GYAKORLATI UTMUTATO

A human papillomavirus vizsgalatok lehetséges helye
¢s szerepe a mehnyak intraepithelialis neoplasia
¢s a mehnyakrak korismézésében, illetve korjoslataban
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A KOROKOZOROL A papovaviridae csaladba tartozd emberi
(human) papillomavirusoknak (HPV) mintegy 100 kiilénbozé
fajtaja ismert, melyek koziil kb. 50-et mutattak ki nemzészervi
koros elvaltozasokban. Ezekbdl jelen tudomasunk szerint
24 rendelkezhet daganatkelté képességgel. Az 1. abra a HPV-k
leszdrmazasi fajat mutatja be az egyes dgak virus fajtdi dltal ki-
valtott bor-, illetve nydlkahartya elvaltozasokkal (1). A HPV
azonositasa a kezdetektdl a virus DNS vizsgalataval torténik,
mivel a virus nem tenyészthetd. A szarmazastani rokonsag jol
becsiilhetd a nukleotid sorrend vizsgalata alapjan, és ez a koro-
kozo tulajdonsagokkal jo egyezést mutatd csoportokat képez.
igy az Gjonnan felfedezett HPV-ok jol beilleszthetdk a kiilon-
b6z kérokozoi csoportokba. A leszarmazasi fan lathato, hogy
egymastol tavol allo sorszami fajtak azonos dgakon foglalhat-
nak helyet. Ennek oka, hogy az egyes fajtakat a virus genetikai
szerkezete alapjan azonositjak, a sorszam pedig az azonositas
idépontjatol figg.

A papillomavirusok alapvetéen fajra jellemzdek, a HPV tehat
csak az embert fertézi meg (2). A HPV osztodasi szakasza a
megfertézott hamsejt érettségén alapszik, gyvakorlatilag csak a
elszarusodo hamsejteket fert6zi (2-3). A fertézés az alap (basa-
lis) sejteket érinti, és ezek elburjanzasa kdvetkeztében alakul ki
a szemdlcs, illetve a fliggoly (condyloma). A névedék minden
sejtje tartalmazza a HPV DNS-t, de a ham also rétegeiben csak
a korai gének fejezédnek ki. A késGi gének kifejezddése és a
virus burkolo (kapszid) fehérjék, illetve a virus részecskék
képzédése a ham kiérett (differencidlodott), elszarusodott réte-
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gében zajlik. A virus részecskék nagy szimban vannak jelen a
talp szemoleseiben, mig a nemi fiiggélydkben csupan csekély
szamban fordulnak el6. A méhnyaki intraepithelialis neoplasia-
ban (CIN), és a méhnyakrikban a szabalyos sejtérés fokozato-
san elvész, és ezutan mar nem képzddnek a burkolo fehérjék és
a virus részecskék. A HPV DNS kezdetben a sejtmagon kiviil
elhelyezkedd, onalléan Gjramasolodo, korkorés DNS moleku-
la, mely ugyan hajlamos az emberi kromoszomiba valo beépii-
lésre, de, hogy ennek oki szerepe lenne a rosszindulati dtala-
kuldsban, még nem sikeriilt egyértelmiien tisztazni. Figyelem-
re meltd azonban, hogy a burjanzo rakokban csak az atalakulo
E6 ¢s E7 viralis fehérjék fejezddnek ki folyamatosan, melynek
oka lehet a beépiilés dltal kiegyenesedett DNS megvaltozott
milkodése. A HPV fertézés helyhez kotott, nem oldja fel a sej-
teket, és a virusok nem keriilnek a véraramba (nincs viraemia),
talan ezért nincs erds ¢s tartés immunvalasz a HPV fertdzéssel
szemben (4-5).

A FERTOZES GYAKORISAGA ES A FERTOZODES MODJA A hegyes
fiiggoly (condyloma acuminatum) a nemi életet €16 felnSttek
1%-aban fordul eld. nékben a 19-22, férfiakban a 22-26 év ké-
zotti korcsoportban a leggyakoribb (6-7). Ha azonban a HPV
fertézés eléfordulasi gyakorisagat nem a klinikai tiinetek, ha-
nem HPV DNS vizsgalat alapjan tanulmanyozzuk, akkor ennél
Joval magasabb szamaranyokkal jellemezhetd jarvinytani ada-
tokra deriil fény. Egészséges fiatal férfiakon végzett kiilonbozd
vizsgalatok adatait dsszevetve, a HPV-vel vald fertGzottség
5.8-31%-ban fordult el6 (8-10).

Erdekes megfigyelés, hogy kovetéses vizsgalatokban a kiilon-
boz6 idopontokban vett mintak eredményeit dsszehasonlitva, a
fertézottek csupan 6%-aban volt kimutathatd a HPV két egy-
mist kovetd mintavételkor, ami az ismert visszafejlédési hajla-
mot bizonyitja (11). Nokben az el6fordulas szorosan dsszefligg
az ¢letkorral (12). Az el6forduldsi arany a nemi tarsak szama-
val is egyértelmiien Osszefiigg (13). Nemi életet nem €16 ndk,
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Tisza T és munkatarsai

A alesoport

(nemi szervi HPV) Zhpve

HPV57

D alesoport ;
HPV23

1S039 T8 HPV44
\ o
HPVSI1 \ SRS | frpvss
HPV69 HPVI3
4, HPV26 PCPV
HPV3I0 . HPVSe HEV,
HPV70 HPYT3
HPVS9 ;
42
HPV4S HPvAS o
HPV1S . HPV3
CPROGI
LVX§2
MMS
CP6108 s
CP8304 Gydler
HPV62
HPV6I
HPVT2

HPV3R HPVI2

heti gyermekekben (26). Az anya-
magzat dtvitel elsésorban a 6, 11. 16,
18-as HPV fajtak sziilés elotti, illetve
koriili datadasat jelenti. Gyermekekben
emellett el6fordulhat, hogy az egycb-
ként kozonséges szemolesot (verruca
vulgarist) okozd l-es és 2-es fajtik
idéznek el nemzészervi figgoly-
képzédést onatoltodas révén, bar ez
nem thlzottan gvakori (~13%) (27).
Gyermekek nemi-végbéltajan kialakult
hegyes fliggdly nemi bantalom kovet-
kezmeénye is lehet, ennek jelentdségeét
azonban nehéz megbecsiilni, ugyanis
az idevonatkozo kozlemények adatai
nagy szorast mutatnak (28).

