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ROVIDITESEK

AEC. ... amino-etil-karbazol
AP alkalikus foszfataz

ASCUS. ... atipusos laphamsejtek nem meghatarozhaté okbol
BCIP ..ot bromo-kloro-indoyl-foszfat

BLAST ..o, Basic Local Alignment Search Tool
Cleee, megbizhatdsagi intervallum

CIN .o cervikalis intraepitelidlis neoplazia
CISH....cooiiiiiiiiee kromogén in situ hibridizacid
DIG...cooiiiiieeeieee. digoxigenin

DNS..co dezoxiribonukleinsav

E régid/gén ................... early (korai) régio/gén

FAM ..o 6-Carboxyfluorescein

HE. ..o hematoxilin-eozin

HPV . human papillémavirus
HR-.oo magas onkogén kockazatl -

HRP ..o horseradish peroxidase

HSIL ...coooiiieiee magas foku intraepitelialis laphdm 1ézid
THC ..o, immunhisztokémia
INNO-LiPA.................. Innogenetics Line Probe Assay

ISH .o in situ hibridizacid

L régid/gén.................... late (késoi) régiod

LA e, Linear Array

LBC ..o, folyadék fazisu citologia

LR- e, alacsony onkogén kockézati-

| D) | D alacsony foku intraepitelialis laphadm 1ézi6
NBT ..o nitroblue tetrasolium

OR .o Odds ratio

PCR ..o polimeraz lancreakcio

UR- .o ismeretlen onkogén kockazatu-

VAIN ... vaginalis intraepitelidlis neopldzia

WHO ..o World Health Organisation / Egészségligyi Vilagszervezet



BEVEZETES

Mai ismereteink szerint a méhnyakrdk és rakmegel6zé allapotainak kialakulasaért
elsésorban magas onkogén kockazati human papillomavirussal torténd tartos fertézés tehetd
felel0ssé. Napjainkban a virusok biologiai viselkedésének meghatarozasat, a HPV fertézések
természetes lefolydsat vizsgdlo tudoményos kutatasok eredményeiben mar visszatiikr6zédik a
genotipus meghatdrozas jelentdsége, kiilonds tekintettel arra, hogy a fert6zések jelentds része
kiilonb6z6 genotipussal torténd, egymast kovetd, atmeneti €s nem perzisztalo infekcio.

A fert6zések 20-40%-aban egyidejiileg tobb HPV genotipus is kimutathatd. A
legtijabb tudoméanyos megtigyelések ¢s a mar hozzaférhetd profilaktikus vakcinak tiikrében a
tobbszords HPV  fertézések epidemioldgidjaval, a kiilonb6zd genotipusok foldrajzi
eloszlasaval foglalkozd tanulmanyok kitiintetett jelentdséglieck. Hosszutavi kovetéses
vizsgalatok igazoljak, hogy a fertézések gyakorisagat az egyszeri keresztmetszeti, a virussal
tortént fert6zottség kimutatasat célzo vizsgalatok alabecsiilik.

Napjainkban a HPV kimutatads és genotipus meghatarozasra vonatkozdan nincs
egységes allasfoglalas, un. ,,arany standard” modszer nem létezik. A vildgszerte széles kdrben
alkalmazott, konszenzus primerekkel végzett PCR alapu vizsgéalatok magas analitikai
érzékenysége ellenére a detekcios kiiszobértéket nem meghalado, Un. latens fertdzések egy
része a modszerek szamara rejtve marad, a bizonyitottan HPV DNS pozitiv mintdk jelentds
részében kiilonbozd okok miatt tovabbi genotipus meghatdrozds nem torténik, tobbszords
fertézésekben egyes tipus(ok) nem keriil(nek) meghatarozasra. A HPV fertézések szazalékos
eléfordulasi gyakorisdga széles hatarok kozott valtozik, ezekért a vizsgalt populacio
kiilonbozéségén thl a viruskimutatisra alkalmazott technikdk miikodési elvében és
érzékenységében mutatkoz6 kiilonbségek is feleldssé tehetok.

A HPV fert6zés és a méhnyakrak-kialakulds oki kapcsolatanak korai felismerésére, a
méhnyakrak megeldzésére a rutin diagnosztikaban szdmos 1) modszer és azok kombindcidja
keriilt mar kiprobalasra. Azonban a kolposzkdpiadval, citologiai mintavétellel parhuzamosan
végzett HPV DNS meghatarozas - és egyéb kiegészitd vizsgalatok - egyiittes alkalmazasaval
sem lehet pontosan meghatarozni a cervixham azon specifikus teriileteit, amelyekben a
legkisebb regresszids hajlammal jellemezheté CIN3/CIS 1€zi6 van jelen, kiilondsen azokban
az esetekben, melyekben egyszerre tobb HPV genotipus is megtaldlhat6. A virusok szdveti
eloszlasarol, az altaluk okozott morfoldgiai elvaltozasok kiterjedésérdl és sulyossagi fokarol a

hisztologiai vizsgalat szolgaltat(hat) bizonyitékokat.



