertézott, mind a HPV fertézést6l mentes betegek koreloszlasa
hasonl6 volt (médian életkor 26 ill. 28 év, p=0,59). A fenti eredmények jol tiikrozik azt az altalanos
megfigyelést, hogy a HPV fert6zések a huszonévesek kozott érik el a legmagasabb aranyt és azt is,
hogy az életkor elérehaladtaval nagyobb eséllyel transzformalja a fert6zés a gazdasejtet.
Epidemiologiai értelemben az életkor olyan jol regisztralhato kockazati tényez6, amely
befolyasolhatja a HPV fert6zés kimenetelét, a statisztikai elemzésben figyelembe kell venni hatasat. A
kohorsz mérete az életkor dichotomizalasat engedte meg a statisztikai analizisben. A HPV fertézések
perzisztenciajat vizsgald szakirodalom [61] alapjan az elemzésben 35 év alatti életkort hasonlitottuk az
ennél id6ésebbhez. A fiatalabb és az id6sebb alcsoportban a kozepes/sulyos CIN (CIN2+) eléfordulasa
nagyon hasonlo volt (16% ¢és 18%), az egytényezés elemzésben az é€letkor hatdsa nem is volt
kimutathatd. Azonban ahogy a koreloszlasbol is latszott, a HPV fert6zottség 1ényegesen kiilonbozott a
két csoport kozott. A soktényezGs elemzésben (7. tabldzat) a tobbi rizikd faktorra standardizalva
szerény, de szignikfikans mértékben, mintegy kétszeresre novelte a kozepes/silyos CIN (CIN2+)
kockazatat a 35 év feletti életkor.

Az eddig emlitett és egymassal is lehetséges Osszefliggésben allo kockazati tényezOk hatasat a CIN
kialakulasara Cox regresszios analizissel hataroztuk meg, amely figyelembe veszi az esetek eltérd
kovetési idotartamat akkor is, ha az definitiv szdvettani diagnozis miatt zarult le és akkor is, ha olyan
egyéb okokbol zarult le, mint a kolposzkopos vagy a citologiai regresszid vagy a beteg
kontrollvizsgalatainak a megszakadasa. A rutin diagnosztikai Hybrid Capture eredmények szerinti
analizis (7. tabldzat) nmagaban a jelenség konzisztens természetét erdsiti meg, a mi populacionkban
is az onkogén HPV fertézés volt a kozepes/sulyos fokit CIN (CIN2+) kialakuldsanak f6 kockazati
tényezéje. Az onkogén HPV fertézés egytényezds moddon szamitott, nyers relativ kockazatnal
magasabb lett a tisztitott relativ kockazati érték, vagyis az az érték, amelynél a tobbtényezds analizis a
tobbi kockazati tényezd zavard hatasat figyelembe vette. Ez a jelenség az onkogén HPV fertdzés €s a

CIN kozvetlen patogenetikai kapcsolatara utal. Forditott helyzet allt el6 a citoldgiai atipiaval, amelynél
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a tobbtényezds elemzés csokkentette relativ kockazat szamitott értékét arra utalva, hogy a citologiai
atipia kialakulasa részben fligg az t6bbi valos kockazati tényezotol, az onkogén HPV fertdzéstol és a

fentebb elemzett életkor hatastol.

7. tablazat Kozepes/sulyos cervical intraepithelialis neoplasia (CIN-2+) relativ kockazata
(RR, 95% konfidencia intervallum)) virologiai és citolégiai statusz szerint.

CIN-2+
eset/ kovetett kovetés
kockazati tényezo beteg nyers RR tisztitott RR*  (beteghdnap)
HPYV fertozeés:
nem” 3/264 1.0 1.0 7965
* R 1/23 4.42 (0.46-42.6) 5.6 (0.57-53.6) ° 567
*HR ° 71/168 66.9 (20.8- 76.8 (23.7-249) 2112
214.8)

simplex *HR 61/131 76.2 (23.6-246) 85.6 (26.2-279) 1602
multiplex *HR 6/19 39.9 (9.9- 161.0) 49.5(12.2-202) 332
*HR csoportok
16,18 51/87 102.0 (31.4-331) 119.1 (36.2-391) 950
nonl6/nonl8: 15/54 39.6 (14.9-105) 41.6 (15.6-111) 828

31,33,35,51,58 11/43 40.4 (11.1-147) 39.7 (10.9-145) 253

45,52,56 4/11 38.5(8.6-172.7) 44.4(9.8-201.0) 575
53, 66, 72 ¢ 1/9 14.7 (1.52-142) 21.4 (2.2-209.2) 156
nem tipizalhato 4/18 38.7 (8.5-175.6) 58.3 (12.8-266) 178
citologia
nem koros 2/147 1.0 1.0 4264
atipias 73/308 21.0 (5.2-85.5) 16.2 (3.9-66.6) 6380
életkor
<35 41/267 1.0 1.0 5739
>=35 34/188 1.15(0.74-1.83) 1.99 (1.26-3.16) 4905

® A HPV-re vonatkozd RR értékek a citologiai eredményre és az életkorra lettek

standardizalva, az életkor ¢s a citologia egymasra ill. a Hybrid Capture Test eredményeire

lettek standardizalva.

® Hybrid Capture Test rendszerben mért eredmény,

¢ csak életkorra standardizalva mert citologiai eltérés nagyon ritkan fordul el6 a csoportban
9 Hybrid Capture Test-ben keresztreagalé HPV tipusok: 53, 66, 72
*LR: alacsony kockézat, HR: magas onkogén kockazata HPV
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A tovabbi kockazati elemzéseket a PCR-RFLP (geno)tipizalas utan végeztiik. A PCR-RFLP tipizalas
19 betegben multiplex (kettds) HPV fert6zésre deritett fényt, akik fiatalabbnak tiintek a simplex
onkogén fert6zottektdl (médian kor 24 ill. 31 év, p=0,056) és a virusterhelésre utald hibridizacios
jeler6sségben nem szignifikdnsan, de elmaradtak (médian: 10,9 RLU/PC ill. 23,2 RLU/PC, p=0.27).
Ezen kiillonbségek alapjan indokoltnak tartottuk, hogy a fert6z6 tipusok multiplicitasa alapjan is
tobbtényezds elemzést végezziink. A multiplex fert6zések kozepes/stlyos CIN (CIN2+) kialakulasara
szamitott kockazati értéke nem szignifikdnsan, de elmaradt a simplex fert6zésekétdl (RR: 0,58 Clgso,:
0,25-1,34), amibdl két kovetkeztetést vontunk le: a multiplex fert6zést6l nem varhaté fokozott
onkologiai kockézat ill. a fertéz6 HPV tipusok szerinti elemzésben a fertdzés multiplicitasat nem
vessziik figyelembe.

A teljes genotipizalt csoportban a leggyakoribb tipus a HPV-16 volt 78 betegben (52%), gyakran
eléfordult a HPV-33 (21 beteg 14%), HPV-31 (20 beteg 13%) ¢s a HPV-18 (9 beteg 6%). A HPV
tipusokat [215] olyan Osszefoglald alapjan csoportositottuk, amely az invaziv cervix carcinomara
vonatkozé esélyhanyadosok metaanalizisén alapult. A szakirodalom és a metanalizis alapjan HPV-16
és HPV-18 tipusok konzisztensen gyakrabban tarsulnak invaziv cervix carcinomaval, mint az onkogén
tipusok tobbsége. Az elemzés soran 16/18 csoportba soroltunk mindenkit, akinek HPV-16 vagy HPV-
18 fertézése volt fliggetleniil attol, hogy volt-e tarsfert6zés. A kovetkezO csoportot az ismert non-
16/18 onkogén HPV fert6zések alkottak kivéve, ha 16/18 tarsfertézés volt jelen (I el6zd csoport). Ezt
a csoportot a kortars szakirodalom esélyhanyadosai [206, 215] alapjan két alcsoportra bontottuk, az
egyikbe a HPV-31, -33, -35, -51 és 58, mig a masikba az akkoriban veszélyesebbnek tiiné HPV-45, -
52, -56 keriilt. A kohorszunkban azonban nem mutatkozott Iényeges kockazat kiilonbség a két
alcsoport k6z6tt, ezért a jelen értekezésben az egyéb onkogén HPV tipusokat egységesnek tekintve
(nonl16/non18 HR) végeztiik a statisztikai szdmitasokat (7. és 8. tdbldzatok). A kdvetkezd csoportot a
Hybrid Capture HPV Test-ben keresztreagald és bizonytalan onkogenitasi HPV tipusok (53, 66, 72)
alkottak és mintegy ellenérzésként a genotipizalasra nem alkalmas esetek kockazatat is meghataroztuk
(7. tdbldzat). Ugyan az igy létrehozott csoportok sem életkorban (p=0,57), sem a citologiai atipia
eléfordulasaban (p=0,63) nem kiilonboztek szignifikdnsan egymastol, a kockazatbecslésben itt is
tobbtényezbs elemzéssel biztositottuk az életkor és a citologiai atipia esetleges zavard hatdsanak a
kisziirését.

A tobbtényez0s Cox regresszios elemzés valoban kiilonbségeket mutatott ki a kiilonb6z6 tipus-
csoportok kozott. A legmagasabb onkolégiai kockazatot a HPV-16/18 csoportban lehetett kimutatni,
amely kozel haromszorosan haladta meg az egyéb onkogén tipusokét (8. tdbldzat). Mindazonaltal a
magas kockazatii csoport egészére vonatkozd onkoldgiai kockédzat igy is tobb, mint huszszorosan
meghaladja meg a csoporton beliil észlelt kiilonbséget. A Hybrid Capture HPV Test-ben
keresztreagalo és bizonytalan onkogenitasu HPV tipusok (53, 66, 72) koziil a HPV-53 fertézés mellett
alakult ki CIN-2 elvaltozas. Az utdbbi fert6zések alacsony esetszama nagyobb statisztikai szorast

eredményezett, de igy is szignifikdnsan ki lehetett mutatni az onkogén kockazatot.
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A vizsgalati kohorszban kihasznaltuk a Hybrid Capture HPV Test-nek azt a tulajdonsagat, hogy a
hibridizacios jel er6sség alapjan a virusterhelést lehet becsiilni. A 10 ng HPV16 genomra
vonatkoztatott RLU/PC értékek 1,0 és 262,5 tartomanyban voltak (median: 10,5). A virusterhelés
fliggetlennek latszott a virusfert6zéssel kapcsolatos olyan paraméterektdl, mint a citologiai atipia
(p=0,87), életkor 35 év felett (p=0,77) vagy a HPV tipusok szerinti csoportositas (p=0,70). A
kozepes/sulyos CIN (CIN2+) kialakulasara nézve sem bizonyult kockazati tényezonek (7. tabldzat).
Erdemes azonban megjegyezni, hogy mind a nyolc HPV pozitiv CIN-1 1ézi6 mellett alacsony (<10

RLU/PC) virusterhelést lehetett kimutatni.

8. tablazat Relativ onkogén kockazat (RR, 95% konfidencia intervallum)
a magas onkogén kockazatui (high-risk) HPV csoporton beliil.

referencia alcsoport

vizsgalandé alcsoport nonl6/nonl8 onkogén tipusok

HPV-53, -66, -72 HPV-31,-33,-35,-51, -58 HPV-45,-52,-56

HPV-16,-18 5.38 (0.74-39.3) 2.98 (1.55-5.74) * 2.74 (0.98-7.64) *
HPV-31,-33,-35,-51, -58 1.38 (0.13-14.4 1.15 (0.36-3.67)
HPV-45,-52,-56 1.42 (0.18-11.3)

* A két kockazat 6sszevonasabol ered6 kockazat RR=2.91 (Clgs: 1.67-5.05, melynek paronkénti
Osszehasonlitasok szamaval korrigalt p értéke <0.001)

Tovabbi kockazatelemzéshez a tanulmanyunkat kiterjesztettiik 638 nébetegre [213] a kovetkezd
célokkal: 1. az alaptanulmanyban elemzett citologiai atipia csoport heterogenitasanak ¢és
Osszetételének becslése, 2. az alaptanulmanyban észlelt életkor tényezd vizsgalata az életkortol nem
fliggetlen gesztacios anamnézis fliggvényében, 3. a méhnyaksziirés soran kiszirt betegekben az elsé
észlelés utan milyen id6tavon, milyen onkologiai kockazatot jelent a kiindulasi HPV statusz.

A citologiai atipia és a HPV csoportok, ill. tipusok szerinti megoszlas a Kiterjesztett tanulmanyban
nagyon hasonl6 volt az alaptanulmanyhoz (8. dbra). Nagyobb eltérés (>5%) a HPV negativ esetek
citologiai eredmény szerinti megoszlasaban, valamint a PCR RFLP modszerrel nem tipizalhaté magas
kockazata HPV fert6zések aranyaban volt (4,9% a 2,4%-kal szemben).

A kockézati tényezOk konzisztens megjelenését a Kkiterjesztett tanulmanyban is ellendriztiik (9.
tablazat). A citologiai atipia, a HPV fertdzés ill. a 35 év feletti ¢letkor hasonldo mértékben ndvelte a
premalignus 1éziok kockazatast, mint az eredeti tanulmanyban. A citoldgiai atipia eredmények
Bethesda szempontok szerinti osztalyozasat 234 esetben sikeriilt elvégezni. A 49 HSIL citologiai

eredmény mogott a kovetés soran 28 esetben deriilt fény kézepes/sulyos cervical intraepithelialis
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neoplasias (CIN-2+) elvaltozasra, amelynek kockazatat tanulmanyunkban a HSIL diagndzis 19-
szeresre novelte. Ugyanakkor a LSIL/ASCUS csoportra lesziikitett kockazat (RR=4,19) is szignifikans
(p=0,0005) maradt, ami arra utalt, hogy a korabbi tanulmanyunkban alkalmazott citologiai atipia
gyljtékategoria nem egyetlen alcsoport miatt jelentett szignifikans kockazatot. Mivel a citologiai
atipia gyljtékategoriara vonatkozo értékek minden betegnél rendelkezésre alltak, a Kiterjesztett

tanulmanyban is ezt a kategoriat vontuk be a tobbtényezds analizisbe.

A citolgia B ctolegia
normal, atipia normal atipia HPV
HPV ne, B -
& * 18
31
33
LR-HPV 35
f p
51
HR-HPV S 52
I -
56
(%) 40 30 20 10 0 10 20 30 40 58
66
72
N=638 multiplex
— nem tipizalhato
B n=4s55
5% 0% 5% 10% 15%

8.abra A Kkiterjesztett (N=638) és az alaptanulmanyban (N=455) a vizsgalati kohorsz megoszlasa citologiai
atipia, HPV csoportok (A) és HPV tipusok (B) szerint. LR: alacsony kockazat, HR: magas onkogén kockazata
HPV

A 35 év feletti életkor a kiterjesztett tanulmanyban is a citologiara és a HPV statuszra standardizalas
utan bizonyult kockazati tényezonek. A kihordott terhességek szama is hasonld kockazati profilt
mutatott, szintén a citologidra €s a HPV statuszra standardizalas utdn bizonyult kockazati tényezonek.
A két paraméter nyilvanvaléoan nem fiiggetlen egymastol, ezért a citologiai és a virologiai statusz
mellett egymasra is korrigalva Oket, az életkor elvesztette kockazati tényezd szerepét (RR=0,75
Clgs=0,39-1,43), azaz >35 év életkor azért tlint korabban kockazati tényezének, mert a tényleges
kockazatot jelentd gesztacios terhelés nagyobb volt a korcsoportban.

A kovetési idoszakban a magas onkogén kockazata HPV fertdzés mellett a szovettani vizsgalat 109
esetben igazolt CIN-2 vagy stlyosabb rakmegel6z6 (CIN2+) elvaltozast. Az elvaltozasok tobbsége (72
1ézi6) az elvaltozast elsé alkalommal feltaro citologiai vagy kolposzkdpos vizsgalatot kovetd egy éven

.....

1d6 95 percentilis értéke 29 honap volt. Ezért a kdvetést harom idészakra, 1-12 hénap, 13-30 honap és
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>30 honap szakaszokra osztottuk. Az elsd szakaszban 576 beteg, masodikban 463 beteg, a
harmadikban 264 beteg adatait lehetett felhasznalni CIN2+ relativ kockazatanak becslésére. Az
eredmények egybevagnak azzal, hogy a non-invaziv modszerekkel végzett vizsgalatkor az észlelhetd
elvaltozasok egy része mar eldrehaladott allapotban van, de olyan elvaltozasok is észlelhetoek,
amelyek kimenetele az els6 észleléskor még nem itélheté meg, szoros nyomonkovetés alapjan a miitéti
eltavolitassal meg lehet varni, hogy magatol a regresszid vagy a progresszid iranyaba indul el a
folyamat.

A magas kockazati HPV fert6zéshez tarsuld onkologiai kockazat kdvetkezetesen magas volt az 1-12
hénap és 13-30 hoénap szakaszokban (10. tdbldzat) és az alaptanulmanyhoz hasonléan >20x
mértékben meghaladta, a csoporton belil a HPV-16/18 ¢és az egyéb tipusok kozotti kockazati
kiilonbségeket: A HPV-16/18 tipusok onkoldgiai kockazata az 1-12 honap szakaszban 3,29-szer (Clgs:
1,80-6,0), a 13-30 honap szakaszban 3,19-szer (Clgs: 1,40-7,24) volt magasabb a non-16/18 onkogén

tipusokhoz képest.
9. tablazat Kozepes/sulyos cervical intraepithelialis neoplasia (CIN 2+) relativ kockazata
(RR) (95% konfidencia intervallum) virologiai és citolégiai statusz szerint.
CIN-2+ nyers RR tisztitott RR* kovetési id6 (ho)
Citologia
Normal (n=235) 7 1.0 1.0 7559
Citologiai atipia
P3 (n=403) 108 11.9 (5.54-25.7) 5.44 (2.52 - 11.77) 8864
ujraértékelt:
LSIL/ASCUS 51 11.2 (5.06 — 24.6) 4.19 (1.88 -9.34) 4841
n=185
HSIL n=49 28 67.0 (28.8—155.8) 19.0(8.03—-45.1) 404
HPV negativ (n=364) 5 1.0 1.0 11909
** R-HPV (n=30) 1 2.95 (0.35-25.3) 4.77 (0.55-41.2) 778
**HR-HPV (n=244) 109 63.5 (25.7 — 156.9)  52.0 (20.9 — 129.2) 3736
Eletkor (év)
<35 (n=384) 71 1.0 1.0 9643
>35 (n=254) 44 0.91 (0.63 - 1.33) 1.56 (1.07 — 2.27) 6780
Kihordott terhesség
sziilésenként 1.07 (0.82 — 1.39) 1.62 (1.17 — 2.24)

*A tobbtényez0s analizisben Hybrid Capture HPV eredményekre, a P3 ill. normal citologiai
eredményekre és 35 évnél megosztott életkorra tortént a standardizalas.
** LR: alacsony kockazati, HR: magas onkogén kockazata HPV
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Normal citologia és HPV mentes kiindulasi allapot utan 121 beteget tudtunk kovetni legalabb 2 évig,
amely id6 alatt egy betegben sem igazolodott CIN2+ elvaltozas. A 121 betegbdl 94-t legalabb 3 évig
tudtunk kovetni, a meghosszabbitott kdvetés mellett csak egy esetben igazolodott CIN-2 1ézi6. Ezen
eredmények alapjan a citologiai vizsgalat és a HPV kimutatas egyiitt 100% (Clgs: 97%-100%)
negativ prediktiv értékkel zart ki manifeszt rakmegel6z6 elvaltozast 2 év tavlataban és 99% (Clgs:
94,2%-99,98%) negativ prediktiv értékkel 3 év tavlataban.

