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A human papillomavirus fertozés, mint lehetséges
etioldgiai tényezo fej-nyaki laphamcarcinomaban
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Infectia HPV, posibil factor etiologic al carcinoamelor
scuamoase cap-gat

In etiopatogeneza carcinoamelor scuamoase ale cavititii
orale, pe langa fumat si consumul excesiv de alcool, infectia
cu HPV (human papiloma virus) este considerata factor eti-
ologic, in 90% a cazurilor fiind implicat HPV16. Pornind
de la aceste datele din litaratura de specialitate am cercetat
posibile mecanisme de inactivare a genelor prelucrdnd 17
cazuri de carcinom scuamos al capului si gatului, in vede-
rea determindrii rolului etiologic al virusului in aparitia
carcinomului. Cele 17 carcinoame provenite de la pacienti
de varstd medie (sub 60 ani) au fost impdrtite in functie de
localizare si imunofenotip tumoral in trei categorii: p16+/
Ki67+/p53-, pl6+/Ki67-/p53+, respectiv p16-/Ki67-/p53+
dupéd determinarea imunofenotipului tumoral cu metode
imunohistochimice. Prezenta sau absenta ADN-HPV in
cazul genotipurilor HPV-16, HPV-18 si HPV-33 am exa-
minat prin reactia in lant a polimerazei (PCR). Asocierea
diferitelor genotipuri de ADN-HPV cu imunofenotipul
celulelor tumorale, aratd o corelatie intre inactivarea pro-
teinei p16 si infectia HPV, dar in cazul fenotipului p16+/
Ki67+/p53- absenta ADN-lui viral, respectiv prezenta lui in
cazul fenotipului p16-/ Ki67-/p53+ aratd, ci trebuie luate in
considerare si restul genotipurilor cu risc inalt in carcinoge-
nezd, respictiv combinarea celor doui etiologii.

Cuvinte cheie: carcinomul scuamos cap-gdt, virusul HPV,
proteinul p16

A fej-nyak rak 6. legygyakoribb raktipus vilagszerte [11],
2008-ban kb. 635 ezer Uj esetet regisztraltak és megko-
zelit6leg 350 ezer haldlesetet okozott ez a rak tipus [8].
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The Human Papiloma Virus infection, As a possible
etiological factor in head and neck squamous cell carcinoma

Besides chronic alcoholism and smoking, the oral Human
Papiloma Virus (HPV) infection is an etiological factor in oral
squamous cell carcinoma, and is related to the oncologically
high-risk HPV16 in 90% of the cases. Based on current litera-
ture data, we investigated the gene inactivation mechanisms of
the two possible etiological factors in 17 head and neck car-
cinoma cases, looking for the degree to which the oral HPV
infection is a predictive factor of head and neck squamous cell
carcinomas. We investigated 17 cases of squamous cell carci-
noma in young and middle aged patients, namely the expres-
sion of the p16, p53 and Ki-67 proteins with the immunohis-
tochemical method, as well as the presence of HPV-DNA in
the cases of HPV-16, HPV-18 and HPV-33 genotypes with
Polymerase Chain Reaction method (PCR). Comparing the
immunofenotypes of the tumor cells with the presence of
HPV-DNA, we found, that the 3 HPV positive tumors don't
always follow the pl6 route of inactivation: along with the
pl6+/ Ki67+/p53- fenotype, which would suggest a viral etiol-
ogy, the p16+/Ki67-/p53- fenotype is also present in the case of
the HPV-16 genotype, at the same time the HPV-33 genotype
characterises the p16-/Ki67-/p53+ fenotype. The viral etiology
of the tumor can be regarded as a prognostic factor only when
the mechanisms of cancerogenesis are precisely mapped, it can
not be regarded as having a predictive value on its own.

Keywords: head and neck squamous cell carcinoma, HPV
virus, pl16 protein

A magas morbiditasi ardny, és az 50% feletti mortalitas a
tobbi rosszindulatd daganathoz statisztikat eredményez,
2008-ban eurdpaban tobb mint 91 ezer Uj esetet és 41 ezer
halélesetet okozva[10].

