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A HPV16 Eb6 génje genomba integralédott DNS-ének ko-
piaszamat vizsgaltuk CIN3-ban és méhnyakrakban nem
fluoreszcens in situ hibridizacié és in situ PCR mddszerrel.
Tovabba a p16, p21 és p27 fehérjék immunhisztokémiai ki-
mutatasaval azt is bemutatni kivantuk, hogy a HPV okozta
genetikai karosodas hogyan zavarja meg a sejtciklus miko-
dését a gazdasejtben. CIN1-ben a sejt koilocitasan atalakul,
de a sejtciklus nem karosodik, a p16 nem expresszalodik.
A p21 csak a koilocitds zéna alsé szélénél szaporodik fel.
A p27 a koilocitdkban dusul fel és kifejezédik a limfocitakban
is. CIN2/3-ban egy kdpia HPV16 E6 DNS integralddik a gaz-
dasejt genomjaba. Mindez kivaltja a p16, p21 és p27 fehérjék
fokozott expressziojat, amelyek megvaltoztatjak a gazdaseijt
sejtciklusanak mikodését. CIN3-ban a p21 fehérje csak
a kdros ham felsé kétharmadanak sejtjeiben jelenik meg és
minimalis differenciaciot idéz eld, a p27 fehérje a stlyosan
atipusos sejtekb6l feléplilé lapham egysoros bazalis sejtjeiben
nagy mennyiségben szaporodik fel, hogy a sejtek ciklusba
lépését blokkolja. Magy Onkol 62:264-271, 2018

Kulcsszavak: CIN3, HPV16-kdpiaszam, p16-, p21-, p27-im-
munhisztokémia, sejtciklus
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The HPV16 E6 DNA incorporation into the cervical epithe-
lial cell genome was determined. In addition, using plé,
p21 and p27 protein immunohistochemistry, we intended to
present how the normal cell cycle machinery was disturbed
in cervical epithelial cells. In CINT the epithelial cells are
transformed into koilocytes, p16 is not expressed. p21 is
only visible over the parabasal cell layers, while p27 man-
ifests in koilocytes and lymphocytes. In CIN2/3, one copy of
HPV16 DNA is integrated in the epithelial cell genome. In
CINS, p16 is expressed in great quantities, while p21 can be
seen in the upper 2/3 segment of cervical epithelium caus-
ing minimal cell differentiation. p27 is highly expressed in
the basal cells of stratified epithelium blocking the autono-
mous proliferation phases of the cell cycle.

Szentirmay Z. Influence of HPV infection on cell cycle regu-
lation in epithelial cell alterations of cervix uteri: Immuno-
histochemical and in situ hybridization observations. Magy
Onkol 62:264-271, 2018
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Roviditések:

CDK: ciklindependens kindz, CDKI: ciklindependens kinaz inhibitor, CIN:
cervikalis intraepitelialis neoplazia, HPV: human papillémavirus, HR: ma-
gas rizikdja (high risk), HSIL: magas rizikéju lapham intraepitelidlis lézio,
L1 GEN: HPV nagy burokfehérjét kédolé gén, IACR: International Agency
for Cancer Research, LR: alacsony rizikéju (low risk), LSIL: alacsony rizi-
kdju laphdm intraepitelidlis (ézid, PCR: polimeraz lancreakcio, RB: retino-
blasztdma, TCGA: The Cancer Genome Atlas

A human papilldémavirus (HPV) perzisztald fertzése 95%-ban
a cervikalis intraepitelialis neoplazia (CIN) és a méhnyakrak
okozéja (1). AHPV mintegy 8000 nukleotid hosszd, gy(ir( alaku
DNS-virus, amelynek tdbb mint 100 altipusa ismert, és ebbdl
legfeljebb 40 a-genotipus képes a genito-analis régiot megfer-
t6zni (2). Ismert, hogy a méhnyak legtbb HPV-fertézése hdnapok
alatt megsz(inik, de néhany esetben a fertézés perzisztal, és ha
avirus bejut a méhnyaklaphamsejtek citoplazmajaba, koilocito-
zist [CIN1, LSIL) okoz, de ekkor még nincs daganatkelté hatasa.
Ha a HPV-DNS mar integralddott a gazdasejt DNS-ébe, CIN2/3
alakul ki, és ekkor onkoproteinjeinek f6 hatasa, hogy inaktivaljak
a gazdasejt pb3 és RB génjeit, amelyek a genomialis karosodasok
kijavitasaért felelések. Onkogén HPV-fertézés esetén a szupp-
resszorgének inaktivacidja kovetkezhet be és a gazdasejtben
genetikai instabilitds alakul ki a mutacidok halmozédasaval
agenomban, amivégiil a méhnyakrak kialakulasahoz vezet (3).

Az L1 gén DNS-szekvenciaja alapjan a genetikailag rokon
HPV-tipusok elkiilonilé alcsoportokat alkotnak, melyeknek
csak egy kisebb része okoz daganatot. Legutdbb az IACR
Working Group foglalkozott a HPV-rizikdcsoportokkal, és
a genetikai hasonlésag, valamint a méhnyakrakban eldfor-
dulé gyakorisag alapjan Uj HPV-csoportositast javasolt (4).
E szerint dontéen 20 HPV-tipus lehet felelds a méhnyakrak
kialakulasaért. Az onkogén HPV-tipusokat a méhnyakrakban
valé eléforduldsi gyakorisaguk alapjan négy kategdriaba lehet
beosztani: (i) 1A csoport, karcinogén HPV-Kk, (i) 2A valészin(-
leg karcinogén (HPV68), [iii) 2B csoport, lehetséges, hogy
karcinogén HPV-k, (iv] HPV-tipusok, amelyek filogenetikailag
analégok a karcinogén HPV-tipusokkal, de daganatkeltd
hatasuk jelenleg nincs kimutatva (5).