Megbeszélés

A sajatos hazai primer sziirési rendszernek koszonhetden, mind citoldgiai, mind kolposzkopos
elvaltozas esetén tortént rutin HPV kimutatas. igy olyan esetek is bekeriiltek a tanulmanyba,
amelyekben a citologiai eredmény 6nmagéban még gyanu szintjén sem utalt onkoldgiai jelentoségii
folyamatra. A hattérben sokszor id6zitési kérdés allt, a kolposzkopos kép alapjan gyanithatd volt
citologiai atipia is, a citologiai mintavétellel egylitt a HPV mintavétel is megtortént, de végiil nem
minden esetben igazolta a citologiai vizsgalat a gyanut. Az utobbi eseteket kohorszon beliili
kontrollként kovettiikk a citologiai atipia relativ kockézatdnak becslésére. A varakozasoknak
megfeleléen a magas onkogén kockazatit HPV fertézés bizonyult a kozepes/sulyos cervicalis
intraepithelialis neoplasia (CIN-2+) f6 kockazati tényezdjének. Ismert, hogy a magas onkogén
kockazata HPV fertézés mellett kialakuld citologiai atipia érzékeny, egypontos becslést nytjt arra,
hogy a hattérben fejlédik-e CIN 1ézi6 [216]. A mi tanulmanyunkban is a legtébb koézepes/stlyos
cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN-2+) 1ézi6 a magas kockazatG HPV plusz citologiai atipia
csoportban alakult ki, de a tobbi CIN-2+ 1ézi6 kialakulasara is igaz volt, hogy vagy magas kockazati
HPV fert6zés vagy citologiai atipia jelen volt a kovetés kezdetén. A citologiai atipia a HPV
fertézésben akkor alakul ki, ha a fert6zés perzisztal [61], azaz az Osszefliggés elemzés szempontjabol a
HPV pozitiv citologiai atipia a perzisztencia meghatarozast helyettesitd, podtlolagos paraméter,
amelynek mindaddig fiiggetlen kockazati tényezd szerepe varhaté az elemzésekbdl, amig a
perzisztenciat kozvetlenebbiil nem lehet mérni.

A multiplex fert6zések aranya hasonld volt [217] csehorszagi adataihoz és nem lehetett a simplex
fertozéshez képest tobbletkockazatot kimutatni hasonléan az egyik meghatarozdé populacios
tanulmanyhoz [218]. A leggyakoribb tipusok a HPV-16, -33 és -31 voltak hasonlé prevalenciaval,
mint [219] eurdpai invaziv cervix carcinoma tanulmanyaban. A HPV-18 viszont alulreprezentalt volt

az invaziv cervix carcinomahoz képest mas vizsgalatokhoz hasonld mértékben [220-222].
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10. tablazat

Kozepes/sulyos cervical intraepithelialis neoplasia (CIN 2+) relativ kockazata
(RR, 95% konfidencia intervallum értékkel) a diagnézisig eltelt idé fiiggvényében

kovetési idészak kiindulasi HPV status CIN 2+ nyers RR tisztitott RR*
(hénap) (LR, HR)*

0-12 HPV negativ (n=353) 2 1.0 1.0
LR HPV (n=28) 0 0
HR HPV
mind (n=195) 72 87.9 (21.6 — 358.8) 80.4 (19.6 — 330.1)
HPV16&18 (n=85) 45 138.9 (33.6 — 573.7) 161.4 (38.5-677.3)
egyéb HR tipus (n=64) 15 52.5(12.0 — 229.7) 47.9 (10.9 - 210.5)
lehetséges HR tipus (n=14) 2 28.2 (3.97 —200.4) 37.3(5.09 —272.4)

13-30 HPYV negativ (n=324) 1 1.0 1.0
LR HPV (n=24) 1 16.1 (1.007 — 257.8) 229 (1.4-373.4)
HR HPV
mind (n=115) 32 136.6 (18.6 — 1002.9) 112.8 (15.1 — 840.5)
HPV16&18 (n=46) 18 214.3 (28.4 - 1615.7) 196.7 (25.4 — 1525.2)
egyéb HR tipus (n=44) 9 88.1(11.1-697.4) 69.7 (8.7 — 557.6)
lehetséges HR tipus (n=9) 0 0

>30 HPYV negativ (n=222) 2 1.0 1.0
LR HPV (n=11) 0 0
HR HPV
mind (n=31) 5 22.9 (4.41-119.0) 11.0 (2.06 — 58.8)
HPV16&18 (n=10) 4 57.6 (10.4 - 318.9) 29.2 (5.02 - 170.0)
egyéb HR tipus (n=13) 0 0
lehetséges HR tipus (n=4) 0 0

Osszesen HPV negativ (n=356) 5 1.0 1.0
LR HPV (n=29) 1 2.95 (0.35 - 25.3) 4.77 (0.55 — 41.2)
HR HPV
mind (n=232) 109 63.5 (25.7 — 156.9) 52.0 (20.9 - 129.2)
HPV16&18 (n=107) 67 94.3 (37.5-237.0) 81.9 (32.3-207.4)
egyéb HR tipus (n=73) 24 40.1 (15.2 - 106.0) 32.6 (12.3 - 86.6)
lehetséges HR tipus (n=14) 2 15.0 (2.89 - 77.8) 14.8(2.8 - 78.3)

*citologiara és életkorra standardizalva
LR: alacsony kockazati, HR: magas onkogén kockazata HPV
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A kohorsz mérete miatt az magas onkogén kockazati HPV tipusokat nem egyenként, hanem
csoportositva vizsgaltuk.  Eredményeink kozlésekor [212] korhazi eset-kontroll vizsgalatok
esélyhanyadosai [206, 215] alapjan csoportositva elemeztilk a magas és a lehetséges onkogén HPV
tipusokat. Sajat eredményeink és id6k6zben megjelent populacids alapt tanulmanyok [53] alapjan az
értekezésben a non-16/18 tipusok Osszevont elemzését is elvégeztiikk. Ez alapjan a vakcinaba azota
bekeriilt HPV-16/18 tipusok onkogén kockazata mintegy haromszorosa az egyéb magas kockazatu
tipusokénak.

A Hybrid Capture HPV tesztben keresztreagaldé magas kockazata tipusok tobbségét lehetségesen
onkogén csoportba soroltak [53, 218]. A sajat elemzésiink alapjan szignifikans kockazati tényez6i a
kozepes/sulyos cervicalis intraepithelialis neoplasia (CIN-2+) kialakulasanak, igaz alacsonyabb az
onkogén kockazatot jelentenek, mint az invaziv carcinomdhoz tarsulé tipusok.

A cervix szlirésben lényeges kérdés, hogy citologiai vagy kolposzkopos elvaltozasok észlelésekor
milyen tdvon varhatdé a folyamat megitélése. A folyamat szempontjabol a cervix szlrés egy
pillanatfelvétel, amellyel a léziok kialakulasanak kiillonbozé allapotait lehet megfogni a nagyon
kezdetitdl a korai stadiumig (amennyiben a beteg rendszeresen részt vesz a sziirésen). A Kiterjesztett
tanulmanyban ezt a kiilonbséget kovetési idészakokra bontassal kozelitettik meg. A tervezésben
nagyon hasonldé korabbi tanulmanyunkat [212] egészitettiik ki tovabbi kockazati tényezdkkel. A
citologiai atipia esetek nagyobb részét a Bethesda rendszer szerint is lehetett értékelni és mind a HSIL,
mind az ASCUS kategoria szignifikans kockazati tényezének bizonyult arra, hogy a hattérben CIN2+
fejlodik ki.

Erdekes eredményekhez vezetett az életkor szerepének vizsgalata: egyrészt reprodukéltuk azt a
korabbi eredményiinket, hogy HPV fertézésre és citologiai atipiara korrigalas utan a 35 év feletti
életkor fokozott kockazatot jelent, masrészt a jelenség mogott htzodd alapveté oknak a kiviselt
terhességek szamat talaltuk. Hazankban a tanulmany kivitelezése 6ta eltelt id6szakban is folytatodott a
gyermekvallalas késdbbre tolddasa, ami arra hivja fel a figyelmet, hogy az életkor tényezo kockazati
értékei is valtozhattak azota, mig a kiviselt terhességek szama tovabbra is objektiv paraméternek
tekinthetd.

A cervix sziirés soran észlelt hamelvaltozasokhoz tarsulo HPV fert6zés magas onkologiai kockézata az
els6 észlelést kovetd 30 honapos idétavon volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy ezen iddszak alatt
minden olyan elvaltozas szoros nyomon kdvetést igényel, amelyben gyogyulashoz vezetd regresszio
egyértelmiien nem allapithato meg. A kiterjesztett tanulmanyban gy(jtott adatok lehetdveé tették a
HPV asszisztalt citologiai szlirés negativ prediktiv (NPV) értékének meghatarozasat. A 3 éves tavlatra
szamitott 99% NPV értékiink pontosan megegyezik egy tavaly publikalt nagy multicentrikus

tanulmanyban a 25 év feletti n0k méhnyaksziirésének hatékonysagat bemutat6 adattal [75, 77].
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Kovetkeztetések

Igazoltuk, hogy a sajatos hazai méhnyaksziirési algoritmus keretei kozott is a HPV statusz alapjan
lehet legjobban megbecsiilni az onkologiai kockazatot. A citologiai vizsgalat és a HPV kimutatas
egyiitt 100% (Clgs: 97%-100%) negativ prediktiv értékkel zart ki manifeszt rakmegel6z6 elvaltozast 2
év tavlataban és 99% (Clgs: 94,2%-99,98%) negativ prediktiv értékkel 3 év tavlataban.
Kutatoécsoportom irta le, hogy a vakcinaba szant két gyakori tipus (HPV-16, HPV-18) onkologiai
kockazata haromszorosan meghaladja az egyéb onkogén tipusokét. Ez kiilonbség az el6fordulési
gyakorisaggal egyiitt alatamasztotta e tipusok vakcinacids jelentdségét.

Az onkogén HPV csoporton beliili haromszoros kiilonbség tobb mint huszszor alacsonyabb, mint az a
kockazat. amelyet a csoport egésze jelent. A méhnyaksziirés hatékonysagat jelentds mértékben ndveli
az onkogén HPV csoport szintjén informativ diagnosztika, amelyhez képest a csoporton beliili tovabbi
tipizalas szekunder prevencios értéke elhanyagolhato.

A gazdaszervezeti tényezOk koziil a kiviselt terhességek kockazati tényezo szerepét igazoltuk
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Humdan papillomavirus (HPV) kimutatds prognosztikai jelentdsége méhnyaki léziok sebészi
eltavolitisa utdn
(Hernadi et al 2005 [223])

A CIN 1éziok sebészi eltavolitasa utan a rekurrens betegséget rendszeres ellendrz6 vizsgalatokkal lehet
idében észlelni. Az eltavolitott 1éziok szovettani vizsgdlatdnak egyik kérdése, hogy ép széllel sikertilt-
e az eltavolitas, azaz a 1ézio teljes egészében eltavolitasra keriilt-e. Ha igen, akkor végleges gyogyulas
varhato [224, 225]. Ha nem, akkor tovabbra is fennall a rekurrens betegség kockazata, azaz a nem ép
széllel eltavolitott 1ézios esetek egy részében kiujul a folyamat. Az utobbit rendszeres citologiai és
kolposzkopos ellenérzéssel lehet kontrollalni [224, 226]. Ez a longitudinalis kontroll éppen az id6ébeni
elhtuzodas miatt jelent pszichés terhelést a beteg szamara. Ugyanakkor egyes sajatossagai miatt maga a
HPV fert6zés is alkalmas lehet a betegség, akar a minimalis rezidualis betegség érzékeny kimutatasara
ugyanis a fertézott gocban a HPV onkogének folyamatos expresszidja sziikséges a neoplazia
fenntartasahoz és progresszidjahoz, mikézben a kornyez6é egészséges hamsejtek mentesek a HPV
fert6zést6l [227]. A CIN 1€zi6 sebészi eltavolitasa utan megfigyelhetd tendencia a HPV eltiinése [228,
229].

Kutatasi cél:

A HPV statusz prognosztikai értékének vizsgalata CIN léziok miitéti eltavolitasa utan [223].

Betegcsoport. A HPV tipusokat vizsgalo tanulmanyunk [212] elemzése kézben 76 olyan ndbeteget is
azonositottunk, akinek a vizsgalt idészakban (1997 majus — 1999 december) ugy kértek rutin HPV
vizsgalatot, hogy anamnézisiikkben szerepelt korabbi cervikalis 1€zid eltavolitds. Az eltavolitott
l1ézidkban a szovettani vizsgalat 61 esetben mutatott ki CIN elvaltozast a kovetkezd megoszlasban: 12
CIN-1, 18 CIN-2 és 31 CIN-3/CIS. A miitét utani nyomon kovetés (20-53 honap, median 33 honap)
kezdd id6pontjanak értelemszerlien a miitét id6pontjat tekintettiik. A nyomon kovetés soran
rendszeresen tortént rutin citologiai vizsgalat (median intervallum: 5 honap) valamint HPV kimutatast
is kértek.

Ertékelés. A tanulményban két kimeneteli pontot vizsgaltunk, a perzisztalo citologiai atipiat és a
szovettanilag igazolt CIN elvaltozast, amelyekre vonatkozéan meghataroztuk a miitét utani HPV

statusz prediktiv értékeit a 95 % megbizhatosagi tartomannyal egyiitt.

Eredmények:
A 61 beteg CIN eltavolitas utani nyomon kdvetése soran 18 betegben lehetett HPV-t kimutatni Hybrid
Capture modszerrel. A magas kockazatua HPV pozitiv eredményeket minden esetben megerdsitettiik és

egyben tipizaltuk PCR-RFLP moédszerrel. A kdvetés soran HPV negativ 43 betegb6l 32 esetben volt
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lehetéséglink PCR modszerrel utdlag ellendrizni a Hybrid Capture eredményeket, mind a 32 esetben a
negativ PCR eredmény is a HPV fert6zés ellen szolt, azaz megerdsitette a Hybrid Capture modszer
specificitasat. Amennyiben a CIN eltavolitdas utan HPV fert6zés nem volt kimutathato, akkor a
rekurrens betegséget nagy biztonsaggal ki lehetett zarni (11. tdabldzat), sem perzisztald citologiai
atipia, sem CIN [ézi6 nem alakult ki a 43 HPV negativ beteg egyikében sem (26 honap median
kovetési idO alatt). A szamitott negativ prediktiv érték minden kimenetel vonatkozasaban 100% volt,

amelynek megbizhatdosagi tartomanya még ebben kohorsz méretben is teljes egészében 90% felé esett.

11. tablazat A HPYV statusz szerepe a rekurrens betegség prognozisaban

Hybrid Capture N kimenetel prediktiv értékek
eredmény [Clgse]
perzisztalo citologiai
atypia
HPV pozitiv 18 10 PPV: 56% [30.8-78.5]
HPV negativ 43 0 NPV: 100% [91.8-100]
CIN
HPV pozitiv 18 5 PPV: 28% [9.7-53.5]
HPV negativ 43 0 NPV: 100% [91.8-100]

CIN-2, CIN-3/CIS
HPV pozitiv 18 4 PPV: 229% [6.4-47.6]
HPV negativ 43 0 NPV: 100% [91.8-100]

NPV: negativ prediktiv érték, PPV: pozitiv prediktiv érték, Clgsy,: confidencia intervallum

A kohorszban négy olyan beteg volt, akiknél a szovettani vizsgalat szerint nem sikeriilt ép széllel
eltavolitani az primer CIN 1éziot. Az egyik ilyen primer 1ézi6 CIN-3 stlyossagu volt, de az in toto
eltavolitas nem teljesiilése mellett sem lehetett a mitét utdni nyomon kdvetés (29 honap) soran sem
citologiai atipiat, sem HPV fert6zést kimutatni, annak ellenére sem, hogy a HPV vizsgalatot sszesen
négy alkalommal kértek ebben az esetben. Masik oldalrol kozelitve a kérdést, megallapithatd, hogy
rekurrens betegség csak a miitét utan észlelt HPV pozitivitas mellett alakult ki. A m{tét utani HPV
pozitiv esetek 56%-aban (10/18) perzisztalo citologiai atipia alakult ki, 22%-aban (4/18) kiujult a
premalignus folyamat. Nyolc olyan beteget azonositottunk, akiknél a miitét utani HPV fert6zést mas
tipus okozta, mint a miitét eldttit. Koziililk csak egy betegben alakult ki perzisztald citologiai atipia
utalva arra, hogy miitét utan 4j HPV fert6z¢és is kialakulhat hosszu tavon jabb kockazatot jelentve. A
10 betegbdl, akinél a mtét utan észlelt HPV fertdzés mellett perzisztald citologiai atipia alakult ki,
hétben HPV-16 fert6zés volt jelen és mind a négy rekurrald salyos fok(i CIN 1ézidban (11. tdbldzat)

ez a tipus volt jelen.
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Megbeszélés

A tanulmanyunkban harom klinikai tipusu kimenetel, a perzisztalo citologiai atipiat, sszes CIN ill.
stlyos foku CIN 1ézi6 kialakulasat vizsgaltuk a miitéti eltavolitas utani HPV fert6zés fiiggvényében. A
mitétet kovetden a HPV pozitivitasnak két forrasa lehet, 0j fertdzés ill. a premalignus elvaltozas
reziduumabol rekurralé megbetegedés. Vizsgalatunkban 11j fert6zésre utalt, ha a miitét utdn a mutét
eléttihez képest masik HPV tipus jelent meg. Az 1) fertézések lefolyasa tranziens jellegii volt és alig
jart citologiai atipiaval egyiitt. A mutét utdni HPV negativitds magas negativ prediktiv értéke jo
Osszhangban volt mas vizsgalatokkal [230, 231]. A HPV vizsgalatot valamelyik citologiai kontrollhoz
célszer(i id6ziteni. Nobbenhuis és mtsai [232] szerint a miitéti eltdvolitast kovetd 6. és 24. honapban
végzett HPV kimutatds citologiai vizsgalattal egyiitt elégséges ahhoz, hogy mindkét sziirés
konzisztens negativitasa esetén a beteg tovabbi szlirése a normal primer szlirési protokoll szerint
folytatodjon. A mi eredményeink hasonldé kovetési idé mellett azt mutattak, hogy 6 havonkénti
citologiai ellenérzés €s lehetOség szerint az elsd évben végzett HPV kimutatas is hatékonyan kizarja

CIN ézi6 kifejlodését.

Kovetkeztetés

A CIN léziok miitéti eltavolitasa utdn a negativ HPV eredmény jo prognozist jelent. Ha a miitét utan is
van kimutathato HPV fert6zés, akkor segit a fert6z6 tipusok pontos meghatarozasa és Osszevetése az
eltavolitott 1€zi6 HPV tipusaval. A tipusvaltas is rezidudlis folyamat ellen sz6l, mig a miitét el6tt és

utan azonos HPV tipus rekurrens CIN kockézatat jelzi.
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A cervikdlis karcinogenezist befolydsolo védekezé mechanizmusok vizsgalata

Szervezeti szinten a HPV elleni védekezés a cervikalis karcinogenezis egyik alapvetd tényezoje [233].
A papillomaviralis karcinogenezisben olyan egyéb tényezok szerepét is vizsgaltak, mint a dohanyzas,
a hormonalis fogamzasgatlas [234], vagy a tarsfertézések [235, 236], de csak marginalis és dozisfiiggd
hatast sikeriilt kimutatni. A HPV ellenes szervezeti védekezést kdzvetleniil alig lehet vizsgalni, mert
magénak a fertézésnek az egyéni megitélése is meglehetdsen bizonytalan. Ugyan kozepes vagy magas
viralis kopiaszdm kimutatasa egyértelmi jele a fennalld fertdézésnek, a fertdzés kimenetele,
mennyiségi csokkenése, eradikdlodasa csak igen nagy bizonytalansidggal itélhetd meg az egyén
szintjén. Ezért lett kézenfekv az a tudomanyos megkozelités, hogy populacids szinten epidemioldgiai
modszerekkel vizsgaljak a nem eradikalodott fert6zések kovetkeztében kialakulo elvaltozasokat a
méhnyakon. Mas megfogalmazasban a cervikalis karcinogenezisre plauzibilisen haté tényezok
kockazati szerepét az elsddleges etiologiai tényezdé HPV virussal egyiitt vizsgaltak jol definialhato
klinikai elvaltozasokra vonatkoztatva. Viszonylag szorvanyosan foglalkoztak HLA-I molekulak
kockazati tényez$ szerepével és felvetették a HLA-A2 [237] és HLA-B44 [238] fokozott
halmozddasat a HPV altal indukalt méhnyaki megbetegedésekben. Egyes HPV-16 variansok a HLA-
A2 és -B7 antigénprezentaciot keriilhetik el [239, 240]. Lényegesen tO6bbet vizsgaltdk a HLA-II

antigének szerepét a cervikalis karcinogenezisben.

