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BEVEZETES

A Papanicolau (Pap)-keneteken végzett citologiai sziirés f6 célja a méhnyakrak
fokozott kockazatat hordozéd cervikalis elvaltozasok (CIN/SIL) felismerése és ezaltal az
érintett nék korai, megfeleld kezelése. Altalanosan elfogadott, hogy sulyosfoku citoldgiai
1ézi6 diagndzisa esetén a ndket azonnal szakorvoshoz kell irdnyitani tovabbi vizsgalatok
céljabol. Elegendd bizonyiték igazolja, hogy a ndgydgyaszati citologiai sziirés csokkenti a
méhnyakrak incidenciajat és mortalitdsat. Ugyanakkor, a statisztikai adatok arra utalnak, hogy
a konvencionalis citologia eredményessége tovabb nem javithato, igy a betegség gyakorisagi
¢s halalozasi ardnyanak tovabbi csokkentése csak tjabb mddszerek, illetve egy hatékonyabb
szlirési stratégia bevezetésétdl varhato.

Annak a felismerése, hogy a méhnyakrakok tobbségét vilagszerte bizonyos onkogén
HPV-tipusokkal val6 perzisztald fertézés okozza, a citologiat kiegészité HPV kimutatési
eljarasok kifejlesztéséhez vezetett. Ezek célja: 1) a citologiai szlirés ¢érzékenységének
novelése, i) a kérdéses citologiai kenetek tisztdzdsa és iii) a sebészeti kezelés utani
nyomonkovetés. Az enyhe citologiai elvaltozdsokat mutatd ndk ellatdsa azonban tovéabbra is
vitatott, a HPV-vizsgalat eredményessége pedig az alacsony specifitds miatt kérdéses
citologiai lelet esetében ellentmondasos.

A méhnyakrak megel6zésére szdmos 1j, vizualis, mikroszkopos és virologiai szlirési
modszer, illetve ezek kombinacidja keriilt kiprobalasra, amelyek lehetséges alkalmazasanak
irodalma folyamatosan né. Egy a citologiat kovetd masodik érzékeny teszttel a szakorvosi
beutalast igényl6 alpozitiv, illetve a fennalld cervikalis neopldzia melletti alnegativ citologiai
esetek szamat csokkenteni lehetne.

Azonban még a HPV genotipizéalas és a citologia igen érzékeny teszt-kombindcidja
sem képes felbecsiilni egy fennalld cervikalis intraepithelialis neoplazia bioldgiai potencialjat.
Egy idedlis teszt-kombindci6o azt mutatna ki, hogy okozott-e egy onkogén HPV-tipus a
sejtekben genetikai instabilitast, amely malignus transzforméciora hajlamosit és terapia nélkiil
progresszidhoz vezethet.

Kovetkezésképpen alternativ  protokollokra van sziikség, amelyekben egy
tovabbfejlesztett citologia mellett a human papillomavirus (HPV) teszt, illetve a neoplasztikus
transzformécio egy¢éb biologiai markereinek vizsgalata is szerepel. E modszerek kombinacigja
a szlirés hatékonysagat varhatéan ndvelné.

A fentiek alapjan kidolgoztunk egy rizikd-adaptalt, multimodalis cervikalis szlirési és ellatasi

protokollt a Bonn-Duisdorfi Pathologiai Intézetben, amely folyadék-fazist citologiat, PCR-



alapt dinamikus HPV genotipizalast és DNS citometriat foglal magéban. Ezt a mddszert
elsoként vezettiik be a mindennapi klinikai gyakorlatba Németorszagban.

A protokoll hasznalataval kapcsolatban hdrom célt fogalmaztunk meg: (1) a cervikalis
carcinogenesis 1épcsdzetes morpholdgiai és molekularis valtozasaival kapcsolatos ismereteink
novelését, (2) a cervikalis sziirés hatékonysaganak fokozasat, és (3) a korai CIN (cervikalis
intraepithelialis neoplazia) viselkedésének és a kezelés utdni nyomonkdvetés prognosztikai

markereinek meghatarozasat.