A .The Cancer Genome Atlas” (TCGA) projekt keretében
a konzorcium részletesen analizalta 228 invaziv méhnyakrak
genetikajat a lehetséges terdpias markerek azonositasa cél-
jabél (6). A 95%-ban HPV-pozitiv méhnyakrakokban tizennégy
gén mutaciojat talaltak, amelyek koziil 9 génmutacio korabban
is ismert volt, mig 5 génmutaciot Uj felismerésként irtak le.
Ezek a mutacidk a szignalutak és a sejtciklus mikodését ugy
befolyasoltak, hogy méhnyakrak alakult ki. A talalt genetikai
eltérések tipusai a kovetkez6k:

a) Szomatikus mutaciék: missense, nonsense, silent,
non-coding, splice site, nonstop, frameshift indel, in-frame
indel; lasd a hivatalos mutacidés némenklatarat (7).

b) Génpromoter (CpG-sziget) hipermetilacio, génkd-
piaszam-valtozds, mRNS- és miRNS-, valamint tébbféle
szignaluteltérés.

A TCGA konzorcium a vizsgalt méhnyakrakok 5%-at
HPV-negativnak talalta. A HPV-negativ méhnyakrakokban
a genetikai eltérések kiilonboznek a HPV-pozitiv tumo-
roktol és az egyéb tumorokra jellemzé KRAS-, ARID1A- és
PTEN-génkarosodasok a gyakoriak.

A rdkmegel6zé allapotokban talalt HPV-gyakorisagokra
vonatkozo sajat megfigyeléseink (8) 6sszehasonlitva a méhnyak-
rakban eléforduléd HPV-tipusok gyakorisagi eloszlasaval (5) azt
mutatjak, hogy elsésorban az 1A filogenetikai csoportba tartozé
magas rizikoju karcinogén HPV-tipusok okoznak méhnyakra-
kot. Ezért nem fluoreszcens in situ hibridizacié és in situ PCR
modszerrel vizsgaltuk a HPV16 E6 DNS képiaszamat CIN3-ban
és invaziv méhnyakrakban, tovabba a p16, p21 és p27 immun-
hisztokémiai vizsgalataval azt kivantuk bemutatni, hogy a HPV
okozta genetikai kdrosodas hogyan zavarja meg a sejtciklus
mikodését kiilonbozd sulyossagu CIN-ben és karcindmaban.
Ezzel tovabbi adatokat kivantunk szolgaltatni a HPV-fertdzés
malignus transzformaciot okozd hatasanak jobb megértéséhez.

HPV-tipizalas és genetikai csoportositas
A HPV-tipizalast a Linear Array HPV Genotyping Test (Roche)
segitségével a gyartd utasitasai szerint rutin cervixcitologiai
mintakon végeztiik. Az alabbi tipusokat kiilonboztettik meg:
HPV6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82,
83, 84, 1S39 és CP6108.

A HPV-tipusok genetikai csoportositasa gy tortént, hogy
a HPV-DNS-adatbazisbdl kikerestiik a human fert6zést okozd
virusok L1 génjeinek szekvenciait és a HIBIO DNASIS, Hitachi
DNA Sequence Analysis System segitségével egymassal 6sz-
szehasonlitottuk. Az eredmények bemutatdsanal a Bernard és
mtsai (2) ltal ajanlott rendszertani osztalyozas elnevezéseit
vettiik at. Azimmunhisztokémiai és a HPV-DNS sejten beliili
kimutatasdhoz legalabb 10-10 kiilonbozé beteg elézéleg
diagnosztizalt szovettani mintait hasznaltuk.

Immunhisztokémia

A p16 (CINTec p16 Histology, Clone EGH4, Ventana) kimu-
tatasat és a reakcio lathatova tételét ultraView Universal
Alkaline Phosphatase Red Detection Kit segitségével, Ventana
Benchmark Ultra immunhisztokémiai automataban végez-
tiik. A p21 (Dako, Clone SX118) és p27 (Dako, Clone SX53G8)
sejtciklusfehérjék immunhisztokémiai reakcidja a gyarté
javaslata szerint, vizualizacidja EnVision+ kittel tortént.

HPV-kimutatas szévetmintakban

A HPV-DNS in situ kimutatasat olyan szévetmintakon végez-
tiik, amelyeknél elézéleg a HPV-tipizalast Linear Array HPV
Genotyping Test adta meg, amelyet szovettani mintak izolalt
DNS-én is alkalmazhatdonak talaltunk.
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In situ PCR: Méhnyakrak formalinfixalt, paraffinba agyazott
szovettani metszetébdl altalunk kidolgozott modszerrel izolalt
sejtmagokon végeztiik. A sejtmagizolalas lépései: harom darab
10-30 pm vastag metszetet Eppendorf-csében deparaffinaltunk,
majd leszallé alkoholsorban és desztillalt vizben rehidraltunk.
Ezt kévetden a szoveteket fiziologids NaCl-ban oldott, 2 mg/
ml koncentraci6ju pepszinnel (Sigma) 37 °C-on emésztettik.
A megfeleld emésztésiidét (atlagosan 20-30 perc) minden egyes
mintanal tobbszori probalkozassal allitottuk be. Enzimemész-
tés utan rovid centrifugalas kovetkezett, majd az emésztetlen
szovettormeléket csipesszel kiszedtiik a tubusbol, a maradék
sejtszuszpenziét 8000 g fordulaton 7-8 percig centrifugaltuk,
a feliiliszot eltavolitottuk, az tiledéket kétszer mostuk PBS-
ben és ebb6l 10 pl-t Superfrost plus targylemezre cseppentve
kenetet készitettiink, amit 65 °C-on 10 percig szaritottunk. Az
in situ PCR a GeneAmp In Situ PCR Core Kit (Perkin Elmer)
felhasznalasaval, a gyartd utasitasait figyelembe véve tortént.
A HPV16 Eb6-specifikus PCR-primerek a kdvetkezdk: forward:
5 -GAGGTATATGACTTTGCTTTTCG-3' (Tm 61,5°), reverse: 5'-TC-
TACGTGTTCTTGATGATCTGC-3' (Tm 62°). Ezeket az oligonuk-
leotid egyszali PCR-primereket Photoprobe Biotinnal (Vector
Laboratories) jel6ltik a gyartd utasitasai szerint. A biotinilalas
hatasfokat gy teszteltiik, hogy a primereket nitrocelluloz filter-
hez rogzitettiik és avidin-biotinilalt alkalikus foszfatdz komplex
(Vector Laboratories) segitségével tettiik lathatova (9, 10). Ezt
kovetden a probak mar hasznalhatok voltak a genomba integ-
ralodott HPV16-DNS kimutatasara méhnyakrakban. Az eljaras
soran AmpliTag DNA Polymerase, IS (Hoffmann-La Roche)
enzimet hasznaltunk és 20 PCR-ciklust végeztiink.