HLA-I1 allélek kockazati szerepe a cervikalis karcinogenezisben
(Konya et al 2001 [233])

Az egyedi tanulmanyok publikus szakirodalmi adatainak targyilagos feldolgozasat a kovetkezd
tényezok indokoltak:
e Az egyedi tanulmanyok nem vagy alig tudtak biztositani azt a sziikséges méretet, amelyet a
szamos HLA-II allél igényelt volna
o A kiilonb6z6 tanulmanyok direkt 6sszehasonlitasat nehezitette az elsddleges etioldgiai faktor
HPV kiilonbozo eléfordulasi aranya
e A két polimorf polipeptidbdl felépiildé HLA DQ molekulak esetében az egyedi allélra vizsgalt
kockazat kiilonb6zo lehet olyan polulacidkban, amelyekben a masik polipeptidet kodold
aléllok el6fordulésa 1ényegesen eltérd.
o A HLA régi6 genetikai kapcsoltsaga miatt a tényleges kockazati szereppel bird génekkel

szorosan kapcsolt gének latszolagos kockazati szerepét lehet észlelni.

Adatok, forrasok. A PubMed adatbazisbol ,,HLA” és ,papillomavirus” vagy ,,HLA” és ,cervical

cancer/neoplasia” kombinaciokat kerestiink kozlemények cimében és absztraktjdban. Az azonositott
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kozleményeket idéz6 kozleményeket a ,,Science Citation Index” adatbazisbol néztiik at. Azokat a
HLA haplotipusokat vizsgaltuk, amelyeket legalabb egy kozleményben szignifikans kockazati
tényezoként azonositottak. A cervikalis folyamatokra specifikus HLA halmozodast egységesen az
esélyhanyados (OR, odds ratio) értékek alapjan értékeltiik. Amennyiben az adott kozlemény nem adta
meg az es¢ly hanyados értéket, akkor az esé¢lyhanyados értékét és megbizhatosagi tartomanyat az
allélfrekvencia értékekbdl logisztikus regresszios modszerrel szamitottuk. A modszerrel a béta
logisztikus regresszios koefficiens és annak variancidgja szamithatd. A béta koefficiens az
es¢lyhdnyados természetes alapt logaritmusa. A metanalizis soran a kiilonb6zd tanulmanyok béta
értékeibol stlyozott atlagot szamoltunk, a stlyozas a variancia reciprokaval tortént. Az igy kapott
sulyozott béta (fs) értékre emelve az e természetes alapot szamoltuk ki az dsszesitett esélyhanyadost.
A tanulmanyok béta értékeihez tartozo variancidk hasonl6 stilyozasaval szamoltuk ki a stilyozott béta
érték varianciajat (Vs). A (B)-1,96x(Vs)" ill. a (B)+ 1,96%(Vs)" dsszegekre emelve az e természetes
alapot megkaptuk az Gsszesitett esélyhanyados 95%-0s megbizhatosagi tartomanyanak (konfidencia
intervallum) sz¢lso értékeit.

A forrasok bevonasanal figyelembe vettilk az epidemiologiai tervezést is. A betegségre specifikus
HLA halmozddas legmegbizhatobban populacids alapu vagy kovetéses vizsgalatbol itélhetok meg.
Ezek mellett bevontuk olyan adatokat is, amelyek korhazi epidemioldgiai tanulmanybol szarmaztak
vagy helyi véradok adatai szolgaltak egészséges kontrollcsoportként. Nem keriiltek bevonasra azon
tanulmanyok, amelyek a kontroll populaciot nem definialtdk vagy kontrollok mas populacidobol
szarmaztak, mint a mintadk. Az értékelésben a statisztikai eré lényeges csokkenése nélkiil be lehetett
épiteni az elsddleges etiologiai tényezd human papillomavirust. Ennek megfeleléen fert6zés
kimenetelét HPV indukalt cervikalis betegség, HPV-16 pozitiv és non-16 HPV-pozitiv cervikalis
betegség kategériakban vizsgaltuk (12. tdbldzat, 13. tdabldzat). Az utobbi két Kkategoria
Osszehasonlitasaval a HPV tipus szerinti kiilonbségeket tudtuk értékelni. Mivel ez utdbbi
Osszehasonlitod értékelést a kontroll populdcid kivalasztasi kritériumai nem befolyasoltak, ezért itt
azokat a tanulmanyokat is figyelembe vettiik, amelyeket a tobbi elemzésbe a nem megfeleld

kontrollok miatt nem vontunk be.

Elemzés

Az Osszesitett esélyhanyados értékek két HLA-DR antigén szignifikans halmozodasat mutattak HPV
altal indukalt premalignus és malignus méhnyaki elvaltozasokban, mig a HLA DR13 protektivnek
bizonyult (12. tabldzat) a fert6z6 HPV tipustol fiiggetleniil. A Janus arci HLA-DR7 antigén HPV-16
fert6zésekben kockazati tényezonek, mig non-16 HPV fert6zésekben protektivnek bizonyult. Ennél az
antigénnel nyilvanult meg leginkabb a HPV-16 pozitiv és non-16 HPV-pozitiv esetek
Osszehasonlitasanak hasznossaga: Mig az epidemioldgiai tervezés miatt az egészséges kontrollokhoz

viszonyitott halmozddast csak 6t tanulmanybodl [241-245] lehetett 6sszesiteni, addig a HPV tipusokon
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beliili Osszehasonlitasra tovabbi néggyel [246-249] kiegészitve Osszesen kilenc tanulmany volt
alkalmas. Az egyes tanulmanyok konzisztens voltat jelezte, hogy a kilenc tanulmanybol Osszesitett
Osszehasonlitas esélyhanyadosa teljesen dsszhangban volt egészséges kontrollok szerint is értékelhetd
6t tanulmany esélyhanyadosaival. Az masik kockazatos HLA-DR antigén a HLA-DR15 volt, de csak a
HPV-16 fert6zésekben nyilvanult meg kockézati szerepe. Ahol rendelkezésre allt, ott a HLA-
DRB1*1501 alléel (HLA-DR15 gyakori allélja) hatasat kiilon is Osszesitettik. Az Osszesitésbe
bevontuk a HLA-DRB1*1501 alléllal nagyon szoros genetikai kapcsoltsagban allo6 HLA-DQB1*0602
allélra vonatkozo frekvencia adatokat (olyan tanulmdnyokbol, amelyek csak a DQ allélok szerepét
vizsgaltak [237, 250-252]). Igy valojaban egy DR-DQ haplotipusra sziikitettiik az elemzést, de ennek
eredményei is konzisztensek voltak a HLA-DRI15 szerospecificitasra vonatkozd eredményekkel. A
szoros genetikai kapcsoltsag miatt mas kombinacioban olyan ritkan fordult el6 mind HLA-
DRB1*1501, mind a HLA-DQB1*0602 all¢l, hogy nem lehetett megallapitani, melyik felelhet a
betegségspecifikus halmozodasért (12. tabldzat).

12. tablazat HLA-DR antigének relativ halmozédasa [dsszesitett esélyhanyados (95%
konfidencia tartomdnnyal)] HPV altal indukalt premalignus és malignus

méhnyaki megbetegedésben

HPV-16 poz.
HPV-16 poz. egyéb HPV tipusra betegekben
betegekben a betegekben a poz. betegekben a egyéb HPV tipusra
kontrollokhoz kontrollokhoz kontrollokhoz poz. betegekhez
HLA-II viszonyitva viszonyitva viszonyitva viszonyitva
DR7 1,01 1,42 0,61 2,63
(0,80-1,27) (1,12-1,80) (0,41-0,92) (1,67-4,16)
f: [241-245, 253-256] f:[241-245] f:[241-245] f:[241-249]
DR13 0,69 0,51 0,53 1,06
(0,56-0,85) (0,38-0,68) (0,38-0,75) (0,68-1,64)
f: [241-245, 253-256] f:[241-245] f:[241-245] f:[241-249]
DR15 1,29 1,47 0,94 1,34
(1,13-1,47) (1,20-1,81) (0,74-1,19) (1,01-1,78)
:[241-245, 253-257] f:[241-245, 257] f:[241-245, 257] f:[241-249, 257]
DRB1*1501" 1,15 1,36 1,02 1,28
(0,98-1,34) (1,10-1,69) (0,79-1,31) (0,96-1,71)
£:[241-243, 245, 250-  f:[241-243,245,250-  f:[241-243, 245, 250-252, f:[241-252, 257, 258]

252, 254, 255, 257] 252, 257] 257]

f: a feldolgozott adatok irodalmi forrasa, * Az elemzésbe olyan adatokat is bevontunk, amelyek a DRB1+1501
szoros genetikai kapcsoltsagban allo DQB1*0602 allél vizsgalatabol szarmaztak [237, 250-252].

A DQ lokuszon a HLA-DQ3 kockazati szerepét mar 1991-ben felvette Wank és Thomssen [256]. A
csoportba tartozo allélok és kodolt proteinjilk azonban szamos keresztreakcidot mutat ellenanyag

epitopokban, ezért a metanalizist az allélokra vonatkozoan végeztiik, amelyek koziil konzisztensen a
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DQBI allélok adatait adtak meg az egyes tanulmanyok. A DQB1*0301 alléllal kapcsolatban nem
lehetett a HPV pozitiv betegségre specifikus halmozodast kimutatni (13. tdbldzat). Ennek egyik oka
lehetett az, hogy a vizsgalt populaciokban a DQB1*0301 két gyakori haplotipusban is eléfordul a
DQA1*0301/02 ill. a DQA1*0501 alléllal kapcsoltan. A két haplotipus valdsziniileg eltéré antigén
prezentalé tulajdonsdggal rendelkezik, ami a DQB1*0301 alapjan meghatarozott csoport
heterogenitasat is jelenti.

A DQB1*0302 hordozas joval egységesebb DQ haplotipust hataroz meg, mivel szoros genetikai
kapcsoltsagban a DQA1*0301/02 allélokkal szokott el6fordulni. A DQB1*0302 szignifikans
kockazati tényezOnek bizonyult a HPV-16 pozitiv méhnyaki elvaltozasokban. A DQB1*0303 szintén
csak egy DQAT1 alléllal (DQA1*0201) van gyakori kapcsoltsdgban és szintén kockdzati tényezének
bizonyult a HPV-16 pozitiv méhnyaki elvaltozasokban (13. tabldzat).

13. tablazat HLA-DQ gének relativ halmozédasa [dsszesitett esélyhanyados (95% konfidencia

tartomannyal)] HPV altal indukalt premalignus és malignus méhnyaki

megbetegedésben
HPV-16 poz.
HPV-16 poz. egyéb HPV tipusra betegekben
betegekben a betegekben a poz. betegekben a egyéb HPV tipusra
kontrollokhoz kontrollokhoz kontrollokhoz poz. betegekhez
HLA-II viszonyitva viszonyitva viszonyitva viszonyitva
DQB1*03xx 1,25 1,21 1,17 1,04
(1,15-1,37) (1,02-1,43) (1,02-1,37) (0,87-1,25)
£:[237, 241-243, 245, f:[241-243,245,250-  f:[241-243, 245, 250-252, f:[241-243, 245, 246, 248-
250-260] 252, 257] 257] 252, 257]
DQB1*0301 1,22 1,08 1,14 0,9
(1,07-1,39) (0,89-1,30) (0,84-1,54) (0,66-1,25)
f:[237, 241-243,245,  f:[241-243,245,250-  f:[241-243, 245, 250-252, f:[241-243, 245, 246, 249-
250-254, 257] 252, 257] 257] 252, 257]
DQB1*0302 1,25 1,34 0,92 1,38
(1,07-1,45) (1,06-1,69) (0,69-1,24) (1,00-1,90)
f:[237, 241-243,245,  f:[241-243,245,250-  f:[241-243, 245, 250-252, f:[241-243, 245, 246, 249-
250-254, 257] 252, 257] 257] 252, 257]
DQB1*0303 1,34 1,6 1,21 1,3
(1,02-1,77) (1,03-2,47) (0,73-1,98) (0,71-2,40)
£:[237, 241-243, 245, f:[241-243,245,250-  f:[241-243, 245, 250-252, f:[241-243, 245, 246, 249-
250-254, 257] 252, 257] 257] 252, 257]

f: a feldolgozott adatok irodalmi forrasa
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Megbeszélés

A HLA-II rendszer alapvetd szerepe az antigénprezentalds a CD4+ T-sejtek szamara, amelyek {6
feladata tovabbi immuneffektor mechanizmusok stimulalasa. Megfigyelések alapjan cellularis
immunitas szuppresszidja fokozza a HPV indukalt anogenitalis 1éziok gyakorisagat [62, 64, 65]. A
HLA rendszerben rejld diverzitas populaciés szinten adaptacidos mechanizmus a fert6zo
mikroorganizmusokhoz, magas diverzitasi populacioban mindig akadnak olyan egyének, akik
szervezete egy varatlan mikroorganizmussal szemben a hatékonyabban veszik fel harcot, mint a
populécio tobbi tagja. Ami az egyik helyzetben az atlagosnal elényosebb, az a masik helyzetben akar
hatranyosabb is lehet. Az adott fert6zéssel szemben hatranyos genetikai variacié akkor szelektdlodhat
ki a populaciobol, ha a reproduktiv kor el6tt vagy a reprodukciora hat hatranyosan a fert6zés. A HPV
betegségek jellegzetesen a reprodukcié utan manifesztalédnak, azaz nem volt meglepd, hogy tobb

HLA specificitas is fokozott kockazatot jelent a HPV betegségekre.

Kovetkeztetés.

A papillomavirus fert6zések kovetkeztében kialakulé premalignus ¢és malignus méhnyaki
megbetegedések kockazatat befolyasolja az egyén HLA Osszetétele. HPV indukalt cervikalis betegség,
HPV-16 pozitiv és non-16 HPV-pozitiv cervikalis betegség kategoriakban dsszesitettiik az egyes HLA
tipusok betegség-specifikus halmozodasat. Az Osszesitett esélyhanyados €s konfidencia intervallum
értékek alapjan HPV indukalt cervikalis betegséggel szemben protektivnek bizonyult a DR13 HLA
specificitas, HPV-16 pozitiv cervikalis betegségre emelkedett kockazatot jelentett a DR7 HLA
specificitas, a DRB1*1501-DQB1*0602 haplotipus, valamint a DQB1*0302 ¢s DQB1*0303 allélok.
Non-16 HPV-pozitiv cervikalis 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
(Szdke et al 2004 [261])

A méhnyak transzformacios zonajaban mas szévetekhez képest fizioldgiasan magasabb TGF-betal és
IL-10 expresszio, ami az egyik magyarazat lehet arra, hogy €p szisztémas immunitds mellett miért
sokkal magasabb a HPV indukalt carcinomdk kialakulasanak esélye ezen a teriileten, mint barmely
mas mukozalis hamon [66]. Ugyan az IL-10 termelés az ovulacios ciklustol figgetleniil allandé [67],
mind gazdaszervezeti tényezOk, mind fertdzések jelentds egyéni variaciokhoz vezethetnek a citokin
szintekben [68, 69]. A premalignus elvaltozasnak szamit6 kozepes vagy sulyos foku CIN 1éziokban az
IL-10 expresszid tovabb emelkedik és egyiitt jar az IFN-gamma expresszid csokkenésével [66, 70].
Ezen betegekben a szisztémas citokin profil is Th2/Treg iranyba tolodik el [65, 262]. Lokalisan az IL-
10 els6sorban az antigénprezentaciot gatolja [71], bar azt is meg kell emliteni, hogy CD8+ citotoxikus
T-limfocitak aktivalodasa és immigracidja utan az emelkedett lokalis IL-10 szint a citotoxikus
aktivitast fenntartja és erdsiti [263, 264].

Eset-kontroll tanulmanyban vizsgaltunk az IL-10 promoterben nt-1082 polimorf nukleotid pozicid
szerepét. Az IL-10 promoter mintegy 4 kb teriiletet foglal el [265], melyben szamos polimorf
nukleotid poziciét leirtak. A transzkripcids kezdettdl -1082 pozicidoban talalhatd polimorfizmus az
egyik transzkripcios faktornak az Ets-nek a kotodését és a promoter aktivitast befolyasolja [266, 267].
A magasabb IL-10 expresszios aktivitast biztositd nt-1082 G allél fokozott halmozodast irtak le cervix
carcinomdban [268] olyan populacioban, amelyben az A allél gyakorisaga Iényegesen meghaladja a G

allélét. A Kaukazusi populacioban ezzel szemben a G allél majdnem olyan gyakori, mint az A.

Kutatasi cél
Cervikadlis hamléziok hatterében dllo IL-10 nt-1082 (A/G) nukleotid polimorfizmus vizsgdlata olyan

populacioban, amelyben mindkét allél eléfordulasa gyakori.

Betegcsoport A vizsgalati csoportot 125 onkogén HPV pozitiv és 128 HPV negativ beteg alkotta,
akiknél a citologiai vagy a kolposzkopos vizsgalat atipiat tart fel és nt-1082 allél-specifikus PCR
modszerrel egyedi nukleotid polimorfizmust tudtunk vizsgalni az IL-10 promoterben. A HPV pozitiv
esetek életkora az elvaltozas elsd észlelésekor 18 és 56 éves tartomanyban mozgott (median 31 év), a
citologiai vizsgalat 78 %-ban tart fel atipiat, a maradék 22%-ban citologiai eltérés nem igazolodott. A
HPV fert6z6tt csoportban az onkogén HPV pontos tipusat 96%-ban lehetett azonositani. A HPV
tipusok eloszlasa megfelelt a korabbi tanulmanyainknak [212, 213], 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
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kovetkez6 HPV tipusokat mutattuk ki: 35, 45, 52, 53, 56, 58, 66, 72 és 82. A HPV negativ csoport

¢letkora 19-61 éves tartomanyt olelt fel (median 35 év) és 65 %-ban volt jelen citologiai atipia.