2007-ben végzett Francia felmérés szerint a fej-nyak
daganatok 95 %-alaphdm carcinoma [22]. Rizikdtényezbit
az irodalom 3 6 csoportba sorolja, melyek lehetnek kor-
nyezeti tényezOk, genetikai fogékonysag, valamint az
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életstilushoz kotottek (alkohol, dohanyzas). A fej-nyak
daganatok kialakuldsaban a talzott alkohol fogyasztasnak
és dohanyzdasnak etiologiai szerepe van, ezért az életstilus
klasszikus rizikotényezének tekinthetd.

A dohanyzas jelentds hattérbe szorulasa ellenére 1973-
2001 kozott AEA-ban ill. Skandinav orszdgokban késziilt
felmérés szerint 2,1-3,9%-o0s novekedés/év mutathato ki a
szdj-garat laphamrakok esetében, a hipofainx- és larinx-
rdk novekedési frekvencidhoz viszonyitva [9, 19].

A viltoz6 életstilust figyelembe véve, bebizonyosodott
a magas rizikoju HPV virus onkogén szerepe a cervix
carcinomakban. Ugyanakkor a HPV virus onkogén sze-
repe a fej-nyak laphamrakok kialakuladsaban is felmeriilt.

HPV virus epiteliotropikus, nem kapszuldlt, kettds
szalu DNS virus [2]. Tobb mint 100 genotipusa van, mely-
bl kb. 15 tipus dsszefiiggésbe hozhaté az anogenitalis és
fels léguti traktus prekancerézus és cancerozus nyalka-
hartyalézidival (HPV 16, 18 és 31). 8-kb (8000 bp) genom
kédolja a virus proteineket, melybél 3 onkoprotein (E5,
E6, E7) és 2 kapszid protein (L1, L2) [18].

HPYV virus carcinogenesisének a mechanizmusa azzal
magyarazhatd, hogy a gazdasejt DNS-be integralodott
HPV virus E6 és E7 onkoproteineket expresszalva fel-
boritva a sejtciklus reguldciés mechanizmusait, DNS
karosodast és kontrollalatlan sejtosztédast idéz el6, ami
daganatos sejtburjanzashoz vezet.

A genetikai allomdnyanak a kdrosodasa esetén a CDK-
inhibitorok (CDKN2A gén altal kédolt p16INK4a pro-
tein) leallitjak a sejtciklust, és a p53 kozponti jelentdségii
tumorszuppresszor protein segitségével a hiba kijavitdsra
keriil, vagy a p53 pro-apoptotikus gének indukcidjaval
apoptozist idéz eld.

A TP53 17pl2 tumorszuppresszor gén p53 fehérjét
expresszalva tumorszuppresszor szerepet jatszik a fej-
nyak carcinomdkban. A fej-nyak carcinomak fele mutans
TP53 gént tartalmaz [1, 3, 17, 20], illetve ez a leggyakoribb
génmutacié fej nyak carcinomakban [15]. A TP53 muta-
ciét szenvedett sejt nem valaszol a sejtciklust felfiiggesztd
szignalokra, apoptozisra. A p53 mutacié ellendrizetlen
sejtosztddashoz, genetikai instabilitashoz és a sejt tumoros
elfajulasahoz vezet. A TP53 karosodds mutdcio, delécio,
inaktivaciés mechanizmusok révén johet létre. TP53
mutdciéval rendelkez6 daganatok legnagyobb része terdpia
rezisztens (7, 12, 21]. A HPV virus E6 onkoprotein, a p53
tumorszuppresszor protein inaktivaldsan keresztil fejti ki
onkogén hatdsat. Fej-nyak daganatokban taldlt gén karo-
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sodasok gyakorisaga az esetek nagy szazelékaban a p53,
valamint a p16 talexpresszidval all 6sszefiiggésben [1].

A p53 specifikus immunfestés eredményeként a sejtek
0 vagy 60-100%-a pozitiv expressziot mutat, akkor atla-
gosan 94% (P<0.001) a TP53 gén mutacios rataja. [23].
Az alacsony (10-50%-0s) exppresszios szintet nem lehet a
TP53 vad tipus markereként értelmezni [23 ].

Osszegezve tehit 10-50%-o0s p53 immunoexppresszi6
nem utal TP53 gén mutdciora, valamint 60% feletti p53
immunoexppresszi6 a TP53 gén karosodasara utal.
HPV negativ daganatok esetén a p53 protein esetleges
inaktivacidja nem virus eredetli, mas mechanizmusok
jatszanak szerepet benne, de a p53 overexpresszié (>60%)
ebben az esetben is a TP 53 gén mutdcidjara utal.

