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A humén papillomavirus- (HPV) fert6zés rendszerint proliferativ elvaltozasokat eredményez a tébbrétegt
laphamban, egyes HPV-tipusok pedig nagy valdszintiséggel okoznak carcinomat. Mi a szajiireg és nyel6cs6
papilloméiban és carcinomaiban el6fordulé HPV kimutatdsara molekuldris biologiai modszereket alkalmaz-
tunk. Osszesen 150 miitéttel eltavolitott friss szovetbdl vagy paraffinba agyazott szovettani mintdbol DNS-t
izolaltunk és a HPV jelenlétét polimeraz lancreakci6val (PCR) vizsgaltuk. A PCR analizishez a HPV L1 gén-
hez illeszked6 15 par consensus primert, a HPV 16 prototipusra és L83V variansra specifikus 3 primerpart,
valamint a HPV 6, 11, 16, 18, 52, 58, 66 és 73 HPV E6 specifikus primert hasznaltunk. A 150 szovetmintabol
61 esetben talaltunk HPV szekvenciat. Az oropharyngealis régiéban 16/32, a gégében 13/36, a nyeldcsében
32/82 mintaban mutattuk ki HPV jelenlétét. A nyelécsében a leggyakoribb tipus a HPV 73 volt. Az dsszes
vizsgalt mintdban a HPV 6/11 négy, a HPV 16 huszonharom, a HPV 35, 45, 54, 58, 61, 66, 72 egy-egy, a HPV
68 két, HPV 70 harom, a HPV 73 tizenhat, kettGs virusfert6zés két, nem azonositott HPV-tipus négy esetben
volt kimutathat6. Erdekes eredmény, hogy minden verrucosus carcinomédban és 22-b6l 18 basaloid
laphdmrakban a HPV jelen volt. Nyolc HPV 16-pozitiv lapharakbol kettében E6 T350G mutacié (HPV 16
L83V varians) fordult el6. Korrespondencia-analizissel bizonyitottuk, hogy a HPV-fert6zés a carcinomadk spe-
cifikus csoportjaval (verrucosus rak és basaloid laphdmrak) fligg 6ssze. Nékben a HPV-pozitiv carcinomak
aranya szignifikdnsan magasabb, mint férfiakban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a nyalkahértya irritaci-
6ja és a HPV egylittes el6fordulasa sziikséges a szajiireg- és nyeldcsé-papillomak és a carcinomak egy meg-
hatarozott csoportjanak a kialakuldsahoz. Magyar Onkologia 46:35-41, 2002

HPVs commonly cause proliferative lesions of squamous epithelium, and infection with certain HPV types
carries a high risk of malignant transformation. We used molecular techniques to detect and type HPV in pa-
pillomas and carcinomas in the oral cavity and esophagus. DNA was extracted from 150 fresh or paraffin
embedded biopsy specimens, and analyzed for HPV by PCR with 15 sets of consensus primers directed to
conserved regions of L1 gene, three sets of HPV16E6 primers (specific for the HPV 16 prototype and L83V
variant), and sets of primers specific for the E6 gene of other mucosa type HPVs including HPV 6, 11, 16, 18,
52, 58, 66, and 73. Overall, HPV sequences were detected in 61 of 150 specimens. HPV DNA sequences were
detected in 16/32 specimens in the oropharyngeal region, in 13/36 specimens in larynx and 32/82 specimens
in esophagus. Papillomas contained only the episomal form of HPV 16. In the esophagus, the most common
type was HPV 73. In all specimens examined, HPV 6/11 (4/150), HPV 16 (23/150), HPV 35 (1/150), HPV 45
(1/150), HPV 54 (1/150), HPV 58 (1/150), HPV 61 (1/150), HPV 66 (1/150), HPV 68 (2/150), HPV 70 (3/150),
HPV 72 (1/150), HPV 73 (16/150), double HPV infection (2/150), and unidentified HPV type (4/150) was
detected. Interestingly, HPV was found in all verrucous carcinomas and in 18/22 basaloid squamous cell
carcinomas. HPV16E6 T350G mutant were observed only in two of eight carcinomas. Using correspondence
analysis, a segregation of specific virus types in specific clinico-pathologic lesions (verrucous carcinoma and
basaloid squamous cell carcinoma) was proved. It was shown that the relative rates of the HPV positive
tumors were significantly higher in women than in men. The synergic action of mucosal irritation and HPV
infection may be necessary for the development of the papillomas and the specific types of carcinomas in the
oral cavity and in the esophagus. Szentirmay 7, Szdnto I, Bdlint I, Polus K, Remendr E, Tamds L, Szentkiiti G,
Melegh Zs, Nagy P, Kdsler M. Causal association between human papilloma virus infection and head and neck and
esophageal squamous cell carcinoma. Hungarian Oncology 46:35-41, 2002
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1. tabldzat.

A HPV-tipusok azonosi-
tasdara haszndlt consen-
sus €s torzsspecifikus
PCR primerek.