14. tablazat  1L-10 promoter nt -1082 genotipusok megoszlasa cervikalis hamléziéban
szenvedo betegekben (keresztmetszeti tanulmany)

kontrollok HPYV negativ 1€zi6 HPV pozitiv 1€zié

NOS* P3? NOs! P3’

n=168 n=45 n=83 n=28 n=97

genotipus

AA 42 (25%) 18 (40%) 35 (42%) 8 (29%) 27 (28%)
AG 86 (51%) 19 (42%) 39 (47%) 13 (46%) 52 (54%)
GG 40 (24%) 8 (18%) 9 (11%) 7(25%) 18 (18%)

allél A: 0,51 A: 0,63 A: 0,66 A: 0,52 A: 0,55

frekvencia G: 0,49 G: 0,37 G:0,34 G: 0,48 G: 0,45

*p=0,13 *p=0,006 %p=0,89 *p=0,60

' nem onkologiai jelentéségi citologiai eredmény
? citologiai atipia (Papanicolaou osztalyozas alapjan)
3 chi? statisztika a genotipus megoszlasra a kontrollokhoz viszonyitva

Eredmények

a G allél frekvencia 0,49 volt és a genotipusok eloszlasa is megfelelt a Hardy-Weinberg egyensulynak
(14. tabldazat). Ehhez képest szignifikansan (p=0,05) eltéré volt a megoszlas a betegcsoport egészében
(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 fertézésre (n=125) lesziikitve [AA (28%), AG (52%), GG
(20%)] nem lehetett kimutatni a szignifikans valtozast (p=0,70) az egészséges kontrollhoz képest,
akkor sem, ha a HPV pozitiv eseteket citologiai eredmény szerint tovabb bontottuk (14. tdbldzat),

valamint akkor sem, ha az elemzést a leggyakoribb HPV-16 tipusra sziikitettiik le (p=0.61).
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15. tablazat  1L-10 promoter nt -1082 genotipusok kockazati szerepe HPV negativ cervikalis
hamléziokban (cross-sectional study)

kontroll HPV negativ NOS" 1ézi6 HPV negativ P3° 1ézié
genotipus (n) (n) OR* (95% CI) (n) OR* (95% CI)
AA 42 18 1.0 35 1.0
AG 86 19  0.56(0.26-1.23) 39 0.56 (0.31-1.02)
GG 40 8 0.50 (0.19-1.30) 9 0.27 (0.11-0.63)
3p=0.13 3p=0.05

*OR: esélyhanyados 35 év alatti és feletti korcsoportokra standardizalva (95% confidencia
intervallum),

' nem onkologiai jelentéségii citologiai eredmény

? citologiai atipia (Papanicolaou osztalyozas alapjan)

3 p for trend statisztika

A betegcsoport aldbontasa viszont a HPV negativ cervikalis elvaltozasok csoportjaban tart fel allél
frekvencia eltérést és a genotipus aranyok megvaltozasat. Az utobbi a HPV-negativ atipia csoportban
szignifikansnak (p=0,006) bizonyult (14. tdbldzat), az A allélt hordoz6 genotipusok keriiltek tulsulyba.
A két allél kozotti relativ kockazati kiilonbséget logisztikus regresszidos modellben szamitott
esélyhanyadossal fejeztiik ki. Mivel az A allél joval gyakoribb a legtobb non-kaukazusi populacioban,
az AA homozigéta genotipust tekintettilk referencianak és az AG ill. a GG relativ kockazatat
szamitottuk ki. A GG genotipus kb. 4x kisebb szignifikans kockazatot, azaz szignifikans rezisztenciat
jelentett a HPV negativ citologiai atipiaval szemben a referencia AA genotipushoz képest (15.
tablazar). 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 regresszios
modellben szamitott p for trend=0,05 érték felvetette azt a lehetdséget, hogy G allél dozisfiiggd
modon csokkenti a kockazatot. A tobbtényezOs logisztikus regresszids elemzésben korrigaltunk az
Osszehasonlitott csoportok kozotti eltérd életkor eloszlasra, ill. azt is megmutattuk, hogy életkor (<35
vs. >=35) nem befolyasolta szignifikansan sem a GG (OR=1,18; Clgs: 0,71-1,97), sem az AG
(OR=0,78; Clgs: 0,41-1,50) genotipusok hatasat a HPV negativ citoldgiai atipiara.
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Megbeszélés

Az IL-10 promoter nt-1082 polimorfizmus hatasat az IL-10 szekréciora tobben is vizsgaltak €s azt
talaltak, hogy kiilonb6zo eredetli sejtvonalakban transzkripcios szinten befolyasolja az IL-10 termelést
[266, 267]. Nt-1082 G allél hordozd donorok mononukledris sejtek poliklonalis stimulalasa
Concanavalin A kezeléssel fokozott IL-10 szekréciot eredményezett az AA homozigotakhoz képest
[269]. Az utobbi megfigyelés azért emelendé ki, mert a cervikalis nyalkahartyat infiltralo sejtek
tobbsége T-limfocita [233], amelyek jol stimulalhatok Concanavalin A kezeléssel. Az IL-10 szekrécio
is megfigyelhet Concanavalin A kezelésben, amelyben valosziniileg T.q tipust kompenzacids
mechanizmusként mikodik [270] az nt-1082 polimorfizmustol fiiggd modon. A fokozott 1L-10
szekretalo képesség a gyulladéas korlatozasaval védhet a gyulladdsos kornyezetben kdnnyen kialakulod
diszplaziaktol, atipiaktol.

A hazai populécioban nem igazolddott egyik IL-10 promoter nt-1082 allél halmozddasa sem a HPV
indukalt hamlézidkban. Hozzank hasonldéan nem talalt ilyen 0sszefiiggést a témaban 6t évvel késobb
végzett nagy atfogd polimorfizmus projekt sem [271]. Ugyanezen alléloknak az invaziv cervix
carcinomdra jellegzetes megoszlasat viszont tobb tanulmany is felvetette [268, 272].

Erdekes eredménynek tartjuk azonban a HPV fertdzéstdl filiggetlen hamelvaltozasokban tett
megfigyeléseinket. Az utdbbi elvaltozasokban valosziniileg joval gyakoribb a gyulladasnak a szerepe,
amit viszont kozvetlen fiiggésben van az anti-inflammatorikus citokinnel ill. annak expresszids

szabalyzasaval.

Kovetkeztetés
Az IL-10 promoterben nt-1082 G allélt hordoz6 nék kevésbé voltak fogékonyak a HPV fert6zéstol
fliggetlen citologiai atipiara, mint az AA homozigdtak. Ugyanakkor a HPV altal indukalt citologai

eltérésekre nem hatott az IL-10 promoter nt-1082 polimorfizmus.
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Epigenetikai szabadlyz6 mechanizmusok vizsgalata a cervikalis
karcinogenezisben

Az IL-10 gén expresszios inaktivitasa és a promoter CpG metilacioja epitelialis eredetii
normal és tumor eredetii sejtekben
(Szalmas et al 2008 [273])

A transzformacios zona konstitutiv IL-10 kdrnyezete felvetette a forras kérdését, elsGsorban azt, hogy
a human papillomavirusok célsejtjei, a laphamsejtek képesek-e IL-10-et szintetizalni és szekretalni. Az
egér modellel és a korai human eredményekkel szemben késobb kideriilt, hogy sem a keratinocitak,
sem a bel6lik szarmazo immortalizalodott sejtek nem képesek IL-10 termelésre [274, 275].
Ugyanakkor a transzkripcios faktorok 0sszetétele nem magyarazta, miért nem irodik at a human IL-10
gén a laphamokban [276-278]. Ezért a kutatasi tervezés idején azt feltételeztiik, az IL-10 expresszid
kovetkezetes, konzervativ hidnya az IL-10 gént tartalmazé kromatin allomany epigenetikai
inaktivacidjara utal. A kromatin inaktiv allapotanak kialakitasaban alapvet6 szerepet jatszik a DNS
metilacié, amely tipusosan olyan citozinokon kovetkezik be, amelyeket guanin kovet. Az egyedi CpG
helyek szamos gén promoterében megtalalhatok [88, 89]. A CpG metilacios szignal hatasara a H3 és

H4 hisztonok deacetilalodnak, ami az inaktiv heterokromatin strukttra kialakulasat segiti el6 [90]

Kutatési cél

A proximalis IL-10 promoter epigenetikai szabalyzo mechanizmusok tanulmanyozasa a promoter CpG
metildcios mintazata és a promoterhez kapcsolodo hiszton molekuldk acetilacios dllapotanak
vizsgalata alapjan keratinocitakban, lapham eredetii sejtvonalakban.

Tovabbi célunk volt az IL-10 promoter CpG metildcio és az expresszios aktivitas Osszefiiggésének

vizsgdlata in vitro modell rendszerben.

Sejtvonalak. Cervix carcinoma eredetli sejtvonalak, HeLa, SiHa, CaSki, C33A, HT-3. Keratinocita
eredeti HaCaT sejtvonal ill. primer human keratinocitak. Az utdbbit specialis tapfolyadékban
(Defined Keratinocyte serum-free Medium DK-SFM, Gibco, Karlruhe, Németo.) tartottuk fenn, mig a
folyamatos sejtvonalakat DMEM tapfolyadékban.

CpG metilacié. Biszulfit modifikalt genomi DNS szekvenalasa alapjan hataroztuk meg a promoter
CpG dinukleotidok metilaltsagat [279]. A biszulfit kezelés kovetkeztében a nem metitalt CpG
citozinja timinné alakul, mig a metilalt citozin védett az atalakuldssal szemben. A biszulfit modifikalt
DNS-t Sanger-féle szekvenalasnak vetettiik ald ¢és a szekvenalas termékeit lap formatumu

poliakrilamid gélt alkalmazé szekvenalo késziilékkel (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédo)
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olvastuk le. Az elektroferogrammbdl szemikvantitativen lehetett kdvetkeztetni egy adott CpG pozicid
metilaltsagara.

Kromatin-immunprecipitacié. Primer keratinocitdkban, valamint a folyamatos szaporoddé HaCaT és

HeLa sejtekben formaldehides kezeléssel DNS-fehérje keresztkotéseket alakitottunk ki és a
sejtlizatumok ultrahangos kezelésével kozel nukleoszoma méretiire fragmentaltuk a kromatint [280].
Az acetilalt hiszton H3 és H4 tartalmi nukleoszomakat specifikus ellenanyaggal (Upstate
Biotechnology anti-acetyl (K9, K14) histone H3 (06-599) antibody, anti-acetyl (K5, K8, K12, K16)
histone H4 (06-866)) és Protein G agar6z gyongyokkel izolaltuk. Kovetkezd 1épésben valos ideji
amplifikalassal mértiikk meg, milyen mennyiségben kot6dott 1L-10 promoter szekvencia az acetilalt,

azaz aktiv hisztonfehérjékhez.
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9. abra Human IL-10 promoter proximalis régio CpG metilacidos mintazata. (A) az IL-10 gén sematikus
abrazolasa lathatd, +1: transzkripcids kezdOpont, fekete doboz: transzlalodd szekvencidk, sziirke doboz: nem
transzlalodd mRNS szekvenciak. (B) citozin metilacio szemikvantitativ értékelése: nincs jel: 0%, 1 jel: <25%, 2
jel: 25-50 %, 3 jel: 50-75%, 4 jel: 75-100%, pHKC: primer human keratinocita, PBMC: periférids mononuklearis
fehérvérsejtek PBMC*: koldokzsinorvér PBMC.
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10. abra IL-10 promoter metilacié viszgalata metilacios kazetta modszerrel. (A) vizsgalati modszer a

promoter kazetta szelektiv CpG metilalasara (B) a létrehozott konstrukciok metilalt (fekete tarcsa) €s nem
metilalt (lires tarcsa) CpG dinukleotidjainak hatasa az expresszios rendszer luciferaz aktivitasara. A hibasavok
reprezentativ kisérlet 3 parhuzamos mérésének szorasat mutatjak.
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Eredmények

A proximalis IL-10 promoter CpG metildcidja

Reverz transzkripciot kovetd cDNS PCR modszerrel vizsgaltuk az IL-10 mMRNS-t a fenti hdmeredetii
sejtvonalakban, de egyikben sem lehetett ilyen transzkriptumot kimutatni, Kontrollként periférids
mononuklearis sejtekben (PBMC) mutattuk ki az IL-10 mRNS-t, mind ex vivo allapotban, mind
poliklonalis (PHA) in vitro stimulalas utan.

A proximalis IL-10 promoterben 8 CpG hely talalhat6, amelyek a transzkripcio kezdGpontjahoz
viszonyitva -634, -599, -373, -352, -350, -320, -185 ill. -110 pozicidban helyezkednek el. A hat
proximalis CpG (-373, -352, -350, -320, -185 and -110) er6sen metilalt allapot volt mind a primer
keratinocitdkban, mind a hameredetti sejtvonalakban. A legproximalisabb helyzetii .110CpG az Osszes
vizsgalt ham eredetii sejtben teljesen metilalt volt, mig a periférids mononukledaris sejtekben (PBMC) a
kezeléstol fiiggetleniil teljesen demetilalt allapotban volt (9. dbra). A két disztalis CpG (-634 és -599
poziciok) metilaltsiga valtozatos képet mutatott a sejtvonalakban. Osszességében a két proximalis
CpG hely metilaltsaga kiilonitette el a specifikusan az IL-10 termel6 és a nem expresszalo sejteket. A
proximalis CpG metilaltsaga sejtkultirakhoz hasonléan teljes mértékii volt 3 donor exfolialt cervikalis
hamsejtjeiben és tovabbi 10 cervix carcinomds mintaban is.

A fiziologias és tumoros epitelialis eredetli sejtvonalak koziil expresszidosan aktiv HPV genomot
hordoz a Caski, HeLa, SiHa, mig a tébbi HPV negativ sejtvonal. A legproximalisabb helyzeti 1;,CpG
konzisztens metilacigjat a HPV hatastdl fiiggetleniil meg lehetett figyelni. A bemutatott eredményeken
feliil érdemes megjegyezni, hogy primer keratinocitakban HPV-16 E6 és E7 onkogének transzdukcidja

utan is teljesen metilalt volt a két proximalis CpG.

CpG metildcio géncsendesité hatasanak in vitro kimutatdsa metildacios kazetta modszerrel

A vizsgélat elve, hogy olyan expresszios plazmidot hozunk létre, amelyben csak a vizsgaland6 szakasz
CpG dinuikleotidjai metilaltak (metilalt kazetta). A proximalis promoter -1102 és 14 valamint -613 és
14 poziciok kozé es6 szekvencigjat klonoztuk pGL2-Basic expresszios plazmidba pGL2-1102 ill.
pGL2-613 néven. A plazmid konstrukciokbol jol reprodukalhatéan ki lehetett vagni a metilalandd
kazettat, majd azt visszaligalni (10. d@bra). Az inszert metilalasat Sssl metilazzal végeztiik, amelynek
eredményességét restrikcios enzimekkel ellendriztiik. A 130CpG beleesik a citozin metilaciéra nem
érzékeny Mspl és az citozin metilaciora érzékeny izoskizomer Hpall restrikcids hasitohelyébe. A
promoter kazetta CpG metilaldsa utan tranziens transzfekcios kisérletben vizsgaltuk az expresszios
aktivitas valtozasat. A proximalis promoter 1,1 és 0,6 kb méretli kazettdinak CpG metilacidja egyarant

gatolta az IL-10 promoter aktivitasat (10. abra).
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11. 4bra Az IL-10 promoter szakaszhoz kot6d6é hisztonok acetilacios allapotanak kimutatasa kromatin

immunprecipitacios modszerrel periférias mononuklearis sejtekben (PBMC), primer human keratinocitaban és
HeLa, HaCaT sejtvonalakban. Az acetilalt H3 ill. acetilalt H4 hiszton molekuldkhoz k6t6dé genomszekvenciak
relativ mennyiségét valos idejii PCR modszerrel hasonlitottuk ssze (% Input: a precipitatumba jutd szekvencia
%-o0s aranya). A PCR kvantifikalast olyan szakaszokon végeztiikk -669—531 (A, sziirke doboz) -233—70 (B,
sziirke doboz), amelyek az IL-10 expressziot befolyasold transzkripcios faktorok kotdhelyeit (sziirke oszlop)
tartalmazzak. A CpG dinukleotidokat fekete tarcsa jelzi. A hibasavok reprezentativ kisérlet 3 parhuzamos
mérésének standard hibajat mutatjak.

Az IL-10 promoter hiszton acetilacios allapota IL-10 termel6 és nem termeld sejtekben

Az IL-10 promoter szakaszhoz k&tddo hisztonok acetilacios allapotat kromatin immunprecipitacios
modszerrel vizsgaltuk. A H3 és H4 hisztonok acetilacidos allapota azt jelzi, hogy az adott
genomszakasz az aktiv eukromatinban vagy az inaktiv heterokromatinban helyezkedik-e el. A
modszer immuprecipitacios 1épésében specifikus ellenanyagokkal fogtuk meg azokat a nukleoszoma
fragmenteket, amelyekben a H3 ill. H4 molekuldk acetilalt allapotban voltak. A kvantifikacios
1épésben valos idejii PCR reakcioban AACT modszerrel hataroztuk meg, hogy az IL-10 promoter
egyes szakaszai (-669—531 ill. -233—70) milyen aranyban precipitalodtak az acetilalt H3 ill. acetilalt
H4 tartalmi nukleoszémakban. A -669—531 promoter szakaszon Ets-1 és Spl transzkripcios faktor
kotéhelyek, valamint 2 CpG talalhato, a -233—70 promoter szakaszon CCAAT-box and STAT-3
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kotéhely [281] talalhato a két proximalis CpG hellyel egyiitt. Az IL-10 termel6 és nem termeld sejtek
a promoter hiszton acetilacidos allapotaban is markans kiillonbséget mutattak, a promoter
legproximalisabb szakaszan az epitelialis sejtekben nem vagy csak nyomnyi mennyiségben lehetett
acetilalt hisztonokat kimutatni (11. d@bra), ami arra utalt, hogy a keratinocitakban és a hameredetii

sejtvonalakban az IL-10 gén az inaktiv heterokromatin allomanyba tartozik.

Megbeszélés

Az IL-10 szekrécid alaposan szabalyozott folyamat a szervezetben, myeloid és limfoid eredetii sejtek
termelik [281, 282]. A cervikalis karcinogenezis soran lokalisan emelkedett IL-10 és csokkent IFN-
gamma termeléssel jaro6 immunologiai egyensuly felborulas alakul ki az infiltralé sejtek részérdl [70].
Az IL-10 termeld sejtekben a promoterhez STAT3,14 SV40 promoter factor 1 (Spl) [283, 284],
CCAAT/enhancer binding protein b [285], and Ets-1 [286] transzkripcios faktorok kapcsolodnak.
Ezen transzkripcios faktorok mind aktivak az epitelidlis eredetli sejtekben is [276-278], amellyel
egybevag sajat megfigyelésiink, miszerint a CpG metilaciotol mentes promoter kazettat tartalmazo
expresszios plazmid valoban hatékonyan miikodott a HeLa sejtvonalban.

A CpG metilacio altalaban olyan hiszton modifikaciokat eredményez, amelynek kovetkeztében az
adott genomszakasz inaktiv heterokromatin allapotba keriil. A kromatin immunprecipitacios
vizsgalatunk az aktiv eukromatin allapotban tart6 H3 és H4 hiszton acetilaciot csak a ténylegesen IL-
10 termel6 sejtekben mutatta ki. Erdemes megemliteni, hogy az IL-10 13,0CpG helye beleesik az egyik
STAT3 kot6helybe [287] és az irodalombdl ismert human glia fibrillaris protein (GFAP) példjja,
melynek promoterében a kotéhelyet érintd CpG metilacido kozvetleniil is akadalyozhatja a STAT3
bekotédését [93]. Szovetspecifikusan expresszalodod gének jelent6s csoportjaban a promoterek CpG
szegények [288] és az evollcidosan azok a kritikus CpG helyek maradtak fenn, amelyek a szovetre
vagy leszarmazasi vonalra specifikus epigenetikai csendesitésben vesznek részt. Ez a jelenség
megfigyelhet6 olyan T-limfocita polarizacios citokinekben, mint az IFN-gamma, 1L-2, IL-4 [91, 289].
A human IL-10 promoterben is kis szdmban lehet CpG helyeket taldlni, 8 CpG fordul el6 a proximalis
700 bp szakaszban.

Vizsgalatainkban konzisztens CpG metilaciés mintazatot figyeltiink meg cervix carcinoma eredett
sejtvonalakban és biopsziakban. A normal epitelidlis sejteket primer keratinocitdkkal és az
immortalizalt HaCaT keratinocita sejtvonallal modelleztiik a kiilonb6zd kisérletekben. Mivel ez utobbi
sejtek nem cervikalis eredetliek, ex vivo exfolialt normal cervikalis sejteket is bevontunk a CpG
metilacios vizsgalatba. A CpG metilacios eredményeket Osszegezve a legproximalisabb 1;0CpG
metilacioja korrelalt a legkovetkezetesebben az IL-10 expresszio hianyéval, de a tdle disztalisan esd
kovetkez6 6t CpG hely metilacioja is jo korrelalt. A proximalis IL-10 promoterhez kapcsolddo
hisztonok acetilacids allapota szintén a 6 proximalis CpG metilacidjaval korrelalt.