HPV4
HPV6S
HEV6O
HPV4E
HPV50

HPV FERTOZES, CIN ES MEHNYAKRAK A
méhnyakrakot mar t6bb mint 40 évvel
ezel6tt nemi Gton terjedo betegségkeént
értelmezték, s6t, mar 1842-ben leirtak,
hogy nemi életet nem €16 nok korében
kiilondsen ritkan fordul el6 (29-30). A
nemi élettel Osszefiiggésben szamos

E alcsoport BPV1 B alcsoport kockazati tényez6t feltételeztek, me-
(EV-HPVs) lyek kozott szerepelt az els6 kozosii-

C alcsoport

(fibropapillomavirus)

1. dbra. Papillomavirusok leszarmazasi faja az L1 sorrend alapjin szerkesztve (1)

pl. sziizek vizsgalata megerdsiti, hogy a HPV elsésorban nemi
érintkezéssel terjed, ugyanis ebben a népességben nem, vagy
nagyon ritkan tudtak a HPV DNS-t kimutatni (14-17).

HPV eredetii méhnyaki koros elvaltozast (CIN, fliggdly) muta-
16 ndkkel nemi kapcsolatban 1évé férfiakban, a himvesszén az
esetek 50-70%-dban észlelhetok elvaltozasok (18-24). A klini-
kai megnyilvinulasok az esetek egy részében azonosak (penis
intraepithelialis neoplasia (PIN), fiiggoly), nem ritka azonban,
hogy a férfiak eltérd virus fajtaval fertdzédtek. Ennek oka le-
het, hogy tébb virus fajtaval tortént egyidejli fertézes, vagy a
HPV kozismerten alacsony fertézéképessége (25).

A fert6zés elsGsorban nemi érintkezéssel terjed, bar egyéb fer-
t6zési utak is lehetségesek. A fertzést terjeszthetik beszennye-
zGdott hasznalati targyak, ¢s nem szabad megfeledkezniink a
anya-magzat (fiigg6leges) atvitel lehetdségérdl sem — ez utobbi
gége papillomatosis (altalaban 2-3 éves kor koriil jelentkezik),
illetve nemi-végbéltdji elvaltozasok kialakulasat eredményez-
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léskor betdltdtt életkor, a nemi tarsak
szama, valamint a kiilonféle nemz6-
szervi fertézések (chlamydia tracho-
matis, cytomegalovirus, herpes simp-
lex virus fert6zés, stb.). Féként virus-
tani vizsgalatok kapesan kockazati té-
nyezéként szoba jott még a dohédny-
zas, a tobbszori gyermeksziilés, a fo-
gamzasgatlo tablettdk szedése, taplal-
kozasi szokasok, illetve az alacso-
nyabb tarsadalmi, gazdasagi helyzet szerepe is. Tébb mint 10
éve meriilt fel, hogy a HPV fontos szerepet jatszhat a rak Kia-
lakulasaban (31). A ,magas-kockazatu” csoportokba tartozo
HPV DNS-t a daganatos mintik csaknem 100%-aban kimutat-
tak (32-35).

1977-ben Meisels (36) vetette fel elséként, hogy a CIN HPV
fertézés kovetkezménye lehet. Ugyanebben az évben zur Hau-
sen (31) leirta, hogy a HPV hamszéveti, illetve kot6-hamszo-
veti burjanzast okoz, majd néhany évvel kesibb tobb kozle-
ményben is felhivta a figyelmet a HPV fertzés és az nemi-
végbeltaji daganatképzodeés kozotti dsszefliggesekre (37-38).
Az elmilt 10 év jarvanytani és molekuldris biologiai vizsgdla-
tainak eredményei bizonyitjak, hogy a nemi tton dtvihetd HPV
a méhnyakrikok kialakulasaban vezetd szerepet jatszik. Csu-
pan az utdbbi 7 évben tébb mint 2000 kézlemény sziiletett eb-
ben a témaban a nemzetkdzi irodalomban, ¢és az elmalt 12 ¢v
magyar irodalma is igen figyelemreméltéd (a teljesség igénye
nélkiil, idérendben: 39-52).
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A szakirodalmat attekintve megillapithatjuk, hogy a kutatas
szamos téma kore csoportosithato, melyek koziil a legijabb
kozlemények alapjan hadd ragadjunk ki néhdnyat. A HPV fer-
t6zés kockazati tényez6it az /. tdbldazatban, a rosszindulata
atalakuldssal kapesolatos kockdzati tényezdket pedig a 2. rib-
lazatban foglaltuk Gssze.