Nem fluoreszcens in situ hibridizacio: A vizsgalat CIN3
HPV16-pozitiv méhnyakelvaltozasok rutin szdvettani met-
szetén tb'rtént (9). A szovettani metszetek permeabilizélését
pepszmnel végeztik. A legkedvezébb emésztési idét minden
mintanal tobbszori probalkozassal egyedileg hataroztuk meg.
Pepszines emésztés utan RNaz-os emésztés és ezt kdvetben
hideg paraformaldehiddel utéfixalas tortént a széveti DNS
stabilizalasa céljabdl. Az in situ hibridizaciénal ugyanazt a fo-
tobiotinnal jelolt oligonukleotid egyszali HPV16 Eé-specifikus
DNS-primereket, mint probat alkalmaztuk, amit az in situ
PCR-nél is hasznaltunk. Az oligonukleotid DNS-DNS hibri-
dizacios keverék pH 9,2 Tris-HCL pufferben oldott NaCl-ot és
Na-citratot tartalmazd SSC-t, formamidot, dextran-szulfatot,
EDTA-t, Triton X100-at, ultrahangozott heringspermium-DNS-t
és a probat tartalmazta. A megfeleléen elékezelt metszetekben
a DNS-t elédenaturaltuk, majd a denaturacios hémérsékletrél
jéghideg vizben leh(itottiik, ami megakadalyozta a DNS-szalak
Ujra 0sszekapcsolodasat. Az in situ hibridizacié a préba olva-
daspontja alatti 5-10 °C-on, éjszakan at tortént.

A mindkét fajta HPV-DNS-kimutatasi eljaras lathatéva
tételét az altalunk korabban kidolgozott nagy felbontasu
szignalamplifikacids eljarassal végeztiik (10). A hibridizacids
reakciok végeztével a sejtmagokra, illetve a metszetekre
kozvetlenil avidin-biotinilalt alkalikus foszfataz komplexet
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tettiink (ABC-AP kit, Vector Laboratories) és 37 °C-on 1 éraig
inkubaltuk. Ezt kdvetéen mosas kétszer 10-10 percig 42 °C-on
2xSSC + 0,05% Triton X-100-tartalmu pufferben, majd erds
mosas 10 percig 42 °C-on 0,1xSSC + 0,5% Triton X-100 +
5mM EDTA 6sszetétel( pufferben. Amosas utan a lemezeket
BN-pufferben (0,1 M natrium-bikarbonat + 0,05% Nonidet
P-40) oldott 5 ug/0,1 ml biotinilalt avidin-anti-avidin (BAAV)
komplexszel inkubaltuk 37 °C-on 1 6réig. Ezutan a lemezeket
BN-pufferben mostuk haromszor 3 percig, majd avidin-bi-
otin-alkalikus foszfatdz komplexet (ABC-AP) raktunk ra 40
percig. A BAAV - ABC-AP szignalfelerdsitést még egyszer
megismeételtlik, végiil a reakcidt alkalikus foszfatdz szubszt-
rat kittel (Vector Laboratories) hivtuk elé. A kontrasztfestés
PBS-ben oldott 2%-o0s metilzélddel tértént.

ALinear Array Genotyping HPV-teszt (Roche) segitségével 37
a-genotipusba tartozd olyan HPV-tipust lehetett kimutatni,
amely Magyarorszagon eléfordulhat. Az igy meghatarozott
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1. ABRA. Osszesen 37 a-HPV-tipus filogenetikai csoportositasa L1-gén-
szekvencidk Gsszehasonlitdsa segitségével, az IARC Working Group
felosztasa alapjan (4). A piros hattérrel jelzett csoportok (a7 és a9) 8-
leg az 1A HR-HPV-tipusu virusokat tartalmazzak. A rézsaszin kockak-
ban szdmmal jelzett HPV, fliggetleniil attol, hogy milyen filogeneti-
kai csoportban fordul eld, 1A HR-HPV-nek felel meg. A valészindleg
vagy lehetségesen karcinogén 2A és 2B HPV-tipusokat narancssarga
kockakba beirt szammal jeldltiik és elsdsorban az a5, a6 és al1 filo-
genetikai csoportban talalhaték. Két olyan virus is eléfordult (HPV30,
HPV34), amelyek filogenetikailag nagyon hasonlitanak 2B tipusti HPV-
kre, de jelenleg karcinogén hatasukrél nem tudunk (fehér kockaba irt
szammal feltiintetve). A zéld hatter( korokkel jelzett csoportokban
alacsony rizikéju vagy Magyarorszagon elé nem fordulé virusok talal-
haték. A HPVé és 11 is az alacsony rizikéju HPV a10-es csoportba tar-
tozik. Az egyes viruscsoportokat jelzé vonalak hossza és a rajtuk évé
vildgossarga tablacskakban lévé szamok a viruscsoport egyes tagjai
kozotti genetikai hasonldsagot fejezik ki. Minél nagyobb ez a szam, an-
nal nagyobb a genetikai hasonlésag
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CIN3 HPV 16 in situ hibridizacid
Inzert: CIN 3 /n situ PCR