A funkcionalis vizsgalatokat tranziens transzfekcids rendszerben végeztiik. A promoter kazetta CpG

metilacioja hatékonyan gatolta a promoter miikddését. A proximalis 0,6 és 1,1 kb szakaszban

84



dc 1136 15

funkcionalis kiilonbséget nem tudtunk kimutatni, ami arra utal, hogy transzkripcidos kezdéhely
szomszédsagaban elhelyezkedd szekvencidknak kiemelkedd szerep jut a transzkripcidés ¢és az

epigenetikai szabalyozasban [284, 285].

Kovetkeztetések

Az IL-10 gén proximalis promoter szakaszan konzisztens CpG metilaciés mintazat figyelheté meg
cervix carcinoma eredetii sejtvonalakban, valamint exfolialt hamsejtekben és cervix carcinoma
biopsziakban. A metilacios mintazat legspecifikusabb eleme a legproximalisabb _1;0CpG, amelynek
metilacios allapota korrelalt a legkovetkezetesebben az IL-10 expresszié hianyaval. Mind a
fiziologias, mind a neoplasztikus epitelialis sejtekben az IL-10 promoter CpG metilacidja egyiitt jar a
deacetilalt hiszton struktaraval. Az IL-10 gén epigenetikusan inaktivalt allapotat nem befolyasolja a

HPV genom jelenléte vagy hianya.
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CpG metilacié a human papillomavirus genomban
(Szalmas et al 2009. [290])

Mas virusokhoz hasonloan, az onkogén HPV tipusok szaporoddsat és az éldvilagban fennmaradasat
szintén permissziv fert6zés biztositja. Azonban az onkogén HPV tipusok permissziv fertézéséhez
sziikséges a sejtciklus indukalasa az epitelidlis gazdasejtben, ami a fertdzott sejtek egy részének
kromatin allomanyaban statisztikus modon instabilitast okoz. A valtozasok mind a gazdasejt, mind a
HPV orokitdéanyagat érintik, kialakul a transzformalé fertézés az alabbi kovetkezményekkel:

e Az onkogén HPV virussal fertdzott hamsejt elveszti fiziologias differencialodoé képességét,
diszplaziassa, majd neoplaziassa valik, az utdbbi dnmagéaban is a permissziv HPV fertézés
megszakaddsahoz €s a virionképzddés megsziinéséhez vezet.

e A kromatin instabilitisa kovetkeztében a normal szovetek sejtjeire jellemzd olyan
tulajdonsagok sériilnek, mint a homogén differencialodéas és a sejtszaporodas szigora szoveti
szabalyozasa. A gazdasejt autondomiajat noveld valtozasok szelekcios elonyt jelentenek a
kdrnyez6 szoveti sejtekkel szemben.

e A sejt autonémiajanak fenntartasahoz esszencialis a sejtciklus aktivan tartasa, amihez viszont
a viralis onkogének jelenléte sziikséges a HPV indukalt neoplaziakban. A diszplazias vagy
mar neoplazids cervikdlis hamsejt autondém nodvekedéséhez sziikséges optimdlis viralis
onkogén expressziot a viralis genomban kialakulé szomatikus genetikai ¢és epigenetikai
valtozasok véletlenszertien kialakulé kombinacidja biztositja. Az egyik opcionalis
patomechanizmus a virdlis DNS metilacidja.

e A papillomaviralis onkogének expresszios szabalyozasa az LCR région (1. dbra . Bevezetés
fejezet) keresztiil valosul meg, amely a viralis E6 és E7 onkogének promoterét és enhancer
szekvenciait tartalmazza. A valtozasok érinthetik mind az LCR régiot (regulacios target), mind
az LCR région keresztiil hat6 effektor fehérjék megfeleld expressziojat.

e A papillomaviralis onkogén expressziot fokozo ill. megfelelé szinten fenntarté szomatikus
genetikai elvaltozasok tobb kiillonb6z6 mechanizmussal is karosithatjak a viralis E2 fehérje
szabalyz6 szerepét: A HPV genom episzomalis allapotban képes produktiv replikaciora; a
kromatin instabilitds miatt statisztikus modon integralodik valamely gazdasejti
kromoszémaba, az integralt allapot gyakran egyiitt jar a virdlis E2 kodold szakasz
kiesésével [37, 38]. Ha megfelel6 az E2 expresszio, az LCR szomatikus mutéacioi, delécioi,
amelyek ¢érintik az E2 kot6helyeket, még mindig megakadalyozhatjadk az fiziologias
szabalyozast [39]. Ez utobbi jelenség inkabb az episzomalis allapoti HPV-t hordozd
neoplazias esetekben fordul el6, de néha az integralt HPV genomban is ilyen mechanizmussal

sériil az E2 visszacsatolas.
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e A HPV orokitéanyagara is érvényesek a gazdasejt epigenetikai szabalyz6 mechanizmusai. Az
epitelialis gazdasejtet megfertézve az episzomalis HPV genom eukromatin allapotba keriil,
ami lehet6vé teszi, hogy nuklearis transzkripcios faktorok aktivan részt vegyenek a viralis
gének expresszidjaban a permissziv ciklus soran [291, 292]. A permissziven fert6zott sejtek
mellett egyes fert6zott sejtek latens, nyugvo allapotba keriilnek CpG metilalt HPV genommal
és inaktiv kromatinstruktaraval [292]

e  Cervix carcinomds sejtvonalakban kimutathaté a HPV genom CpG metilaciéja [293, 294]. A
HPV genom tobb kopidban szokott beintegralodni, de csak az egyik kopiardl irodnak at a
papillomaviralis onkogének, a tobbi epigenetikusan inaktivalodik [295, 296]. Ez jelenség a két
legismertebb HPV-16 pozitiv cervix carcinoma sejtvonal vonatkozasaban is jol
megfigyelhetd, a >500 kopia integralt HPV-16 genomot hordozé Caski sejtvonalban 1-2 aktiv
HPV koépia mellett az tobbi inaktiv és CpG metilaciot mutat az LCR régioban, mig a 2
integralt kopiat hordozo SiHa sejtvonalban metilalatlan. A Caski inaktiv HPV-16 genomi
kopidiban az LCR régido enhancer és a promoter szakaszain, metilalodnak a CpG
dinukleotidok [291, 293]. A ~50 HPV-18 kopiat tartalmazé Hela sejtvonalban szintén
metilalodik a genomi kopidk tobbsége, mig a C4-1 sejtvonalban hordozott néhany HPV-18
kopiat metilalatlan marad [297].

e A CpG metilacié nemcsak epigenetikai inaktivalddast indukal, hanem az aktiv genomon is
befolyasolhatja a transzkripcios faktorok miik6dését. Az LCR régio CpG helyeinek jelentds
része az E2 kotbhelyekben fordul el6, amelyeket mesterségesen metilalva lehet befolyasolni
az LCR expresszios aktivitasat [298, 299].

e A HPV genom CpG metilacidjanak szerepét tobbnyire HPV-16 és HPV-18 tipusokra
vizsgaltak [291, 294, 296, 297], de a gyakori el6fordulast mutatd6 HPV-31 replikacios

modelljében is kimutattak a hiszton modifikaciok szerepét [292]

Kutatéasi cél
Aviralis genom CpG metilacios adatainak elemzése a méhnyak HPV fertézéseiben, HPV dltal indukalt

lézioiban és malignomdiban

Elemzés

Az epigenetikai szabalyozas szerepét kezdetben a {6 szabalyzo régioban az LCR-ben, valamint annak
kozvetlen szomszédsagaban (L1 ill. E6 szakaszok ideesd részében) vizsgaltak [291, 296, 297], ezért a
kozleményiinkben [290] végzett adatelemzés az LCR régiora vonatkozik. Osszesen 149 invaziv cervix
carcinoma, 52 cervikalis 1ézi6 és 107 aszimptomatikus fert6zés CpG metilacios adata allt
rendelkezésre és azt vizsgaltuk, hogy az LCR egészében a metilalt vagy nem metilalt CpG helyek
vannak-e tobbségben. Osszességében az aszimptomatikus fertdzésekben dominalt legmagasabb

aranyban (36%) CpG metilacio, amit az invaziv carcinomdk 21%-os és a HPV indukalt 1éziok 17%-0s
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érteke kovetett. A CpG metilaciot mutatd aszimptomatikus fertdzésekben legnagyobb aranyban az
LCR enhancer szakasza volt metilalt, de az enhanceré mellett az 5°’LCR és promoter szakaszok
metilaltsaga is megmutatkozott néhany genomi klénban. A HPV-16 altal indukalt cervix carcinomas
esetekben Caski és SiHa tipusu CpG mintazatokat lehetett megfigyelni, a HPV-18 altal indukalt cervix
carcinomas esetekben pedig HeLa és C4-I tipusut. A HPV-18 pozitiv hamléziok koziil a premalignus
elvaltozasokban tendenciaszeriien kezdett megjelenni carcinomdra a CpG metilacio, mig az enyhe
diszplazias elvaltozasokat inkdbb aktiv, nem metilalt viruskopidk jellemezték. A HPV-16 pozitiv
hamléziok adatai a fentebbi felosztast nem tették lehet6vé, voltak koztiik integralt tobb kopiara

emlékezetd metilacios mintazat, E2 kotdhelyeket érintd CpG metilacidval jard, és metildlatlan esetek.

A klinikai mintakrol rendelkezésre allo eredményeket az in vitro fenntartott sejtes rendszerekben
megfigyelt jelenségek és a HPV genom allapota alapjan értelmeztiik: (i) A klinikai €s citologiai
szempontbol aszimptomatikus mintakban vagy a normal HPV virusciklus jatszodik le transzkripcidosan
és replikacidsan aktiv, nem vagy csak részlegesen metilalt episzomalis virdlis genomrol vagy latens
fertézés alakul ki inaktiv, teljesen metilalt szintén episzomalis virus genommal. (ii) A HPV indukalt
invaziv carcinomdkban nagyszamban integralodott HPV genomok tobbsége metilacidosan inaktivalt,
mig a sejtenként egy vagy néhany képiaban integralt HPV genomok metilalatlanok maradnak. (iii) A
HPV altal indukalt enyhe diszplazias hamléziokban az aktiv episzomalis HPV genom egy-egy CpG
helyen metilalt érintve akar E2 kotShelyet is, mig a sulyosabb premalignus léziokban mar egyes

esetekben megjelenhet a t6bb integralt genomi kopiara jellemz6 metilacios mintazat.

Megbeszélés

A fenti értékelésiinkkel egybehangzd eredményeket mutatott be két évvel késébb egy olyan
tanulmany, amely szovettani értékeléssel azonositott latens, permissziv és transzformalé HPV-16
fertozott hamteriileteket és azokban mikrodisszekcios izolalas utdn meghatarozta az LCR CpG
metilaciojat [299]. Latens fert6zésben a differencialddé ham minden rétegében a HPV-16 LCR teljes
szakaszan a CpG helyek valdban teljes mértékben metilaltak. Permissziv fertézésben az 5’LCR
szakasz egyaltalan nem metilalt, az enhancer és promoter szakaszok a hamdifferencialodashoz kotott
virusciklus kiilonb6z6 szakaszaiban metilalodnak. Transzformalo fertézésben az egyik korai esemény
az E2 kotohely metilacioja és az azzal jaré fokozott viralis onkogén expresszio [299, 300].

A késébbiekben a szakma érdeklédése egyre jobban kiterjedt a HPV genom mas teriileteire és mas
HPV tipusokra is és szdmos klinikai tanulmany sziiletett, amelyek els6sorban a cervikalis
karcinogenezis korai és rakmegel6z6 elvaltozasait, azaz a transzformalo fertdzési allapotot vizsgaltak.
A HPV-16 és HPV-18 tipusok mellett vizsgaltak a HPV-31 [301-303], HPV-33 [302] és HPV-45
[301, 303] tipusokat. Az eredmények jol tiikr6zték, hogy transzformald fert6zésben, ahol mar nem
termelédik 0j HPV virion, a kapszidot kodold strukturalis HPV génekben (L1, L2) a CpG helyek

kiterjedt metilacidja epigenetikai inaktivalodasra utal. A LCR régio CpG metilacidja transzformald
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fertézésben a strukturalis génekénél jelentdsen alacsonyabb mértékii [302, 303]. Az utdbbi jol tiikrozi,
hogy az LCR régidéban olyan valtozasok alakulnak és szelektalédnak ki, amelyek hatékonyan

biztositjak a viralis onkogének kifejezodését [299].

Az elemzés kisérleti hasznositisa [304]
HPV-31 fert6zésekben a viralis LCR régio CpG metilacios mintazatanak hataroztuk meg masodik
generacios szekvendléssal.

Vizsgalati mintak. Rutin HPV diagnosztikai vizsgalatra kiildott exfolialt cervikalis hamsejt mintakbol

22 esetben azonositottunk HPV-31 tipust. Az eseteket két klinikai csoportba osztottuk: CIN2+
csoportba soroltuk 7 esetet, amely sebészeti eltdvolitdst eredményezett és a szovettan CIN2 vagy
elorehaladottabb elvaltozast igazolt; <CIN1 csoportba soroltunk 15 esetet, amelyben onkologiai
jelentéségli elvaltozas nem alakult ki a betegadatok kovetése alatt.

A tovabbiakban a viralis DNS-t vizsgaltuk és a HPV-31 altipusba sorolast munkacsoportunk korabbi
kozleményében [305] végeztiik el, a hazai viszonyoknak megfeleléen 14 esetben C, 8 esetben B
altipus volt jelen. Az altipusok klinikai csoportositas szerinti megoszlasa a 12. dbra lathato.

Biszulfit modifikaci6, PCR ampifikalas. A viralis DNS-t Imprint® DNA Modification Kit (Sigma

Aldrich) rendszerrel a gyartoi utasitas szerint kezeltik. A biszulfit modifikalt szekvenciara
oligonukleotid PCR primereket terveztiink (16. tdbldzat). A PCR amplifikalas 25 ul végtérfogatban,
0.2 mM dNTP, 0.2 uM oligonucleotid primer, 2.5 mM MgCl, végkoncentracioju PCR puffer
elegyben, 2.5 U of AccuTaq (Sigma Aldrich) polimeraz enzimmel tortént 2720 Thermal Cycler (Life
Technologies) berendezésben a kovetkezé hémérsékleti profillal 35 ciklusban: 94 °C 15°, 52 °C 45”’,
68 °C 1°.
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16. tablazat.

PCR primerek biszulfit modifikalt HPV-31 DNS amplifikalasara

primer
pozicidja  termékhossz
primer primer szekvencia (nt) (bp)
PCR primerek — els6 kor

7066-F 5’-AATGGATGTGTATGTAATATATGTG-3"  7066-7090

345-R 5’>-TATACCATCTAAATTCACTT-3’ 345-326 1192

PCR primerek — méasodik kor

7066-F 5’-AATGGATGTGTATGTAATATATGTG-3*  7066-7090
7511-R 5’-ACTAACATATTTAAACAATACAACC-3’ 511-487 446
7215-F S>-TGTTATGTATGTTAATAAATATGTG-3*  7215-7237
7806-R 5’-ACCTTAACAATTTAAACATATACAA-3>  T7806-7782 592
7514-F 5>-AATTATGTTGATGTAGTAGTTT-3’ 7514-7535

81-R 5’-ATATACTTTATATACCAACCA-3’ 81-61 480
7670-F S>-TTGTAGTTTAATTATGTGTT-3’ 7670-7689

345-R 5’>-TATACCATCTAAATTCACTT-3’ 345-326 588

Szekvenalas és adatelemzés. A PCR termékekhez adapterszekvenciakat illesztettiink, majd Agencourt

AMPure XP - PCR Purification System (Beckman Coulter) magneses gyongy modszerrel tisztitottuk.
DNS konyvtarat hoztunk 1étre GS Junior Titanium emPCR (Lib-A) Kit (Roche) rendszerrel a gyartoi
utasitasok szerint. Un. hosszu leolvasast végeztiink GS Junior Titanium Sequencing Kit (Roche)
alkalmazasaval GS Junior késziilékben (Roche). A nyers adatokat GS Amplicon Variant Analyzer 2.9
szoftver segitségével illesztettiik a biszulfit modifikalt, metilalatlan HPV-31 referencia szekvencidhoz
(GenBank accession number: J04353). Az in vivo metilalt citozinok védve maradtak a biszulfit altal
okozott C/T konverziotol, az ilyen poziciokban a szoftver azt adta meg hogy a leolvasott biszulfit

modositott molekuldkban milyen aranyban fordult el a citozin és timin, ami azt jelentette, hogy a

crer
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12. abra. HPV-31 LCR metilacioja klinikai mintakban. A metilacié mértékét szinintenzitas jelzi

a: HPV 31 LCR szerkezete transzkripcios faktor kot6helyekkel (L1 vége és P97 transzkripcios kezdépont
kozott) , AE: segéd (auxiliary) enhancer, KE: keratinocita specifikus enhancer. Jelentdsebb cellularis
transzkripcids faktorok kdtéhelyei (lires doboz), virdlis E1 és E2 fehérjék kotéhelyei (sziirke ill fekete doboz).
b: CpG dinukleotidok elhelyezkedése és pontos pozicidja (ellipszisbe irt szam) a HPV 31 LCR régioban.

Eredmények. A kisérleti rendszeriinkben mind a 12 CpG dinukleotidot (CpG poziciok: 7170, 7391,
7414, 7419, 7479, 7485, 7537, 7870, 7876, 40, 54, 60) vizsgaltuk, amelyek a HPV-31 LCR régioban
fordulnak el6. A 22 esetbdl 16-ban a teljes HPV-31 LCR régioban metilalatlan CpG helyeket talaltunk
(12. dbra). 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 el6. Az LCR régioban CpG metiliciot mutaté hat klinikai mintaban a CpG
metildcio egyontetiien érintette a disztalis E2 kétohely valamely vagy mindkét (7479, 7485) CpG
helyét. Ezzel szemben a proximalis E2 kotShelyek inkabb hipometilaltak voltak, minddssze két
mintaban fordult el6 metilacido a masodik, egy mintaban a harmadik E2 k&téhelyben és mindharom

esetben megfigyelhetd volt mellettiik a disztalis E2 kotéhely markans CpG metilacidja (12. dbra). A
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CIN2+ csoporton beliil négy esetben volt elérehaladott CIN3/CIS 1ézi6, mind a négyben HPV-31 C
altipus volt jelen. Koziiliik két eset hypometilalt volt az LCR régio, mig a masik kettében markans
CpG metilacio volt megfigyelhetd. A <CINI1 csoportban a CpG metilacié a disztalis E2 kotohelyre
csoportosult.

LCR régiora, a teljes HPV DNS metilaciojat vizsgald tanulmany [303] az HPV-31 LCR 12 CpG
helyébdl 6tot vizsgalt, a masik tanulmany [302] az LCR régioban 8 CpG helyet vizsgalt kiegészitve
tovabbi CpG helyekkel az L1, L2 és E6 génekben. Mindkét vizsgalat az egyes CpG helyeknek a
vizsgalt betegcsoportokra vonatkozo atlagos metilacios szazalékat adta meg. Ez az abrazolas jol
bemutatta az olyan tendenciaszeriien bekovetkez6 CpG metilaciot, mint amilyen a késéi L1 és L2
génekben alakul ki transzformalo fert6zés soran. Ugyanakkor ezen abrazolasmdd az esetek kisebb
részében opciondlisan kialakulé CpG metilacio értékelésére nem alkalmas, mert az egy-egy pozitiv
esetben el6forduld magasabb metilacios szazalék nem fog feltiinni, ha a nagyobb szamu negativ esetek
nulla szazalékaval egyiitt atlagoljuk. Ezért mi tanulmanyunkban a klinikai eseteket egyenként
elemeztiik és mintazatra vonatkozd megallapitdsokat a CpG metildciot mutatd esetekre sziikitettiik,
amelyek a mi vizsgalatunkban is az esetek kisebb részét (27%) tették ki. Erdemes megjegyezni, hogy a
masik két HPV-31 tanulmanyhoz [302, 303] nagyon hasonloé eredményeket kaptunk mi is, amikor
azokkal azonos modon probaltuk abrazoltuk a metilacié mértékét.