1. tablazat A HPV fertozés kockazati tényezdi

A nemi élettel dsszefiiggd kockazati tényezdk (33-56)
¢letkor az els6 nemi kapesolat idGpontjaban (15 év alatt)
a nemi tarsak szama (4 telett)
.egy ¢jszakas kapesolatok™ szama (egynél tobb)
olyan ferfival valo kapesolat, akik 16-nal 16bb nével élt hizaséletet
Dohanyzas (61-64)
Antioxidiansok tapanyagok, nyomelemek. vitaminok
(retinol, alfa-tokoferol, alfa-, és beta-carotin, lutein, lycopene,
beta-cryptoxanthin, gamma-tocopherol, aszkorbinsav, folsav)
(58-60)
Fogamzasgatlo tablettik szedése (fileg 15 év alatti kezdet) (57)
Egyéb nemi dton terjedd betegségek (72)
Genetikai tényezék

2. tablizat A rosszindulati dtalakulds kockazati tényezéi

Eletkor
Dohanyzas
Fogamzasgatl tablettak szedése
Egyidejii egyéb virusos fertozések (65-67)
Genetikai tényezok

P53 gén eltérései (73-75)

HLA tipusok szerepe (76-81)
Szteroidok (68-71)

A ROSSZINDULATU ATALAKULAS FOLYAMATA, A SESTMUKODEST SZABA-
LYOZO GENEK KIFEJEZODESE, A DAGANAT-FEHERJEK (ONKOPROTEINEK)
HATASA A HPV iltal elidézett rosszindulatt atalakulas a mai
allaspont szerint a szakaszos sejtmiikodés rendszerébe valo be-
avatkozason alapszik. A daganat képzédés vonatkozasaban
magas-kockdzata HPV-ok altal termelt E6 és E7 fehérjék, a
p33, illetve az Rb1 daganatgatlo (szuppresszor) gének termé-
keihez kotédve meggatoljak azok hatasait. Az E6/pS3 és az
E7/Rbl kélesonhatasok olyan kulesfontossiga folyamatokat
gitolnak, amelyek szabalyozzik a DNS kettdzédést, a DNS hi-
bajavitast, illetve a tervezett sejthaldlt, és igy a sejtmiikodés
szakaszainak szabalytalanna valasihoz vezetnek. Ennek ered-
ményekéeppen a koztes és felszines sejtek nem tudnak | kilép-
ni” a sejtosztodas szakaszabol, és igy egy olyan folyamatosan
szaporodd sejthalmaz keletkezik, amely dallandd osztodasa
folytan fokozottabban érzékeny egyéb sejtkarosito tényezékre.
Szamos kozlemény foglalkozik a fenti elképzelés helytallosa-
génak bizonyitdsaval. illetve cafolasival, és azon egyéb té-
nyezokkel és dllapotokkal, melyek a daganat-fehérjék, illetve a
daganatgatlo fehérjek génjeinek kifejezddését befolyasoljak,
vagy mis gének kifejezédése folytan szerepet jatszhatnak a da-
ganat kialakulasanak folyamatiban (84-93).
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A human papillomavirus vizsgalatok

A MUTET UTAN VEGZETT HPV VIZSGALATOK KORIOSLATI JELENTOSEGE
Tobb munkacsoport foglalkozik viligszerte — igy hazankban is
—azzal, hogy a HPV vizsgilat alkalmas koérjoslati jelzo lehet-¢
a méhnyakrakos betegek miitét utini nyomon kovetésében, a
visszamaradt daganat és/vagy attétképzddés szempontjabol.
Chua és misai (94) egy tanulmdnyban azt vizsgaltak, hogy CIN
3 miitéti kezelése utin nyomon kovetett betegekben a HPV
DNS vizsgalattal (PCR) felismerheték-e azok a betegek, akik-
nél daganat maradt vissza, és azt taldltik. hogy a legtébb kin-
jult daganat tulajdonképpen olyan megmaradt daganatbol
fejlédik, vagy olyan klinikailag nem kimutathatd HPV fertézés
kovetkezménye, amelyet nem sikeriilt a miitét soran teljes egé-
szében eltavolitani. A sejtvizsgilatokat dnmagukban nem talal-
tak kellden érzékenynek a visszamaradt daganatok szempont-
jabdl veszélyeztetett betegek kivalasztasdra. Ennek alapjan, a
HPV vizsgilatot a kezelés eredményességének megitélésében
hasznosnak tekintik.

A KISMEDENCEI NYIROKCSOMOK HPY VIZSGALATA Kobayashi és
misai (95) Ggy talaltak, hogy méhnyakrikos betegekben a
HPV DNS jelenléte (PCR) szdvettanilag daganatmentes kis-
medencei nyirokesomokban jelzi a korai nyirokcsomé érin-
tettseg lehetdségét, vagy a ki nem mutathatd vérarammal tor-
énd szorddas egyidejii fennallasat, ezért ezekben a betegek-
ben a daganat kiujulas hasznos elérejelzéje (95). Baay és
misai (96) ezzel szemben ugy vélik, hogy a daganatmentes
nyirokesomok HPV vizsgalata nem bir megfeleld elérejelzd
értiekkel. Czeglédy és misai (42) HPV 16 pozitiv (PCR) méh-
nyakrakos betegben vizsgaltak a kismedencei nyirokcsomo at-
teteket, illetve a daganatmentes nyirokcsomokat. és azt talal-
tak, hogy az attétes nyirokcsomok 90%-a, mig a daganatmen-
tes nyirokcsomoknak csak kb. 1/3-a tartalmazott HPV 16
DNS-t. Sapy és mtsai (48) Ggy vélekednek, hogy, ha a kisme-
dencei nyirokecsomok barmilyen rakkelté HPV fajtat tartal-
maznak. akkor annak ellenére, hogy a nyirokcsomokban szo-
vettanilag daganatsejtek nem igazolhatok, és a daganat korai
stadiumban van, a beteget Ggy kell kezelni, mintha elérehala-
dott méhnyakrikja lenne.