Méhnyakrak HPV 16
in situ PCR

2. ABRA. /n situ hibridizacié HPV16-pozitiv CIN3 szovettani metszetén
(a) és in situ PCR HPV16-pozitiv méhnyakrakbol izolalt sejtmagokon (b).
CIN3-ban a hibridizaciés szignal egyetlen kis fekete pont formajaban
a tobbréteg( lapham felsé harmadaban jelenik meg és a genomba in-
tegralédott HPV16-DNS Eé génjére specifikus. Az inzerten egy masik
CIN3 szévettani metszet bazalis régidja lathato, amelynek egyes sejtjei-
ben mar itt megjelenik a sejtmag f6lott az a kis fekete pont, ami a baza-
lis-parabazalis sejtekbe integralédott HPV-DNS hibridizacids szignalja
(240% nagyitas). A méhnyakrakbél izolalt sejtmagokon végzett in situ
PCR 480x-o0s nagyitasu felvételén jol latszik, hogy a HPV16 E6 DNS 2-3
kopiaja éplilt be minden daganatsejt genomjaba
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37 HPV-tipusbdl Ugy képeztiink filogenetikai csoportokat,
hogy mindegyik virus irodalombdlismert L1 génjének teljes
DNS-szekvenciajat a megadott komputerprogram segit-
ségével egymassal dsszehasonlitottuk. A nagyon hasonlé
L1 DNS-szekvencidkat mutaté HPV-tipusok keriiltek egy
filogenetikai csoportba (1. dbra). A méhnyakrakot eldidézé
HPV-tipusok 67%-a az a9 filogenetikai csoportba, 25%-a
az a7 filogenetikai csoportba, 8%-a egyéb HPV-csoportba
tartozik. Az 1A karcinogén virusok két kivétellel az a7 és a9
filogenetikai csoportba keriiltek. Az a7 csoportba négyféle
1A karcinogén virus, koztlik a Magyarorszagon ritkabban eld-
forduld HPV18 kerdlt, és mellette egy-egy valdszinileg (2A),
illetve lehetségesen karcinogén (2B) virust (HPV68 és HPV70)
talaltunk. Az a9 filogenetikai csoport hat 1A karcinogén ti-
pust, kozottik HPV16 tipust tartalmaz. Sajat korabban kozolt
adataink szerint ezek Magyarorszagon gyakrabban fordulnak
el (8), mellettiik egy filogenetikailag rokon 2B tipus (HPV67)
is megtalalhatd volt. Az a5, a6 és a1 filogenetikai csoport
tartalmazza a tobbi 2B HPV-tipust, e mellett az a5 csoport-
ban fordul el6 az 1A karcinogén HPV51, az a6 csoportban
taldljuk az 1A tipusui HPV56-ot és a vele genetikailag rokon,

A genomba integralédott HPV-DNS kivaltja a CDK-inhibitorok
aktivalasat, ezek komplexet képeznek ciklindependens kindzok-
kal [CDK1/2) és leallitjak a sejtciklust.

CDK1

CDK1

Autoném S
sejtprogram

\: Az R-pontndl dél el, hogy a sejtciklus
1 tovabb folytatodik, vagy a sejt kilép
1 a G, fazisba.

| Cip/Kip CDKI-csalad

p27
| |

Ink4 CDKI-csalad

p16

;

CDK2 CDK2 CDK2 CDK1 CDK1

Extracelluléris szignal altal befolyasolt program.
Ekkor a sejtciklus még reagal a kiilsé stimulalé
vagy gatlé ingerekre (GF-ok, TGF-B, p16)

A sejtciklus
fizioldgids
szabalyozasa

3. ABRA. A sejtciklus szabalyozéasa fizioldgias kérulmények kozdtt és HPV-DNS gazdasejtbe térténé genomidlis integracié hatasara Weinberg (2007)
abrajanak kisfoki modositasa alapjan. Az extracellularis szignalok (GF: novekedési faktorok, TGF: transzformalé novekedési faktor) megemelik
a D-tipust ciklinek szintjét az egész G1 fazis sordn és a ciklin-D/CDK4 komplex aktivalédik. A restrikciés (R) pontnal a sejt vagy kilép a GO fazis-
ba, vagy atlépve az R-ponton kiilonbozd tipusu ciklin-CDK komplexek hataséara az autondm sejtprogram Lép életbe fliggetleniil az extracellularis
fizioldgias szignaltdl. A genomba integralédott HPV-DNS kivaltja az Ink4 és Cip/Kip CDKI fehérjék expresszidjat, melyek a ciklin-CDK fehérjekom-
plexhez kapcsolddva meggatoljak annak katalitikus aktivitasat és ezzel ledllitjdk a sejtciklus mikodését. A, B, D és E: kiilonb6z6 tipusu ciklinek,
CDK: ciklindependens kinaz, CDKI: CDK-inhibitor. A Cip/Kip CDKI-csaladban két tipust CDKI, a p21 és p27 talalhatd, amelyek kiilonb6z6 ciklin/CDK
fehérjékkel képeznek komplexeket. A p16Ink4A fehérje a ciklin D/CDK2 komplexhez kapcsolddva fejti ki sejtciklusgatld hatasat

MAGYAR ONKOLOGIA 62:264-271, 2018
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CIN1, p16

/Q'.' CIN2, p16 B --'C|N-3, p1
4. ABRA. p16-immunhisztokémia CIN1-2-3 stlyossagu méhnyakelval-
tozasokban. A kiils6 méhszajbél szarmazé H&E metszetben egymas
mellett CIN1 és CIN2 sulyossagu hamelvaltozas lathatd (100x nagyitas).
CIN1-ben a p16 fehérje nem expresszalddik, CIN2-ben az egész elval-
tozas teriletén, de legkifejezettebben a parabazalis régiéban jelenik
meg. CIN3-ban a p16 fehérje immunhisztokémiai festédése még kife-
jezettebb a diszplazias ham also 4/5 részében (200x)

5. ABRA. CIN1T méhnyakelvaltozas sorozatmetszetén végzett p21- és
p27-immunhisztokémiai vizsgalat. A tobbrétegli lapham kozépsé
szakasza koilocitdsan atalakult. A p21 fehérje csak a parabazélis sej-
tekben fejezddik ki, de nem jelenik meg a koliocitakban. A p27 CDKI fe-
hérje viszont csak a koilocitdkban és a limfocitadkban fejezddik ki (200x
nagyités)

de ismeretlen tulajdonsagt HPV30-at, amelynek rakkeltd
hatasat jelenleg nem igazoltak. Kilon filogenetikai csoportot
képez a 2B tipust HPV73 és a HPV34, amely utobbi virusnal -
csakugy, mint a HPV30 esetében - karcinogén hatas jelenleg
nem bizonyitott. Az alacsony rizikdju, gyakorlatilag nem kar-
cinogén HPV-tipusok kiilonb6z6 filogenetikai csoportokban
oszlanak meg, ezek kozott a HPV6 és HPV11 papilldmakat
el6idéz6, egymashoz genetikailag nagyon hasonld virus az
a10 filogenetikai csoportban van tobb, genetikailag rokon
nem karcinogén HPV-tipussal egyiitt.