Az UPF-GP5/MY9A/
GMYR/GMZR/
HPV713R primerkom-
bindciokkal az alabbi
HPV-tipusok mutatha-
tok ki: HPV 7, 13, 16,
39, 40, 43, 52, 55, 56,
57,61, 66, 70, 72, 76, 77

Bevezetés

Altalanos felfogas szerint a fej-nyaki régi6 valamint
a nyel6csé laphamrakjait els6sorban kornyezeti
karcinogének okozzak. Ezek kozott a két legjelen-
t6sebb faktor a dohanyzas és az alkoholfogyasztas
(16, 26). Vannak azonban ebben a régioban is
olyan laphamrakok, amelyek nemdohanyzokban
és nem alkoholfogyasztokban alakulnak ki. A leg-
Ujabb epidemioldgiai és molekuldris patologiai ada-
tok azt mutatjak, hogy a human papillomavirus-
(HPV) fertézés ezekben a lokalizaciékban is kimu-
tathato, ezért ugyanigy, mint az ano-genitalis tajé-
kon, 6sszefiigghet laphamrékkal (13, 17, 29).
Hatvannyolc évvel ez el6tt Shope és Hurst (34)
megfigyelték, hogy a gyapjasfarkii nyulak papillo-
mavirus-fertézése kovetkezményes papillomato-
sus lapham-elvaltozasok kifejlédéséhez vezetett,
amelyek koziil egyesek invaziv laphamdaganatok-
ka alakultak at. Ez volt az els6 megfigyelés, amely
arra utalt, hogy DNS-virus is okozhat emlésokben
daganatot. A HPV-k a papovavirusok csoportjaba
tartoznak és mintegy 8000 bazis hosszu cirkularis
kétszalu DNS-bdl allnak. A teljesen kialakult virus
mintegy 55 nm atmér6jd, capsidja 72 morfologiai
egységhdl (capsomer) all (21). Mostandig a HPV
tobb mint 100 alfaja killonboztetheté meg, ame-

Név Szekvencia (5"-3’) Tm  Fragment- Specificitds
°C hossz
GP6 TTTGTTACTG TGGTAGATAC 547 * Hpv 6,11,13,16,18,31,33,
GP5 GAAAAATAAA CTGTAAATCA 52,5 139-145 35,43,45,62,67,72,74
FY1 CCTGATCCTA ATAAGTTTGG 56,2 * hpv 18,30,40,45,54,
FY2 ATTAAATAAT GGATGACCAC 56,2 141 59,66,70
FY3 CATATCACCA TCCTGTATAG 56,5 366 16,54,61,72,73
MY11A GCACAAGGTC ATAATAATGG 56,6 * hpv 16,32,33,35,58,
MY9A CGTCCCAAAG GAAACTGATC 62,6 449-458 62,64,66,73
MY11B2  GCACAGGGAC ACAACAATGG 616 * hpv 30,35,49,69,75,
GMYR2 ATATTCCTCC ACATGCCTTA AA 59,6 168 76,80
GMZF1 CACAGTTGTT TAATAAGCCC TATTGG 63,0 * hpv 6,18,53,61,70,72,
GMZR1 TAGGCCATAA CGTCAGCAGT TAA 64,8 256-262 74
HPV713F  TGGATACAAA AGGCCCAGGG 629 * hpv 7, 13, 40
HPV713R  ATATATGTCA TAACCTCTGC 541 242
0S1 GGACAGCCCT TAGGTGTTGG T 646 * hpv 42, 44, 53, 55
0S2 GTTGGTATTA GTGGGCATCC A 61,0 259
0S3 TCCACCATAT CACCATCCTC AAT 60,3 274
NY1 TCTGTGGACT ACAAACAAAC 571 % hpv 80,82,83,84,86,87
NY2 AAAAAACATA CAATCGCCAT A 59,0 303
UPF CAGGGCCACA ATAATGGCAT 61,5 181 Kombinalhato: GP5,
452,159 MY9A, GMYR,
218,227 GMZR, HPV713R
HPVE11F  GCTGGACAAC ATGCATGGAA 60,2 * E7, hpv 6, 11
HPV611R  CACATCCACA GCAACAGGTC 60,7 194
HPV16EFF  GTATATGACT TTGCTTTTCG 57,7 * hpv 16
HPV16E6R  ATGATCTGCA ACAAGACATA 550 304
HPV18F CACTTCACTG CAAGACATAG 569 * hpv 18
HPV18R GATTCAACGG TTTCTGGCAC 62,7 275
HPV52F GCATATGTTG GGGCAATCAG 604 * hpv 52
HPV52R GTCCTCCAAA GATGCAGACG 62,8 281
HPV58E6F3 AGCGATCTGA GGTATATGAC 58,7 * hpv 33, 58
HPV58E6R5 CTGTCCAACG ACCCGAAATA 63,7 228
HPVEEBF  GGTTTAGGAC CGAAAACGGT A 654 * hpv 66
HPVEEBR  ATGTTGCCCC ATACACTGAA 59,7 328
HPV73F CCAATTCAGA AGAACGACCA 604 * hpv 73
HPV73R1  GGCATTTTCC GCACCTTAT 62,6 312
HPV73R2  CGGTTGTTGG TTTCAGGTCT 62,8 49
*forward primer
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lyek koziil a tébb mint 35 nyalkahartya-tipust vi-
rus fertézheti meg a szdjireg, gége, nyel6csé és
ano-genitalis tractust és nem egyforma gyakorisag-
gal, de carcinomat okozhat. A virus két onkopro-
teinje felelds a daganatos transzformacioért. Az E6
gén altal kodolt fehérje a p53 fehérjét, az E7 fehér-
je a retinoblastoma tumorszuppresszor fehérjét
(pRB) inaktivalja (8, 19). A p53 funkcio kiesése a
mutaciok halmozodésat eredményezi a genomban,
a pRB hianya a sejtciklus-szabalyozast karositja és
egytittes hatasuk a hamsejt daganatos transzforma-
ciojahoz vezet (28). A HPV-fert6zés tehat a fej-nya-
ki régi6 laphamrakjai kialakulasanak egy masik, de
a kémiai karcinogenezissel 6sszemérhetd gyakori-
sagll mechanizmusat jelenti.