A MEHNYAK HPV FERTOZESENEK VIZSGALATA

KOLPOSZKOPIA Kolposzkoppal vizsgalva a HPV okozta hamel-
valtozasok lehetnek: 1. jellegzetesek (enyhén el6emelkedd
szelt, jol koriilhatirolt elvaltozasok, pontszerii hajszdlerek), 2.
gyanusak (Id. mint elobb, de pontszerii hajszalerek nincsenek),
¢és 3. nem jellegzetesek (egyenetlen szélii elvaltozasok, pont-
szerli hajszalesévek nélkiil). A kolposzkopos nagyitis mellett
torténd anyagvétel is biztonsagosabban végezhetd. Helyi keze-
lés alkalmazasa esetén a beavatkozis végzésekor az elvaltozas
kiterjedése is pontosabban megitélhetd.

SEJTTANI VIZSGALAT Sejt-vizsgilattal csak az esetek toredéke is-
merheté fel, aminek az az oka, hogy a virussal fertézott ham-
szovetben csak az esetek egy részénél alakulnak ki sejtek alak-
Jat megviltoztatd elviltozasok, vagy néha rendkiviil visszafo-
gott formaban jelennek meg. A HPV fertézotiek kisziirése a
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Tisza T és munkatarsai

¢ kétmagvu sejt dysplasidval

d szabalytalan elszarusodas és dysplasids jelek

2. dbra. HPV-fertézéshez tarsuld HSIL sejttani mintaban. Az abrak egy esetbél szarmaznak, 23 éves nd sejitani kenete. Papanicolaou festes, 400x

(Magori Aniko dr. anyagabol)

Papanicolaou kenetekben megjelend, a virus sejtkdrosito hata-
sa miatt kialakult koros sejtkép alapjan torténik.

A HPV fertézésre jellegzetes sejt forma az iireges-sejt (koi-
locyta). Amennyiben szigort feltételek alapjan dllapitjuk meg
jelenlétiiket, nem fogjuk tal gyakran az egyéb okbol megjelend
(trichomonas fert6zés, bGséges glikogén a sejtben. mint pl. sor-
vadt hamban stb.) iireges-sejteket ide sorolni. A koztes vagy
felszini sejtek jellegzetes elvaltozdsa, amelynek neve a mag
koriil 1évé tireghdl (koilos) szarmazik. Elkiilénitd korismézeés
szempontjéabol fontos, hogy az lireges-sejt magja eltér a szaba-
Iyos hamsejt magjatol, koros jeleket mutat (megnagyobbodott,
fokozottan és szemesésen festodott, a maghartya hullamos le-
futasi, ,gylirott”). Néha a mag zsugorodott, elfajult. Az iire-
ges-sejt magelviltozas nélkiil nem koilocyta! Fontos megje-
gyezni, hogy a HPV-vel fert6zott esetek minddssze 20-33%-
aban mutathatok ki (98-99).

A rendellenes-szarusodasu sejtek (diszkeratocitak) jelenléte a
HPV fertézés alapos gyandjat kelti, még az iireges-sejtek hid-
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nya esetén is. Felszini elhelyezkedésiik folytan a HPV fertzés
vizsgalatiban érzékenységiik nagyobb, mint az iireges-sejteke.
Két formajuk van: 1. a kicsi rendellenes-szarusodasi sejtek (kis,
zsugorodott maggal, amelyek a szabdlytalan szarusodast jel-
zik), és 2. a nagyobb rendellenes-szarusodasi sejtek (egy vagy
tobb megnagyobbodott, szabalytalan maggal, amelyek lénye-
gében azonosak a szarusodasi rendellenességgel (keratotikus
diszplaziaval) (2a-d. abra).

A nagysejtek (makrocitik) jelenléte érzékenyebb, de kevésbe
sajatsagos jelzoje a HPV fertdzésnek, mint az iireges-sejtek je-
lenléte. El6fordulhatnak besugarzas vagy daganatellenes
gyogyszeres kezelés kovetkezményeként, valamint folsav és
B,, vitamin hidnyaban is. Méretiik tobbszorose a koztes vagy
felszini sejteknek. Magjuk is megnagyobbodott, gyakran t6b-
bes, azonban a mag/plazma arany viszonylag alacsony. csak-
nem ¢lettani,

A fent leirt harom sejt forma tekintheté a HPV fertézes fG,
klasszikus sejttani korismézési feltételének. Léteznek tn. nem-
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klasszikus, kisebb fontossagt, de olykor gyanit keltd sejt-vizs-
galati jelek is, amelyek jelent6sége abban van, hogy a vizsgi-
16 figyelmét esetleges HPV fertézés iranyaba terelik: 1. an.
pettyes sejtek, 2 jatéksarkanyra emlékeztetd nyllvanyos sejtek,
3. tobbszinii (polychromaticus) sejtek, 4. dsszenyomott plazma
fonalak (kondenzilodott cytoplasma filamentumok, | repede-
zett” sejtek), 5. ballon-sejtek oldalra nyomott maggal, 6. két-
magvu sejtek és 7. orso alaku sejtek.