A CpG metilacios HPV vizsgalatok tobbségét is a leggyakoribb tipus, a HPV-16 vonatkozasaban
végezték, mig az olyan egyéb onkogén tipusokrol, mint a HPV-31-r6l kevés adat talalhato a
szakirodalomban. A HPV-31 a HPV-35 tipussal egyiitt a HPV-16 legkézelebbi rokona. A HPV-16
LCR régioban talalhatdo 15 CpG helybdl hét az E2 kotohelyeken talalhato, amelyekbdl a disztalis
magas affinitassal, mig a proximalisak alacsony affinitassal kotik a virdlis E2 proteint. Az E2
kotéhelyek CpG metilacidja a papillomaviralis onkogének kifejezodését fokozza [298, 299].

A HPV-31 LCR régioban talalhato 12 CpG hely koziil a HPV-16 tipushoz hasonléan hét talalhato E2
kotéhelyen. Egy korabbi munkankban [305] a HPV-31 variansait vizsgaltuk klinikai mintakban. A
harom altipust (A, B, C) meghataroz6 szekvenciaeltérések egyike sem érint sem E2 kotShelyet, sem
azon kivill eléforduldo CpG helyet. Eredményeink szerint a citologiai atipiat okozé HPV 31
fertézésekben a CpG metilacié opcionalis, korlatozott gyakorisagi esemény, amely ha bekovetkezik,

akkor elsddlegesen a disztalis E2 kotohelyen jelenik meg.

Kovetkeztetések

CpG metilacio nemcsak a gazdasejt transzformacioja soran kovetkezhet be, hanem az onkoldgiai
elvaltozasokkal nem jar6 fert6zések egy részében is megjelenik. Az utdbbi jelenséget latens fert6zési
mechanizmusnak tulajdonitottuk. Az LCR régi6 CpG metilacidjat latens HPV fertézésben késébb

t6link fiiggetlentil kisérletes klinikai tanulmanyban célzottan is kimutattak.
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A jelent6s prevalenciaval bird6 HPV-31 tipusban a viralis onkogén expresszidért felelos LCR szabalyzo

régioban a CpG metilacié elsddlegesen a disztalis E2 kot6 helyen jelent meg.
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Human papillomavirus (HPV)-16 E7 onkoprotein aktivilo hatdsa Src non-

receptor tirozin kindzokra
(Szalmas et al 2013 [306])

Az Src csaladba tartoz6 non-receptor tirozinkinazok megndvekedett aktivitasa tobb daganat tipusban
az elérehaladott stddiummal és a metasztatikus potenciallal egyiitt jard jelenség. Cervix carcinomas
tumorszovetekben is kimutattdk aktivalodasukat és cervix carcinomds sejtvonalakban Src kinaz
inhibitorokkal cs6kkenteni lehet a sejtek motilitasat és invazids képességét [307, 308]. Az Src kinazok
transz-autokatalitikus foszforilacioval aktivalodnak [40] és a csaladnak harom olyan tagja van, az Src,
a Fyn és a Yes, amelyek ubikviter modon szamos sejttipusban, tobbek kozott a keratinocitakban is
jelen vannak. Mivel a HPV permanens onkogén hatasa sziikséges a malignus fenotipust meghatarozo
cellularis folyamatok fenntartasahoz [309], feltételeztiik, hogy a keratinocita Src kinazok expresszidjat

vagy aktivalodasat befolyasoljadk a HPV onkoproteinjei.

Kutatéasi cél

Az Src, a Fyn és a Yes kindzok expressziojanak vizsgalata mRNS és fehérje szinten HPV-16 E6 és E7
onkoproteinek jelenlétében.

Az Src, a Fyn és a Yes kindzok tirozin foszforildcios aktivilodasanak vizsgalata HPV-16 E6 és E7
onkoproteinek jelenlétében.

......

foszforilalt allapotara

Sejtvonalak. Primer human keratinocitakba LXSN retrovirus vektor segitségével transzdukaltuk a
HPV-16 E6 és E7 onkogéneket [200]. A sejteket szérummentes kalciumban szegény tapfolyadékkal
tartottuk osztodo, proliferacios allapotban, a tobbrétegli laphamban ez az allapot a bazalis rétegre
jellemz6. A tobbrétegli laphamok stratum spinosum rétegére jellemzé  differencialodast
borjuszérummal és megemelt kalcium szinttel értiik el.

Expresszids vizsgalatok. Az Src, a Fyn és a Yes transzkripcidjanak relativ mértékét valos idejii

kvantitativ PCR modszerrel mértiik. Fehérje szinten Western-blot vizsgalatban mutattuk ki az Src, a

crcr

mennyiségi valtozasait.

Protein foszforilacié. Az Src kindz csalad tagjainak foszforilacios allapotdt Human Phosphokinase

Array Kit alkalmazasaval vizsgaltuk. A modszerrel 45 kiilonbozé fehérje tirozin ill. szerin
foszforilaciojat lehet kimutatni. Az egyes fehérjék foszforilaciojat kor alaka szinreakcid jelezte,

amelyek egymashoz viszonyitott jelerdsségét denzitometridval becsiiltiik meg.
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Eredmények

HPV-16 E6 és E7 onkoproteinek hatdsa az Src kinazok expressziojara

A rekombinans LXSN retrovirus vektorral transzdukalt primer keratinocitakban a HPV-16 E6 és E7
onkoproteinek funkcionalis jelenlétét a legfontosabb célfehérjéjiikon kifejtett hatasukkal igazoltuk. Az
E6 fehérjét kifejezo sejteket a p53 cellularis szintjének jelentés csdokkenésével igazoltuk, mig az E7

fehérjét kifejezo sejteket a pRB hasonld valtozasa jelezte (13. dbra).
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13. abra HPV-16 E6 és E7 onkogének hatdsa az Src kinazokra. (A) a transzdukalt HPV onkogének funkcionalis
ellenérzése a p53 ill. pRB célfehérjéken Western blot modszerrel (B) az Src, a Fyn és a Yes relativ
transzkripcids aktivitasa GAPDH endogén mRNS kontrollhoz viszonyitva (C) az Src, a Fyn és a Yes kinazok
valamint 436Y foszforilalt formajuk (p-Src-kinazok) kimutatasa Western blot modszerrel. (LXSN: vektor kontroll;
E6, E7: E6 ill. E7 hatasa 6nmagaban; EGE7: E6 és E7 egyiittes jelenlétében). A hibasavok két fiiggetlen kisérlet
3-3 parhuzamos mérésének standard hibajat mutatjak.

A funkcionalis HPV onkoproteinek jelenlétében vizsgaltuk az Src, a Fyn és a Yes kinazokban
tapasztalhato valtozdsokat. Mig transzkripcids szinten nem volt kimutathatdo hatasuk a HPV-16
onkoproteineknek, addig fehérje szinten expresszios kiilonbségeket mutattunk ki az Src kinaz csaladon
beliil. A Fyn a HPV-16 onkoproteinektdl fiiggetleniil konstitutivan expresszalodott. Az Src és a Yes
proteinek celluléris szintje viszont markdnsan megemelkedett a HPV-16 E6 és E7 papillomaviralis
onkoproteinek egyiittes jelenlétében. Az Src kinazok tirozin foszforilacios aktivalodasat Western-blot

és Human Phosphokinase Array moddszerekkel vizsgaltuk. Az eldbbiben az Src kinazok 416Y
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foszforilaciojat a kindzcsalad szintjén vizsgaltuk és kimutattuk, hogy a HPV-16 E7 onkoprotein

jelenlétében a jelenlévé Src kinazok koziil legalabb egy jelentdsen aktivalodik (13. dbra)

HPV-16 E6 és E7 onkoproteinek hatdsa az Src csaladba tartozo kindazok tirozin foszforilaciojara
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14. dbra HPV-16 E6 és E7 onkoproteinek hatasa a tirozin és szerin foszforilaciora Human Phospho-Kinase
Array moédszerrel vizsgalva. (LXSN: vektor kontroll; E6, E7: E6 ill. E7 hatisa 6nmagaban; E6E7: E6 és E7
egyiittes jelenlétében) Az abra felsé részén az array vizsgalat elrendezése latszik, az Src kinazok lokalizacidjat
szamozott keretek jelzik. Az 4bra also részén az oszlopgrafikon az Src, a Fyn és a Yes kinazok tirozin
foszforilacigjat jellemzd relativ jeldenzitast mutatja be. A hibasavok két fiiggetlen kisérlet 2-2 parhuzamos
mérésének standard hibajat mutatjak.

Az expressziot fehérje szinten méré Western-blot vizsgalatokban altalanossagban tudtuk kimutatni az
Src kindzok foszforilacios aktivalodasat. Az Src kinaz csaladon beliil foszfokinaz array modszerrel
vizsgaltuk az egyes kinazokat és kimutattuk, hogy a HPV-16 E7 onkoprotein jelenlétében az Src, a
Fyn és a Yes foszforilacioja egyontetiien fokozodott. Az E6 onkoproteinnek nem volt ilyen hatasa
egyik Src kinazra sem (14. dbra). A foszfokinaz array meghatarozassal szintén aldtamasztottuk a

papillomaviralis onkoproteinek funkciondlis jelenlétét a kisérleti rendszeriinkben, ugyanis az E7
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jelenlétében a p53 15S foszforilacidja megemelkedett, mig az E6 jelenlétében a foszforilalt p53

szintben is ki lehetett mutatni a csokkenést [306]

HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatdsa az Src-kindzokra differencialédé human keratinocitakban
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15. abra HPV-16 E6 és E7 onkogének hatasa az Src kinazokra differencialédd (D) keratinocitdakban. (A) a
transzdukalt HPV onkogének funkcionalis ellendrzése a p53 ill. pRB célfehérjéken Western blot modszerrel (B)
az Src, a Fyn és a Yes relativ transzkripcios aktivitasa GAPDH endogén mRNS kontrollhoz viszonyitva (C) az
Src, a Fyn és a Yes kindzok valamint 45Y foszforilalt formajuk (p-Src-kinazok) kimutatisa Western blot
modszerrel. (LXSN: vektor kontroll; E6, E7: E6 ill. E7 hatasa onmagaban; E6E7: E6 és E7 egyiittes
jelenlétében). A hibasavok két fiiggetlen kisérlet 3-3 parhuzamos mérésének standard hibajat mutatjak. A
szignifikancia szintet két oldala T probaval szamitottuk ki.

A szérum jelenlétében és megemelt kalcium koncentracio hatasara a keratinocitdkban megjelend
differenciacios markereket, transzglutaminaz-1, involukrin a korabbi kézleményiinkben leirtaknak
megfelelden ellendriztik [200]. A differencialédo keratinocitdkban is kimutattuk az E6 ill. E7
onkoproteinek funkcionalis jelenlétét a p53 ¢és pRB célfehérjék vizsgalataval. A differencialodas
O6nmagaban is megemelte a Yes kinaz expressziot mind mRNS, mind fehérje szinten. Az Src kinazra
viszont differencialodd koriilmények kozott is a HPV-16 hatott (15. dbra) hasonléan a proliferald
keratinocitakhoz (v6. 13. dbra) azzal a kiilonbséggel, hogy az E7 differencialodo sejtekben
O6nmagaban is elegendd volt az Src kinaz szintjének novelésére, mig proliferdlo sejtekben csak az E6
onkoproteinnel egyiitt volt ilyen hatasa. A HPV-16 E7 onkoprotein Src tirozin foszforilacios hatasat a

kindaz csalad szintjén nem befolyasolta a gazdasejt differencidloddsa. Az mRNS mennyiségi
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vizsgalatok alapjan a HPV-16 differencialodo sejtekben is poszttranszkripciés modon hat az Src

kinazra.

Megbeszélés

Az onkogén human papillomavirusok E6 és E7 onkoproteinjei szamos cellularis fehérjével 1épnek
kolcsonhatasba a p53 ill. a pRb fehérjék mellett [32]. Az utdbbiakat jol fel lehet hasznalni arra, hogy a
kisérleti modellben a HPV onkoproteinek funkcionalis jelenlétét igazoljuk. A human papillomavirusok
természetes szaporodasi ciklusa érinti mind a proliferdlodé bazélis laphdmsejteket, a felsobb
laphamrétegek differencialodo sejtjeit. A projektben alkalmazott kisérleti rendszeriink alkalmas
mindkét allapot modellezésére [200]. Az Src kinazok fokozott aktivitasat tobbféle malignus
daganatban [310-312], tobbek kozott cervix carcinomdban is kimutattak [307]. A projektben azt
vizsgaltuk, hogy a cervikalis karcinogenezist elinditd és fenntartoé papillomaviralis onkoproteinek
milyen moédon befolyasoljak az Src non-receptor tirozinkinazok expresszidjat és aktivitasat. Az
immortalizalodott sejtekben mind in vivo, mind in vitro koriilmények kozott kiszelektalodnak legjobb
proliferacios képességet biztositd szomatikus genetikai, génexpresszios elvaltozasok. Az utdbbiak
zavard hatasanak minimalizalasa miatt a kisérleteinket a transzdukciot kovetd 5-8 passzazs alatt
végeztik, amely alatt nem volt varhatd az eredményeinket befolyasolo véletlen szomatikus elvaltozas
kiszelektalodasa.

A keratinocitakban Src kindzcsaladon beliil expresszidos heterogenitast figyeltink meg. A
differencialédas 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 szignifikans
transzkripcios hatast. Protein szinten a konstitutiv Fyn expresszio mellett az Src és a Yes jelenlétére a
papillomaviralis onkoproteinek €s a differencialédas kombinalt hatasat figyeltiik meg. Az expresszios
heterogenitas mellett viszont a tirozin foszforilacids aktivalasban egységesen az E7 onkoprotein
jatszott szerepet. Az Src kinazok potencialis kemoterapias célpontok. Cervix carcinoma eredetii
sejtvonalak proliferacios aktivitasa csokkentheté az Src transzkripcio gatlasaval [307] és Src kinaz

inhibitorral [42]. Src kinaz inhibitorral a sejtvonalak invazios képessége is csokkenthet6 [308]

Kovetkeztetés

A proliferal6do keratinocitakban a non-receptor Src tirozinkinazok koziil a Fyn konstitutiv modon
jelen van, mig az Src és Yes szintje HPV-16 E6 és E7 onkoproteinek egyiittes jelenlétében ndvekszik
meg. Az E7 onkoprotein tovabbi hatasa, hogy tirozin foszforilaciéos mechanizmussal fokozza a

jelenlévo Src kinazok aktivitasat mind a proliferalodd, mind a differencialédo laphamsejtekben.
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Humdn herpesvirusok eldforduldsa periodontitis apicalisban
(Hernadi et al 2010 [313], Hernddi et al 2011 [314])

A fog gyokércsucsa koriili fogagyszovetek gyulladasa, a periodontitis apicalis jellemzéen kevert
mikrobialis fertézés kovetkeztében alakul ki, anaerob Gram-negativ endodonto-patogén baktériumok
jatszanak a vezetd szerepet a folyamat kialakulasaban. Az anatémiai és szovettani viszonyok miatt a
szervezet nem tudja eradikalni a folyamatot. A kronikussa valé lokalizalt gyulladas és a szervezet
kozott kialakult patologias egyensuly felborulasa a periodontitis apicalis akut fellangolasahoz vezet
[165]. Az utébbiban felmeriilt az Epstein-Barr virus (EBV, Gamma-herpesvirinae alcsalad) és a
human cytomegalovirus (HCMV, Beta-herpesvirinae alcsalad) patogenetikai szerepe [171-173]. Az
emlitett herpesvirus alcsalddok humén tagjaira jellemzd, hogy a primer fertdz€s is és a tobbé-kevésbé

rendszeresen bekovetkez6 virusiirités is jellemzden a szaj €s garat nyalkahartyajan keresztiil zajlik le.
Kutatasi cél
Béta- és gammaherpesvirusok eldfordulasdt, halmozoddsdt és aktivitasat vizsgdlni a periodontitis

apicalis kiilonbozé klinikai formaiban

Prospektiv, eset-kontroll klinikai vizsgalat. 40 periapikalis 1éziot gytjtottiink prospektiven olyan

betegektdl, akik egy vagy tobb fogon szajsebészeti apikotomiara szorultak a hagyomanyos
gyokérkezelés sikertelensége miatt. Tovabbi bevalogatasi kritérium volt a beteg kielégité altalanos
allapota és stlyosabb szisztémas betegségek hidnya az Amerikai Aneszteziologiai Tarsasag altal
kiadott szempontok szerint, valamint a vizsgalt fog marginalis periodontiumaban nem lehetett
gyulladas (szondazasi mélység <4 mm). A kontroll csoport 40 impaktalt bolcsességfog gyulladas- és
szuvasodasmentes pulpaja volt. Az érintett bolcsességfogakat pericoronitis vagy szekunder
fogtorlodas miatt kellett eltavolitani.

A periapikalis 1éziokat a radiologiai méret alapjan >5mm és <Smm csoportokba osztalyoztuk, a
fogakat pedig panaszmentes €s panaszos csoportokba. Akkor soroltuk az utdbbiba a fogat, ha az
akutan fajt, rdharapasra vagy kopogtatasra fajdalmat jelzett vagy a gyokércstcs feldli nyalkahartya
nyomasérzékeny volt. A feldolgozasig <—70°C homérsékleten fagyasztott mintakbol DNS-t €s RNS-t
izolaltunk, a virus genomi DNS-ét PCR amplifikalassal, az EBNA fehérjék kozos leader szakaszarol
atirodott viralis mRNS-t reverz transzkripciot kovetd PCR amplifikalassal mutattuk ki. A vizsgalt
virusok halmozddasat, génexpresszios aktivitasat egyrészt a kontroll csoporthoz viszonyitottuk,

masrészt a fentebb részletezett esetcsoportok kozott hasonlitottuk Gssze.
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Eredmények

Az Osszes periapikalis 16zio 72%-ban mutattuk ki az Epstein-Barr virus (EBV) jelenlétét, mig a
kontroll mintdkban csak elenyészd aranyban fordult eld. Az esetek jelentds részében, az 6sszes minta
felében génatirast is Ki lehetett mutatni a jarulékos EBNA antigéneket kodoldé genomi régiorol. A
kontroll mintakhoz viszonyitva mindkét mind genomi DNS, mind transzkripcids szinten

szignifikansnak bizonyult az EBV halmozddasa a periapikalis 1ézidkban. (17. tablazat ).

17. tablazat Epstein-Barr virus (EBV) genomi DNS és EBNA mRNS eléfordulasa
a periapikalis 1éziokban

EBV DNS EBNA mRNS

periapikalis 1ézio 29 (72%)* 20 (50%)*
(n=40)

panaszos op\* Y)*

(=17 14 (82%) 12 (71%)

panaszmentes 0\ o\t

(n=23) 15 (65%) 8 (35%)

1ézioméret >5mm

- 19 (91%)* 16 (76%)*
(n=21) I (91%) © (76%)
1ézi6méret <5Smm +
04H)* 0,

(n=29) 10 (53%) 4 (21%)

kontroll mintak 1(2,5%) 1 (2,5%)

(n=40)

*p<0,0001, #p<0,001, +p<0,05 a kontrollokhoz viszonyitva

A periapikalis 1éziokat tovabb csoportositottuk panaszossag ill. radiologiai lézidméret szerint és
minden alcsoportban mindkét EBV marker szignifikinsan gyakrabban fordult el6, mint a
kontrolloknal. Az eléfordulasi aranyok mindazonaltal magasabbak voltak, ha a 1ézi6 panaszt okozott a
betegnek, vagy ha nagyméreti volt.

Maga a lézioméret is hatassal van a panaszossagra €s adataink is arra utaltak, hogy a nagy lézioméret
és a panaszos megnyilvanulas tendenciaszertien egyiitt fordul el6 (18. tablazat (19. tablazat)), ezért az
EBV markerek ¢és 1ézioméret egylittes kockdzatat vizsgaltuk logisztikus regresszids analizissel. Az
egyvaltozos analizis alapjan az EBNA mRNS ¢és a nagy lézidméret tint a panaszossag kockazati
tényezdjének. Ezért a tobbvaltozos analizisben az EBNA MRNS-t a 1ézioméretre, a 1ézioméretet pedig

az EBNA mRNS-re standardizaltuk.
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18. tablazat.

