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1. Bevezetés

A himvessz0 daganatok az onkoldgiai betegségeknek viszonylag ritka formajat képviselik,
hiszen aranyuk a fejlett orszagokban kevesebb, mint 1% kozelében mozog. Mégis, a férfiakat
tekintve jelentds pszichoszexudlis terhet képviselnek, az uroléogus szdmara pedig kihivast
jelenthet kezelésiik. A himvesszd daganatos betegek korében elvégzett epidemiolodgiai
vizsgalatok, Osszességében hat olyan riziko faktor szerepét véleményezték, melyek jelenléte
esetén a daganatos betegség kialakuldsa a kontroll populacidhoz képest jelentds mértékii
novekedést mutatott: fitymasziikiilet, kronikus gyulladasos korképek (balanoposthitis,
balanitis xerotica obliterans), sporalene ¢s UV-A fototerapias kezelés, dohanyzas, human
papillomavirus infekcié (HPV), promiszkuitas.

Epidemioldgiai vizsgalatok felvetették a human papilldémavirusok onkogén tipusainak koroki
szerepét a pénisz tumorok esetében is. Backes és munkatarsai 2009-ben kozzétett attekintd
kozleménye szerint a himvesszé daganatban szenvedd betegek mintegy 40%-a volt HPV
érintett, ezen beliil a HPV 16-o0s szubtipus volt a leggyakrabban el6fordul6 tipus. A masik
érdekes Osszefiiggés a HPV érintettség, illetve a himvessz0 daganat kozott, hogy bizonyos
himvessz6 daganat tipusok kozott sokkal gyakoribb a kapcsolat (pl. basaloid, condylomatosus
megjelenés 76%), mint egyéb (pl. verrucosus carcinoma 24,5%) megjelenési tipusok kozatt.
A himvesszé daganatok klinikai lefolyasat, illetve a talélést egyértelmlien a nyirokcsomod
statusz hatarozza meg. A klinikailag negativ nyirokcsomok 5 éves daganatmentes talélése 75-
93%, a Kklinikailag igazolt kismedencei nyirokcsomé érintettség esetén az 5 éves
daganatmentes tulélés 20-34% kozé esik. Felmeriil a kérdés, hogy a HPV érintett primer
daganat esetén, elérehaladott folyamat, klinikailag pozitiv, illetve esetlegesen az eltavolitott
szentinel nyirokcsomé daganatos érintettsége esetén a csomok HPV érintettsége vajon
Osszefliggést mutat-e, illetve azonos szubtipusok, onkogén HPV tipusok jelenléte
kimutathato-e mindkét szoveti kornyezetben. Ha igen, a daganatos betegség klinikai
lefolydsaban mutatnak-e ezen betegek kiilonbséget a kontroll populécidhoz képest.

Kiterjedt kutatas és adatgylijtés csak szérvanyosan folyik a férfiak kozott, a vilag urologus
tarsasagainak irdnyelvei érdemben nagyon keveset foglalkoznak a human papillomavirussal.
A magyar urologia a vilag tobbi orszdgahoz hasonldéan iddig nem mutatott kiilondsebb
érdeklodést a HPV problematika irant.

Az ezzel kapcsolatos érdektelenséget probaltuk athidalni kutatasainkkal, melyek soran a

primer tumorban, valamint az inguinalis nyirokrégioban vizsgaltuk a human papillomavirus



jelenlétét, kerestiink olyan biologiai markereket, melyek a himvessz0 daganatok
progresszidjaval Osszefiiggenek, illetve vizsgaltuk a toll-like receptor 4 (TLR4) protektiv
szerepét a himvesszd daganatok kialakuldsédban. Ezen kiviil szerettilk volna 6sszefoglalni a
HPV ¢és a himvessz6 daganatokrdl megszerzett tudast.

A HPV koéroki szerepe ugyan Iényegesen kisebb, mint a ndk esetében, az ezzel kapcsolatos
kutatds sok hasznot vonhat maga utan: a véddoltasoknak a himvesszé daganatos esetekben is

preventiv szerepe lehet, emellett a HPV prognosztikai szerepére is fény dertilhet.

2. Célkitizések

e A HPV infekcid gyakorisdganak megéllapitasa himvessz0 tumorban, tovabba a
HPV tipizalasa a himvessz6 daganatokban leggyakrabban el6fordul6 szubtipus
megallapitasara.

o TLR4 protektiv szerepének vizsgalata a perzisztaldé HPV fertdzésben, a virus

e A HPV pozitivitas valamint a TLR4, p16™%% ¢s a p53 szoveti kifejezédése kozotti
Osszefiiggés vizsgalata.