SZOVETTANI VIZSGALAT Szivettanilag a lapham kiszélesedése, a
tiiskés réteg megvastagodasa (acanthosis) jellemzd, iireges-sej-
tekkel, két- és tobb-magvi sejtekkel, rendellenes és fokozott
szarusodassal (3a-b. dbra). Mivel a HPV fert6zés nem csak ne-
mi (nemi Gton atvihetd, terjedd) betegség, hanem a rakme-
gel6z6 allapotok kozé is tartozik, a CIN kiilonbozé fokozatai-
nak megfeleld szoveti és sejttani jelek kisérhetik a HPV-hez
kithetd szovettani jellemzéket. Minél silyosabb a CIN, annal
inkibb szorulnak hattérbe a HPV fertdzésre jellemz6 iireges-
sejtek, de néha még burjanza rakokban is jelen lehetnek. Az el-
mult két évtizedben egyre nagyobb figyelem fordult, névekvé
szama miatt az ugyancsak HPV fertézéshez kapesolhatd méh-
nyak mirigyhdm intraepithelialis neoplasidra (cervicalis glan-
dularis intraepithelialis neoplasiara, CGIN), amely a méhnyak
mirigyrak el6allapota. Kialakulasdban elsésorban a HPV 18-
nak, ezt kiveten a HPV 16-nak van szerepe. Felismerése a
sejttani mintaban sokkal nehezebb, mint a CIN (SIL) felisme-
rése. Kimutatott HPV 18 esetén a lapham-elvaltozas mellett
keresni kell az esetleges mirigyham eltéréseket is (sebészi be-
avatkozas megvalasztasat befolyasolhatja!).

A HPV fert6zés korszavettani jelei azonban semmiképpen sem
tekintheték korismézési értékiinek, s mint minden fertéz6 be-
tegség esetén, csak a korokozd kimutatdsa lehet a korisme
.arany standardja” (100),

A HPV LABORATORIUMI VIZSGALATA A HPV DNS korismézési elja-
rasok koziil tobbféle modszer all rendelkezésre. A DNS-t nem

A human papillomavirus vizsgdlatok

sokszorositd (amplifikacio nélkiili) modszerek kozé tartozik a
Southern blot, dot blot, in situ hibridizacio, filter in situ hibridi-
zicio és a hybrid capture teszt, amelyeknek az érzékenysége a
mintaban jelenlévé DNS mennyiségétdl jelentdsen fiigg. A po-
limerdz lancreakeio (PCR), mely a DNS sokszorositas (ampli-
fikacios lépések) beiktatisaval a minta nukleinsav tartalmat je-
lentGsen megnoveli, nagysagrendekkel nagyobb érzékenységii.

AMPLIFIKACIO NELKULI ELIARASOK

1. A Southern blot modszer, mely bevezetésekor forradalmasi-
totta a molekuldris biologiat, megbizhatd. ugyanakkor igen ko-
rillményes, iddigényes, ezért ma kutatsi és minéség ellendrzé-
si celokra hasznalatos. Ebben az eljarasban a DNS-t elkiiloni-
tik a sejtmintabol, majd hasito (restrikcios) enzimmel emész-
tésnek vetik ala. Ezutan agardz-gél elektroforézissel a minta-
ban levé DNS-t nagysag szerint elvilasztjak, a DNS lancot
megnyitjak (denaturaljak), és a DNS-t tartalmazo gélt egy nit-
rocelluloz sziir6re kotik. Ezutin a vizsgalni kivant DNS sza-
kasznak megfelelden kivalasztott nukleinsav szondaval (DNS
szonda, DNA probe), amelyet rendszerint autéradiogrifis
madszerrel megjeldlnek, keresztezik (hibridizaljak). Ezt kimo-
sas koveti, amellyel a meg nem kotddétt szondat eltavolitjak.
A megkitddott szonda jelzi, hogy a vizsgalt mintaiban HPV
DNS van jelen. A fajtakra jellemz6 szonddk hasznalataval a
mintaban jelenlévé HPV fajtdja is meghatarozhato (101),

2. A dot blot médszerek a Southern blot eljards alapjan allnak,
azonban nem kiilonitik el a a vizsgdlt mintakban 1évé DNS-t
nagysdg szerint, és igy egyszeriibben kivitelezhetdek. A dot
blot eljardsokban a DNS-t kivonjik a sejtekbél, a lancot meg-
nyitjak, és kozvetleniil felviszik a nitrocelluléz sziirére. anél-
kill hogy el6zetesen hasito enzimmel vald emésztést vagy gél-
elektroforézist végeznének. A sziir6t ezt kévetéen hibridizaljik
a szondaval, mossak, és vizsgaljak, dltaldban autoradiografias
modszerrel. A modszer gyors, azonban nem pontos, mert a dot-
ban jelenlévé nagy mennyiségii sejt DNS erds hdtteret ad, igy

3. dbra. Szovettani minta. A méhnyak kiszélesedett himjaban iireges-sejtek (koilocytosis) és CIN1 (LSIL) (100x, 200x: Migori Aniko dr. anyagibol)
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a gyenge jelek nehezen kiilonboztethetéek meg a hamis poziti-
vaktol (101).

3. Az in situ hibridizacios eljardst szovettani metszeteken al-
kalmazzak, melyeket kiilonlegesen kezelt tirgylemezre Kot-
nek. A sejteket olvan anyagokkal (pl. proteazokkal) kezelik,
melyek a sejtek dteresztéképességét novelik, majd liggal vagy
hével megnyitjak a DNS-t. Ezutan térténik a szonddval valé
keresztezddés, majd a mintat mossak, és a pozitiv jeleket auto-
radiografiaval vagy enzimatikus kimutaté modszerekkel jelzik.
A modszer elénye, hogy a sziveten beliil meghatirozza a
HVP-vel fertézott sejtek helyét. Hatranya. hogy a Southern
blotnal és a dot blotnal lényegesen kevésbé érzekeny, és csak a
kifejezett virusfertGzést képes kimutatni. A lappangé fert6z¢-
sek nem tartalmaznak az ebben a vizsgalatban valé kimutatas-
hoz sziikséges elegendé mennyiségii nukleinsavat. Raadasul, a
jelenlévé HPV fajtak meghatarozasa ugyan lehetséges. de na-
gyon nehézkes (101).