A CIN3 méhnyakelvaltozas in situ hibridizacidja azt mu-
tatja, hogy dontéen egy kopia HPV16-DNS integralédott
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ahamsejtgenomba, ami CIN2/3-ban mar a bazalis hamsejtek
genomjaban is megtalalhaté (2. dbra inzert). Ezzel szemben
a méhnyakrakban 2-3 képia HPV16 épiilt be a hamsejtekbe
(2. bra). Az itt bemutatott HPV1é-adatokkal 6sszefliggésben
a 20 onkogén HPV-tipus genomidlis integracios tulajdonsagait
a diszkusszidban részletesen targyaljuk.

A 3. abran a sejtciklus normalis szabalyozasat és
a HPV-fert6zés indukalta ciklindependens kinaz inhibitorok
(CDKI) hatasat foglaltuk 6ssze Weinberg adatai segitségével
(11). Ennek alapjan mutatjuk be, ahogyan a p16Ink4A, p21Cip1
és p27Kip1 CDKI fehérjék a ciklindependens kinadzokkal
(CDK] komplexet képezve blokkoljak a sejtciklust. A CDK
csak a ciklinnel egyiitt képes katalitikus aktivitasra.

A sejtciklus miikodési zavaranak vizsgalatara a p16Ink4A,
p21Cip1és p27Kip1 fehérjék immunhisztokémiai kimutatasat
végeztik el CIN2/3-ban és méhnyakrakban. A 4. dbran ugyan-
azon a szovettani metszeten a p16 fehérje expressziéjat mu-
tatjuk be CIN1/2/3-ban. CIN1-ben a p16 fehérje az ép hamban
és CIN1 koilocitas fazisdban nem szintetizalddik (a HPV nem
épllt be a sejtek genomjaba), CIN2-ben a p16 CDK-inhibitor
meg nagy mennyiségben, a magasabb hamrégidban a p16
fehérje sokkal kevesebb (a festédési intenzitas sokkal hal-
vanyabb). CIN3-ban a tobbrétegli laphamelvaltozas alsé 3/4
részében a p16 fehérje nagy mennyiségben, a felsG 1/4 rész-
ben kisebb mennyiségben van jelen a hdmsejtekben. A p21
és p27 CDKI fehérje CIN1-ben nem jelenik meg a méhnyak

Mikroinvaziv ca. p27 4«

6. ABRA. CIN3 méhnyakelvaltozas sorozatmetszetén és mikroinva-
ziv karcinoman végzett p21- és p27-immunhisztokémiai vizsgalat.
Az emlitett CDK-inhibitor fehérjék megjelenési mintazata egészen
mas, mint CIN1-ben. A p21 fehérje - szemben a CIN1-ben latott kife-
jezédési mintazattal - a CIN3 sllyossagi méhnyak-laphamelvaltozas
felsé kétharmadéban a sejtmagokban lathaté. A p27 fehérje CIN3-ban
a bazdlis sejtsorban nagyon felszaporodik, a parabazélis régidban
nem lathaté, a magasabb hamrégioban kisebb mennyiségben és nem
minden sejtben lathaté (100x). Az inzertben egy masik CIN3 eset p27-
immunhisztokémiai vizsgalata, ami jobban mutatja a p27 eloszlasi
mintazatat (200x). Mikroinvaziv karcinémaban a CIN3 p27-pozitiv ba-
zalis sejtsora feltoredezik, majd eltlnik (nyomait a kék nyilak jelzik],
és a p27 fehérje a raksejtekben jelenik meg. Az inzert H&E-festett
metszete a mikroinvaziét mutatja (100x)
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laphamja bazalis és parabazalis sejtjeinek sejtmagjaban.
Ap21 fehérje kozvetlenil a parabazalis réteg folott, a kozépsé
koilocitas zona also szélénél szaporodik fel a sejtmagokban,
de a koilocitdkban mar nem lathaté, a p27 fehérje a koilocitak
sejtmagjaban dusul fel, és mindenitt kifejezédik a limfoid
sejtekben is (5. dbral. A sejtciklus-szabalyozas ekkor még
az ép sejteknek megfeleléen mikédik. CIN3-ban a p21 és
p27 fehérje elvaltozason belili eloszlasa egészen mas képet
mutat, mint a sejtciklus fizioldgids mikodésekor. A p21 fehérje
csak a kdros ham felsé kétharmadanak sejtjeiben jelentkezik.
A p27 fehérje a sulyosan atipusos sejtekbdl felépild tobbré-
tegl lapham egysoros bazalis sejtjeiben nagy mennyiségben
szaporodik fel, a parabazalis sejtekben gyakorlatilag nem,
a fels6 kétharmadban pedig a bazalis sejtekhez viszonyitva
kisebb mértékben fejezddik ki (6. dbral. A limfocitak szin-
tén p27-pozitivak. Mikroinvaziv karcindmaban a diszplazias
lapham bazalis sejtsora feltoredezik, majd eltlinik, és a p27
fehérje a rdksejtekben is megjelenik. Ap16, p21, p27 fehérjék
kifejez6désének fent leirt mintazata a sejtciklus-szabalyo-
zas felboruldsanak eredménye az érintett sejtekben (lasd
a diszkusszidt is).