¢ A himvesszd daganatok virus-, és nem virus okozta kialakulasanak igazoldsa vagy
elvetése.

e A himvesszd daganatok progresszidjaval Osszefiiggd markerek, mint az EZH2,

MMP12, mTOR, RARRESI1 valamint az E-cadherin és vimentin vizsgalata.

3. Betegek és modszer

A Pécsi Tudomanyegyetem Urologiai Klinikdjan 2002-2012 kozott malignus himvesszo
daganat miatt elvégzett miitéti beavatkozasok sordn mind a primer tumorbol, mind pedig a
regionalis nyirokcsomokbol vettiink szovetmintdkat. A mintdkat tovabbi korszovettani
feldolgozasra kiildtiik, ahol a szdvetek paraffin beadgyazasa tortént meg. A szdvetmintak
gylijtését és feldolgozasat a PTE AOK Etikai Bizottsag engedélyének birtokaban végeztiik
(Etikai engedély szama: 4828).



1. Tablazat. Osszefoglal6 tablazat a HPV tesztek eredményei, TNM stadium meghatarozas sebészeti ellatas

formairol és a betegek életkorarol

Betegszam | TNM Sebészeti ellatas Kor
(ev)
1 pT1pNOGII excision 61
2 pT1pNOMxGI partial amputation 81
3 pT3pNOMxGII-IIT amputation 53
4 pT1pNOMOGI excision 87
5 pT2N2MxGI partial amputation 82
6 pT1pNOGI excision 56
7 pT4pN2MxGIII emasculinisation 44
8 pT1pNOMxGI excision 54
9 pT3pN2MxGII-1II amputation 53
10 pT1pN2MxGI-II excision 79
11 pT1pNOGIII-IV amputation 63
12 pT1pN3IMxGIV excision 56
13 pT2pN2MxGII-1II amputation 50
14 pT4pN2GIII-IV emasculinisation 52
15 pT3pNIMxGII-IV emasculinisation 52
16 pT2pNOMxGII-III partial amputation 78
17 pT1bpNOMxGIII-IV excision 60
18 pT1apNOMxGI-IT partial amputation 74
19 pT1pNOMxGI excision 73
20 pT1CISpNOMxGIIT excision 61
21 pT1bpN3MxGIII-IV amputation 53
22 pT1pNOMxGII excision 72
23 pT1pNOMxGII excision 59
24 pT2pNOMxGII amputation 44
25 pT2pNOMxGII-IIT amputation 60
26 pTapNOMxGI excision 59
27 pT2pNOMxGI-II amputation 57
28 pT1pNOMxGII excision 46
29 pT3pN3MxGI amputation 78
30 pT2pN3M1GIHI-IV amputation 59
31 pT3pN2MxGII-IV amputation 61
32 pT2pNOMxGIII amputation 48
33 pT3pN2MxGIV amputation 71
34 pT3pN2MxGII amputation 56
35 pT2pNOGII excision 50




3.1 A HPV statusz meghatarozéasa

A tovabbiakban a retrospektiv molekularis vizsgalatokhoz a paraffin blokkokbol 10 um-es
szovetmetszetek késziiltek, amikbdl a deparaffindlas utan totdl DNS kivonast végeztiink HPV
kimutatds céljabol. A DNS kivonasahoz a sejteket QIAGEN sejtfeltard késziilékkel
(TissueLyser, Qiagen, Biomarker Ltd. Hungary) tartuk fel, majd a finomabb struktirak
bontasat enzimatikus emésztéssel (Proteinase-K) végeztiik. A DNS preparalasa QIAGEN
kittel (QIAmp DNA FFPE Tissue Kit) tortént, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A HPV
orokitd anyaganak kimutatdsat virus-specifikus TagMan probaval (DiaSTD HPV Screening
Kit, DIAGON) polimeraz lancreakcié (PCR) alkalmazaséaval erdsitettiik fel, amely alkalmas a
HPV minden genotipusanak egyidejii kimutatdsara. A méréseket LineGene 9600-as valos-
idejii PCR késziilékkel végeztiik, ahol az 530 nm-en megjelend fluoreszcens jel detektalasaval

igazoltuk a mintaban a HPV viralis nukleinsav jelenlétét.

