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OSSZEFOGLALAS

Celkitiizés: A himvessz6daganatok kockazati tényez6i a
fitymasz(ikilet, a kronikus gyulladasok (balanoposthitis, bala-
nitis xerotica obliterans), a himvesszot ért sérilések, az UVA-su-
garzas, a dohanyzas, a promiszkuitas, a korabbi condyloma- és
HPV-infekcio. Felmerill a kérdés, hogy a HPV-érintett primer
daganat esetén, illetve az eltavolitott nyirokcsomd daganatos
érintettsége esetén a csomok HPV-érintettsége vajon 6sszeflig-
gést mutat-g, illetve azonos szubtipusok, onkogén HPV-tipusok
jelenléte kimutathato-e mindkét szoveti kdrnyezetben.
Beteganyag, modszer: A Pécsi Tudomanyegyetem Uro-
l6giai Klinikajan 2002—2012 kozott malignus himvesszédaga-
nat miatt elvégzett mitéti beavatkozasok soran mind a primer
tumorbdl, mind pedig a regionalis nyirokcsomokbél vettlink
szévetmintakat. A szovetmintak gy(jtését és feldolgozasat a
PTE AOK Etikai Bizottsag engedélyének birtokaban végeztiik
(etikai engedély szama: 4828). Kutatasaink soran a primer
tumorban, valamint az inguinalis nyirokrégioban vizsgaltuk
a human papillomavirus jelenlétét, kerestlink olyan biolégiai
markereket, amelyek a himvesszédaganatok progresszidjaval
osszefligghetnek, illetve vizsgaltuk a toll-like receptor-4 (TLR4)
protektiv szerepét a himvesszédaganatok kialakulasaban.
Eredmények: A vizsgalatba bevont 31 betegnél 16 eset-
ben tudtunk a primer daganatb6l magas malignitasu HPV
DNS-t izolalni (51,61%), és 3 esetben tudtunk a hozza tartozd
regionalis (inguinalis) nyirokcsomokbol HPV-t kimutatni. A 16
magas malignitasi HPV-pozitiv primer daganatos beteg kozll
13 esetben tudtuk a magas szenzitivitasu vizsgaldo modszerrel
a tipizalast elvégezni. 10 betegnél (76,92%) HPV 16 szubtipus,
3 esetben (23,07%) HPV 51, 82, 59 szubtipusok igazolddtak.
Azon 3 betegnél, akiknél mind a primer, mind pedig a nyirokcso-
mo HPV-analizise pozitiv eredménnyel zarult megegyez6 HPV 16
szubtipust tudtunk kimutatni. A magas malignitast HPV-pozitiv
esetek 47%-aban pTa-pT1, mig 53%-dban pT2-pT4 stadiumu
lokalis folyamatok igazolodtak. A HPV-fert6zés/TLR4 expresszio-
ja kozott forditott dsszefliggés volt kimutathatd a himvesszéda-
ganatok esetén (szemben a cervicalis daganatokénal). A klinikai

The role of human papillomavirus in the
penile cancer (summary of the PhD dis-
sertation)

Objective: Based on our present knowledge and evidence,
phimosis, chronic inflammation (balanoposthitis, balanitis xe-
rotica obliterans), penile lesions, UVA radiation, smoking, pro-
miscuity, prior condyloma and HPV infection are considered a
clear risk factor. The question arises whether the HPV affected
primary tumor, an advanced process, clinically positive or pos-
sibly the involvement of the lymph nodes of the lymph nodes
affected by HPV involvement, or the presence of the same
subtypes, oncogenic HPV types in both tissue environments.
Patients, methods: Between 2002 and 2012, during
operations of malignant penile cancers in the Department of
Urology, University of Pécs, tissue samples were taken from
both the primer tumour and the regional lymph nodes. The
collection and processing of tissue samples was carried out
with the permission of the PTE AOK Ethics Committee (Ethical
Approval Number: 4828).

In our clinical studies we studied the HPV expression is issue
samples and biological markers that correlated with the prog-
ression of penile tumors, and we investigated the protective
role of toll-like receptor 4 (TLR4) in the formation of penile
tumors.