CELKITUZESEK

crer

szisztematikusan vizsgalt és kontrollalt paciensek vizsgalati eredményeinek statisztikai
elemzése €s szovettani mintdik ujraértékelése soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a

valaszt:

I. A tobbszoros HPV fertozések epidemiolégiaja
a) A vizsgaltak korében milyen a tobbszoros HPV fertézések gyakorisaga és a
genotipusok megoszlasa?
b) Az azonosithat6 kiilonb6zé HPV genotipusok szdmat illetéen észlelhetdk-e
kiilonbségek a viruskimutatasra hasznalt technikak k6zott?
c) Tapasztalhato-e epidemiologiai kiilonbség a vizsgalt, fertézott személyek

¢letkorcsoportjaiban?

I1. Tartésan fennallé azonos genotipusti HPV fertézések jellemzoi
a) Milyen citoldgiai €s hisztologiai elvaltozasokkal jellemezhetdk az atlagos virus
eliminacios 1d6t biztosan meghalado, tartésan azonos genotipusu virusfertdzések?
b) A fertéz¢s idétartamat illetden lathatok-e genotipus kiilonbségek?

c) Milyen kiilonbségek mutatkoznak mono- és tobbszords fertézésekben?

I11. Hisztomorfolégiai elvaltozasok és viruskimutatas igazolt tobbszoros HPV
fert6zésekben
a) Milyen szovettani elvaltozasok azonosithatok tobbszoros HPV fertézésekben?
b) Szoveti szinten igazolhaté-e a human papillémavirusok jelenléte?
c) Szoveti szinten relokalizalhatok-e a kiilonb6zd genotipusok, illetve milyen ezen

genotipusok eloszlasa és fizikai statusza?



ANYAG ES MODSZEREK

Vizsgalatban szereplé személyek és mintaik

A tanulméanyhoz 7,5 ¢év rutin ndégyogyaszati onkocitologiai szlirOvizsgalatainak nagy
populécids anyagdbol a méhnyakrak-kialakulds szempontjabol fokozott kockazati csoportot
képviseld paciensek és mintaik (citologia és szovettan) keriiltek kivalasztdsra. A tanulmany
alapjat 8090 paciens 11971 folyadék fazisu citologiai mintaja és annak maradékabol végzett

HPV DNS vizsgélata valamint szovettani mintak képezték.

I. fazis: 489 egyidejiileg tobb HPV genotipussal fert6zott né 592 HPV DNS tesztje, 589
citoldgiai minta; 127 paciensnél szovettan,

I1. fazis: 2136 né 6017 LBC minta és HPV DNS teszt: 100 paciens / 415 HPV DNS
teszt; 46 paciensnél szovettan,

II1. fazis: 127 paciens 97 szovettani minta ill. 12 paciens / szovettan (HPV16+31).

Alkalmazott diagnosztikus eljarasok és modszerek

1) Citolégia: ThinPrep 2000 processzorral késziilt vékony rétegli preparatumok (LBC).
Citologiai allasfoglalas: Miincheni II. Citologiai Klasszifikacio és Bethesda 2001.

2) HPV DNS kimutatas: kozvetleniil a folyadék-fazisu citologiai mintdk maradékabol, 5

kilonboz6 moddszerrel tortént:

a) PCR-alaptt HPV DNS kimutatds és genotipizalas szekvenalassal: MY09/MY11 és

GP5+/GP6+ konszenzus primerpar kombinacidjaval, automatizalt DNS-fragmentum
analizissel. A nyert szekvencidk BLAST program segitségével a GenBank adatbdzis
virusszekvenciaival keriilnek 6sszehasonlitasra.

b) HPV tipus-specifikus PCR: HPV6, 11, 16, 18, 31, 33 és S1-es tipus kimutatasara, FAM

jelolt primerekkel van der Brule és mtsai ajanlasat kovetve modositasokkal. A PCR termékek

analizise fluoreszcens kapillaris elektroforézissel torténik.

c) Roche Linear Array genotipizalé teszt: HPV L1 gén 450 bazisparnyi szakaszanak PCR

crer

kimutatasara alkalmas.



d) INNO-LiPA HPV genotipizaldé v2 teszt: 24 HPV-torzs kimutatasara alkalmas az

amplifikalt HPV L1-régi6 membranhoz rogzitett oligonukleotidokkal torténd hibridizécio
révén.

e) PapilloCheck teszt: HPV E1 gén kb. 350 nukleotidbol allé szegmensének amplifikéciot

kovetd kimutatasa. A modszer 24 HPV-tipust képes kimutatni.