3.2 Szdveti microarray (Tissue microarray, TMA)

A vizsgalat sordan a karcindmat tartalmazd paraffin blokkokat hasznaltunk fel tissue
microarray (TMA) készitéséhez. A tumoros blokkokbdl készitett hematoxilin-eozinnal festett
metszetek attekintése soran kijeldltiik a mintavétel helyét. Ezt kovetden a kijelolt tertiletnek
megfeleléen a paraffinba dgyazott szovetblokkbdl Manual Tissue Arrayer (MTA1, Beecher
Instruments, Inc. Sun Prairie, USA) késziilék segitségével 0,6 mm atmérdjii szovethengereket
teriiletekkel rendelkezd tumorokbol tobb (3-5) mintat vettiink. Az igy nyert szovethengereket
az MTAI1 késziilék segitségével egy kozos paraffin blokkba agyaztuk be, lehetévé téve az

Osszes vizsgalt tumor egy metszeten torténd egyidejii vizsgalatat.

3.3 Immunhisztokémia

A TMA-b6l készitett 4 pum vastagsaga metszetekbdl a paraffint xilol segitségével
eltavolitottuk, majd a metszeteket leszallo etanol sorozatban rehidraltuk. Ezt kovetden az
antigén feltards 10 mM natrium-citrat pufferben (pH 6,0) vagy TE pufferben (pH 9,0) térténd
kezeléssel értik el, amit a 2100-Retriever (Pick-Cell Laboratories, Amsterdam, Hollandia)

késziilékben végeztiink el.



Az endogén peroxiddz aktivitds és a nem specifikus kotohelyek blokkolasa 1% normal 16
szérumot tartalmazé 3%-os hydrogénperoxidban tortént szobahdmérsékleten 10 percig. Ezt

kovetden a metszeteket a primer antitesttel nedves kamraban 4°C-on inkubaltuk.

A kovetkezd antitesteket hasznaltuk fel:
- nyul anti-TLR4 antitest (PA5-23124, Thermo-Fisher Scientific, Budapest, Hungary)
1:100 higitasban;
- nyul anti-mTOR antitest (PA5-34663, Thermo-Fisher), 1:100 higitasban;
- nyul anti-RARRES]1 antitest (PA5-22310, Thermo Fisher), 1:200 higitasban;
- nyudl anti-MMP12 antitest (NBP1-31225, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA),
1:250 higitasban.
Harminc percig torténd HRP konjugélt anti-nytil mésodlagos antitest (MACH4 Universal
HRP-Polymer, Biocare Medical, Concord, USA) alkalmazéasat kovetéen az eldhivas AEC
szubsztrat és DAB (DAKO Glostrup, Danemark) segitségével tortént, majd a metszeteket

Mayer hematoxilinnel festettiik.

A kovetkez0 antitestek detektalasat a Leica Bond Max Autostainerben végeztiik el:

- nyudl monoklonalis anti-P53 antitest (SP5, Thermo-Fisher) 1:200 higitasban;

- nyudl monoklonalis anti-p16 antitest (R19-D, DB Biotech) 1:100 higitasban;

- egér monoklonalis anti-EZH?2 antitest (6A10, Novocastra, Leica) 1:200 higitasban,

- egér monoklonalis anti-Vimentin antitest (V9, Boehringer-Manheim, Mannheim)
1:1000 higitasban;

- egér monoklonalis anti-E-cadherin antitest (NHC-38, DAKO) 1:200 higitasban.

Végil a metszetek kétszeres kiértékelése tortént a klinikai adatok ismerete nélkiil. A
kiértékelést Leica LaborluxS mikroszkdppal végeztiik a fotokat Leitz DMRBE mikroszkopra
helyezett ProgRes C14 kameraval készitettiik.

3.3.1 Az immunhisztolédgiai reakciok kiértékelése

A TLR4, P16™K4 ¢5 p53 immunhisztoldgia eredményét két alkalommal értékeltiik ki a HPV
statusz ismerete nélkil. Az EZH2, mTOR, RARRES1, MMP12 kiértékelése a tumorok
progresszidjanak ismerete nélkiil tortént. Mivel ezekkel az antitestekkel a pozitiv sejtek

aranya 80%-folott volt, a szdzalékos aranyt nem értékeltiik ki paraméterként. Az értékelés
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kizarélag a reakcid intenzitasan alapult: hidnyzd, gyenge, kozepes és erds festddés. Az E-
cadherin valamint a vimentin immunhisztologia kizarolag egy-két esetben volt pozitiv, igy

nem kerilt kiértékelésre.

3.3.2 Statisztikai modszer

A HPV pozitivitas, TLR4, p53 és pl6 expresszid kozotti osszefiiggést Pearson’s Chi square
teszttel értékeltiik. Az eredményt akkor tartottuk szignifikansnak, ha a p érték 0.05 alatt volt.
A szamitasokat az SPSS (IBM Corporation, New York, USA, v24.0) programmal végeztiik el
(Fisher Extect Test).