A HPV el6fordulasi gyakorisaga a vilaigon min-
deniitt kozel azonos, azonban a ritkdbb tipusok
megjelenése a méhnyakrakban geografiai kulonb-
ségeket mutat (27). El6zetesen kozoltiik a kiilonféle
HPV-torzsek magyarorszagi el6fordulasi gyakorisa-
gat és megoszlasat a méhnyak kiilonboz elvaltoza-
saiban (37). Jelenleg azonban még nincsenek ha-
sonlo magyar adatok a fej-nyaki régio és nyelécso
daganatos elvaltozasaiban el6fordulé HPV-tipusok-
r6l. Ebben a tanulmanyban 150 beteg szajiiregébdl,
garatjabol, gégéjébdl és nyel6csovébdl szarmazo til-
nyomdrészt daganatos szovetmintdban polimeraz
lancreakci6 (PCR) segitségével vizsgaltuk a HPV
kiilonb6z6 tipusainak régionkénti el6fordulasi gya-
korisagat és Osszefiiggését a szovettani képpel.

Vizsgalati anyag és modszerek

Betegek

Az Orszagos Onkologiai Intézet Molekularis
Pathologiai Osztalyan 1998.01.01. és 2001.05.08.
kozott 150 beteg szovetmintajat dolgoztuk fel, ami
az Orszagos Onkologiai Intézetbdl, a Semmelweis
Egyetem Egészségtudomanyi Kar Sebészeti Tan-
szék endoscopos laboratoriumabol, és a délpesti
Jahn Ferenc korhaz Fiil-Orr-Gégészeti Osztalyarol
szarmazott. A betegek verrucosus hyperplasia vagy
papilloma, illetve carcinoma gyantija miatt keriil-
tek mitétre. A miitéti anyag régionként az alabbi-
ak szerint oszlott meg: szajiireg - garat - tonsilla
32, gége 36, nyel6cs6 82 minta.

Vizsgdlati anyag és szévettani feldolgozds

Minden mintdbol szovettani és parhuzamosan
HPV-PCR vizsgalat tortént. A mttéttel eltavolitott
elvaltozas egy részét mélyfagyasztottuk és -70°C-
on taroltuk, majd beléle DNS-t izolaltunk. Az anyag
masik részét formalinban fixaltuk, paraffinba
agyaztuk és hagyomanyos H.E.-festett metszeteket
készitettiink szovettani vizsgalat céljara. Néha csak
formalin-fixalt és beagyazott szovet allt rendelke-
zésre, ilyenkor a DNS-izolalast a megfelel6 elvalto-
zést tartalmazo paraffinos anyagbol végeztik el. Az
elvaltozasokat szovettani vizsgalattal az alabbiak
szerint csoportositottuk:

1. laphampapilloma,

2. leukoplakia (keratosis hyperplasiaval, dyspla-

sia/in situ carcinoma)
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3. tipusos laphdmcarcinoma (jol, kozepesen vagy
rosszul differencialt és pseudoglandularis),

4. basaloid laphdmcarcinoma (basaloid sejtcso-
portok periférias pallisad allasu sejtekkel, orso-
sejtes komponens vagy lapham-iranyu diffe-
rencidciot mutato teriiletek lehetségesek),

5. verrucosus carcinoma.

Polimerdaz lancreakcio (PCR)

A fixdlatlan szovetmintdbol vagy formalin-fixalt pa-
raffinba agyazott szovetb6l standard fenol-kloro-
form modszerrel DNS-t izolaltunk PCR vizsgalatok
céljara. A virusok tipizalasara osszesen 34-féle PCR
primert hasznaltunk, amelyek szekvencidit az 1.
tabldzat tartalmazza. Ezek kozil 19 consensus pri-
mer az L1 génszekvencianak felel meg és egyszerre
tobbféle HPV-torzs kimutatasara szolgal. Két primer
E7, a tobbi 13 primer E6 gén-specifikus és az egyes
virustipusok egyedi azonositasara val6. A DNS-min-
takat rendszerint 5 (néha tobb) PCR primerparral
vizsgaltuk. Az amplifikacié primerparonként kilon
reakci6tubusban tortént. A HPV-térzsek végsé azo-
nositasat tehat a primerek valtozatos kombinacidja
teszi lehet6vé. A 25 pl reakcidelegy 2,5 ul 10x Sigma
Taq DNS-polimeraz puffert (100 mM Tris-HCI, pH
8,3, 50 mM KCI, 15 mM MgCl, és 0,01% zselatin),
200-200 UM végkoncentracioban dATP-t, dGTP-+t,
dCTP-t és dTTP-t, 1 egység Sigma Taq DNS-polime-
raz enzimet, 10 pmol primert tartalmazott. A hozza-
adott templat DNS mennyisége a mintabdl izolalt
DNS 4%-a volt. Gondosan vigyaztunk a reakcioelegy
kontaminacidjanak elkeriilésére és mindig hasznal-
tunk negativ és pozitiv kontrollokat.