4. A filter in situ hibridizacio az in situ hibridizacio és a dot blot
jellemzéit Hivozi. A sejteket kozvetleniil nitrocelluldz sziirére
kotik, a DNS-t denaturald vegyszerekkel kezelik. és nuklein-
sav szondaval keresztezik. A pozitiv jeleket autoradiografidasan
mutatjak ki. A modszert egyszeriisége miatt eleinte lelkesen fo-
gadtak, de hamarosan kidertilt, hogy specificitasa ¢s érzekeny-
sége csekély, igy a HPV kimutatasaban nines helye (102-103).

5. Oldatban torténd hibridizalas (hybrid capture assay). Az el-
jarasban a sejt DNS tartalmat elkiilonitik, a lancot megnyitjak,
majd egylanct RNS szondaval oldatban hibridizaljdk. A kelet-
kezett hibrideket a milanyag ¢sé oldalara kotott, az RNS-DNS
hibridekre jellegzetes antitestekkel az oldatbol kivonjak, leko-
tik, és kemilumineszcens eljarassal mutatjak ki. A kereskedel-
mi forgalomban 1évé, a vizsgalatot a csében lefolytato legelsd
készlettel a 14 leggyakoribb HPV fajtit két ecsoportban lehetett
azonositani: 1. alacsony-kockazati csoport (HPV 6, 11,42, 43,
44) és a 2. magas-kockazata csoport (HPV 16, 18, 31, 33, 35,
45, 51, 52. 56). A modszert tovabb fejlesztették, és mar mikro-
taleas (microplate) készletek dllnak rendelkezésre, melyek ér-
zékenysége az elobbiek tizszerese, s a magas veszélyeztetett-
ségli csoportban tovabbi négy fajtat — HPV 39, 58. 59, 68 — ha-
taroz meg (104-105).

DNS-T SOKSZOROSITO ELIARAS — POLIMERAZ LANCREAKCIO (PCR) A PCR
modszer elénye a hibridizacios tesztekkel szemben, hogy min-
dezidaig a legérzékenyebb HPV kimutatasi eljaras, és joval
tobb HPV fajta mutathato ki vele, mint a hibridizicios modsze-
rekkel. A jelenleg hasznalatos primer-parok az L1 késoi gén bi-
zonyos sorrendjeit mutatjak ki, melyek a kiilonbzé HPV faj-
takban azonosak, megmaradtak. Azonban nines olyan primer-
par, mely képes lenne kimutatni az dsszes HPV fajtat (a kiilon-
boz6 primerek a becslések szerint 50-60 kiilonb6zd tipust mu-
tathatnak ki). A modszer alapja egy hatvanyozott sokszorozasi
folyamat, mely a reakcioban elkésziilt DNS masolatokat to-
vabb sokszorozza. igy igen kis mennyiségii kiindulasi DNS-
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b6l a folyamat végére konnyen kimutathaté mennyiséget allit
elé. A besorolas azon alapul, hogy az igy eléallitott DNS bazis-
sorrendje jellemzd arra a fajtara, amelyb6l szarmazott. A bazis-
sorrendnek vagy annak fizikai-kémiai tulajdonsagainak meg-
hatarozasa a kulcsa a HPV fajta meghatarozasanak. Erre tobb-
féle modszer 1étezik, mint pl, a RFLP (restrikcios hossz poli-
morfizmus), SSCP (egyszali DNS konformacids polimortiz-
musa, single-strand conformation polymorphism) fajta-sajitos
keresztezodés (tipusspecifikus hibridizalas) (106-108).

A kiilonbozé molekuldris biolbgiai modszereket 6sszehasonlit-
va azt talaltak, hogy a DNS-t nem sokszorosito eljarisok ese-
tében a laboratoriumi érzékenység 25 000100 000 kopia/ml, a
biologiai érzékenyseg pedig 2000001 000000 kopia/ml, mig
a PCR modszerek laboratoriumi érzékenysége 210 kopia/ml,
a biologiai érzékenysége pedig 100-500 kopia/ml. Klinikai ta-
nulméanyokban az érzékenységek kozotti kiilonbség 1/4-1/3-
nek adodott az utdbbiak javéra, ezért a HPV kimutatasara egy-
értelmiien a PCR modszer ajanlott (109-112).