3) Szovettan

Szdvettani vizsgalat soran a citologiai mintakbdl igazoltan tobbszords HPV fert6zések mellett
észlelt hiszto(cito)morfologiai elvaltozasokat és a hatteriikben allé molekularis jellemzoket
hatdroztuk meg a virusok szdveti szintli relokalizacidja mellett. A makroszkopos ¢és
mikroszkopos feldolgozas szabvany korszovettani protokolloknak megfelelden tortént. A
diagnozisok alapjaul a WHO (1975) klasszifikdcid és a Richart-féle CIN klasszifikacio
szolgalt.

a) HE festés: hagyomanyos modon végeztiik.

b) Immunhisztokémiai vizsgalatok (IHC):

e pl16 ™% - A human p16 ™* protein kimutatasara iranyulé vizsgalatainkat
CINtec p16™5* antitesttel (mtm Laboratories, Németorszdg) végeztik.

* Ki67: (Mibl) A proliferacios aktivitas kimutatdsa Ki67 monoklonalis antitest
(NeoMarkers, Fremont, USA) alkalmazasaval tortént.

* HPV L1 kapszid fehérje kimutatas: Cytoactive® HPV Screening
Set (Cytoimmun, Németorszag) segitségével tortént.

Vizsgalatainkat standard sztreptavidin-biotin-peroxidaz indirekt IHC technikaval végeztiik

valamennyi esetben a gyartd ajanlasait kovetve.

¢) In situ hibridizacié (ISH) alkalmazéasaval a HPV kimutatasat két médon végeztiik:

- INFORM HPV III Family 16 Proba (B) (Ventana) hasznalataval festdautomataban,

a gyart6 utasitasainak megfeleléen, mely a kovetkez6 virusszekvencidkat tartalmazza:
HPV16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,66.

- kiilon szinjelolt probakkal, manualis technikaval: a)HPV16 biotin és b)HPV31
digoxigenin jeldlt szekvencidkat tartalmazé Rembrandt® probakkal a) avidin-HRP +

AEC, b) anti-dig-AP + NBT/BCIP enzim-szubsztrat reakciokkal.



EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK
I. A multiplex huméan papillomavirus fertézések epidemiologiai jellemz6i

crer
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tobbszoros HPV  fertézések prevalencidjat ¢és genotipus-specifikus Osszetételét mind
keresztmetszeti, mind idébeni lefolyas tekintetében.

Vizsgalataink soran - egy vagy tobb alkalommal - 8090 paciens koziil 489 esetében

igazoltunk tobbszords HPV fertdzést. A 7,5 évet feloleld vizsgalat idészakéban - szemben az
egyszeri vizsgalatok soran észlelt keresztmetszeti 3,8%-os eldfordulési gyakorisaggal - a HPV
koinfekciok kumulativ prevalencidja 15,3%-nak bizonyult. A fert6zések 0sszesitett kumulativ
eléfordulasi gyakorisdga a vizsgéltak korében 6,9% volt.
A konszenzus primerekkel végzett PCR-alapt HPV DNS kimutatds és szekvenalas
modszerével végzett genotipus meghatarozas illetve tipus specifikus PCR vizsgalatok soran
egyidejiileg 2-3 HPV genotipus jelenlétét mutattuk ki, mig un. ,,széles spektrumi” modszerek
alkalmazaséaval egy adott mintdban egyidejlileg akar 7 kiillonb6zd genotipust is detektaltunk.
Viruskimutatasra hasznalt modszertdl, a vizsgalt populacid ¢Eletkoratol, citologiai és
hisztologiai diagnézisoktodl fliggetleniil leggyakoribb koinfekcids mintazat az egyidejlileg két
vagy harom genotipusbdl allo fert6zés volt.