HPV mutdcioanalizis valds idejii kvantitativ
PCR-rel

A HPV 16-nak a tipuson beliili valtozatai koziil az
eurdpai (E) varidnst ,real time” PCR technikaval
vizsgaltuk. Az E-varians abban kilénbozik a HPV
16 prototipustol, hogy az E6 génben a 350. bazis (83.
kodon) helyen 1év6 timin (T) guaninnal (G) van fel-
cserélve. Az analizist HPV 16*F és HPV 16*R pri-
merekkel (2. tdbldzat) hagyomanyos PCR
amplifikacioval kezdtitk. A PCR program 1 ciklus
97°C 2 perc, 49,3°C 1 perc, 72°C 1,5 perc, 1 ciklus
95°C 50 mp, 49,2°C 1 perc, 72°C 1 perc 20 mp, 35
ciklus 94°C 50 mp, 47°C 55 mp és 72°C 1 perc 10
mp lépéseket tartalmazott, amelyet 72°C-on torté-
né 6 perces végso primer extenzio kovetett. Az elsé
PCR reakcio termékén végeztiik a mutaci6analizist
20 pl végtérfogaton, LightCycler (Roche) valds idejid
kvantitativ PCR késziilékkel. A mutacidanalizishez
alkalmazott probak fluoreszceinnel és LC-Red 640-
nel voltak jelélve (2. tdbldzat) és mennyiségiik a re-
akciokeverékben 3 pmol volt. A HPV GTT és HPV
GTG proba egymastol mindossze egy bazishan k-
16nbozott a tablazatban jelzett helyen, ami megfelel
a HPV 16 eurdpai prototipus, illetve varians virusok
kozotti killonbségnek. Az analizis 30 mp 95°C kez-
deti hémérsékletrdl indult, 20°C/mp meredekség-
gel, majd ugyanekkora meredekséggel érte el a
40°C-ot. Ezen a hdmérsékleten a reakcioelegy 90
mp-ig volt. Az adatgytijtés a kovetkezd 1épésben tor-

HPV FEJ-NYRKI DRGANRTOKBAN

tént, ekkor a hémérséklet 0,1°C/mp sebességgel
emelkedett 80°C-ig. Az analizist 30 mp-es htités ko-
vette 40°C-on. Az amplifikalt DNS-fragmentumok
mennyiségi valtozasat a LighCycler késziilék grafi-
kusan jelenitette meg. A LightCycler reakcioval ki-
mutatott minden mutaci6t ABI Prism 310 Genetic
Analyser (Perkin, Elmer) késziilékkel végzett DNS-
szekvencia-analizissel is ellendriztiik.

Statisztikai analizis

A betegek életkorat, az elvaltozasok lokalizaciojat
€s szovettani tipusait, a HPV-pozitivitast vagy -ne-
gativitast, illetve a kimutatott HPV-tipusokat adat-
béazisban koédolva taroltuk. BMDP90 statisztikai
software programcsomag segitségével (12), a tarolt
adatok egymaskozti 0sszefliggését és ezek szignifi-
kanciajat a kovetkezo modszerekkel vizsgaltuk: az
adatok gyakorisagi eloszlasa (BMDP 2D), ,two-
way” és ,multiway” gyakorisagi tablazatok (BMDP
4F), korrelaciés matrix (BMDP 3D), tobbvaltozos
korrespondencia-analizis.

Eredmények

A vizsgdlt 150 beteg kormegoszlasa 21 és 84 év ko-
z0tt valtozott, 98 beteg életkora 41-55 év kozé esett.
Abetegesoport 120 férfibol és 30 nébdl allt (ffiné =
4:1), a férfiak tulnyomo része erdsen dohanyzott és
alkoholt is fogyasztott, n6knél a nemdohanyzok és
alkoholt nem fogyasztok voltak tébbségben. Az 1.
dbra a HPV PCR-rel torténé azonositdsdra mutat
példat. A szovetmintdkban a HPV-pozitivitas ara-
nya régionként a kovetkezo volt: szajiireg - garat -
tonsilla 50%, gége 36,1%, nyelécsé 39%. Szignifi-
kans oOsszefiiggés van a HPV-tipusok eléfordulasi

2. tdblazat.

A HPV 16 prototipus €s
europai varidns virusok
kimutatdsdra haszndlt
,real time* PCR prime-
rek és fluoreszcens jelzé-
sti probdk, amelyek a
primerek dltal amplifi-
kalt DNS-fragmentu-
mokhoz kétodnek. Ha a
specifikus kdtodés meg-
tortént, kozottiik fluo-
YESZCENCIA T€ZONANCia-
energia-transzfer lép fel.

Neév Szekvencia (5'—3’) Jelblés HPV16 Tm
lokalizacio °C
(bazis)

HPV16*F GAG GTATAT GAC TTT GCT TTT CG Nincs 224-246 57.4

HPV16*R  TCT ACG TGT TCT TGA TGA TCT GC Nincs 521-544 62,2

HPV GTG  TGT TAT AGT GTG TAT GGA ACA ACATT Fluoreszcein  339-366 53,2

HPV GTT TGT TAT AGT GTT TAT GGA ACA ACATT Fluoreszcein  339-366 52,7

HPV Sens.  ACA GCA ATA CAA CAAACC GTTGTGTGA  LCRed640  370-396 62,0

HPV GP M
58 16 66 66 5/6
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1. dbra. Polimerdz lanc-
reakcio gélelektroforézis
képe. Etidium-bromid
festés. Az elso négy csik
HPV 58-, HPV 16- és két
HPV 66-pozitiv mintd-
nak felel meg. A GP5/6
consensus primerpdrral
egyszerre 14 HPV-tipus
ismerhetd fel. Ebben az
esetben a pozitiv reak-
ciot a HPV 16 jelenléte
okozta. Az egyik HPV
66 minta pozitiv kont-
roll. M = fragment-
hossz marker.