A méhnyakrakok 95%-a HPV-pozitiv és a genomba integralo-
dott HPV egy vagy tobb képiaszama erésen dsszefiigg a virus
transzformalé képességével. A ,The Cancer Genome Atlas”
(TCGA) projekt soran kimutattak, hogy az a7 és elsésorban
az a9 csoportba tartozé HPV-tipusok fert6zik a méhnyak
laphdmsejtjeit (6). A virus-sejt fuzids transzkriptumok jelzik
a genomialis integraciot kiilonb6z6 forrd pontok teriletén,
mint pl. 3q28 és 8q24. Az integralédott HPV képes a gazdasejt
p53 és RB szuppresszorgénjeit részlegesen vagy teljesen
inaktivalni, tovabba genomialis mutaciokat, szegmentalis dup-
likacidkat és transzlokaciokat eldidézni. A TCGA konzorcium
a HPV16, HPV18 és HPV35 tipust azonositotta a leggyakoribb
integralddott virusokként.

Tobb magyar munkacsoport is vizsgalta a kiilonb6z6
HPV-tipusok eloszlasat kiilonboz6 lokalizacioju laphamel-
valtozasokban. Hettmann és mtsai a fej-nyaki laphamrako-
kat PCR-mddszerrel vizsgaltak, a HPV-pozitiv tumorokban
a HPV16 genotipus fordult elé leggyakrabban (12). Sapy és
mtsai 1997 és 2002 kozott a méhnyakraksz(rési célbdl vett
rutin citoldgiai mintadkon Digene Hybrid Capture modszerrel
HPV-kimutatast végeztek, és a HR-HPV-tipusok jelenlétét
gyakrabban talaltak 35 éves kor fol6tt (13). Legujabban Bog-
nar és mtsai egy 94 éves ndbeteg bal kolonfélben kialakult
laphdmrakjaban és négy attéti nyirokcsomdoban PCR- és
Southern blot hibridizaciés technikaval HPV16 jelenlétét
mutattak ki (14). Az idézett adatok arra utalnak, hogy kii-
l6nboz6 lokalizacidju laphamelvaltozédsokban a leginkabb
transzformalé HR-HPV genotipus a HPV16.

Viszonylag kevés in situ vizsgalat tortént CIN2/3-ban
a gazdasejt genomjaba integralddott HPV-DNS kimutatasara
és sejtenkénti kopiaszamanak meghatarozasara. Kelesidis

és mtsai (15) nem fluoreszcens in situ hibridizaciot és fo-
lyadékalapu PCR-t hasonlitottak dssze, és azt talaltak, hogy
paraffinos szovetmintaban az in situ hibridizacid szenzitivitasa
és specificitdsa jobb, mint a hagyomanyos PCR-mddszeré.
Swan és mtsai (16) fluoreszcens alapli PCR-mddszert és
a HPV16, HPV18, HPV31 és HPV45 kimutatasara a virusok
L1 génjére tervezett PCR-primereket hasznaltak, és a kdpia-
szamot ug DNS-hez viszonyitva adtdk meg. Azt talaltak, hogy
a HPV-kopiaszam a méhnyak-hamelvaltozasok sulyossagaval
parhuzamosan ng és legmagasabb a HPV16-pozitiv méhnyak-
rakban. Wang és mtsai (17) a méhnyak elvaltozasaiban torténd
HR-HPV genomialis beéplilés integracios helyeit vizsgaltak
és fluoreszcens in situ hibridizaciéval meghataroztak a vi-
rus sejtenkénti kdpiaszamat is. Azt talaltak, hogy a beépilt
HPV-DNS kdpiaszama a CIN sulyossagaval parhuzamosan
emelkedett és méhnyakrakban elérte a sejtenkénti 2-3 kdpia-
szamot. Sajat megfigyeléseink ezekkel az adatokkal teljes
egészében megegyeznek. Wang és mtsai (17) tovabbi fragilis
helyeket talaltak, ahova a HPV egy kdpiaszammal beépiilt.
Ilyen hely a 3p14.2 régid, ahol a fragile histidine triad (FHIT)
gén, mint integracids hely is megtalalhaté. Ezek a gének
a HPV-beépiilés soran sériilnek, funkciéik megvaltoznak,
és egyebek mellett a ciklin D1 és mas sejtciklusgének foko-
zott expressziojat és a sejtciklus mikddési zavarat okozzak,
ami végll a karosodott sejtek darwini szelekciohoz hasonlé
kivalasztédasi mechanizmusa révén a méhnyakrak kiala-
kuldsahoz vezet.

HPV16 E6-specifikus primereket, nagy felbontasu in situ
hibridizaciot hasznalva mi is azt talaltuk, hogy a HPV16-DNS
altaldban egy képiaszammal van beépiilve a CIN3 sejtjeinek
genomjaba. Schurter és mtsai (18] szerint, ha a retrospektiv
in situ genetikai vizsgalatoknal hagyomanyos szovettani
metszetekbdlindulunk ki, elénydsebb a vizsgalatokat a sz6-
vetekbdl izolalt sejtmagokon végezni, mert ilyenkor sokkal
jobb a kis mennyiségl proba penetracioja, ami altal csokken
anem specifikus hibridizaciés reakcid lehetdsége és csokken
a hattér, valamint az elmetszett sejtmagok zavaré hatasa
is, amit a metszeteken térténd vizsgalatoknal figyelembe
kell venni. Méhnyakrakbdl izolalt sejtmagokon végzett in
situ PCR-rel nagyon konzekvensen és egyértelmuen 2-3
HPV-DNS-képiaszamot talaltunk, ami Schurter és mtsai
(18) adatait tamasztja ala.