SZEROLOGIAI VIZSGALATOK A nemzészervi HPV fertézés szerologiai
vizsgdlata a DNS-t kimutato eljarasokhoz képest elméletileg
elényoket nytjthat, mivel a virusfertzéssel szembeni szerveze-
ti valaszt vizsgalja, viszonylag egyszerti, és ezért a legtébb kli-
nikai laboratoriumban elvégezheté lehetne. A magas-kockazati
HPV fertGzéseket vizsgdlo szerologiai eljards kifejlesztése azon-
ban szdmos nehézségbe litkdzik. A nem-szerkezeti virusfeheér-
jékkel szemben mutatkozo valasz alacsony mértékii, és jelentds
eltéréseket mutat. A baktériumokban kepzodott L1 és 1.2 szerke-
zeti fehérjékkel valo probilkozaskor nem taléltak jo dsszefligge-
si aranyokat a szerologiai vizsgalattal és az egyeb HPV vizsgdlo
modszerekkel kimutatott fertdzottség kozott (113). Kirnbauer és
misai (114) 1994-ben ismertetett ELISA madszere, mely HPV
L1 és L2 szerkezeti fehérjékbdl képzett virushoz hasonld ré-
szecskék (Virus Like Particulumok, VLP), mint antigén segitse-
gével mutatja ki a HPV 16 ellen képzodott 1gG-t, a PCR-ral vég-
zett kozvetlen kimutatassal meglehetdsen jo Osszefliggést mutat.
Ezzel a modszerrel azota tébb eset-ellendrzéses, illetve szero-
epidemiologiai tanulményt végeztek, melyek szamos értekes ko-
vetkeztetés levonasara alkalmasak (115-119). Ugy tiinik, a HPV
16 szeroreaktivitis hasznos jelzéje lehet egészséges noi nepes-
ségben a HVP-vel kapesolatos rakkialakulas viszonylagos koc-
kdzatdnak vizsgdlatara, és kiilondsen olyan foldrajzi teriileteken
tartjak jol hasznalhatonak, ahol a megfeleld sejttani sziirés, illet-
ve a kozvetlen HPV DNS vizsgilat nem hozzaférhetd. Masfeldl
ezek a vizsgalatok ismételten alahtztak a méhnyakrak és a HPV
fertdzés kozott dsszefliggéseket, mivel azokon a foldrajzi terii-
leteken, ahol a méhnyakrik gyakoribb, a szeropozitivitast is ard-
nyosan gyakoribbnak talédltak. Az egyes betegek ellatasanak vo-
natkozasdban azt mondhatjuk, hogy a szerologiai és a HPV DNS
vizsgilat egyiitt nagyobb pozitiv elorejelzé értékkel igazolhatja
a virus kordbbi vagy jelenlegi jelenlétét (120). Természetesen
nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy ez az eljards csupin egy
virus fajta vizsgilatdt célozza, még ha az a leggyakrabban
eléforduld magas-kockazati fajta is.
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A HPV VIZSGALATOK LEHETSEGES SZEREPE A MEHNYAKRAK MEG-
ELOZESEBEN MAGYARORSZAGON Amilyen mértékben egységes
a nemzetkozi szakirodalom llaspontja a tekintetben, hogy a
méhnyakrik ¢s a CIN, valamint a magas-kockazati HPV
fertézések kozott ok-okozati Gsszefiiggés all fenn, olyannyira
nem alakult még ki egyetértés abban a tekintetben, hogy mi-
keént illeszthetd be a HPV kimutatdsa a sziirés és a felismerés
mindennapos gyakorlatiba, Ugy tiinik, mindinkabb tért hodit
az az allaspont, hogy a molekularis vizsgdlo eljarasok a sejt-
vizsgalattal egyiitt alkalmazva nagyobb biztonsagot nytijtanak,
mint az ismételt sejttani vizsgalat (121-123).

A 4. dabrdn egy lehetséges vizsgalat menetet ismertetiink a sejt-
tani szlirés ¢s a HPV molekularis biologiai felismerés dssze-
vont alkalmazisara Alex Ferenczy (130) nyoman. Megjegyez-
ziik. hogy a magyarorszigi gyakorlattél ez egy ponton je-
lentésen eltér, amennyiben hazankban Papanicolaou kenetben
HSIL észlelésekor még negativ kolposzkdpos lelet esetén is ki-
metszeést végeznek szovettani vizsgélat céljabol,

Természetesen a fenti vizsgalat tervbe sem ..fér bele” a teljes
népesség — kimaradnak példaul az éppen negativ sejt-kenettel
rendelkezé | virushordozok™, akiknek szama pedig Cseh és
misai (50) hazai virustani vizsgalatanak eredményeit tekintet-
be véve, nem lehet csekély. A szerzik 1121 énként jelentkezd,
termékeny kort, sejttanilag negativ nénél végeztek tobb-koz-
pontl vizsgalatban HPV DNS kimutatast hib-
rid capture modszerrel, s az el6fordulast
17.54%-o0snak tlaltdk. Ez az atlagos érték
természetesen jelentésen szort a vizsgalt be-
teganyagon beliil a foldrajzi elhelyezkedés,
korcsoport, valamint egyes egyéb vizsgalt
kockazati tenyezok (szocialis helyzet, nemi
magatartas, dohanyzis, sziilések szama stb.)
szerint is. Ha figyelembe vessziik, hogy a ta-
nulmanyban alkalmazott HPV vizsgilo elja-
ras csupin 14 féle HPV fajta kimutatasat te-
szi lehetévé, és érzekenysége joval alulmarad
a PCR érzékenységeének, lgy joggal feltéte-
lezhetjiik, hogy nagyobb érzékenységii és
tébb virus fajta kimutatasara alkalmas mod-
szerrel ennél jelent6sen magasabb eléfordu-
lasi ardnyt figyelhetnénk meg. Ezekben az
esetekben pedig a fenti vizsgalat menet sze-
rint nem elegendd az évi egyszeri Papanico-
laou kenet vizsgalat, hanem 4-6 havonta kel-
lene ismételni azt!

Y

A

A misik kérdés, hogy a sejt-vizsgalat felisme-
rési pontossagat, talalati biztonsagat CIN-re
nézve altalaban 70-90%-osnak tartjak, kivet-

Kovetés évente egyszer
ismetelt sejt-vizsgalattal

A human papillomavirus vizsgalatok

hogy a HPV vizsgalat milyen modszerrel torténik. Az elveiben
kidolgozott, tehat elméletileg rendelkezésre 4llo eljarasok koziil
az elmult évek sordn jo néhanyrol bebizonyosodott mar, hogy
kiilonféle okokndl fogva (koriilmenyesség, nem kell érzékeny-
seg es/vagy specificitas stb.) nem alkalmasak nagy szama min-
tin végzendd korismézeésre, illetve szlirésre,

A HPV fert6zés korismézeésére a mai allaspont szerint a PCR
vizsgilat a legalkalmasabb, amit az is titkréz. hogy az utobbi
években a HPV kutatds kiilonféle teriileteivel (alapkutatas. vi-
rustan, kiegészitd korismézési eljarasok, kezelés, stb.) foglal-
kozo munkacsoportok ezt a modszert alkalmaztik, ez az elja-
ras volt a viszonyitdsi alap. A modszer kétségkiviil nagy szak-
mai gyakorlatot és kifinomult miisze
¢l fogva nem olesd. A méhnyak sziirés, illetve a HPV vizsga-

res hatteret igényel, enn-

lat koltség-hatckonysagat illetden azonban Gsszetett, tbbté-
nyezds rendszerrel kell szamolnunk, amelyben példiul egy ki-
sebb érzékenyseégii és kevesebb magas-kockdzati HPV fajtat
kimutato, de olesobb modszer nem feltétleniil jelent koltség-
megtakaritast, ha a hibaszazalékabol adodo késéi kivetkez-
meények kikiiszobdlésének koltségeit is figyelembe vessziik
(124).