A fej-nyak carcinomdkban leggyakrabban a HPV-16,
18 és 33 tipusok mutathatok ki, mig a HPV+ szdjgarat
carcinomak 90%-dban a HPV-16 az oki tényez6 [6].

Mivel hazai viszonylatban kevés irodalmi adat
utal a HPV és a szajiiregi laphamrakok kapcsola-
tara, megprobaltuk feltérképezni a rendelkezésiinkre
allé kazuisztika és a HPV kapcsolatat olyan fehérjék
immunhisztokémiai kimutatdsaval, melyeknek a HPV
indukalt carcinogenézisében meghatarozo szerepiik van.

A pl16, a CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibi-
tor 2A) /p16INK4A, Ckd-inhibitor gén altal expresszalt
protein. A fej-nyak laphdm carcinomak 9-12%-aban
kimutathaté a CDKN2A gén mutdcio, delécié és LOH
[1,20]. A pl6 proteinnek nagyon fontos szerepe van a
sejtcikus regulacioban. A Cdk inhibacidja révén gatolja
a retinoblastoma (Rb) tumor szuppresszor protein
foszforilacidjat. A hipofoszforilalt Rb protein, a sejtcik-
lus a G1 fazisban val6 felfiiggesztését eredményezi [5,
14, 16]. A CDKN2A gén muticidja gyakori jelenség fej-
nyak carcinomakban, de kimutathatd benignus epitelialis
daganatokban is, igy az irodalom szerint a CDKN2A gén
muticidja dnmagaban nem elégséges a malignizaciohoz
[4]. HPV pozitiv fej-nyak daganatokban pl6 protein
overexpressziot lehet kimutatni, amihez a MKI67 gén éltal
kodolt sejtproliferaciot jelz6 Ki67 magprotein tarsul. A
HPYV negativ daganatok esetén a p16 nem expresszalodik
a Cdk-Rb dtvonal kikapcsoloddsa miatt.

Az irodalmi adatokra tdmaszkodva 17 fej-nyak
carcinomaban vizsgaltuk a két lehetséges etiologiai faktor
gén inaktivaciés mechanizmusait, arra keresve vélaszt,
hogy az oralis HPV fertézés milyen mértékben prediktiv
tényezdje a fej-nyak laphamcarcinomakban.
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Kérhaz
Laboratériumdnak 2007-es kazuisztikdjara tamaszkodva

Megyei Stirgdsségi Morfopatologia
194 fej-nyak laphamrakot osztalyoztunk a WHO osztélyo-
z4si kritériuma szerint [23]. Eseteinket lokalizacid, korcso-
port és nemek szerint csoportositottuk. Kazuisztikankban
a 194 esetbdl a férfi/né arany 6/1 (168/26). A legtiatalabb
beteg 37 éves, mig a legidGsebb 84 éves, atlagéletkoruk
58,5 év. Az irodalmi adatok értelmében, a virusetiologia
tanulmanyozasa érdekében a fiatal és kozépkorosztalyra
fokuszaltunk, ebbdl a nagy esetszambdl kivalasztottuk a 60
év alatti betegeket a daganatok lokalizacidja tiikrében. A
szelektalt 17 esetbél immunhisztokémiai médszert alkal-
mazva elvégeztiik a p16, Ki67 és p53 expresszio vizsgalatat,
mint a carcinogenézis klasszikus és virusindukalt mecha-
nizmusanak reakciotermékét.

Az antigének immunhisztokémiai kimutatdsit a
formalinban fixalt, paraffinba agyazott és elézetesen
laphamraknak diagnosztizalt tumormintakbdl 5 um vas-
tag metszeteken végeztiik el, a metszetek megfelel6 eloké-
szitése utdn. Az antigén feltarast kovetden (nedves hével és
nyomas alatt), ImM citrat pufferben (pH:6 és pH:9) a met-
szeteket 30 percig inkubdltuk a primér antitestekkel: p16
(DB Biotech, klén R-19D, higitas 1/100), p53 (DAKO, klén
DO-7, higitas 1/100) és Ki67 (DAKO, kléon MIB-1, higitas
1:200). Masodlagos antitestként DAKO En Vision TM
Flex, High pH immunodetection systemet (K 8010) hasz-
naltunk. A reakciotermékeket DAB (diamino-benzidin)
kromogénnel vizualizaltuk. A lokalizacié meghatdroza-
sara hematoxilin hattérfestést alkalmaztunk. Az antitestek
specificitasat pozitiv és negativ kontrollokkal ellendriztiik.