(OR[esélyhanyados], 95% konfidencia intervallum értékkel)

Periapikalis 1éziok panaszos megnyilvanulasinak kockazati tényez6i

fiiggetlen 1ézio panaszos nyers OR tisztitott OR
valtozo n n (0/0) (C|95%)# (C|95%)#
A.
lézioméret
<5mm 19 4 (21%) 1.0 (ref) 1.0 (ref)
>5 mm 21 13 (62%) 6.09 (1.49-24,99) 4.02 (0.81-19.89) *
p=0.01 p=0.08
EBV DNS
neg. 11 3 (27%) 1.0 (ref) 1.0 (ref)
poz. 29 14 (48%) 2.49 (0.55-11.30) 1.11 (0.19-6.18) **
p=0.24 p=0.90
EBNA mRNS
neg. 20 5 (28%) 1.0 (ref) 1.0 (ref)
poz. 20 12 (60%) 4.50 (1.17-17.37) 2.29 (0.48-11.06) **
p=0.03 p=0.30
B.
fiiggetlen valtozok
kombinacidja
méret MRNSgena
<5mm N neg. 15 3 (20%) 1.0 (ref) n.a.
<5mm N poz.
vagy 9 3 (33%) 1.99 (0.31-13.06) n.a.
>Smm (N neg
>Smm N poz. 16 11 (69%) 8.80 (1.69-45.76) n.a

p=0.027%

Standardizaldas *EBNA mRNS-ra ill. **1éziéméretre., n.a. nem alkalmazhato, #95 % konfidencia
intervallum a hozzatartozo p értékkel, ##p for trend érték.

Az egymasra standardizdlas mind a lézioméret, mind az EBNA mRNS esélyhanyados értékét

crer

tablazat). Ez alapjan feltételeztiik, hogy a két tényez6 egyiittes jelenléte hatarozza meg a panaszossag

kockazatat. Az eseteket harom csoportra bontottuk, az elsé csoportban egyik rizikotényezo sem volt
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jelen, az elemzésben ez volt a referencia csoport, a masodik csoportban a két rizikotényezobol csak az
egyik volt jelen, mig a harmadik csoportot mindkeét rizikotényezé megléte jellemezte. Az eredmények
alapjan az EBNA transzkripcid és a nagy lézioméret egyiittes el6fordulasa jelentett szignifikans 8,8x

kockazatot a panaszos manifesztaciora (18. tablazat).

19. tablazat Bétaherpesvirus DNS el6fordulésa periapikalis 1ézidkban
HCMV HHV-6A HHV-6B

periapikalis 1ézio 4 4 4
(n=40)
lézidméret <Smm

panaszmentesb(n=15) 1 2 0

panaszos (n=4) 0 1 0
lézidméret >5mm

panaszmentes (n=8) 2 1 0

panaszos (n=13) 1 0 4*
kontroll mintak 0 1 0

(n=40)

*p<0,05 a kontroll mintakhoz viszonyitva

A bétaherpesvirusok el6fordulasi aranya az EBV-nél 1ényegesen alacsonyabb volt (19. tablazat) és
viralis mRNS expresszié sem volt kimutathato. A HCMV, a HHV-6A ¢és a HHV-6B eldfordulasa
azonos (10%-0s) aranyunak bizonyult. Koziilik a HHV-6B szignifikans Osszefiiggést mutatott a
Klinikai tipussal, mind a négy HHV-6B fert6zés nagyméretii panaszos lézioban fordult el6. A HHV-
6A ¢és a HCMV el6fordulasa megoszlott a klinikai tipusok kozott €s panaszmentes periapikalis
1ézidkban is eléfordultak.

A HCMV ¢és a HHV-6 virusok elsésorban olyan mintakban lehetett kimutatni, amelyben az EBV is
jelen volt. Kilenc mintaban volt koinfekcio, egy harmas EBV-HCMV-HHV-6 koinfekciot észleltiink,
hat esetben HHV-6, két esetben HCMV fordult el6 az EBV mellett. Minden koinfekcioban aktiv
EBNA expresszid volt megfigyelhetd. EBV monoinfekcido 20 mintat érintett, HCMV ill. HHV-6A
monoinfekcid egy-egy mintaban fordult eld. A mono- és a koinfekcios mintdk kozott nem volt
szignifikans kiilonbség a panaszos klinikai manifesztacidban (41% vs. 56%, p=0,73). A vizsgalatot
késobb Kiterjesztettik a masik human gammaherpesvirusra, a HHV-8-ra is, de HHV-8 DNS-t nem
lehetett egyik periapikalis 1ézioban sem kimutatni (20. tablazat) [315]
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Megbeszélés

A periodontitis apicalis és az EBV kapcsolatat korabban részben EBNA mRNS detektalasan keresztiil
[172, 173, 178, 179], részben pedig az LMP fehérjék immunhisztokémiai kimutatasaval igazoltak
[316]. Mind az EBNA mRNS, mind az LMP fehérjék jelenléte az EBV III. tipust latencia fazisara
utal, amelyben ugyan virusreplikicié nem folyik, de a B-limfocita gazdasejtben fokozodik a
proliferacio és egyes citokinek, (pl. TNF-alfa, TGF-béta) termelédése [154]. Sajat tanulmanyunk is
kimutatta az EBV fert6zés e stddiumanak nagyaranyu el6fordulésat a vizsgalt periapikalis 1éziokban.
Ugyanakkor a periapikalis 1éziokban el6fordulo EBV fert6zések mintegy harmadaban nem volt
detektalhato az EBNA mMRNS. A korabbi tanulmanyokhoz [172, 173, 178, 179] képest az
eredményeink abban jelentettek eldrelépést, hogy kimutattuk a nagy lézioméret és a virdlis
transzkripcio egyiittes kockdzati szerepét a panaszos megnyilvanulasban.

Humén herpesvirus (HHV)-6 oralis jelenléte az EBV-hez hasonloan jol ismert €s az inyszél feldl
kialakuld parodontitis chronicdban tobben is kimutattak [170, 175, 176]. Azonban periodontitis
apicalisban munkacsoportunk irta le a két HHV-6 species jelenlétét. A HHV-6A f6ként panaszmentes
és kisméretii 1éziokban fordult el6, mig a HHV-6B szignifikdnsan halmozodott a nagymeéretii panaszos
periapikalis 1éziokban. Ugyan a HHV-6 tendenciaszeriien az EBV-vel koinfekcioban fordult eld,
mégis valdszini, hogy a HHV-6 virusok halmozddasa klinikai manifesztacié mentén az EBV hatastol
fliggetleniil jelentkezett, mivel minden EBV/bétaherpesvirus koinfekcioban ott volt az EBNA
expresszio, de a nagyméretii panaszos lézioval csak a HHV-6B fertézés asszocialt, a tobbi
bétaherpesvirus nem. A HHV-6 fert6zések immunmodulalé hatasa is ismert, a fert6zés fokozza a
TNF-alfa, IL-1béta, IL-8 és IL-15 lokalis termelédését [127, 129]. Az EBV és a HHV-6 fertézések
citokin hatasaban kdzos mechanizmus a fokozott TNF-alfa termelddés, amelynek viszont jol ismert a

lokalis csontfelszivodast és hiperalgéziat, panaszos manifesztaciot okozo hatasa [156].

Kovetkeztetések

Az endodonto-patogén baktériumok altal kivaltott periodontitis apicalis chronica kérfolyamatban
magas gyakorisaggal elofordul az EBV virus. Az EBV fert6zések mintegy kétharmadaban
megfigyelhetd a transzformald EBNA gének transzkripcids aktivitasa, amely a 1ézié radiologiai
méretével egylitt a panaszos manifesztacid kockazati tényezdje.

Kutatoécsoportom irta le a HHV-6 virusok eléfordulasat a periapikalis 1éziokban, valamint a HHV-6B

srer
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Citokin mRNS expresszio periodontitis apicalisban
(Hernadi et al 2013 [315])

A periodontitis apicalis korfolyamatat fokozott TNF-alfa és TGF-béta termelés jellemzi [317, 318]. A
TNF-alfa egyrészt csontreszorpcidt indukal az oszteoklasztok aktivalasa révén [319], masrészt a
nociceptiv jelatvitel befolyasolasaval hiperalgéziat okozhat [156]. A TGF-béta szerepe is tobbrét,
egyrészt a gyogyulast segiti eld a fibroblasztok proliferacioja, a kotészdveti allomany szintézise és 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 [320]. Ugyan
periodontitis apicalisban egyéb citokinek termelédése is megvaltozik, a TNF-alfa és a TGF-béta
citokinekkel azért foglalkoztunk kiemelten, mert termelddésiiket az EBV és a HCMV fert6zés is képes
fokozni [154]. A HHV-6 virusok esetében a TNF-alfa termelés fokozodasa volt ismert a vizsgalat

tervezésekor [321]

Kutatasi cél

TNF-alfa és TGF-béta mRNS expresszio vizsgalata periapikalis lézidkban

Prospektiv, eset-kontroll klinikai vizsgalat. 58 prospektiven gyiijtott periapikalis 1ézidt dolgoztunk fel

az el6z6 fejezetben leirtak szerint. A periapikalis 1éziokat a radiologiai méret alapjan >5mm és <Smm
csoportokba osztalyoztuk, a fogakat pedig panaszmentes és panaszos csoportokba. Akkor soroltuk az
utobbiba a fogat, ha az akutan f4jt, raharapasra vagy kopogtatasra fajdalmat jelzett vagy a gyokércstics
feloli nyalkahartya nyomdsérzékeny volt. A feldolgozédsig <-70°C hoémérsékleten fagyasztott
mintakbol DNS-t és RNS-t izolaltunk, a virus genomi DNS-ét PCR amplifikalassal mutattuk ki. Az
izolalt RNS-bdl reverz transzkripcidt kovetd Tagman génexpresszios ACt modszerrel hataroztuk meg
a TNF-alfa (ID: Hs00174128) és a TGF-béta (ID: Hs00998130) mRNS-ek GAPDH (ID: 0711024)
endogén kontroll mRNS-re vonatkoztatott relativ expressziojat minden egyes periapikalis mintaban.
Az egyes vizsgalati csoportokban a relativ citokin expresszi6 median, kvartilis és széls¢ értékeit
abrazoltuk, a vizsgalati csoportokat a median citokin expresszio alapjan hasonlitottuk Ossze, két

csoport kozotti kiilonbség szignifikanciajat non-parametrikus Mann-Whitney analizissel vizsgaltuk.

Eredmények

Tovabbi mintagyiijtéssel 58-ra emelkedett a vizsgalandé periapikalis mintak szama, ami nem okozott
lényeges valtozast (<5 szazalékpont) a korabban vizsgalt herpesvirus fajok eléfordulasi aranyaban (20.
tablazat), 5 és 10 szazalékpont kozotti valtozas csak a HHV-6B DNS prevalencidban és a panaszos
1ézibk EBV prevalencigjaban alakult ki. A mintaszdm emelkedés megerdsitette korabbi

kovetkeztetéseinket az EBV és a HHV-6B virusokrol [313, 314].
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20. tablazat Epstein-Barr virus, human cytomegalovirus, human herpesvirus 6 és human
herpesvirus 8 DNS prevalenciaja periapikalis 1éziokban

EBV HCMV HHV-6A HHV-6B HHV-8

periapikalis 16zi6 44" 7 4 9 0
(n=58)

(n=28)

panaszmentes 19# 3 3 1 0

(n=30)

1ézidméret >5mm 29" 5 1 9* 0

(n=31)

1ézidméret <Smm 15" 2 3 0 0

(n=27)
kontroll mintak 2 0 0 0 0
(n=20)

"p<0,0001; *p<0,005 és *p<0,05 a kontrollokhoz viszonyitva

A Tagman génexpresszios vizsgalatok alapjan a periapikalis 1éziokban a TNF-alfa mRNS expresszio
kozelitéleg 13-szor, a TGF-béta mRNS expresszio kozelitéleg 6tszor volt magasabb, mint a kontroll
mintakban. Mindkét citokin expresszio emelkedése markansan szignifikans volt (21. tablazat). Ezen
kiilonbségek akkor is szignifikansak maradtak, ha kiilonb6z6 klinikai paraméterek vagy kiillonb6zo
virusok jelenléte alapjan alcsoportokra bontottuk a periapikalis 1ézidkat.

A statisztikai Osszehasonlitast a kiillonb6z6 paraméterek szerint alabontott alcsoportparok kozott is
elvégeztiik. Szignifikdnsan magasabb TNF-alfa mRNS expresszio az EBV jelenlét¢hez tarsult, az
EBYV pozitiv 1éziokban a median TNF-alfa expresszié tobb mint masfélszer magasabb volt, mint az
EBV-negativ 1éziokban (21. tablazat). A relativ TNF-alfa expresszios értékek eloszlasa az EBV-
pozitiv és EBV-negativ vizsgalati csoportokon belill a 16. 4bran lathato. Sem a panaszos
manifesztacid, sem a radiologiai méret nem befolyasolta a TNF-alfa expressziot. Az EBV-n til a
HCMV jelenlétében is magasabb volt a TNF-alfa expresszio, azonban az emelkedés nem volt
szignifikans szintli. A kiilonbozé klinikai paraméterek vagy kiilonbdzd virusok jelenléte alapjan
szembeallitott alcsoportokban meglehetdsen homogén eloszldst mutatott a TGF-béta expresszio.
Legnagyobb kiilonbség itt is az EBV-pozitiv és az EBV negativ 1ézidk alcsoportja kozott volt, az

utobbiban volt magasabb, de a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans (21. tablazat).
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21. tablazat TNF-alfa és TGF-béta mRNS expresszio periapikalis 1éziokban a GAPDH endogén mRNS-hez

viszonyitva
, Mann-Whitney analizis
relativ Y P
o NN ., p érték az p érték az
citokin vizsgalati csoport expresszio ' a k 1l I K
(median) eset €s a kontro alcsoporto
csoportok kozott kozott
TNF-alfa kontroll 6.8 x 10 ref.
periapikdlis 16zi6 9x10° <0.001
alcsoportok:
panaszmentes 9.3x10° <0.001 0.59
panaszos 8.2x10° <0.001 '
<5mm 9.4x 107 <0.001 0.5
>5mm 8.7x 107 <0.001 '
EBV — 6.8 x 107 <0.001
EBV + 1.1 x 107 <0.001 0.032
HCMV — 8.7x10° <0.001 0.21
HCMV + 1.5x 107 <0.001 '
HHV-6 — 9.2x10° <0.001 0.75
HHV-6 + 7x10°3 <0.001 '
TGF-béta kontroll 3.7x10° ref.
periapikalis lézio 0.17 <0.001
alcsoportok:
panaszmentes 0.185 0.001 0.95
panaszos 0.168 <0.001 '
<5mm 0.164 0.001 0.75
>5mm 0.174 <0.001 '
EBV — 0.28 <0.001 011
EBV + 0.15 <0.001 '
HCMV — 0.176 <0.001 0.99
HCMV + 0.173 0.017 '
HHV-6 — 0.173 <0.001 085
HHV-6 + 0.205 0.003 '
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TNF-a , _ p<0.001 TGF-B o - p<0.001
i p<0.001 : p=0.11
003 p<0.001
I ‘ 10 - —
0.1 t 3
001 4 |
] | 0.1 -
0,001 +
i 001 ¢ |
] '
0,0001 0,001
kontroll EBV- EBV+ kontroll EBV- EBV+
16. abra Relativ TNF-alfa és TGF-béta mRNS expresszi6 (GAPDH endogén kontrollhoz

viszonyitva, ACt modszerrel szamitva) kontroll mintakban, EBV-negativ és EBV-pozitiv periapikalis
1éziokban. A sziirke oszlopok az alsé kvartilis, median és felso kvartilis értékeket abrazoljak, mig a
vonalak a teljes adattartomanyt.

Megbeszélés

A periapikalis 1éziokban foly6 fokozott TNF-alfa és TGF-béta termelddést a jelen vizsgdlatban mRNS
expresszios szinten erésitettik meg. A periodontitis apicalisban elsédleges koroki szerepet jatszo
Gram-negativ endodonto-patogén baktériumok kisérletesen koriilmények kozott hatékonyan
indukaljak ezen citokinek termelédését [322]. Vizsgalatainkban az endodontalis mikrobiota viralis
komponensének szerepét tanulmanyoztuk a periapikalis 1éziok klinikai paramétereivel egyiitt. A
vizsgalt tényezOk koziil az EBV jelenlétéhez az alapfolyamatén tal tovabbi szignifikins TNF-alfa
emelkedés tarsult. Bar az EBV jelenléte Osszefliggésben van a 16zi6 méretével és a panaszos
ami arra utal, hogy az EBV fertézés kozvetleniil hathat a TNF-alfa génexpressziora. A HCMV és
HHV-6 virusok jelenlétében nem lehetett szignifikans véaltozast megfigyelni a TNF-alfa
expresszioban. A HCMV pozitiv 1ézidkban a TNF-alfa mMRNS expresszi6 median értéke ugyan az
EBV-hez hasonld emelkedést mutatott, de HCMV fert6zés szerepének megitélését legalabb két
tényez6 akadalyozta: (i) tendenciaszeriien az EBV fertézéssel egylitt volt jelen, azaz a megfigyelt
emelkedést akar az EBV komponens is okozhatta (ii) az alacsonyabb el6fordulési aranybol kovetkezo

alacsony HCMV pozitiv minta szam a statisztikai analizis erejét csokkentette.

Kovetkeztetés
A periapikalis 1ézidkban az alapfolyamatra jellemz6é fokozott citokin termelddésen tal, az EBV

jelenlétéhez a TNF-alfa génexpresszio tovabbi emelkedése tarsul.
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Morbillivirus kimutatdsa ankyloticus stapes talpmintdakbol
(Karosi et al 2004 [323], Karosi et al 2005 [324], Karosi et al 2005 [325])

A stapes fixacio (stapes ankylosis) kezelése miitéti Gton stapedectomidval vagy stapedozomiaval
torténik, az ovalis ablak keretér6l eltavolitott stapest vagy stapes talpat miivi implantatummal
helyettesitik. A miitétek soran eltavolitott stapes talp alkalmas a humén és a mikrobialis nukleinsavak
kimutatasara. A stapes talp fejlodéstanilag eltér a temporalis csonttol, tobbi hallécsonttdl és a stapes
szaratol (stapes szuperstruktra). Az otosclerosis kizarolag az oticus capsula teriiletén fordul el6,

amelyhez a stapes talp is tartozik [326].

Kutatasi cél

Mikrobialis nukleinsav kimutatas és morfologiai analizis kidolgozasa szklerotikus ill. kalcifikalt
mintakbol [327, 328]

Morbillivirus RNS anatémiai lokalizdciotol fiiggd kimutatdsa.[323, 325]

Morbillivirus RNS eldforduldsa ankyloticus stapes talpmintak szovettani eredménye szerint [324]

Betegcsoport. A vizsgalataink els6 szakaszdban 34 mitéti uton eltavolitott stapes talpmintat
elemeztiink, a kontroll mintakat hat kortikalis csont fragmentum és 3 stapes szuperstruktira alkotta. A
miitét eltt végzett audiometria a csontos és a légvezetés kozott legalabb 30 dB kiilonbséget mutatott.
A fagyasztott mintdkat steril koriilmények kozott dorzscsészében poritottuk el és RNS-t izolaltunk
bel6liik [323].