Results: In our dinical study 16/31(51.61%) patients were
isolated high malignant HPV DNA from the primary tumor, and
in 3/31 cases were detected HPV from its regional (inguinal)
lymph nodes. In further molecular biological studies and ty-
ping processes, in 13 of the 16 high-malignant HPV positive
primary tumors, the high sensitivity test method was used to
characterize. Types of HPV 16 in all 10 patients (76.92%) and 3
(23.07%) HPV 51, 82, 59 types were confirmed. In the 3 pati-
ents with HPV analysis of both primary and lymph node posi-
tive HPV 16 types were positive. In the dlinical and pathological
studies associated with molecular biology, 47% pTa-pT1 and
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vizsgdlatba bevont biologiai markerek kézll az mTOR EZH2 és
RARRES1 immunhisztoldgiai kifejez8dése szignifikans korrelaciot
mutat a himvesszédaganatok progressziojaval.
Kovetkeztetés: Himvesszédaganatok esetén mind a
HPV-asszocialta, mind pedig a HPV fliggetlen mechanizmus
a malignus folyamat iranyaba vezethet (mas utat bejarva). A
HPV-pozitiv himvesszé malignus daganatok kérlefolydsa a
HPV-negativ esetekhez képest rosszabb, illetve a nyirokcso-
mo-pozitivitas esetén kiilondsképpen rapid lefolyasu.

El6szor mutattuk be a HPV-fert6zés és a TLR4-expresszio kozotti
kiilonbséget a himvessz6daganatban. A TLR4-expresszid biologi-
ai markerként hasznalhat6 a HPV-negativ tumorok kimutatasaban
(non-virdlis eredet) ugyandgy, mint a p16-expresszié a HPV-pozi-
tiv daganatokéban (virdlis eredet). Adataink arra utalnak, hogy
a TLR4-receptor expresszioja megvéd a virusfertézés tartés
fennallasatol. Harom (j prognosztikai markert azonosftottunk. A
betegek véddoltasa a fenti klinikai vizsgalat tlikrében feltétlendil
indokolt lenne, hiszen régiénkban a HPV 16/18-as tipusok eléfor-
duldsa messze gyakoribb az egyéb non-HPV 16-18-as tipusok-
hoz képest. Az mTOR-pozitivitas esetén (66%) fel lehet vetni az
mTOR-gatlok terapids alkalmazasanak lehet6ségét.

KULCSSZAVAK
HIMVESSZODAGANAT, HPV-INFekcio, TLR4-ExpRessziO, P 16-EXPRESSZIO,
MTOR-pozZITIVITAS

Bevezetés

A pénisztumor rizikbfaktorait elészor a Karolinska Intézet dllitotta
Ossze az 1966 és 2000 kdzott megjelent irodalmi kdzlemények
adatai alapjan (1). Esetkontroll-tanulmanyok jelentés rizikofaktor-
ként azonositottak a fitymasz(ikiletet, a krénikus gyulladasos
allapotokat (balanoposthitis, lichen sclerosis, balanitis xerotica
obliterans) és az UVA (ultra violet A) foto-kemoterdpids keze-
lést. Jelen tudasunk és bizonyitékaink alapjan a fitymaszdikulet,
a kronikus gyulladasok (balanoposthitis, balanitis xerotica oblite-
rans), a himvesszot ért sérilések, az UVA-sugarzas, a dohanyzas,
a promiszkuitas, a kordbbi condyloma- és HPV-infekcié (Human
Papillomavirus) tekinthetk egyértelm(i kockazati tényeznek.
A méhnyakrakkal szemben a HPV-fert6zés énmagaban nem
oka a himvesszédaganat kialakulasanak, a primer daganatban
15-71%-ban ugyan kimutathaté (2), prognosztikai faktorként
torténd alkalmazasa sem egyértelmdi. Bizonyos himvesszéda-
ganat tipusok kozott sokkal gyakoribb a kapcsolat (pl. basaloid,
condylomatosus megjelenés 76%), mint egyéb (pl. verrucosus
karcinéma 24,5%) megjelenési tipusok kozétt.

A himvessz6daganatok klinikai lefolyaséat, illetve a tulélést
egyértelmlen a nyirokcsomostatusz hatarozza meg. A klinika-
ilag negativ nyirokcsomok 5 éves daganatmentes tulélése 75-
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53% pT2-pT4 localized HPV positive cases were confirmed.
A reverse correlation between HPV infection / TLR4 expres-
sion in penile cancer can be observed (compared to cervical
cancer). TLR4 expression can be used as a biological marker
to detect Of the biological markers involved in the clinical trial,
the mTOR, EZH2 and RARRES 1 immunohistological expression
have a significant correlation with the progression of the pe-
nile tumors.