Az eredményeket a biomarkerek expresszidjanak
intenzitdsa és a lokalizacié fiiggvényében mindségileg
és mennyiségileg értékeltitk. Fokalisnak tekintettitk a
daganatsejtek kevesebb mint 10 %-édt jel6l6 pl6 reak-
ciot, mig a daganatsejtek tobb mint 50 %-at jelol6t dif-
faz expresszioként értékeltiik, de mindkét esetet pozitiv
mintdnak tekintettiik. A magra és citoplazmara lokalizalt
reakcidt egyarant pozitivnak értékeltiik (1. abra). A p53
esetében a 50% folotti (2. abra), Ki-67 esetében az erdssen
pozitiv (10% feletti), magra lokalizalt reakcidt tekintettiik
pozitivnak (3. dbra). A kvantifikalast egymastol fiiggetle-
niil két patologus végezte a sejtstruktirakhoz kotott loka-
lizacié (mag/citoplazma) fliggvényében. A daganatsejtek
immunfenotipusa alapjan, valamint a lokalizacio fiiggvé-
nyében a tumorokat 3 csoportba soroltuk: p16+/Ki67+/
p53-, p16-/Ki67-/p53+, p16+/Ki67-/p53+.

1. abra. p16 expresszié (DAB kromogén): a daganatsejtek
egyarant expresszaljak a proteint a citoplazma és a mag
szintjén (4X).

2. dbra. p53 expresszi6 (DAB kromogén): a magra
lokalizdl6dé reakcié a daganatsejtek kevesebb mint
1%-at érinti (10X).
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3. abra. Ki67 expresszié (DAB kromogén): a daganatsejtek
er@s expresszidt mutatnak.
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1.tablazat. A fenotipus és genotipus 6sszefliggése a kiilonb6zd anatdmiai régidra lokalizalt laphamrakokban (SSC:

Squamous Cell Carcinoma)

Lokalizdcié

Fenotipus/Genotipus

p16+/Ki67+/p53-,

p16-/Ki67-/p53+, p16+/Ki67-/p53+.

Oropharynx (7SCC) 3, HPV negativ

3, HPV negativ 1, HPV negativ

Naso/Hypopharynx (4 SCC)

3 (2 HPV negativ és 1 HPV16+)

1, HPV negativ

Larynx (4 SCC) 1, HPV negativ

2 (1 HPV33+ és 1 HPV negativ) 1, HPV16+

Szajiireg (25CC) 1, HPV negativ

1, HPV negativ 0

A metszés alkalmaval félvastag metszeteket is készi-
tettlink a mintdinkbdl; a HPV-16, 18 illetve 33 genotipu-
sok virus DNS-ének, direkt mddszerrel val6 kimutatasa
céljabol nested polimeraz lancreakcié (PCR) vizsga-
latnak vetettiik ald. A kétlépcsds mddszer soran az elsd
amplifikalas alatt felszaporitott DNS fragmentumrol
amplifikltunk a masodik 1épésben egy kisebb szakaszt,
Az els6 amplifikalds a virus tobb tipusaban megtalalhato,
a HPV-16, 18 és 33 E6 ORF-jére terveztett konszenzus
primerpart hasznalva tortént. A masodik (tipus-speci-
fikus) 1épésben a felszaporitott fragmentumrdl (PCR 1
terméke) specifikus primerparok segitségével adott HPV
tipusra jellemz6 (16, 18, 33) DNS szakasz amplifikacioja
tortént. A keletkezett PCR termékek elvalasztasa 1ug/
ml etidium-bromidot tartalmazé agar6z gélen tortént.
A gélek vizualizalasa és analizise UV fényben tortént
videodenzitométer segitségével. A lancreakcids vizsga-
lat a Semmelweis Egyetem 1.sz. Patoldgiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézetében tortént.