3. tabldzat.

A kiilonféle HPV-tipusok
lokalizdcionkénti eldfor-
duldsi gyakorisdga 61
HPV-pozitiv elvdltozds-
ban. Pearson X2 P-érték
= 0,0069

gyakorisaga és lokalizaci6, valamint az elvaltozasok
szovettani szerkezete kozott. A szajiiregben a legkii-
lonfélébb muco-cutan HPV-tipusok taldlhatok meg,
a gégében és a nyeldcsében foleg a HPV 16- és a
HPV 73-fert6zés domindl (3. tdbldzat). Elvaltozason-
ként és virustipusonként a HPV el6fordulasi gyako-
risagat a 4. tdbldzat mutatja. A tipusos elszarusodd
laphamrakok 18,4%-a, a hyperplasiak és dysplasidk

HPV-tipusok El6fordulasi gyakorisag (%)

Szajireg Gége Nyelécsé
6/11 12,5 15,4 -
16 18,8 38,5 46,9
68, 70, 72 12,5 15,4 6,2
73 12,5 23,0 40,6
Kilonféle egyéb 43,7 7,7 6,3

4. tabldzat. Az dsszes vizsgdlt elvdltozdsban a HPV-tipusok eldforduldsi gyakori-
sdga. A basaloid és verrucosus laphdmcarcinomdk szignifikdnsan dsszefiiggenek
HPV-fertézéssel, az elszarusodo laphdmrdkok tulnyomo része HPV-negativ.

Pearson x* P-érték = 0,0000

HPV-tipusok  Leuko-  Papil- Elszaru-  Basaloid \Verru-  Ossze-
plakia loma s0do lap- lapham- cosus  sen
hamrak  rak carci-
noma
Negativ 9 14 62 4 - 89
6 - 2 - - 1 3
11 - 1 - - - 1
16 1 5 8 8 1 23
35 - 1 - - - 1
45 - - - 1 - 1
54 - - - - 1 1
58 - 1 - - - 1
61 - - 1 - - 1
66 - - 1 - - 1
68 1 - - 1 - 2
70 - - - 1 2 3
72 - - - - 1 1
73 2 2 4 5 5 18
Ismeretlen - - - 2 2 4
Osszesen 13 26 76 22 13 150

5. tabldzat. A lényeges elvdltozdsok nemek kozotti eloszldsa. A HPV-vel dsszefiig-
g6 elvdltozdsok a noknél, a kiilsé karcinogénekkel (alkohol, dohdnyzds) ésszefliggd
elszarusodo laphdmrdk a férfiakndl fordul el sokkal gyakrabban. P = 0,001

Elvaltozasok Férfiak (120) N6k (30)

No. % No. %
Papilloma 11 9,2 8 26,7
Basaloid + verrucosus ca. 24 20,0 16 53,3
Elszarusodd laphamrak 85 70,8 6 20
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30,8%-a, a papillomak 46,2%-a, a basaloid lapham-
rakok 81,8%-a, a verrucosus carcinomak 100%-a
HPV-pozitivnak bizonyult. A HPV 16 a basaloid lap-
hamrakban 36,4%-ban, a papilloméaban 19,2%-ban,
elszarusod6 laphdmrakban 10,5%-ban, dysplasia-
ban és verrucosus carcinomaban 7,7-7,7 %-ban volt
megtalalhat6. Az egyes elvaltozasok jelentésen elté-
16 aranyban oszlottak meg a nemek kozott. A HPV-
vel Osszefiiggd elvaltozasok néknél sokkal maga-
sabb aranyban fordultak el6, férfiaknal pedig a don-
téen HPV-negativ elszarusod6 laphamrak volt a
gyakoribb (5. tdbldzat).

Eddig azt mutattuk be, hogy milyen szévettani
elvaltozas tarsul virustipustol fliggetleniil a HPV je-
lenlétéhez. A tovabbiakban a fej-nyaki régio és a
nyel6cs6 carcinomai és az egyes HPV-tipusok 0sz-
szefliggését tanulmanyoztuk korrespondencia-ana-
lizis segitségével (2. dbra). Ez a modszer az un. fel-
derit6 tobbvaltozos statisztikak kozé tartozik, amely
a gyakorisagi eloszlast olyan grafikus dbrdba kon-
vertalja, amelyben a tdblazat sorai és oszlopai pon-
tokként szerepelnek. A technika lényege, hogy az
eredmény kétdimenzios sikban é&brazolodik ugy,
hogy az egymassal kapcsolatban 1év6 valtozok (eb-
ben az esetben a carcinomék szévettani szerkezete
és a megfelelé HPV-tipusok) egymas kézelébe ke-
rtlnek, és minél kozelebb vannak egymashoz az Lx
és Ly koordinatak altal hatarolt sikon, annal szoro-
sabb kozottiik az osszefiiggés. A 2. dbran jol lathato,
hogy a tipusos laphamrakok déntéen HPV-negati-
vak, a basaloid laphamrakokban féleg HPV 16, a
varrucosus carcinomakban elsGsorban HPV 70, 72
és 73, ritkdbban egyéb HPV-tipusok fordulnak el6.
Az eredmény erésen szignifikans, P = 0,000.