Conclusions: Both HPV-associated and HPV-indepen-
dent mechanisms can lead to malignant processes (different
pathways). We first introduced the difference between HPV
infection and TLR4 expression in the penile tumor. Increased
TLR4 expression indicates HPV negative tumors, and p 16"«
expression increases in HPV positive penile cancer. Our data
suggest that TLR4 receptor expression protects the long-term
presence of viral infection. We identified three new prognostic
markers. Patient vaccination in the light of this clinical study
would be absolutely justified, as the incidence of HPV 16/18
types in our region is far more common with other non-HPV
16-18 types. In the case of mTOR positivity (66%) the possi-
bility of therapeutic use of mTOR inhibitors may be included

PENILE CANCER, HPV recTion TLR4 Expression, P16 ExPression, MTOR
POSITIVITY

93%, a klinikailag igazolt kismedencei nyirokcsomo-érintettség
esetén az 5 éves daganatmentes tulélés 20-34% kdzé esik (3).
Felmerdl a kérdés, hogy a HPV-érintett primer daganat esetén,
elérehaladott folyamat, klinikailag pozitiy, illetve esetlegesen az
eltavolitott szentinel nyirokcsomdé daganatos érintettsége ese-
tén a csomok HPV-érintettsége vajon 6sszefliggést mutat-e,
lletve azonos szubtipusok, onkogén HPV-tipusok jelenléte
kimutathato-e mindkét széveti kbrnyezetben. Ha igen, a daga-
natos betegség klinikai lefolyasaban mutatnak-e ezen betegek
kulonbséget a kontrollpopulacibhoz képest.

Kiterjedt kutatds és adatgydijtés csak szérvanyosan folyik a
férfiak kozott, a vildg uroldgus térsasagainak iranyelvei érdems-
ben nagyon keveset foglalkoznak a human papillomavirussal.
Kutatasaink soran a primer tumorban, valamint az inguinalis
nyirokrégidban vizsgaltuk a human papillomavirus jelenlétét, ke-
restlnk olyan bioldgiai markereket, amelyek a himvesszédaga-
natok progresszidjaval 6sszefliggenek, illetve vizsgaltuk a toll-li-
ke receptor-4 (TLR4) protektiv szerepét a himvesszédaganatok
kialakulasaban. Ezen kivil szerettik volna 6sszefoglalni a HPV
és a himvesszédaganatokrél megszerzett tudast. A HPV koroki
szerepe ugyan lényegesen kisebb, mint a nék esetében, az ezzel
kapcsolatos kutatas sok hasznot vonhat maga utan: a védéolta-
soknak a himvessz&daganatos esetekben is preventiv szerepe
lehet, emellett a HPV prognosztikai szerepére is fény dertlhet.
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Betegek és modszer

A Pécsi Tudomanyegyetem Urologiai Klinikdjan 2002-2012
k6zott malignus himvesszédaganat miatt elvégzett m{itéti be-
avatkozasok soran mind a primer tumorbdl, mind pedig a re-
gionalis nyirokcsomokbol vettiink szévetmintéakat (7. tablazat).
A mintakat tovabbi kérszovettani feldolgozasra kuldtik, ahol
a szovetek paraffin bedgyazasa tortént meg. A szévetmintak
gy(ijtését és feldolgozasat a PTE AOK FEtikai Bizottsag enge-
délyének birtokaban végeztik (etikai engedély szama: 4828).

A HPV-statusz meghatarozasa

A tovabbiakban a retrospektiv molekularis vizsgalatokhoz
a paraffin blokkokbol 10 pm-es szévetmetszetek késziltek,
amikbdl a deparaffindlas utan totdl DNS-kivonast végeztiink
HPV-kimutatas céljiabdl. A DNS kivonasahoz a sejteket QIAGEN
sejtfeltard készulékkel (Tissuelyser, Qiagen, Biomarker Ltd. Hun-
gary) tartuk fel, majd a finomabb strukttrak bontasat enzima-
tikus emésztéssel (Proteinase-K) végeztik. A DNS preparélasa
QIAGEN-kittel (QIAmp DNA FFPE Tissue Kit) tortént, a gyartd
utasitasainak megfeleléen. A HPV 6rokité anyaganak kimu-
tatasat virusspecifikus TagMan probaval (DiaSTD HPV Scree-
ning Kit, DIAGON) polimeraz lancreakcid (PCR) alkalmazasaval
erésitettik fel, amely alkalmas a HPV minden genotipusanak
egyideji kimutatasara. A méréseket LineGene 9600-as valds
idejli PCR-készulékkel végeztik, ahol az 530 nm-en megjelené
fluoreszcens jel detektalasaval igazoltuk a mintaban a HPV vi-
ralis nukleinsav jelenlétét.