CELKITUZESEK

I. Azu.n. ,nem-klasszikus*“ HPV-indukalt citoldgiai jelek jellemzése és 6sszehasonlitasa
1) a PCR-altal meghatarozott HPV genotipussal

11) az immunhisztokémiailag detektalt HPV L1 kapszidfehérje
expressziojaval és

1i1) az in situ hibridizacioval (CISH) kimutathato6 HPV DNS
jelenlétével.
II. A HPV- fert6zés molekularis alapjelenségeinek meghatarozésa:
1) FISH/DNS citometria

i1) HPV mRNS kimutatasa a NorChip teszttel (NASBA)

III. A HPV-genotipusok megoszlasanak meghatarozasa

1) az alacsony-kockazatu és a bizonytalan kockazati HPV-tipusok 4altal
okozott cervikalis 1éziok spektruménak jellemzése

1) a ritka onkogén HPV-tipusok és

iii) a bizonytalan kockazata HPV-tipusok el6forduldsanak gyakorisaga a
rakmegeldz0 allapotokban és karcinoméakban

IV. A riziko-adaptalt multimodalis szlirési stratégia (bonni protokoll) hatékonysaganak
meghatarozasa egy kb. 30.000-es ndi populacio rutin sziirési anyagan a bonni
régiobol



ANYAG ES MODSZER

Betegek és mintak

- Iddtartalom: 2000 januar 1-t61 — 2005 december 31-ig

1. kb. 30.000 n6 évente; Osszesen: 300521 Pap-teszt a rutin sziirésbdl (kenet + ThinPrep)

2. 5943 no, akiknél PCR-alapu HPV-vizsgalat is tortént (0.n. ,,triage” populdcio); dsszesen
8503 HPV DNS-teszt

3. kiilonb6dzd nagysagh csoportok kiilonbozd foku 1ézidkkal modszertani vizsgalatokhoz

Alkalmazott eljarasok

1) Citol6gia

ThinPrep technikaval késziilt folyadék-alapt citologia. A citologiai diagndzisok a modositott
Miincheni II Citologiai Klasszifikacid (Németorszagban szabvany) alapjan szilettek,

amelyeket egyeztettiink a 2001-es Bethesda terminologiaval.

2) SzOvettan
A makroszkopos és a mikroszkopos feldolgozas a szabvany korszovettani protokolloknak

megfelelden tortént, a szovettani diagnozisok alapjaul a WHO klasszifikacio (1975) szolgalt.

3) PCR-alapu HPV DNS kimutatas és genotipizalas szekvenalas segitségével

A HPV-DNS kimutatasa kozvetleniil a folyadék-alapu citologiai minta maradékabol tortént
PCR modszerrel MY09/MY11 konszenzus primerekkel, valamint GP5+/6+ altalanos
primerkombinacidval automatizalt PCR termékanalizissel kiegészitve. A nyert szekvenciakat
Osszehasonlitottuk a GenBank adatbézisban talalhat6 virus szekvencidkkal a BLAST program
segitségével. Egy HPV-tipus onkogén potencidljat a méhnyakrak kialakuldsanak

epidemiologiai kockazata alapjan hataroztuk meg, amely az irodalombol ismert.

4) Statikus DNS citometria

A DNS ploidia vizsgalata Feulgen-festést kovetéen ugyanabbdl a folyadék-alapu citologiai
mintabol tortént, amelyet a citologiai vizsgéalat ¢s a HPV-tipizalds soran is hasznaltunk.
Legalabb 100 dysplasticus hamsejt, valamint 30 kontroll normalis morfol6gidju intermedialis
sejt DNS-tartalmat mértiikk interaktivan, egyedenként fokuszalt sejtmagokban, az ACAS

citométer rendszerrel (Ahrens, Bargtheide, Németorszag).