Erdemes tovabbi két megfigyelést kiemelni: (a)
Altalanosan elfogadott, hogy barmilyen lokalizaci-
6ju papilloma HPV-eredetd, és alacsony rizikgja vi-
rusok, mint a HPV 6, 11, 13, 32, 34, 40, 41, 42, 44,
53, 54, 55, 63 okozzak. Mi azt talaltuk, hogy a
papillomék t6bb mint felében HPV nem volt kimu-
tathat6, a HPV-pozitiv papillomak haromnegyed
részében pedig magas rizikdju virusok, elsésorban
HPV 16, tovabba HPV 35 és 58 volt megtalalhato.
(b) Az is altalanos nézet, hogy az alacsony rizikéju
HPV-k altalaban joindulati folyamatokbol mutat-
hatok ki, tehat nem okoznak malignus transzfor-
maciét. Anyagunkban négy alacsony rizikdja HPV
koziil harom valéban papillomaban fordult eld, vi-
szont egy tovabbi HPV 6-szekvencia verrucosus
carcinomdban jelent meg (4. tdbldzat).

A HPV-nek nemcsak tipusok kozotti, hanem ti-
puson beliili valtozatai is vannak. Ismereteink sze-
rint ezek jelenlétét a fej-nyaki régio és nyel6cso tu-
moraiban még nem vizsgaltak. Mi a HPV 16 Euro-
paban gyakori szekvenciavariansat kerestitk kvan-
titativ. PCR és olvadaspont-analizis modszerrel
LightCycler (Roche) késziilékkel. Osszesen 8 HPV
16-pozitiv mintat analizaltunk, ebbdl két esetben
sikeriilt HPV 16 E6 L83V szekvenciavarianst kimu-
tatni (3. dbra).

Diszkusszio

rusoknak a méhnyakdaganatok kialakulasaban jat-
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szott etiologiai szerepére szolgaltatott bizonyitéko-
kat (33). Az emlitett vizsgdlatok azt is igazoltak,
hogy a cervicalis régio elvaltozasai vonatkozasdban
a HPV a leggyakoribb szexualis uton fert6z6 dgens
(2). Ezzel szemben McKaig és mtsai (29) ¢sszefog-
lal6 tanulmanyukban attekintették az irodalmi
adatokat és azokban nem talaltak bizonyitékot ar-
ra, hogy a szdjiireg, gége vagy nyelécs6 HPV-
fertézése Osszefiiggene az érintettek szexualis szo-
kasaival. Mas szoval, a méhnyak HPV-fert6zése
nem hajlamosit oralis HPV-fertézésre. Ezekkel az
adatokkal némileg ellentmond6 djabb megfigye-
lést is kozoltek (13), azonban a fert6zés kialakuld-
sanak mechanizmusa a fej-nyaki régioban és a nye-
16cs6ben tovabbra sem tisztazott.

A papillomavirusokat alacsony és magas riziko-
ju csoportba lehet osztani. Funkcionalis kiillonbség
a két viruscsoport kozott abban all, hogy az ala-
csony rizikoju HPV-tipusok rendszerint jéindulata
elvaltozasokkal, a magas rizikgju tipusok pedig
malignus folyamatokkal fiiggenek Ossze. Papillo-
mékban és rakmegel6z6 allapotokban a HPV DNS
cirkuléris (episzomalis) formaban, mig malignus tu-
morokban a genomba integralt forméaban van jelen
(1, 10). HPV 6 vagy HPV 11 malignus tumorban rit-
kén talalhato, azonban ko6zolték e virusok elGfordu-
lasat vulvardkban (32), méhnyakrdkban (15), malig-
nus gégepapillomédban (45), Buschke-Léwenstein
tumorban (3). Ehhez a széridhoz csatlakozik sajat
megfigyelésiink a HPV 6 DNS jelenlétérdl verruco-
sus gégerakban. Egy alacsony rizikgju HPV okozta
malignus transzformacio ugy képzelheté el, hogy a
virus kivételesen linearizalodott majd a genomba
integralodott, és ekkor mar gy hat, mint egy ma-
gas rizik6ju onkogén virusfert6zés (20, 25).

A HPV-pozitiv laphampapillomak haromne-
gyed részében magas rizik6ju HPV-fert6zést talal-
tunk és mindossze egynegyed részében volt ala-
csony rizik6jui HPV-szekvencia kimutathat6. Lé-
nyegében hasonld osszetételd virusel6fordulast
ilyen elvaltozasokban masok is megfigyeltek (29,
39). Az a kérdés, hogy a magas rizik6ju onkogén vi-
rusok a papillomakban miért nem okoznak malig-
nus transzformaciot? Eldzetes vizsgalatunkban
(38) kimutattuk, hogy ezekben az elvaltozasokban
a magas rizikgju virusok is episzomalis formaban
fordulnak eld, ezért kezdetben kivaltjak ugyan a
sejtproliferaciot, de a folyamat késébb leall, s6t egy
id6 utan az elvaltozas spontan virusmentessé val-
hat (37). Mindez egybevag azzal a jelenlegi megfi-
gyeléstinkkel is, hogy a papillomak t6bb mint 50%-
a HPV-negativ.