4. Eredmények

A vizsgalati idészakban Osszesen 47 beteg estében tavolitottuk el a primer tumort, illetve 35
esetben a regionalis nyirokcsomot, 24 esetben végeztiink dinamikus szentinel nyirokcsomo
meghatarozast. Az alkalmazott DNS preparalasi modszerrel megfelel6 mennyiségli és
mindségli nukleinsavat sikeriilt kinyerniink, amelyet a tovabbiakban a virdlis nukleinsav
kimutatdsadhoz hasznéltunk fel. A végleges vizsgalatokban 35 beteg primer tumor és
nyirokcsomd mintdit teszteltik parhuzamosan. Természetesen azon betegek anyagainak
Osszehasonlitasara nyilt csak lehetdség, akiknél mind a primer tumor, mind pedig a regionalis
nyirokcsomo (akar szentinel nyirokcsomo, akar lymphadenectomias anyag) rendelkezésre allt,
illetve HPV pozitivitast tudtunk kimutatni.

A sajat beteganyagon elvégzett klinikai vizsgalat sordn a sikerrel bevont 31 betegnél
Osszességében 16 esetben tudtunk a primer daganatbol magas malignitaisu HPV DNS-t
izolalni, és 3 esetben tudtunk a hozza tartozo regionalis (inguinalis) nyirokcsomokbol HPV-t
kimutatni. A tovabbi molekular bioldgiai vizsgalatok, illetve tipizalasi folyamatok sordan a 16
magas malignitast HPV pozitiv primer daganatos beteg koziil 13 esetben tudtuk a magas
szenzitivitasti vizsgald modszerrel a tipizalast elvégezni. A tipizalas sordn Osszesen 10
betegnél (76,92%) HPV 16 szubtipus, 3 esetben (23,07%) HPV 51, 82, 59 szubtipusok
igazolodtak. Azon 3 betegnél, akiknél mind a primer, mind pedig a nyirokcsom6 HPV
analizise pozitiv eredménnyel zarult megegyezd HPV 16 szubtipust tudtunk kimutatni.

A molekular biologiai eredmények mellé rendelt klinikai, illetve patoldgiai vizsgalatok soran

a magas malignitasi HPV pozitiv esetek 47%-ban pTa-pT1, mig 53%-aban pT2-pT4



stadiumu lokalis folyamatok igazolodtak. A klinikai vizsgalat rdmutatott arra, hogy azon 3
beteg, akiknél mind a primer, mind pedig a regionalis nyirokcsom6 pozitiv volt, a primer
daganat lokalisan elérehaladott (pT3-pT4), illetve kismedence nyirokcsoméd pozitivitast
eredményezett. Mind a 3 betegnél kiterjesztett primer daganat eltavolitast (emasculinisatio)
voltunk kénytelenek elvégezni, a rendelkezésre allo staging, illetve patologiai eredmények, a
folyamat rapid eldrehaladdsa miatt adjuvans kemoterapias kezelés lett volna sziikséges,

azonban a betegek rossz komplience miatt a tovabbi onkologiai kezelés nem valosult meg.

4.1. A TLR4, P53 és P16™* immunhisztologiai vizsgalata himvesszé daganatokban

4.1.1. TLR4

A TLR4 diffuz kifejez6dést mutatott 17 himvessz6 daganatban, mig 14 esetben nem talaltunk
immunreakciot. 16 HPV pozitiv himvesszé daganatbol csak 4 mutatott TLR4 pozitivitast,
ugyanakkor a 15 HPV negativ daganatb6ol 13 tumorban taldltuk meg a TLR4 gén
kifejez6dését. A Pearson’s Chi square teszt szignifikans inverz korrelacidét mutatott a HPV

pozitivitas és TLR4 immunreakcio kozott (p=0.0006).

4.1.2.p53

A p53 immunhisztologiai vizsgalata 16 himvesszd karcindméaban kozepes vagy erds
intenzitdsu magfestést mutatott. A 16 HPV pozitiv himvesszé daganat koziil csak 5 tumor
mutatott pozitiv festodést a p53 antitesttel. A masik oldalon 15 HPV negativ tumorbd6l 11-ben
(73%) tudtunk erds és diffiz sejtmag pozitivitast kimutatni. A Pearson’s Chi square teszt
szignifikans korrelaciét mutatott a hianyzo6 HPV integracidé és p53 immunreakcidé kozott

(p=0.0191).

4.1.3. P16MKda

Kifejezett p16™%4 immunreakciot figyeltiink meg 10 himvesszd daganat cytoplazmajaban,

6TNK4a

illetve a tumor sejtmagban is. Mindegyik pl pozitiv malignoma HPV pozitiv volt. Ezzel

6INK4a

ellentétben a HPV negativ himvesszé daganatok nem mutattak pl immunreakciot.