5) In situ hibridizacio

e A HPV fertdzés citomorfologiai és molekuldris jellemzéinek meghatarozasara az
INFORM HPV III Csalad 16 Probat (B) hasznaltuk a Benchmark Staining Platform
segitségével a gyartd eldirdsait kovetve. A probakeverék a kovetkezd HPV-
genotipusokhoz mutat affinitast: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58 és 66.

e A HPV-fertdzott sejtek kromoszoma-rendellenességeinek kimutatasara fluoreszcens
in situ hibridizaciot (FISH) alkalmaztunk 3-as és 17-es pericentromerikus

kromoszomalis probak felhasznalasaval.

6) A HPV L1 kapszid fehérje immunhisztokémiai kimutatasa
A vizsgalatokat a Cytoactive® HPV Screening Set (Cytoimmun, Németorszag) segitségével

végeztiik a gyarto ajanlasat kovetve.

7) HPV mRNS kimutatés
A HPV-torzsek E6/E7 oncogén mRNS-ének kimutatasara a kereskedelmi forgalomban
elérhetd PreTect HPV-Proofer kit-et (NorChip AS Norway) hasznaltuk valos-idejii NASBA

technologia alkalmazasédval, a gyart6 ajanlasat kovetve.

EREDMENYEK

A dolgozat leadasdig a kovetkezd eredményekre jutottunk a feltett kérdéseket illetden:

I. A HPV-fert6zés citomorpholégiai és molekularis alapjelenségei

l. A HPV-hatasra utaldé ,nnem-klasszikus” citomorphologiai jelek vizsgalata a
minimalis koros eltéréseket hordozd laphamsejtekben noveli a HPV-fertdzés
kimutatasanak citologiai érzékenységét az elsddleges szilirés soran. Ezek koziil is
kiemelendd, hogy az enyhe foku sejtmageltérések 100%-0s szenzitivitdssal €s
100% negativ prediktiv értékkel mutattak Osszefiiggést a PCR 4altal kimutatott
HPV fertézéssel, MYO1/MY 11 konszenzus primereket, illetve a GP5+/6+ primer

keveréket hasznalva. Pusztan a citomorfologia alapjan nem lehetett kiilonbséget



tenni a kiilonboz6 HPV-tipusok altal okozott elvaltozasok kozott. Ez a tény
megerdsiti a HPV genotipizalas fontossagat.

Az INFORM HPV III Csalad 16 proba (B) kiilonb6zé HPV-genomikus probak
keverékébdl és formamid-alap oldoszerbdl all. A probaval a gyakori, cervikalis
neoplaziaval Osszefiiggést mutatd, magas-kockazatt HPV-torzsek jelenléte
mutathat6 ki. A probakeverék a kdvetkezd genotipusokhoz mutat affinitast: 16, 18,
31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58 ¢és 66. A HPV-fert6zést a cervikalis hamsejtek
sejtmagjaiban megfigyelt episzomalis, vagy integralt mintazat jelzi. A modszer
nagyon érzékeny, mar né¢hdny virdlis DNS kopiat is kimutat, mint azt a ,,nem-
klasszikus™ citoldgiai eltérésekkel jard latens HPV-fertdzések, valamint
dysplasticus hamelvaltozasok esetén is lattuk.