A HPV vizsgilat pontos szerepét a méhnyakrak megel6zésé-
ben szdmos jelentds vizsgalat adatai alapjin és szdmos, nagy-
hirii szakember jelenlétével femjelzett forumon probaltak meg-

Papanicolaou kenet

'

Nem egyertelmii sejt-vizsgdlati eredmeény

/ Sejt-vizsgalat ismétlése és mintavétel HPV-re \

Mindkettd negativ

Magas-kockazata HPV pozitiv,
vagy HSIL a kenetben

HPV negativ, vagy

alacsony-kockazatu

HPV pozitiv, vagy
ASCUS/LSIL a kenetben

silat és HPV teszt
elvégzése 6 havonta

N

Mindkettd Mindkettd
pozitiv negativ

Kolposzkopos vizsgilat

o

Elvaltozas van Elviltozas nincs

:

L Virushordozo™

v

Kovetés 4-6 havonta
ismételt sejt-vizsgalattal

Kezelés

kezésképpen a fenti, elsGdlegesen a kenetek
eredményébdl kiinduld vizsgalat menet alkal-
mazhatosaga nagyban fligg a sejttani felisme-
rés pontossagatol. Nem érdektelen az sem.

1999 Nagvagwiszati Onkologia 3. 231-241

4. dabra. Sejitani sziirés és HVP DNS vizsgalat
HSIL nagyfokd intraepithelidlis laphim elviltozas, LSIL kisfokd intraepithelidlis lapham el-

villtozdas, ASCUS nehezen meghatarozhaté elvaltozas
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hatarozni, de mindméig nem sziiletett egyértelmii allasfoglalas.
Magyarorszagon mértekado szakértdi csoport véleménye sze-
rint méhnyaki HPV fertdzés igazolasa esetén a kezelési teendd-
ket a szoveti elvaltozas jellege hatarozza meg. A HPV-t elpusz-
tité megfeleld kezelésnek mindmaig nem vagyunk birtokaban,
igy a HPV fertézés kimutatasa célzott HPV elleni kezelést nem
von maga utan. Ez azonban nem jelenti azt, hogy semmi fajta
kivetkezménnyel nem jar. Felhivja a figyelmet a mehnyakrak
kialakulasa, kitjulasa vagy akar szétterjedése szempontjabol
veszélyeztetett betegekre, igy a ndgyodgyaszati raksziirés és
gondozis értékes kiegészité modszere lehet.

OSSZEFOGLALAS Az elmult évtizedben a méhnyakrak korere-
detét illetden ugrasszertien nottek ismereteink. A 70-es évek
végén zur Hausen (31) hivta fel eloszor a figyelmet a HPV
fertézés és a méhnyakrak kialakulasanak lehetséges dsszefiig-
gésére. A National Institutes of Health Consensus (125) meg-
allapitisa szerint a méhnyakrak és rakmegel6z6 elvaltozasai
szoros oki 6sszefiiggést mutatnak a HPV fertézéssel, 93%-uk-
ban jelen van a HPV DNS. Ez a szam ¢érthetévé teszi, hogy a
HPV kutatas és a kimutathatosag modszerei az érdeklodés ko-
zéppontjdba keriiltek. A nagy tanulmanyok azonban azt is vi-
lagossa tették, hogy a kérdés rendkiviil dsszetett, hiszen még
az el6rehaladd CIN elvéltozasoknak is csak 10%-a jut el az in
situ, 1%-a a burjanzé rakig (126). Ha Gsszességében tekintjiik
a SIL-t (a squamosus intraepithelialis laesio mindkét fokoza-
tat), azt mondhatjuk, hogy haromnegyed résziik nem halad
elére. A kérdés az, hogy nincs olyan sejt- vagy szdvettani jel-
legzetesség, amelynek alapjan a biologiai lefolyast meg lehet-
ne josolni.

Sajnos, azt a kuleskérdést, hogy egyénenként mely betegben
fog a folyamat elérehaladni, egyéb, ma ismert modszerekkel
sem lehet megvalaszolni. Altalanossagban kozelebb visz a kér-
dés megoldasahoz a HPV fajta meghatdrozdsa, mivel a magas-
kockdzat( torzsek esetében joval nagyobb a rik kifejlédésének
valosziniisége. Arra is van adat azonban, hogy az alacsony-
kockazatt virus mellett sem zarhat6 ki teljes biztonsaggal a da-
ganatos atalakulas (127). Ugyanakkor az is ismert. hogy a
gyorsan nivekvé és szorddo rakok gyakran HPV 18 fert6zés-
hez tarsulnak (128-129). A valoés HPV eléfordulas meghataro-
zasan tal a fentebb leirtak képezik a HPV DNS meghatirozas
létjogosultsaganak indokat, féleg a leggyakrabban érintett fia-
tal korosztaly rakkockazatanak csokkentését tiizve ki célul.
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