Az eredmények kiértékelése és Osszefoglaldsa soran
a daganatok immunprofiljat osszevetettiik a virus DNS
jelenlétével vagy hianyaval.

Eredmények

A 17 laphamcarcinomat lokalizacio szerint a kovet-
kezd csoportokba soroltuk: oropharynx (7 db), nazo-/
hypopharynx (4 db), larynx (4 db), szjiireg (2 db). A
betegek életkora 37-60 év kozott valtozott, az atlagéletkor
48,5 év. Férfi/n6 arany 17/0.

A viruseredetre utalé p16+/Ki67+/p53- fenotipus mel-
lett a p16+/Ki67-/p53+ fenotipus is megjelent a HPV-16
genotipus esetén, ugyanakkor a HPV-33 genotipust a
pl6-/ Ki67-/p53+ fenotipus jellemezte (1. tablazat).
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Megbeszélés

Egyes szerz6k a HPV pozitiv daganatokat a HPV
negativaktol megkiilonboztets jelentés epidemiolo-
giai, etioldgiai és molekularis bioldgiai (prognosztikus)
kiilonbségek miatt kiilon entitasu daganatokként kezelik.
X. Dufour és mtsai. a 2. tablazatban foglaltak 6ssze a HPV
pozitiv és HPV negativ orofarinx carcinomak kozotti
kiilonbségeket [22].

Tanulmanyunkban a p53 pozitivitast irodalmi ada-
tok alapjan értékeltiik. Nem taldltunk lokalizacié fiiggd
exppressziot, a 60 év alatti populacié korében. A Ki-67
sejtproliferaciés marker nem hozhaté Osszefiiggésbe a

2.tablazat. HPV pozitiv és HPV negativ carcinomak klinikai és
biolégiai jellemzéi

HPV HPV+ HPV-
status
Kor fiatalabb (45-50 éves)  iddsebb (55-65 éves)
Neme férfi férfi
Dohédnyzas nem/ritkin dohdnyzik kemény dohdnyos
Alkohol nem/alkalmanként ;endszeriss alkohol
ogyaszto
Szexudlis
riziké magas nem jellemzé
tényz6k
-p53: mutdcios
-p53: megnovekedett 1nakt1va.c10
katabolizmusa (E6) -pRb: nincs
Biologi -pRB: megnovekedett degraddlodva
101081a katabolizmusa ‘P16. (INK4A)-
-abnormalis p16 (’ZychneD'l/CDK-pr
(INK4a) expresszié utvonal kikapcsolva:
pl6 INK4a nem
expresszalédik
2&1}:;}21;05 jo modosult
Prognoézis  viszonylag jo kedvez6tlen
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pl6 illetve a p53 markerek koexpresszidjaval (1. tabla-
zat). A 17 altalunk vizsgalt daganatbatban a daganatsej-
tek immunfenotipusat osszevetve a HPV-DNS jelenléte
arra utal, hogy a 3 HPV pozitiv daganat nem minden
esetben koveti a pl6 inaktivdcids utat: a viruseredetre
utal6 pl6+/ Ki67+/p53- fenotipus mellett a p16-/ Ki67-/
p53+ fenotipus is megjelent a HPV 16 genotipus esetén,
ugyanakkor a HPV-33 genotipust a pl6+/ Ki67-/p53+
fenotipus jellemezte.

Kovetkeztetés

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a daga-
natszovetbdl kimutatott virus DNS a p16-/ Ki67-/p53+
fenotipus esetében nem a HPV-16 volt az etiologiai
tényez0, hiszen tiinetmentes fiatal egyének oralis ham-
sejtjeiben a virus jelen lehet. Ugyanakkor a p16+/Ki67-/
p53+ fenotipus esetén az etioldgia valoszintileg kombi-
nalt (a HPV fert8zéshez és a dohanyzas/alkoholfogyasz-
tashoz egyarant kotott). Mivel az etioldgianak prognosz-
tikus jelent6sége van, a pl6+/ Ki67+/p53- fenotipus
HPV-16, 18, 33 genotipussal vald asszocidci6 nélkiil arra
enged kovetkeztetni, hogy a daganat virusetioldgiajanak
kizarasahoz nem elegend6 csupan a fent emlitett harom
genotipus meghatarozasa.
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