Altalanosan elismert tény, hogy a fej-nyaki ré-
gi6 és a nyel6csé laphamrakjai kialakulasanak
egyik fontos etiologiai tényezdje a dohanyzas és al-
koholfogyasztas (26). Egyre tobb bizonyiték gytilik
ssze arra is, hogy ebben a régiéban is bizonyos da-
ganatok kialakulasaért a HPV a felelds (1, 14, 24). A
szajiiregi daganatok tobb mint 50%-a HPV-pozitiv
tumor, a gégében és nyelécsében ez az arany vala-
mivel kisebb (1, 23, 29, 35, 43). Sajat adataink a fent
emlitett irodalmi adatokhoz nagyon hasonlitanak,
nalunk a szajliregben a HPV-pozitiv elvaltozasok
aranya 50%, a gégében és nyel6csében 36% illetve
39% volt. Tobb kozleményben is vizsgaltak az
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osszefiiggést a dohanyzas és alkoholfogyasztas, va-
lamint a HPV-fert6zés kozott. Gillison és mtsai (14)
253 fej-nyaki tumoros beteget magaba foglal6 anya-
gukban, Lindel és mtsai (24) 139 hasonlé daganatos
beteg vizsgalata soran a nemdohanyzok kozott ta-
laltak szignifikdnsan nagyobb szamu HPV-pozitiv
carcinomdt. Tovdbba Lindel és mtsai (24), vala-
mint Mellin és mtsai (30) a HPV-pozitiv tumorokat
jelentdsen nagyobb szamban talaltak meg nékben.
Ezekkel az adatokkal sajat megfigyeléseink nagyon
erésen 0sszevagnak, mert mi is szignifikansan ma-
gasabb aranyban lattunk HPV-pozitiv daganatokat
nékben és HPV-negativ tumorokat dohanyzo és al-
koholt fogyaszt6 térfiakban (5. tdbldzat). Mellin és
mtsai (30) azt talaltak, hogy a tonsilla HPV-pozitiv
carcinomai a hasonl6 szévettani szerkezetli HPV-
negativ tumoroknal sokkal jobb prognoézisuak. A
tonsillarakos betegek miitét helyett vagy a poszt-

2. dbra.
Korrespondencia-anali-
zis a fej-nyaki régio- és
nyeldcsordkok szévetta-
ni szerkezete €s a ben-
niik taldlhato HPV-tor-
zsek kozotti biologiai
osszefliggés kimutatdsd-
ra. Hatvanegy HPV-
pozitiv tumorszovet.

A rajzon bekarikdzott
elvdltozdsok és virusok
kozétt szignifikdns oki
kapcsolat mutathato ki.

HPV70-72-73

Lx=87,7%
ly=12,3% P =0,000
0,7
HPV16
Basaloid ca.
0,0
Egyéb HPV-k Lapham ca.

HPV-neg.

0,0 0,98

3. dbra. HPV 16 E6 L83V szekvenciavaridns kimutatdsa 74 éves férfibeteg rosszul
differencidlt nyelocsolaphdmrdkjdaban. LightCycler analizis. Az dbrdn a specifi-
kus GTG és GTT probdk leolvaddsi homérséklete ldtszik az elézoleg PCR-rel amp-
lifikdlt DNS-mintdrol. A GTG prdba (2. tdbldzat) 58,12 °C-on vdlik le a termékrdl,
mig a GTT proba mdr 52,83 °C-on levdlik. Ez azt jelenti, hogy a vizsgdlt HPV 16
E6 gén 350. bdzisa timin helyett guanint tartalmaz, vagyis mutdns. A GTT proba
1 bazisnyi hibds illeszkedése 5 °C-kal csokkentette az olvaddsi homeérsékletet.
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operativ kezelés részeként rendszerint sugarkeze-
lésben részesiilnek. A HPV-pozitiv tumorokon ész-
lelt jo terapias sugarhatas felteheten az ilyen tu-
morok fokozott sugarérzékenységével magyaraz-
hat6. Lindelnek és munkatarsainak (24) sikertilt
bebizonyitani, hogy a fej-nyaki régi6 minden HPV-
pozitiv tumora egyforman fokozottan sugarérzé-
keny. Az idézett szerzok ezt a jelenséget a p53 gén
épségével hoztak Osszefiiggésbe. Masokkal egyiitt
(14) azt figyelték meg, hogy a HPV-pozitiv tumo-
roknal a p53 fehérje rendszerint nem ad a sejtmag-
ban pozitiv immunhisztokémiai reakciot, ami a
p53 gén szomatikus mutacigja ellen szol. Annal
gyakoribb a pozitiv p53-immunreaktivitis HPV-ne-
gativ tumorokban. Ezzel egyezden sajat korabbi
vizsgalatainkban mi is 80%-os gyakorisagti immun-
hisztokémiai p53-pozitivitast talaltunk a fej-nyaki
régié olyan szdvettani csoportba tartozé lapham-
carcinomaiban, amelyeket most jellemzéen a
HPV-negativ tumorok kézé sorolunk (nem kézolt
megfigyelés).