A HPV-okozta genetikai instabilitds a laphamsejtekben polyploidizaciot, illetve
ritkan véletlenszerli kromoszoéma rendellenességeket okoz. Megvizsgaltuk, hogy
vajon a magasfoku poly-, illetve aneuploiditast mutatd sejtekben kimutathatd-e
genetikai eltérés a kromoszomak szintjén. 13 HSIL citoldgiai diagndzisi mintdban
meghataroztuk a HPV-tipust és a DNS tartalmat. Amennyiben a mintaban Sc,
illetve 9c-nél nagyobb DNS-tartalmu polyploid sejtek el6fordultak, akkor a 3-as és
17-es kromoszémakra specifikus probakkal FISH-t is végeztiink. A FISH gyakran
mutatott poliszomiat. Az aneuszémia gyakorisadga szignifinkdnsan magasabb volt a
>9c¢ sejtekben, mint a >5c sejtekben, vagy a normalis sejtek esetében. A 3-as és a
17-es kromoszoéma kiegyensulyozatlansaga szintén gyakoribb volt >9c¢ DNS-
tartalom mellett. Rdadasul, 3/13 HSIL mintdban visszatérd, a sejtek jelentds
részében eldforduld abnormalis 3:7-es kromoszoma-aranyt észleltiink, ami kozos
eredetiikre utal. Ezek a kromoszéma-rendellenességek tumorigenikus potenciéllal
rendelkezd sejtekben kialakul6 korai eltéréseknek felelhetnek meg.

A kiilonboz6é foka citologiai  1éziokban a HPV L1 capsid fehérje
immunhisztokémiai kimutatasaval tettiink kiilonbséget a produktiv és a nem-
produktiv HPV-fertézés kozott. Ehhez 204 nd rutinszeriien festett folyadék-bazist
citologiai kenetén, amelyek enyhétdl stlyosfoku dysplasiaig terjedd elvaltozasokat
mutattak (LSIL/HSIL), immuncitokémiai vizsgalatot végeztiink egy 6ssz-HPV-L1-
specifikus monoclonalis antitesttel (Cytoactiv®). A HPV genotipizalas a fent
ismertetett PCR modszerrel tortént. Kilencvenkilenc esetben a pozitiv
immunreakcié produktiv infekciora utalt, ezekbdl 69 eset (69,70%) LSIL-t, 30 eset
(36,36%) pedig HSIL-t mutatott. Hatvanharom esetben (63,64%) di/polyploidiat,



35-ben (36,36%) pedig DNA-aneuploidiat mértiink. Irodalmi adatok szerint a nem-
produktiv HPV-fertdzés kapcsan jelentkezé sulyosfoku, aneuploid elvaltozasok
nagy progresszids hajlammal rendelkeznek. Ezért a Cytoactiv® teszt citologidval,
HPV-genotipizélassal és DNS citometridval kombinalva alkalmas médszer lehet a
progressziv és a nagy valoszinliséggel spontan visszafejlodd elvaltozasok
megkiilonboztetésére a  betegek nyomonkovetése és  klinikai  ellatasa

szempontjabol.

A HPV mRNS expresszios vizsgalatok szignifikdns 0sszefiiggést igazoltak a HPV
genotipusok ¢és a mintdban exprimalt mRNS tipusa kozott. A HPV mRNS
(NorChip) vizsgélat diagnosztikus megbizhatésaga HPV-infekcio kimutatdsdnak
szempontjabol a kovetkezd adatokkal jellemezhetd: 61,3% szenzitivitas, 100%
specificitas, 100% pozitiv és 14,3% negativ prediktiv érték. A NorChip vizsgalat
prognosztikai ereje a citoldgiai progresszid szempontjabol a kodvetkezoképpen
alakult: 82,35% szenzitivitas, 68,75% specificitas, 73,68% pozitiv prediktiv érték
és 78,57% negativ prediktiv érték. A HPV E6/E7 mRNS kimutatisa a HPV
onkogén aktivitdsdt mutatja, ezért fontosabb klinikai indikatora a méhnyakrak
kialakuldsdnak, mint egyediil a HPV DNS kimutatisa. A HPV E6/E7 mRNS
expresszio egy klinikai prediktiv markerként hasznalhaté a stlyosfoka cervikalis
dyspldzia progresszidos potencidljanak, illetve a méhnyakrdk kockazatanak

kimutatasara.

I1. A HPV genotipusok megoszlasa és a HPV-indukalt cervikalis elvaltozasok spektruma

1.