Itt szeretnénk rdmutatni arra, hogy a 20 onkogén HPV
tipusatol fliggéen nem egyforman transzformalé hatasu. Ha
ugyanis dsszehasonlitjuk e virusok eléforduldsi gyakorisagat
méhnyakrakban és LSIL-HSIL-ben (CIN1/2/3), egészen eltérd
gyakorisagi eloszlasokat taldlunk (7. tdblazat). A HPV16,
HPV18, HPV45 és HPV35 gyakrabban fordul elé méhnyak-
rakban, mint CIN1/2/3-ban. Tovabba sajat korabban kozolt,
dsszesen 591 CIN-pozitiv citolégiai mintank kozott HSIL-t
(CIN2/3) 191 esetben talaltunk, és ezekben a mintadkban
a HPV16 108 esetben, vagyis 56,5%-ban fordult el§ (8). Ez
az aranyszam nagyon kozel van Arbyn és mtsai (5) megfi-
gyeléseihez, akik 530 méhnyakrakban 60,9%-ban HPV16-ot
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1. TABLAZAT. Rakkelt (1A), valészinileg rakkelts (2A) és esetleg rak-
keld (2B) HPV-tipusok eléforduldsa méhnyakrakban és rakmegel6zd
allapotokban (LSIL és HSIL)

Méhnyakrak [A]  LSIL + HSIL [B]

HPV- Karcin_o-
tipusok genezis- Elgfordulasi El6fordulasi
csoport gyakorisag % gyakorisag %

16* 1A 60,6 298 ¢
18* 1A 10,2 4,0 ¢
45% 1A 59 3,6
33 1A 3.8 4,1 PN
31 1A 3,7 &3 P
52 1A 2,8 79 D
58 1A 2,3 AN
35 1A 1,9 0,9 ¢
39 1A 1,6 o P
51 1A 1,3 Tl AP
59 1A 1.1 BION
68 2A 1,0 2,3
56 1A 08 24
73 2B 0,5 3,1 4p
26 2B 0,3 0,2
67 2B 0,3 0,4
53 2B 0,3 78 4P
70 2B 0,1 (IR
66 2B 0,1 55
82 2B 0,1 111

Az [A] oszlop Arbyn és mtsai adatait tartalmazza (5], a [B] oszlopban
sajat, kordbban kézolt adataink vannak feltiintetve (8). A tablézatban
a HPV-tipusok gyakorisdgi sorrendjét a méhnyakrakban vald eldfor-
duldsuk sorrendje szerint rendeztiik. Mintaszam: karcinoma 530,
HPV-pozitiv (LSIL+HSIL) 591. Az LSIL-HSIL oszlopban lefelé vagy
felfelé mutaté nyilak a méhnyakrakhoz viszonyitott alacsonyabb vagy
magasabb eléforduldsi aranyt mutatjak. A *-gal jelzett HPV-tipusokat
tekintjik a legerésebben transzformalé virusoknak

mutattak ki. Mindez azt jelenti, hogy a legerésebb karcinogén
hatdsa a HPV16-nak van, ami egyezik az in situ genetikai
vizsgalatok adataival. A HPV18, HPV45 és HPV35 szintén erds
karcinogén tulajdonsagu, gyakrabban fordul eld6 méhnyak-
rakban, mint rakmegel6zé allapotokban. Az sszehasonlitd
tablazatban szerepld 1A rizikécsoportba tartozo HPV39, 51,
59, 56 és a 2A-2B rizikdcsoportba tartozo HPV68, 73, 26, 67,
53, 70, 66 és 82 egyenként 0,1-1,6%-o0s gyakorisaggal talal-
haté méhnyakrakban, amijéval alacsonyabb, mint a SIL-ben
torténd eléfordulasi gyakorisaguk. Sajat megfigyeléseink
teljes 6sszhangban vannak a TCGA konzorcium altal kozolt
adatokkal (6) és az idézett magyar adatokkal is (12-14),
vagyis adataink azt mutatjak, hogy az egyes HPV-tipusok

© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

kozott a gazdasejt genomjaba torténd integracios, ezaltal
daganatkelt6 képességiik tekintetében nagy kilonbségek
vannak, és ez a kiilonbség eltérd bioldgiai viselkedéssel
fligg 0ssze. Ezt a megfigyelést érdemes figyelembe venni
améhnyakrak sz(irésénél és megelézésénél (PubMed OMIM).

A sejtciklus szabalyozasaban a CDK-inhibitor csalad
fehérjéi, kozottik ap16, p21 és p27 fehérje kiemelkedd sze-
repet jatszik. A p16 az Ink4 CDKI-fehérjecsalad tagja, és két
kritikus sejtciklus-szabalyozo szignaliton, a p53 és RB1
génm(ikodés szabalyozasan keresztiil kozvetve, de kdzvetleniil
is szabalyozza a sejtciklus miikodését és a genom épségének
érzéjeként is ismert (19). A CINtec Plus teszt olyan immun-
hisztokémiai koktél, amelyben egyltt van jelen a P16Ink4
CDKI fehérje és a Ki67 proliferacids marker, és hasznalataval
el lehet kiiloniteni az ASC-US-t (ismeretlen jelentdségl ati-
pusos laphamsejtek] a sulyos fokl laphamdiszplaziatél (20).
A p21 fehérje a Cip/Kip fehérjecsalad tagja, a szerin/treonin
kinazokhoz tartozik, a HRAS-hoz hasonlé fehérje, és tobbféle
szignalutat és ezen keresztiil a sejtciklus progressziojat is
szabdlyozza (PubMed OMIM].

A sejtciklus-szabalyozas fizioldgids miikodését Weinberg
(11) nyoman a 3. dbrén foglaltuk dssze. Az extracellularis
szignalok, mint a névekedési faktorok (GF) vagy a TGF-B,
megemelik a D-tipusu ciklinek szintjét az egész G1 fazis
soran, ami 6nmagaban beinditja a sejtproliferaciot. Az Ink4
CDK-inhibitor csalad fehérjéi, kozottiik a p16 azonban na-
gyon pontos szabalyozé (gatld) hatast fejtenek ki azzal, hogy
szorosan hozzakotédnek a ciklin D/CDK4 komplexhez és
elforditjak az ATP-k&t6 helyeket, megsziintetve ezzel an-
nak katalitikus aktivitasat. A restrikcios (R) pontnal eldél,
hogy a sejt vagy kilép a GO fazisba, vagy atlépve az R-pontot
az autonom sejtprogram Lép életbe. Ekkor eldszor a ciklin
E-CDK2, majd a korai S-fazisban a ciklin A-CDK2 komplex
aktivalodik, a kozépsé S-fazisban és a G2-fazisban a ciklin
A-CDK1 komplex lesz gatlo hatasu, a sejtosztédast a ciklin
B-CDK1 komplex szabalyozza, fiiggetleniil az extracellularis
fizioldgias szignaltol (21).