A HPV E6 fehérije altal kivaltott vad tipust p53
fehérje degradacigja funkcionalisan nem egyenér-
tékd a szomatikus p53 génmutacié okozta funkcio-
vesztéssel, amely utdbbira egyébként a pozitiv p53
immunhisztokémiai reakcié utal (5, 18). A HPV-po-
zitiv tumorok nyilvanvaldan jelentés mennyiségi
ép és funkcional6 p53 fehérjét termelnek, és ezzel
fokozzak a sejtek sugarhatas altal indukalt apopto-
sisat (4, 11).

A HPV-negativ és -pozitiv szajliregi, gége- €s
nyel6csérakok a szovettani képpel szignifikans 6sz-
szefiiggést mutattak (4. tabldzat). A HPV-negativ tu-
morok tdlnyomorészt tipusos laphamrakok, a
HPV-pozitiv tumorok basaloid vagy verrucosus car-
cinomak voltak. A basaloid laphamrakokban leg-
tobbszor a magas rizikgju HPV 16-ot mutattuk ki,
verrucosus carcinomakban kevésbé kifejezett
transzformal6 képességi virusokat talaltunk, ame-
lyek koziil leggyakrabban a HPV 73 fordult el6, ami
kifejezett filogenetikai rokonsdgot mutat az ala-
csony rizik6ju HPV 34-gyel és HPV 64-gyel. Ezt a
virust el6szér Chan és mtsai (7) 1995-ben irtdk le,
majd West és mtsai (40) 1996-ban a nyeldcsé in situ
laphamrakjaban is megtalaltak.

A fejnyaki régioban és nyeldcsében altalunk
észlelt halmozott HPV 73-el6fordulas a méhnyak
HPV-pozitiv elvaltozasaira egyaltalan nem jellem-
z6 (37). Virustipustol fiiggetleniil a basaloid és ver-
rucosus carcinomak osszefliggését a HPV-fert6zés-
sel mind a fej-nyaki régiéban, mind mas lokaliza-
ci6ban (anus, penis, vulva) kordbban masok is leir-
tak (9, 14, 22, 41, 42).

A HPV genom szekvenciavaltozatait az 5, 6, 8,
11, 16, 18 és 45-0s tipusokon tanulmanyoztak és azt
talaltak, hogy az egymaskozti eltérés legfeljebb 2%
a fehérjekodolo és 5% a nem kodold szakaszokon.
Azt is kiszamitottak, hogy kb. 1% szekvenciaelté-
rés 100 000 év alatt alakul ki. A valtozasok ilyen
mértéke sokkal lasstibb, mint az RNS-virusoké, va-
gyis a HPV DNS nagyon stabil (6, 31). A HPV ezen
allanddsaga teszi lehet6vé a jellegzetes szekvencia-
variansok hosszu idejii 1étezését. A tipusokon belii-
li variansok egy meghatarozott génszakasz, rend-
szerint az E6 gén szekvenciavaltozataival jellemez-
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hetdk. Legjobban ismertek a HPV 16 szekvencia-
valtozatai, amelyek foldrészenként egymastol el-
térnek. Igy megkiilonboztetiink europai (E), 4zsiai
(As), 4zsiai amerikai (AA), afrikai-1 (Afl) és afrikai-
2 (Af2) valtozatokat (44). Az Afl és Af2 valtozatot
afrikai eredetti méhnyakrakokbdl izolaltak, az As
véltozat Eszakkelet-Azsidban gyakori. Az AA vilto-
zat Kozép- és Dél-Amerikdban valamint Spanyolor-
szagban talalhato, ahova feltehetéen a konkviszta-
dorok hoztak be Amerikabdl. Az E-valtozat Euro-
pén kiviil Eszak-Amerikaban fordul el6 és abban
kiilénbozik a HPV 16 prototipustdl, hogy az E6 gén-
ben a 350. bazis (83. codon) helyen 1évé timin (T)
guaninnal (G) van felcserélve és ez a kodolt fehér-
jében leucin-valin cserét okoz. Ez az aminosav-
csere megvaltoztatja az E6 fehérje biologiai tulaj-
donsagat, mert gatolja a laphamsejt differencia-
ciojat, még Kkifejezettebb p53 fehérjedegradaciot
okoz, és ezaltal fokozza a HPV 16 amugy is meglé-
v6 malignus transzformaciot kivaltd képességét
(36, 46). A HPV 16 varians virus biologiai hatdsa
fej-nyaki és nyeldcsétumorokban nem tisztazott.
Sajat anyagunkban mindkét HPV 16 varianst nye-
l6csérakban talaltuk meg. El6fordulasi gyakorisa-
guk - kisszdmu Osszehasonlité adataink szerint -
ebben a régiéban nem kiilénbozik a méhnyakelval-
tozasokban altalunk észlelt, illetve az észak-ameri-
kai populacioban kordbban leirt el6fordulasi gyako-
risagtol (37, 44), ezért feltehetd, hogy biologiai ha-
tasuk sem kiilonboz6. Az ilyen tipusu virusfert6zé-
sek természetének még jobb megértéséhez azon-
ban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A szajlregi, gége- és nyeldcsdelvaltozasokbol
torténé HPV-kimutatas és -tipizalas segitheti a pa-
tologiai diagnézist, a masodik primer tumor meg-
kulonboztetését az attéttdl, segit megérteni a daga-
natok egy jol meghatarozott csoportjanak kialaku-
lasat és eldsegiti terapiajuk legkedvezébb megva-
lasztasat, végil prognosztikai jelentdséggel bir.
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