Az alacsony rizikoju (low-risk, LR), illetve a bizonytalan rizik6ji (undefined risk,
UR) HPV-tipusok altal eldidézett cervikalis elvaltozasok spektruméanak vizsgalata
soran leggyakoribbnak az ASC-US bizonyult (63%), melyet az LSIL (23%), az
intraepithelialis elvaltozasra negativ (no-ASC, 9%), illetve a HSIL (5%) kdovetett.
Karcinémat nem észleltiink. Az LR és UR HPV-infekciok megoszlasa a kiilonb6zo
citopatholdgiai csoportokban nem mutatott szignifikdns kiilonbséget. Valamennyi
negativ kenet (no-ASC), illetve ASC-US esetben legalabb egy, de altalaban tobb
enyhe, nem-klasszikus, HPV-indukalt citoldgiai elvaltozas mutatkozott. Az LSIL ¢és a
HSIL esetek tobbségében klasszikus (koilocytosis és dyskeratosis), illetve nem-

klasszikus HPV-jelek egyarant megfigyelhetdk voltak.



2. A HPV-pozitiv esetek kozott nem volt negativ citologiat mutatd eset! Még a cellularis

atypia hianyaban is megfigyelhetdek voltak enyhe, nem-klasszikus, HPV-hatédsra utald
jelek, kellden alapos vizsgalat mellett.

Osszesen 30 kiilonbozé HPV-tipus keriilt kimutatasra az LR, vagy UR-HPV mono-
infekciok eseteiben. 19 UR HPV-tipus koziil harom 10j genotipusnak bizonyult.

Miutan eseteinket az ismert HPV-tipusok filogenetikai csoportositdsa alapjan
Ujraértékeltiik, 19 UR-HPV tipus koziil 12 vagy az alacsony-rizikdju (HPV 32, 62, 83,
84, 86, 87, 91, 74), vagy a vélhetden magas-rizikdju (HPV 69, 30, 67, 34) csoportba
kertilt. Egy vélhetéen magas-rizikoji HPV-tipussal tortént fert6zés a HSIL-be, illetve
karcinomaba valo progresszio fokozott kockézatat jelzi. Ez ismét alahuzza a HPV-

genotipizalas fontossagat.

III. A riziké-adaptalt, multimodalis sziirés és ellatasi stratégia (Bonn-protokoll)

hatékonysaga a méhnyakrak megel6zésében

1.

Elézetes adataink alapjan a citologia, a HPV-genotipizalds és a DNS-citometria
kombinacidja 88,2%-ra novelte a kozepes—magasfoku cervikalis dysplasia és
karcinoma (>CIN2) kimutatasanak pozitiv predikcios értékét az egyediili tesztek vagy
kettds tesztkombinacidk hasznalatahoz képest 2002-ben.

Ennek a kombindcios protokollnak a tovabbi eldnye az, hogy eldre tudja jelezni a
hisztologiailag igazolt, de pusztan egyetlen vizsgélattal alpozitiv esetként észlelt CIN1
1éziok késobbi kimenetelét. CIN1 elvaltozasban magas-kockazata HPV, vagy DNS
aneuploiditds kimutatasa a progresszido fokozott veszélyét jelzi, mig a magas-
kockézati HPV diploid DNS-tartalom mellett vélhetéen benignus lefolyésra utal.
Multimodalis modszeriink segitségével lehetdvé valik azoknak a néknek a kiszlirése
egy korai, kezelhetd fazisban, akiknek alacsonyfokt intraepithelidlis elvaltozasuk
(LSIL/CIN1) valosziniileg progredialni fog, valamint el lehet kiiloniteni ket azoktol,
akiknél pusztan egy produktiv HPV-fertézés altal okozott atmeneti elvaltozas all fent.
fgy szamos no esetében elkeriilhetd lenne a felesleges kolposzkopia, illetve konizacio,
mig azoknal, akik nagyobb progresszios hajlamu 1ézidkat hordoznak a terapia idében

elkezdOdhetne.
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