A vizsgalatok masodik szakaszdhoz a nukleinsav alapli és a morfologiai vizsgéalatokra is alkalmas
feldolgozas modszerét elérehaladott arterioszklerotikus carotis mintakon dolgoztuk ki. Cadaver
eredeti carotis communis-interna-externa érszakaszokkal rendelkezé izolalt erek feltoltés utan
fagyasztva lettek 3 mm-es szakaszokra vagva és a vagasi feliileteken a digitalis képfelvételeken a
szklerotikus plakk, a lumen és az érfalvastagsag alapjan értékeltiik a folyamat sulyossagat. A
jellegzetes plakkot mutatd vagasi felszintdl elindulva 10 um-s metszetek vagtunk mikrotommal
fagyasztva metszés technikaval, amelyekbdl az irodalmi adatokkal konzisztens médon (kb. 80 %-0s
aranyban) kimutattuk Chlamydophila pneumoniae jelenlétét kétlépcsés PCR amplfikacios eljarassal
[327, 328].

A vizsgalatok masodik szakaszaban a szintén szklerotikus, kalcifikalt stapes fixacio morfologiai és
morbillivirus RNS vizsgalatara tovabbi 44 eltavolitott stapes talpmintat dolgoztunk fel az alabbi
modon: 10% formalin fixalas és 0,5M EDTA dekalcifikalas utdn 15% zselatin blokkba agyazott
mintabdl 10 um-es fagyasztott metszet sorozat késziilt a sorozat paratlan tagjai PCR amplifikalasra, a

paros tagjai szovettani vizsgalatra keriiltek, az értékelést KT és PM szerzétarsak végezték [324]. A
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vizsgalatok harmadik szakaszdban tovabbi 76 mintat gyiijtottiink és az elsé szakaszhoz hasonléan
tartuk fel az RNS tartalmat [325].

Reverz transzkripcié és cDNS amplifikalds. A homogenizalt mintabol szilikamembranos modszerrel

« g ey

amplifikacidohoz nukleokapszid specifikus primerekkel (MV2, MV3) a 1267 ¢és 1609 nukleotid
poziciok kozott amplifikaltunk az elsé korben. A masodik PCR koérben a MV3-MV4 seminested
amplifikacioban 231 bp terméket, ill. MV2-NP14 szintén seminested amplifikacioban 221 bp terméket

vartunk. Minden minta alkalmassagat endogén huméan RNS amplifikalasaval igazoltuk.

Eredmények

A vizsgalatok elsé szakaszaban a 34 stapes talpmintabol 20-ban (59%) mutattunk ki morbillivirus
RNS-t. Tiz mintabol mindkét (MV3-MV4, MV2-NP14) szekvencia amplifkalddott, mig hatbdl csak az
MV3-MV4 szekvencia, négybdl csak az MV2-NP14 szekvencia. Ebben a sorozatban kilenc olyan
csontmintat vizsgaltunk, amely nem része az oticus capsuldnak, mind a harom stapes szuperstruktira
és mind a hat kortikalis csontfragmentum morbillivirus negativnak bizonyult [323]. Ennek a vizsgalati
szakasznak a tapasztalatai alapjan a késobbi vizsgalati szakaszokban a miitéti eljaras adta lehet6ségek
figyelembe vételével a kontroll csontmintak szamat is sikeriilt jelentésen emelni. A miitétek kdzben
eltavolitott 64 kontroll minta egyikében sem lehetett morbillivirus RNS-t kimutatni, ahogyan a nem
otosclerosisos két cadaver stapes talpbol sem (23. tablazat). A kontroll mintak kozott nagyobb
aranyban kortikalis csontfragmentumok ¢és stapes szuperstruktura fordult eld, amelyekben a

morbillivirus RNS teljes hianya szignifikansan (p<0,001) eltért a 154 stapes talp 64%-0s (99/154)

crer

22. tablazat Morbillivirus RNS eléfordulasa a stapes fixacio kiillonb6zé szovettani formaiban
morbillivirus RNS
szovettani eredmény MV3-MV4 + MV2-NP14  csak MV3-MV4  csak MV2-NP14

otosclerosis, aktiv (n=23) 15 5 3
otosclerosis, inaktiv (n=9) 5 1 3
anularis kalcifikacio (n=8) 0 0 0
osteolysis, hemosziderofagos (n=2) 0 0 0
osteolysis, mononukledris sejtes (n=2) 0 0 0

A vizsgalatok masodik szakaszaban 44 stapes talpmintaban osszevetettiik a morbillivirus RNS

el6fordulasat a stapes fixacid hatterében allo szovettani folyamattal (22. tablazat). A mintdknak kb. a
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fele az otosclerosis aktiv, csontatépiiléssel jellemezhetd fazisaban volt, mig az egydtéde az
otosclerosis kés6i inaktiv stidiumaban volt, amelyben a szklerotikus kétészoveti allomanyban gazdag,
sejtszegény allomany dominal. A morbillivirus RNS eléfordulas igen fajlagos modon, 100%-ban

kotodott az otosclerosishoz, mig az egyéb stapes fixaciokban nem lehetett kimutatni.

Megbeszélés

A feltards, a sejtszegénység és a kis mintatérfogat miatt igen kritikus mintatipusban mutattunk ki
perzisztald viralis RNS-t. A perzisztens fertézésekben eleve kis kopiaszamot vartunk, ezért érzékeny
kétlépcsds amplifikalassal mutattuk ki az RNS-rdl atirt cDNS-t. A belsé kords amplifikacional
mindkét primerpar jelet adott a pozitiv mintak 58 %-dban, mig a csak az egyik ill. csak a masik
primerpar a 23 ill. 19 %-aban mutatta ki viralis RNS-t. Ezen eredmények Osszhangban vannak a
morbillivirus pontatlan replikdcidjaval , magas mutacios ratjaval €s a defektiv viralis termékek magas
aranyaval perzisztens fert6zésekben [182]. Ezért a tovabbi vizsgalatainkban [324, 325] is mindkét
primer part alkalmaztuk és barmelyik pozitivitasa a virus jelenlétére utalt.

Az elsO vizsgalati sorozatunkban olyan mintakat dolgoztunk fel, amelyek kivizsgalasanal stapes
fixaciot valdszinisitettek ill. a miitét soran igazoltak. A stapes fixacidé hatterében a klinikai adatok
alapjan otosclerosist lehetett feltételezni ill. stapes fixaciot okozéd folyamatok ismeretében a mintak
tobbségében valoban otosclerosisnak kellett lenni, bar ebben a vizsgalati sorozatban azt nem lehetett
megmondani, hogy pontosan melyik mintaban volt otosclerosis. Ebbdl a vizsgalati sorozatbol hazai
vonatkozasban uttérd, nemzetkdzi vonatkozasban szintén élenjard eredményeket jelentett az, hogy a
viralis RNS-t kdzvetleniil a csontot érinté gocbol lehetett kimutatni a stapes fixacids esetek nagyobb
felében és nem lehetett kimutatni a kdzépfiil egyéb csontos elemeibdl. Az elsé vizsgalati szakasz
eredményei alapjan a tovabbi tanulmanyokban részben az otosclerosis definitiv diagnoézisat biztositd
szOvettani vizsgalatot végeztiink [324], részben a miitéti koriilményektdl fliggden a kozépfiil
megfeleld csontos elemeit kontroll minta mindségben begytijtottiik [325]. A kontroll csontmintak
szamanak novelése igazolta, hogy a kozépfiil egyéb csontos elemeiben (42 kortikalis csont, 19 stapes
szuperstruktura, 3 egyéb hallécsont) valoban nem fordul eld morbillivirus RNS, hidba alakult ki a
stapes ankylosis, azaz a viralis RNS eléfordulasa az ankylosisos altal érintett teriiletre korlatozodott.

A vizsgélatok masodik szakaszaban a definitiv szovettani eredménnyel vetettiik 6ssze a morbillivirus
el6fordulasat. Mind aktiv, mind kés6i inaktiv stadiumu otosclerosisban minden esetben kimutattuk a
virdlis RNS-t, mig az egyéb stapes ankylosisos esetek koziil egyben sem. A vizsgalataink soran
morbillivirus negativ, de szovettanilag nem vizsgalt, stapes talpmintakban feltehetden nem
otosclerosis okozta a stapes ankylosist, hanem genetikai okok ill. degenerativ folyamatok lehettek a
hattérben [193, 329]. Az otosclerosisban a morbillivirus jelenlétén tul a virusfertézés gazdaszervezetre
kifejtett hatasai is kimutathatok és a virus patogén szerepének plauzibilitasat erdsitik. Idetartozo

megfigyelések: a virus perzisztilasa az ellenanyag valaszkészség hianyaval parosul [330] ill. az
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otosclerosisos gocokban a virus receptoranak a CD46-nak sajatos, otosclerosisra jellemzé mRNS érési

formai jelennek meg [331].

Kovetkeztetés
Az morbillivirus RNS jelenléte specifikusan tarsul az otosclerosis altal okozott stapes fixacidhoz és
csak a megbetegedést okozod gocban fordul eld, a kdrnyezd, eltérd fejlodéstani eredetli csontokban

nem.

TNF-alfa mRNS expresszio és a morbillivirus stapes ankylosisban
(Karosi et al 2005 [325])

Az otosclerosis aktiv gocaiban oszteoklaszt, fibroblaszt és proliferal6 endotél sejtek dominalnak [194].
A csontreszorpcios gocokban a fokozott oszteoklaszt aktivitds mutathato Ki [332]. A gocok szélein
CD19+ B-limfocitak és CD8+ T-limfocitak akkumulalodnak [199, 332], de a kisérleti tervezés idején
még nem volt ismert citokin szekréciojuk a gyulladasos gocokban. A TNF-alfa kozponti szerepet
jatszik az oszteoklaszt sejtek aktivacidjaban és az osteolysisben [333]. A perzisztens morbillivirus
fertdzésekkel szemben lokalisan kialakuld gyulladasos folyamatok plauzibilis kapcsolatot jelentenek a
virus és az otosclerosis kozott. A stapes szuperstruktiraban, amelyet eredményeink alapjan sem a
morbillivirus, sem az ankylosis nem érint, a proinflammatorikus TNF-alfa sem expresszalodott. (23.

tablazat).

Kutatasi cél

TNF-alfa mRNS expresszio és a morbillivirus RNS eldfordulasa stapes ankylosisban [325]

Betegcsoport. Az el6z6 alfejezetben részletezett mintagyiijtésbdl szarmazd Gsszesen 154 miitéti Gton
eltavolitott stapes talpmintaban TNF-alfa expressziot Osszevetettiik a morbillivirus RNS jelenlétével.

A TNF-alfa mRNS expressziot kétlépcsds seminested PCR maodszerrel mutattuk ki cDNS mintakbol.

Eredmények

A el6z0 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 kimutathato volt a TNF-alfa mRNS expresszid, mig a morbillivirus negativ
eseteknek csak 11 %-aban, ami szignifikans kiilonbségnek (p<0,01) bizonyult. A kontroll mintak
koziil a folyamat kdzvetlen kornyeztében 1évo stapes szuperstrukturakban nem volt kimutathaté TNF-

alfa mRNS expresszio.
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23. tablazat  TNF-alfa mRNS expresszio és morbillivirus RNS eléfordulasahoz stapes fixacioban

stapes ankylosis kontroll mintak
(n=154) (n=66)
kortikalis stapes cadaver
MV*poz  MV* neg csont szuperstr* incus malleus stapes
(n=99) (n=55) (n=42) (n=19) (n=2) (n=1) (n=2)
morbilli RNS
MV3-MV4

+ MV2-NP14 63 0 0 0 0 0 0
csak MV3-MV4 20 0 0 0 0 0 0
csak MV2-NP14 16 0 0 0 0 0 0
endogén mRNS** 99 55 42 19 2 1 2
TNF-alfa mRNS 88 6 nv 0 nv nv 0

*stapes szuperstruktura **huméan endogén mRNS kontroll, *"MV: morbillivirus

A morbillivirus pozitiv stapes ankylosisos esetek preoperativ audiometriai eredményeit dsszevetettiik a
TNF-alfa mRNS expresszioval. Az audiometriaval meghatarozott csontlégkéz érték alacsony
frekvencian (0,25-0,5 kHz) szignifikansan alacsonyabb volt a TNF-alfa mRNS expressziot 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 matét elott 4,1+1,8 évvel
jelentkeztek elészor, szemben a TNF-alfa negativ csoporttal, ahol a mitét el6tt 9,6+3,54 tartamban allt
fenn a hallascsokkenés. Az emlitett klinikai adatok arra utalnak, hogy a TNF-alfa pozitiv csoport az
otosclerosis aktiv korai stddiuméaban, mig a TNF-alfa negativ csoport az eldrehaladott késoi

stadiumaban volt.

Megbeszélés

A perzisztens morbillivirus fert6zés tartos antigénstimulussal és a gyulladas tartos fenntartasaval
jérhat. Az el6z0 fejezetben targyaltak alapjan a morbillivirus pozitiv esetek mégott otosclerosis, mig a
morbillivirus negativ mogott egyéb stapes fixacio (genetikus, disztrofids meszesedés, egyéb
gyulladasos eredetli) lehetett. A morbillivirus pozitiv esetekben jellemzdéen fennallo TNF-alfa
expresszio Osszhangban van az aktiv reszorpcios gocokat tartalmazd otosclerosisos stapes fixacio
patomechanizmusaval. A morbillivirus pozitiv TNF-alfa negativ esetekben az otosclerosis
val6sziniileg mar el6rehaladott, inaktiv stidiumban volt. A morbillivirus negativ stapes fixacios esetek
heterogenitasat a TNF-alfa expresszié is alatamasztja, gyulladassal jaré patomechanizmus csak az
esetek toredékében volt jelen. A TNF-alfa az oszteoklaszt és oszteoblaszt mikodés kozotti

egyenstlyra hat [319]. A TNF-alfanak az oszteoklaszt aktivalo és csontreszorpcidt fokozo hatasat
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ellenstilyozza az oszteoproteregin [334] Az otosclerosisos csontatépiilésben a TNF-alfa és
oszteoproteregin szerepét az is alatamasztja, hogy az otosclerosisos folyamat elérehaladtaval sziinik a
TNF-alfa expresszié és megjelenik az antagonista hatasi oszteoproteregin, amely mind mRNS [335],

mind fehérje szinten kimutathat6 [336].

Kovetkeztetés
A TNF-alfa mechanizmus aktivalodasa jellemzéen a stapes ankylosis morbillivirus pozitiv,

otosclerosisos formajanak aktiv stadiumaban jelenik meg.
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Osszefoglalas és 0j eredmények

Munkam soran perzisztens fertézések 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 modszerekkel, klinikai tanulmanyokkal kozelitettem meg. A vizsgalt targyat képezo
perzisztensen fert6z6 mikroorganizmusokat érzékeny nukleinsav alapti vizsgalati modszerekkel
lehetett detektalni. A jellemzden inhomogén klinikai mintakbol megoldottuk a korokozo €s a gazdasejt
eredetii nukleinsavak megfeleld feltarasat és nukleinsav amplifikdcios detektalasat. A
mikroorganizmusokra specifikus nukleinsav szekvencidk betegség specifikus halmozdodasat
mindharom klinikai teriileten szignifikans mértékben mutatta ki kutatocsoportom. Mindharom klinikai
teriileten igazoltuk, hogy mikroorganizmus jelenlétéhez olyan patomechanizmusok tarsulnak, amelyek
hozzajarulnak a vizsgalt megbetegedés fenntartdsdhoz, progresszidjahoz. A human papillomavirusok
patogenetikai szerepének vizsgalataban a molekularis feltételrendszer idébeli €s reverzibilitdsi pontjait
is vizsgaltuk, amelynek eredményei konzisztensen illeszkedtek a betegség specifikus halmozddasra
vonatkozd eredményekhez. A humdan papillomavirusok korokozd képességének molekularis
mechanizmusait in vitro kisérletes rendszereckben vizsgaltam. A vizsgalt perzisztens fert6zések

kérfolyamatainak megismerésében az alabbi 11j eredmények sziilettek:

Humdan papillomavirusok patogenetikai szerepe

e A nukleinsav hibridizacién alapulé Hybrid Capture HPV® rendszer hatékonyan kiegészithetd
PCR amplifikdcion és restrikcidos enzimhasitason alapulé tipizalassal. A hibridizacios
korilmények a tesztben validalt HPV tipusokon til tovabbi HPV tipusok kimutatasara is
alkalmasak. Az ebb6l ado6do tipusbdviilés elhanyagolhaté mértékben érinti az onkogén és nem
onkogén HPV tipusok elkiilonitését és nem befolyasolja az eredmények klinikai

e 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 els6dleges vakcinatipusok haromszor nagyobb onkoldgiai kockazata legalabb 30
hénapos idétavon fennall.

e Az onkogén HPV csoporton beliili haromszoros kiilénbség tobb mint huszszor alacsonyabb,
mint az a kockazat. amelyet a csoport egésze jelent. A méhnyaksziirés hatékonysagat jelentds
mértékben noveli az onkogén HPV csoport szintjén informativ diagnosztika, amelyhez képest

a csoporton beliilli tovabbi tipizdlas szekunder prevencios értéke elhanyagolhato.
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Human

Eredményeim igazoltak a papillomavirus kimutatds kivalo negativ prediktiv értékét mind
citologiai atipidban, mind a rakmegel6z0 elvaltozasok mitéti eltavolitasa utan.
A gazdaszervezeti tényezOk kozill a kiviselt terhességek kockazati tényezé szerepét igazoltuk
Az IL-10 promoterben nt-1082(rs1800896) G allélt hordoz6 ndk kevésbé fogékonyak a HPV
fertdzéstdl fiiggetlen citologiai atipiara, mint az AA homozigotdk. Ugyanakkor a HPV altal
indukalt citologai eltérésekre nem hatott az IL-10 promoter nt-1082 polimorfizmusa.

Az IL-10 gén proximalis promoter szakaszan konzisztens CpG metilaciés mintdzat figyelhetd
meg cervix carcinoma eredetli sejtvonalakban, valamint exfolialt hamsejtekben és cervix
carcinoma biopszidkban. A metilaciés mintazat legspecifikusabb eleme a legproximalisabb .
120CpG, amelynek metilacios allapota korrelalt a legkdvetkezetesebben az 1L-10 expresszio
hianyaval. Mind a fiziologids, mind a neoplasztikus epitelialis sejtekben az IL-10 promoter
CpG metilacioja egylitt jar a deacetilalt hiszton (H3 és H4) struktaraval. Az IL-10 gén
epigenetikusan inaktivalt allapotat nem befolyasolja a HPV genom jelenléte vagy hianya.

A proliferalodé keratinocitadkban a non-receptor Src tirozinkinazok koziil a Fyn konstitutiv
moédon jelen van, mig az Src és Yes szintje HPV-16 E6 és E7 onkoproteinek egylittes
jelenlétében novekszik meg. Az E7 onkoprotein tovabbi hatdsa, hogy tirozin foszforilacios

mechanizmussal fokozza a jelenlévé Src kinazok aktivitasat.
herpesvirusok patogenetikai szerepe

Az endodonto-patogén baktériumok altal kivaltott periodontitis apicalis chronica
kérfolyamatban magas gyakorisaggal eléfordul az EBV virus. Az EBV fertézések mintegy
kétharmadaban megfigyelhet6 a transzformalo EBNA gének transzkripcios aktivitasa, amely a
1ézi6 radiologiai méretével egyiitt a panaszos manifesztacid kockazati tényezoje.

Kutatécsoportom irta le a HHV-6 virusok el6fordulasat a periapikalis 1ézidkban, valamint a
A periapikalis 1ézidkban az alapfolyamatra jellemz6é fokozott citokin termeldédésen tal, az

EBYV jelenlétéhez a TNF-alfa génexpresszio tovabbi emelkedése tarsul.

Morbillivirus patogenetikai szerepe

Az morbillivirus RNS jelenléte specifikusan tarsul az otosclerosis altal okozott stapes
fixaciohoz és csak a megbetegedést okozd gdocban fordul eld, a kornyezo, eltérd fejlodéstani
eredetii csontokban nem.

A TNF-alfa mechanizmus aktivalodasa jellemzbéen a stapes ankylosis morbillivirus pozitiv,

otosclerosisos formajanak aktiv stadiumaban jelenik meg.
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