Pearson’s Chi square teszt szignifikins korrelaciot mutatott a HPV pozitivitas és a pl6™K4a
fehérje kifejezddése kozott (p=0.0002). A HPV sztubtipus, TLR4, p16""4? p53 fehérjék

Osszefliggése a 2. Tablazatban tekinthetd meg.



2. Tablazat. A virologiai és immunhisztologiai (TLR4, pl6™K% ¢&s p53) vizsgalatok

eredménye
Eset | TNM-G HPV/ TLR4 pl6inkia pS3
szubtipus

1 pT2,NO,Mx,G3 pos/16 0 1 1
2 pT2,NO,Mx,G2 pos/16 1 1 0
3 pT2,NO,Mx,G3 pos/16 0 1 0
4 pT1,NO,Mx,G2 pos/16 0 0 0
5 pT2,NO,Mx,G2 pos/16 0 0 0
6 pT1,N3,Mx,G3 pos/16 1 1 1
7 pT1,NO,Mx,G1 pos/16 0 1 1
8 pT4,N2,Mx,G3 pos/16 1 1 0
9 pT4,N2,Mx,G3 pos/16 0 0 0
10 pT3,N1,Mx,G3 pos/16 0 0 0
11 pT1,NO,Mx,G3 pos/59 1 1 1
12 cis pos/51,82 0 1 0
13 pTa,NO,Mx,G1 pos/82 0 0 0
14 pT1,N3,Mx,G3 pos/na 0 1 1
15 pT3,NO,Mx,G3 pos/na 0 0 0
16 pT3,N2,Mx,G3 pos/na 0 1 0
17 pT3,N2,Mx,G3 neg 1 0 1
18 pT2,N3,M1,G3 neg 1 0 0
19 pT1,NO,Mx,G1 neg 1 0 1
20 pT2,N2,Mx,G1 neg 0 0 0
21 pT1,NO,Mx,G1 neg 0 0 1
22 pT3,N2,Mx,G2 neg 1 0 1
23 pT1,NO,Mx,G1 neg 1 0 1
24 pT1,N2,Mx,G2 neg 1 0 1
25 pT1,NO,Mx,G3 neg 1 0 0
26 pT2,N2,Mx,G3 neg 1 0 1
27 pT2,NO,Mx,G2 neg 1 0 1
28 pT1,NO,Mx,G2 neg 1 0 1
29 pT1,NO,Mx,G1 neg 1 0 1
30 pT1,NO,Mx,G2 neg 1 0 0
31 pT3,N2,Mx,G3 neg 1 0 1

na - nem vizsgalt; 0 - negativ; 1 - pozitiv (Damasdi M et al. Anticancer Res. 2017; 10:5515-5519)



4.2 A HPV pozitivitas valamint a TLR4, P16™K4 és p53 kozotti 6sszefiiggés

A HPV integracio és a harom gén expresszidjanak dsszehasonlitdsa soran két tumor csoportot
tudtunk elkiiloniteni. A HPV negativ tumor csoportban 10 himvessz0 daganat volt mind
TLR4-re mind p53-ra pozitiv. A két marker koexpresszidja szignifikans volt (p=0.0198). A

HPV pozitiv himvesszé daganatok pozitiv immunreakciét mutattak a P16™<4a

antitesttel, mig
a HPV negativ esetekben nem tudtunk P16™%* pozitivitast kimutatni. Nemcsak a HPV
kimutatasa, hanem a harom gén kombinalt kifejezOdése is egyértelmiien meghatarozta a

himvessz6 daganat kiilonb6z0 kialakuldsanak a valoszintiségét.

4.3 Tumor progressziohoz tarsuld markerek immunhisztoldgidja
Szamos tumor progresszidhoz tarsitott marker koziil kivalasztottuk azokat, amelyeket még

nem, vagy csak ritkan néztek meg himvesszd tumorokban. A progresszioval Osszefliggést

mutat6 gének (EZH2, mTOR es RARRESI) kifejezddése az 3. Tablazatban tekinthetdé meg.
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3. Tablazat. A viroldgiai és immunhisztologiai (EZH2, mTOR és RARRES]1) vizsgalatok eredménye.