HPV-fert6zésnél a méhnyak laphamsejtjeiben a sejt-
ciklus a kovetkezéképpen miikadik: alacsony rizikéja HPV-
(LR-HPV] fertézés, illetve a CIN1 fazis nem zavarja meg
a sejtciklus fiziologias miikodését és nem okozza a p16, p21
és p27 megvaltozott expresszidjat, mert nem okoz karoso-
dast a méhnyak hamsejtjeinek genomjaban (4. és 5. dbra)
(22). CIN2/3-ban és méhnyakrakban az integralddott HPV-
DNS kovetkeztében genomialis DNS-karosodas jon létre
a gazdasejtekben, amit a sejt megprébal kijavitani Ggy, hogy
ledllitja a sejtciklust, hogy a p53 és RB fehérjék apoptozist
idézhessenek el6. A kiemelten HR-HPV, mint a HPV16 ese-
tén a p16 fehérje termelése magas szintet ér el, és minél
nagyobb a p16 fehérje mennyisége, annal jobban eltorzitja
a CDK4-kétéhelyet, ezzel a ciklin D/CDK4-p16 CDKI fehérje
komplex egyensulya megbomlik, hipofoszforilacio jon létre,
és a folyamat attéri az R-pontot (11). Ekkor el8szor a ciklin
E-CDK2 komplex fizioldgids miikodése sériil, a p21 és p27
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CDKI fehérjék mennyisége megné. A ciklin E a HR-HPV E7
fehérjéje hatdsara magas szinten stabilizalodik, a G1 fazis
megrovidil és a sejtciklus az S, G2 és M fazisba lép (21). Az
ilyen modon felilregulalt autondm sejtciklus-szabalyozas pa-
radox mddon stimulalja G1 fazisban a ciklin D-CDK4 komplex
mikodését, ami visszahatva tovabb sulyosbitja a sejtciklus
mUikodési zavarat (11). CIN3-ban a p21 fehérje a tobbréteg(
lapham kozépsé és felsé harmadaban szaporodik fel, eredeti
funkcidja a sejtdifferenciacio eléidézése, ami azonban ebben
az esetben mar alig-alig mékaodik. Mindezt a HPV16-pozitiv
CIN3 méhnyakelvaltozdson mutatjuk (6. dbra). A HR-HPV,
esetlinkben a HPV16 eldszor a lapham bazalis sejtjeibe ép
be, és egy kdpia HPV-DNS integralddik a sejt genomjaba (2.
dbra). Ennek hatasara a p27Kip1 CDKI a bazélis sejtekben
nagyon erésen felszaporodik és a parabazalis réteg folott
elszoértan a tobbrétegil lapham sejtjeiben is megjelenik,
hogy gatld hatast fejtsen ki a laphamsejtek proliferaciéjara.

IRODALOM

1. Saslow D, Solomon D, Lawson HW, et al. American Cancer Society, Amer-
ican Society for Colposcopy and Cervical Pathology, and American Society for
Clinical Pathology Screening Guidelines for the Prevention and Early Detec-
tion of Cervical Cancer. J Low Genit Tract Dis 16:175-204, 2012

2. Bernard HU, Burk RD, Chen Z, et al. Classification of papillomaviruses
[PVs) based on 189 PV types and proposal of taxonomic amendments. Virol-
ogy 401:70-79, 2010

3. Moody CA, Laimins LA. Human papillomavirus oncoproteins: pathways to
transformation. Nat Rev Cancer 10:550-560, 2010

4. |IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans.
Biological agents. Volume 100 B. A review of human carcinogens. In: IARC
Monogr Eval Carcinog Risks Hum 100B:1-44, 2012

5. Arbyn M, Tommasino M, Depuydt C, Dillner J. Are 20 human papillomavi-
rus types causing cervical cancer? J Pathol 234:431-435, 2014

6. The Cancer Genome Atlas Research Network. Integrated genomic and
molecular characterization of cervical cancer. Nature 543:378-384, 2017

7. den Dunnen JT, Antonarakis SE. Mutation nomenclature extensions
and suggestions to describe complex mutations: a discussion. Human Mut
15:7-12, 2000

8. Szentirmay Z, Veleczki Zs, Kasler M. Human papillomavirus asszocialt
méhnyak-megbetegedések Magyarorszagon: epidemioldgia és a HPV-tipu-
sok Gsszefliggése a parhuzamosan végzett citoldgiai diagnézissal. Orv Hetil
158:1213-1221, 2017

9. Orosz Z, Udvarhelyi N, Szentirmay Z. Non-isotopic in situ hybridization of
human papillomavirus on histologic sections: an amended protocol. Anti-
cancer Res 14:1991-1994, 1994

10. Szentirmay Z, Ishizaka Y, Ohgaki H, et al. Demonstration by in situ hy-
bridization of ret proto-oncogene mRNA in developing placenta during mid-
term of rat gestation. Oncogene 5:201-205, 1990

11. Weinberg EA. The biology of cancer. Garland Science, Taylor & Francis
Group 2007, pp. 255-273

12. Hettmann A, Demcsak A, Bach A, et al. Prevalence and genotypes of hu-
man papillomavirus in saliva and tumor samples of head and neck cancer
patients in Hungary. Infect Genet Evol 59:99-106, 2018

Ha 2-3 kopia HPV-DNS integralddik a sejtgenomba, a p27
fehérje sejtciklust gatld hatdsa mar nem tud érvényesilni
és a malignus transzformacié bekovetkezik (6. dbra). Mas
tipust onkogén HPV-fert6zésnél az integralddott HPV-DNS
kezdeti egy kopiaszama tobb esetben is sokaig megmaradhat
és igy érvényesiilhet a p53 és RB, valamint a CDK-inhibitorok
sejtciklust blokkold és hibakijavité hatasa.

A HPV elterjedése globalis probléma, az egyes orszagok
sokat tesznek a fertézéses eredetli méhnyakrak megelézése
és a leghatékonyabb sz(irévizsgalati médszerek bevezetése
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