A tobbszoros HPV fertdzésekben Osszesen 45 kiilonb6zo genotipust azonositottunk.
Leggyakoribb genotipusaink sorrendben a HPV16,31,53,51,52, és 66 voltak. A leggyakoribb
koinfekcids mintdzatnak a dupla, HPV16+31 fertézések bizonyultak Tobbes virusfertézések
legnagyobb gyakorisaggal a 25-34 év kozé esé populacioban (35,5%) fordultak eld, azonban
30 éves kor alatt illetve felett a tobbszords infekciok el6forduldsi gyakorisagaban szignifikans
kiilonbséget nem észleltiink.

Citologiailag ASCUS (39,6%) ¢és LSIL (45,7%) esetekben HPV koinfekciot
szignifikdnsan nagyobb ardnyban detektaltunk a HSIL (14,7%) esetekhez képest.

Hisztologiai vizsgalataink sordn tobbszords infekcioval leggyakrabban CIN3

esetekben talalkoztunk (43,3%).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a tobbszoros HPV fertdzések epidemioldgiai jellemzdinek
meghatarozasat a viruskimutatasra alkalmazott modszer és az egyes vizsgalatok kozott eltelt

1d6 jelentésen befolydsolja



I1. Tartésan (= 18 honap) fennallé azonos genotipusu HPV fertozések

A tanulmény ezen részében a vizsgalt populaciobdl (8090 nd) kivalasztott szaz paciens
esetében tartésan ugyanazon HPV genotipus atlagosan 35,52 (£13,0) honapon at bizonyult
kimutathatoénak. Vizsgalatainkban 6sszesen 21 kiillonb6zd genotipus szerepelt. A tartdsan
kimutathatd virus a fertézottek 72%-andl a magas (HR-), 24%-4nal az alacsony (LR-), 4%-
anal az ismeretlen onkogén kockéazati (UR-) HPV-k csoportjaba tartozott. A fertézések
lefolyasanak atlagideje a kiillonb6zd rizikdcsoportba tartozd virusok és az egyes HPV
genotipusok esetében jelentds kiilonbségeket mutatott. Az azonos genotipusu HPV fertézések

id6tartama 19,7 és 54,3 honap kozott valtozott.

A vizsgaltak 44%-anal egyidejiileg tobb HPV genotipus jelenléte volt igazolhatd. A
tobbszords HPV fert6zések 95%-aban minimdlisan egy magas onkogén kockézatu virus
jelenléte volt megfigyelhetd, 75%-aban egy magas onkogén kockazatu virus >18 hoénapig
kimutathat6 volt, ezek koziil leggyakoribb genotipusnak a HPV16-o0s bizonyult (18,2 %).

Vizsgélataink soran a tartds HR-HPV fert6zések prevalencidja és a citologiai atipia
foka kozott szoros Osszefiiggést talaltunk: ASCUS esetekben tartosan kimutathato HR virus
66,6%-ban, LSIL esetekben 78,6%, HSIL esetekben 88,8% gyakorisaggal volt azonosithato.
Az ¢érintettek 33%-andl a kovetés folyaman a citologiai vélemény progressziot jelzett,
tizenegy nd esetében a citoldgiai progresszido HSIL forméjaban manifesztalodott.

LSIL illetve HSIL kialakulasanak fokozott kockazatat tartés idejii magas onkogén
kockazati virusok mellett igazoltuk, alacsony és ismeretlen onkogén kockéazatu virusok
mellett a kovetés folyaman valtozatlan citologiai képet vagy regresszidt lattunk. HSIL
progresszid szempontjabol szignifikans kiilonbséget sem a 30 évnél fiatalabb és idésebb ndk
kozott, sem az egy virussal torténd ill. a tobbszorés HPV fertézések esetében nem talaltunk.

A hisztologiai mintaval rendelkezok 60%-anal a szovettani vizsgalatok >CIN2/VAIN2
1€z16t igazoltak: 36%-uk egyidejiileg tobb virustipussal fert6zott volt. Ezen személyek felénél
tartdsan kimutathat6 tipusnak a HPV16 bizonyult. Egy virussal fertézottek esetében hasonlo
tendencidt észleltiink: a szdvettanilag igazolt >CIN2/VAIN2 1éziot mutatok Otvenot

szazalékanal HPV16 infeki6 volt jelen.

Osszefoglalva: a tartsan azonos genotipustt HPV fertézések felderitésével kivalaszthatok
azon paciensek, akiknél az onkologiai szlirés folyamdn a ményakrdk ¢és rakmegel6z6

allapotainak fokozott kialakulasi kockazataval szamolhatunk.