Eset | TNM-G HPV/ EZH2 mTOR RARRES1
szubtipus
1 pT2,NO,Mx,G3 pos/16 0 1 1
2 pT2,NO,Mx,G2 pos/16 1 1 0
3 pT2,NO,Mx,G3 pos/16 0 1 0
4 pT1,NO,Mx,G2 pos/16 0 0 0
5 pT2,NO,Mx,G2 pos/16 0 0 0
6 pT1,N3,Mx,G3 pos/16 1 1 1
7 pT1,NO,Mx,G1 pos/16 0 1 1
8 pT4,N2,Mx,G3 pos/16 1 1 0
9 pT4,N2,Mx,G3 pos/16 0 0 0
10 pT3,N1,Mx,G3 pos/16 0 0 0
11 pT1,NO,Mx,G3 pos/59 1 1 1
12 cis pos/51,82 0 1 0
13 pTa,NO,Mx,G1 pos/82 0 0 0
14 pT1,N3,Mx,G3 pos/na 0 1 1
15 pT3,NO,Mx,G3 pos/na 0 0 0
16 pT3,N2,Mx,G3 pos/na 0 1 0
17 pT3,N2,Mx,G3 neg 1 0 1
18 pT2,N3,M1,G3 neg 1 0 0
19 pT1,NO,Mx,G1 neg 1 0 1
20 pT2,N2,Mx,G1 neg 0 0 0
21 pT1,NO,Mx,G1 neg 0 0 1
22 pT3,N2,Mx,G2 neg 1 0 1
23 pT1,NO,Mx,G1 neg 1 0 1
24 pT1,N2,Mx,G2 neg 1 0 1
25 pT1,NO,Mx,G3 neg 1 0 0
26 pT2,N2,Mx,G3 neg 1 0 1
27 pT2,NO,Mx,G2 neg 1 0 1
28 pT1,NO,Mx,G2 neg 1 0 1
29 pT1,NO,Mx,G1 neg 1 0 1
30 pT1,NO,Mx,G2 neg 1 0 0
31 pT3,N2,Mx,G3 neg 1 0 1

na - nem vizsgalt; 0 - negativ; 1 — pozitiv
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4.3.1 EZH2

Az EZH2 diffuz kifejezddést mutatott 17 himvesszd daganatban, mig 14 esetben nem
talaltunk immunreakciot. A 9 progressziot mutatd himvesszé daganat koziil 8 volt pozitiv
EZH2-re (90%), mig a 22 nem progredialé himvesszd daganatbol csak 8 esetben talaltunk
EZH2 pozitivitast. Erdemes megemliteni, hogy a 14 EHZ2 negativ esetbél csupan egyetlen
himvessz6 daganat progredialt. Az EZH2 immunreakci6 €s a himvessz6 daganat progresszidja

a Fisher’s Exact Teszt alapjan szignifikdns 0sszefiiggést mutatott ki (p=0.021).

4.3.2 MMP12

A human macrophage metalloproteinase MMP12 a legtobb himvesszé tumorban kifejezddott,
csak 7 tumor volt negativ. A jobban differencialt elszarusod6 laphdmrakok tobbnyire MMP12
negativok voltak. A tumor sejtek pozitivitisa az enyhe festédéstdl az erésen pozitiv
citoplazmatikus immunreakcioig valtozott. A 24 MMP12 pozitiv esetbdl 9 himvesszo daganat
progredialt (38%), mig a 7 negativ tumor remisszidoban maradt. A tumorok stroméjdban
kiilonb6z6 szamban fordultak elé makrofagok, amelyek MMPI12 pozitivitdst mutattak. A
statisztika nem mutatott Osszefliggést az MMPI12 pozitivitds és a himvesszd tumorok

progresszioja kozott.

4.3.3 mTOR

Diffiz mTOR pozitivitast talaltunk 21 himvessz6é daganatban. A pozitiv festddés nem fliggott
0ssze a tumorok szovettani tipusaval, a pozitiv esetek kozt mind anaplasztikus vagy jol
differencidlt elszarusod6d laphamrak is eléfordult. A 16 HPV pozitiv tumorbol 10 mTOR
pozitiv volt, ami ugyan nem szignifikans, de valamilyen Osszefiiggést sejtet. A 21 mTOR
pozitiv tumorbdl 9 progredidlt 12 pedig remissziét mutatott. Nem talaltunk szignifikéns
Osszefliggést az mTOR pozitivitas €és p53 pozitivitas kozott. Ellenben az mTOR expresszidja

¢s a tumorok progresszidja kozt szignifikans dsszefliggést tudtunk kimutatni (p=0.012)
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4.3.4 E-cadherin és vimentin

A mi anyagunkban a minden napi rutinban hasznalt és megbizhatéan miikodd E-cadherin és
vimentin antitestet is megvizsgaltuk. A 31 himvesszd karcindmabol csak 5 esetben figyeltiink

meg E-cadherin pozitivitast

4.3.5 RARRESI1

RARRESI pozitivitast talaltunk 16 himvesszé daganatban, 7 esetben erds immunreakciot
figyeltiink meg a stromdt infiltrdld immunsejtekben. A RARRESI pozitivitds nem fiiggott
0ssze a tumorok szovettani tipusaval, a pozitiv esetek kozt mind anaplasztikus vagy jol
differencialt elszarusod6 laphamrak is eléfordult. A 16 HPV pozitiv tumorb6l minddssze 5
mutatott pozitiv immunreakciot, mig a 15 HPV negativ tumorbol 11-ben taldltunk RARRESI
pozitivitast. Szignifikdns Osszefiiggés volt a himvesszé daganatok progresszidja és a

RARRESI gén kifejezddése kozott (p= 0.045).

5. Megbeszélés

5.1 A HPV jelentdsége a himvessz0 daganatok kialakuldsaban

Mind a HPV asszocialta, mind pedig a HPV fiiggetlen mechanizmus a malignus himvesszd
elvaltozas folyamat iranyaba vezethet, kiilonbozve abban, hogyan aktivalja a mar jol ismert
virus onkogéneket (E6 ¢és E7), vagy direkt modon aktival tumor szupresszor gén inaktivald
mechanizmusokat. Néhany tanulmany 6sszefiiggést vélt felfedezni a primer tumor HPV virus
statusa és a daganatos betegség progresszidja kozott. A HPV pozitiv €s negativ tumorok
tulélési adatai kozott egyes tanulmanyok szignifikdns kiilonbséget tudtak kimutatni a HPV
pozitiv tumorok javara, azonban ezzel ellentétes tanulmanyok is megjelentek, melyek nem
tudtak kimutatni szignifikdns kiilonbséget a HPV pozitiv és negativ tumorok tulélési adatai
kozott.

A himvessz0 primer daganatanak HPV érintettségét szamos tanulmany vizsgalta, vizsgalja,
annak prognosztikai faktorként torténd értékelhetdsége megosztja a szakmat.

Az eredmények a vizsgalatok folyatdsara, valamint a tumorokban jelenlévo virusok pontosabb
genotipus meghatarozasara 0sztonzi kutatocsoportunkat. A 2008-ban FED engedélyt kapott

férfi populacié négy-, illetve kilenc komponensii oltdbanyagainak alkalmazasa a fenti klinikai
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vizsgalat tiikrében feltétleniil indokolt lenne, hiszen régionkban a HPV 16/18-as tipusok
el6fordulasa messze gyakoribb az egyéb non-HPV 16-18-as tipusokhoz képest. A tovabbi
szlir6tesztek mellett, a pozitiv mintakat eldszor a magas kockazati csoportba tartoz6 HPV

virusokra, majd specialisan a HPV 16/18 genotipusara kivanjuk sziirni a jévoben.

5.2 A TLR4 (toll-like receptor 4) protektiv hatasa a perzisztald6 HPV infekciojaval és a virus

crcr

Vizsgalataink soran eldszor mutattuk ki a HPV genomikus integracidja és TLR4 kozotti
szignifikans inverz korrelaciét (p=0.003). Eredménylink felveti a TLR4 protektiv szerepét a
HPV infekciéval szemben. A szervezet immunrendszerének jelentds szerepe van a virus
infekciok kivédésében. Osszesen 11 hasonlé szerkezetli transzmembran jelatvivd receptor
TLR ismert. Amennyiben a TLR felismer egy idegen antigént, mint pl. egy virus, aktivélja az
NF-kB szignal rendszert és a gyulladasos citokinek valamint a természetes immunrendszer
fehérjék kifejezddéséhez vezet. Elmondhatjuk, hogy ellentétben az E6 ¢és E7 virus
onkogénekkel a TLR4 szignal atvivo rendszer az immunreakciok megerdsitéséhez vezet.
Talan a TLR4 szerepét a HPV infekcioval szemben akkor értjiik meg a legjobban, ha
figyelembe vessziik azt a tényt, hogy az esetek igen nagy tobbségében a HPV csak
atmenetileg fert6zi meg a hamsejteket és csak kevés személyben alakul ki kronikus infekcio.
A HPV infekci6 esetén a TLR4 aktivalasa az azonnali, nem specifikus természetes
immunreakciohoz vezet, az adaptiv immunreakcié csak késObb és lassan alakul ki. Az
azonnali természetes immunreakcid attdl fiigg, hogy a sejt azonositani tudja a patogén virust,
mint idegen agenst. A TLR-k jelfelismero receptorok, amelyek felismerik a patogén mikrobak
konzervalt komponenseit és elinditjak az természetes immunreakciot. Erdekes megemliteni a
TLR4 védoé szerepével kapcsolatban a HPV 16 gyakori el6forduldsat magas kockazatu
virusok koziil. HPV pozitiv eseteink koziil a HPV 16 a tumorok 76,92%-aban fordult eld, mig
a HPV 51, HPV 52 ¢és HPV 82 csak egy-egy esetben volt megfigyelhetd. Ezt a kiilonbséget
azzal lehet megmagyarazni, hogy a HPV 16 képes bizonyos esetekben az természetes
immunreakcidt kikapcsolni a TLR4 kifejez6dés manipuldlasaval, és igy a fertdzott sejtben
tartdsan megmarad, ami a genomikus beépiilés egyik feltétele Vizsgalataink hasonld
eredményhez vezettek a himvesszd daganatban, a TLR4 kifejezédése egy szignifikdns inverz
asszociaciét mutatott a HPV pozitivitds tekintetében (p=0.0006). A fentiek ismeretében
elmondhatjuk, hogy a TLR4 expressziojanak jelentds szerepe van a HPV virus infekciod