III. Tobbszoros human papillomavirus fert6zés mellett észlelt hisztomorfologiai

elvaltozasok spektruma — viruskimutatas

Hisztologiai vizsgélataink soran tobbszords HPV  fertézésekben mind invaziv
laphamrakot, mind a méhnyakrak megel6z6 4llapotainak teljes spektrumat (CIN1-3)
megfigyeltiik, két esetben a mirigyhdm in situ karcindbmajat azonositottuk.

A karcindbma- vagy diszplaziamentes, ,.épnek” tiind vagy hiperpldzids hamban
(ektocervikalis lapham és endocervikalis mirigyham) a HPV fertézésre utald ,klasszikus”
(koilocitdzis, diszkeratocitozis) és ,,nem klasszikus™ (sejtmageltérések, citoplazmalis eltérések
¢s keratinizdcidos zavarok, szuprabazalis mitozisok) hiszto(cito)morfologiai jeleket
valamennyi mintdban megfigyeltiik. Pusztdn a morfoldgiai kép alapjan a kiilonb6z6 HPV
tipusok ¢és az altaluk okozott elvaltozasok kozott nem tudtunk kiilonbséget tenni.

A cervixham diszplasztikus, diszpldziamentes - minimalis morfoldgiai eltéréseket
mutatd vagy hiperplazias - teriiletein magas onkogén kockazata HPV tipusok jelenlétét, az
altaluk okozott genetikai instabilitds kovetkeztében kialakult sejtcikluszavarokat
immunhisztokémiai (p16™<*, Mib-1, HPV L1-kapszid) és kiilonbéz6 in situ hibridizacios
vizsgalatokkal igazoltuk. Az egyes genotipusok szdveti megoszlasait HPV16+31 fertdzottek
hisztoldgiai mintain eltéré szinjelolt HPV DNS probakkal végzett in situ hibridizacidval
mutattuk ki.

A HPV fertézés mellett észlelt hisztomorfologiai jelenségek sokszinliségét, a
morfoldgiai elvaltozasokért felelds virusok szoveti elhelyezkedését dsszefoglald hisztologiai

abran rogzitettiik (1.4bra).

Morfologiai megfigyeléseink, melyek valamennyi HPV fert6zott szovetben felismerhetd
jelenségeket igazoltak, segitik a rutin diagnosztikus tevékenységet folytatok munkéjat,

felhivjak a vizsgalo figyelmét a HPV etiologiai szerepére.
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AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
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tudomanyos ismeretek bovitéséhez, kiillondsen az egyidejiileg tobb genotipussal torténé HPV

infekciok vonatkozasaban.

2. Eredményeink igazoljdk az elméletet, mely szerint a cervix karcindma és rdkmegel6z6
allapotainak kialakuldsdban a magas onkogén kockazatl, azonos genotipussal torténd, tartos
HPV fertézéseknek van elsddleges szerepe. Tanulmanyunk — iddszertiségén tal (Harald zur

Hausen - 2008. Orvosi Nobel-dij) — népegészségtani szempontbol kiemelkedo jelentdségii.

3. Munkankban — mind citologiai mintakbol végzett, kiilonb6z6 molekularis biologiai
technikdk alkalmazdsa, mind hisztologiai mintdkon végzett kiilonb6z6 in situ hibridizacios
technikdk alkalmazasa altal — megvildgitottuk a viruskimutatas problematikajat a tobbszoros

HPV fertozések esetében.

4. Tanulmanyunkban ramutattunk az egyszeri keresztmetszeti €s az Osszesitett el6fordulési

gyakorisag vizsgalatdban mutatkozo kiilonbségekre ¢és a kovetéses vizsgalatok jelentdségére.

5. A rendelkezéstlinkre 4ll6 adatok szerint ez az elsé dinamikus kovetéses tanulmany a rutin
ndgyogyaszati citologiai szlirOvizsgalat keretében végzett HPV DNS kimutatds és genotipus

meghatarozasra a tartosan azonos genotipusu HPV fert6zések tekintetében.

6. Tudomasunk szerint ez az els§ olyan magyar nyelvii 0sszefoglaldo tanulméany, mely
molekularis biologiai modszerekkel igazolt tobbszoros HPV fert6zésekben a virus okozta
»klasszikus” ¢és ,,nem klasszikus” citomorfologiai jeleket szOveti szinten mutatja be,
immunhisztokémiai és in sifu hibridizaciés modszerekkel indirekt és direkt mddon igazolja a
szoveti elvaltozdsok hatterében all6 HPV jelenlétét mind a lapham, mind a mirigyhdm
vonatkozasaban, tovabba bizonyitékot szolgaltat a tobbes HPV fertdzésekben a kiilonb6zo

HPV genotipusok szoveti megoszlasaral.
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