lekiizdésében.
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6. Kovetkeztetés

Osszefoglalva, elészor mutattuk be a HPV fertézés és a TLR4 expresszio kozétti kiilonbséget

a himvesszé daganatban. A megnovekedett TLR4 expresszid6 HPV negativ tumorokat jeldl, a

pl

6lNK4a

expresszio fokozodasa pedig HPV pozitiv himvessz6 daganatos betegekben

jelentkezik. Adataink arra utalnak, hogy a TLR4 receptor expresszidja megvédi a

virusfert6zés tartoés fennallasat. A HPV-fertézés és annak a p53-expresszioval valo inverz

kapcsolata a HPV-hez nem kapcsolodo patogenézisre utal. Vizsgélataink alapjan az alébbi

kovetkeztetésre jutottunk:

A himvessz0 daganatokban mintegy 76,92%-ban a HPV 16-os szubtipus
integracionak van koroki szerepe. A 2008-ban FED engedélyt kapott férfi populécio
bivalens és qadrivalens oltdanyagainak alkalmazasa a fenti klinikai vizsgalat tiikrében
feltétlentil indokolt lenne, hiszen régionkban a HPV 16/18-as tipusok eléfordulasa
messze gyakoribb az egyéb non-HPV 16/18-as tipusokhoz képest. A tovabbi
szlir6tesztek mellett, a pozitiv mintdkat eldszor a magas kockdzati csoportba tartozo
HPV virusokra, majd specidlisan a HPV 16/18 genotipusara kivanjuk sziirni a
jovoben.

A rutin patoldgiai vizsgalatok soran fel lehet hasznalni a pl6 pozitivitast a HPV
integraci6 gyanujanak felvetésére.

Els6ként mutattuk ki, hogy a TLR4 receptort kifejez6 hamsejtek sokkal ellenallobbak
immunreakcid elvégzését szeretnénk a himvessz0 daganatok rutin hisztologiai
vizsgalataba bevezetni.

A HPV es pl6 pozitivitas egy virdlis patomechanizmust, mig a TLR4 valamint a p53
kifejez6dése egy non-viralis tumor keletkezést tamaszt ala.

Az mTOR, EZH2 ¢és RARRESI immunhisztologiai kifejezédése szignifikans
korrelaciot mutat a himvesszd daganatok progresszidjaval.

Az mTOR a himvessz6 daganatok két harmadaban (66%) kifejezddik, igy az mTOR

pozitivitas esetén fel lehet vetni az mTOR gatlok terapias alkalmazasanak lehetdségét.

15



BXO
CIN
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EZH2
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HPV
hrHPV
LCR
LOH
IrHPV
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mTOR
ORF
ORI
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PCR
RARRESI
SCCAg
TLR4
TMA
URR
UTR
UvA
VIN

7. Roviditések

Balanitis Xerotica Obliterans

Cervical Intraepithelial Neoplasia

C-reaktiv protein

Dinamikus szentinel nyirokcsomo biopszia (Dynamic
Sentinel Lymph Node Biopsy)

Enhancer of Zeste Homolog 2

Finom tii aspiraci6 (Fine-Needle Aspiration Biopsy)
Human Papillomavirus

high risk Human Papillomavirus

Long Control Region

Loss of Heterozygosity

low risk Human Papillomavirus

Macrophage Metalloproteinase 12
mechanistic/mammalian Target of Rapamycin
Open Reading Frame

Viral Origin of Replication

Proliferating Cell Nuclear Antigen
Polymerase Chain Reaction

Retinoic Acid Receptor Responder 1
Laphamsejtes carcinoma antigén

Toll Like Receptor 4

Tissue microarray

Upstream Regulatory Region

Untranslated Region

Ultra-Violet A

Vulvar Intraepithelial Neoplasia
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