Szoveti microarray (Tissue microarray, TMA)

A vizsgalat sorén a karcinémat tartalmazoé paraffin-blokkokat
hasznaltunk fel tissue microarray (TMA) készitéséhez. A tumo-
ros blokkokbol készitett hematoxilin-eozinnal festett metszetek
attekintése soran kijelolttk a mintavétel helyét. Ezt kévetéen a
kielolt tertletnek megfeleléen a paraffinba agyazott szovet-
blokkbodl Manual Tissue Arrayer (MTA1, Beecher Instruments,
Inc. Sun Prairie, USA) készllék segitségével 0,6 mm atmeérdj(i
szovethengereket emeltink ki. Minden egyes tumorbdl, de ki-
l6nésen a kildnbdzé morfoldgidju vagy gradusu terlletekkel
rendelkezé tumorokbdl tdbb (3-5) mintat vettink. Az igy nyert
szovethengereket az MTA1 készllék segitségével egy kozos
paraffin-blokkba agyaztuk be, lehetévé téve az dsszes vizsgalt
tumor egy metszeten torténd egyidejli vizsgalatat.

Immunhisztokémia

ATMA-boI készitett 4 pm vastagsagu metszetekbdl a paraffint
xilol segitségével eltavolitottuk, majd a metszeteket leszallo
etanol sorozatban rehidraltuk. Ezt kdvetden az antigénfeltaras
10 mM nétrium-citrat pufferben (pH 6,0) vagy TE-pufferben
(pH 9,0) torténd kezeléssel értik el, amit a 2100-Retriever (Pick-
Cell Laboratories, Amsterdam, Hollandia) készulékben végez-
tUnk el.

Az endogén peroxidadz aktivitas és a nem specifikus kdtéhe-
lyek blokkolasa 1% normal I6szérumot tartalmazd 3%-os hid-
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1. TABLAZAT: OsSzEFOGLALO TABLAZAT A HPV-TESzTEK
EREDMENYEI, TNM STADIUM-MEGHATAROZAS, SEBESZETI
ELLATAS FORMAIROL ES A BETEGEK ELETKORAROL

Bsigen%' TNM Sebészeti ellatas é?/;
1 pT1pNOGII excizié 61
2 pT1pNOMXGI részleges amputacio 81
3 pT3pNOMXGII-IIl  amputacié 53
4 pT1pNOMOGI excizié 87
5 pT2N2MXGl részleges amputacic 82
6 pT1pNOGI excizio 56
7 pT4pN2MxGlI emasculinisatio 44
8 pTIpNOMXGI excizio 54
9 pT3pN2MxGlII-Ill  amputacio 53
10 pTIpN2MXGI-II excizio 79
1 pTIpNOGIII-IV amputacio 63
12 pTIpN3MxGIV excizio 56
13 pT2pN2MXGII-lll - amputacié 50
14 pT4pN2GlII-IV emasculinisatio 52
15 pT3pNIMxGII-IV  emasculinisatio 52
16 pT2pNOMXGII-IIl  részleges amputacié 78
17 pT1TbpNOMXGII-IV  excizio 60
18 pT1apNOMXGI-Il  részleges amputacio 74
19 pT1pNOMXGI excizio 73
20 pT1CISPNOMXGIIl  excizio 61
21 pT1bpN3MxGIII-IV  amputacio 53
22 pT1pNOMXGII excizio 72
23 pT1pNOMXGII excizié 59
24 pT2pNOMXGI amputacio 44
25 pT2pNOMXGII-III - amputacié 60
26 pTapNOMXGI excizié 59
27 pT2pNOMXGI-II amputacio 57
28 pTTpNOMXGI excizio 46
29 pT3pN3MXxGI amputacio 78
30 pT2pN3MI1GIHI-IV  amputacié 59
31 pT3pN2MxGlII-IV  amputacié 61
32 pT2pNOMXGIII amputacio 48
33 pT3pN2MxGIV amputacio 71
34 pT3pN2MxXGlI amputacio 56
35 pT2pNOGll excizid 50

rogén-peroxidban tortént szobahémérsékleten 10 percig. Ezt
kovetéen a metszeteket a primer antitesttel nedves kamraban
4 °C-on inkubaltuk.

Harminc percig torténé HRP konjugalt anti-nyul mésodlagos
antitest (MACH4 Universal HRP-Polymer, Biocare Medical, Con-
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cord, USA) alkalmazasat kovetéen az eléhivas AEC szubsztrat
és DAB (DAKO Glostrup, Danemark) segitségével tortént, majd
a metszeteket Mayer hematoxilinnel festettik. Végul a met-
szetek kétszeres kiértékelése tortént a klinikai adatok ismerete
nélkdl. A kiértékelést Leica LaborluxS mikroszkoppal végeztik a
fotdkat Leitz DMRBE mikroszképra helyezett ProgRes C14 ka-
meraval készitettuk.

Az immunbhisztolagiai reakciok kiértékelése

A TLR4, P16N<a &s p53 immunhisztoldgia eredményét két al-
kalommal értékeltik ki a HPV-statusz ismerete nélkdl. Az EZH2
(Enhancer of Zeste Homolog), mTOR (mammaliam Target of
Rapamycin), RARRES1 (Retinoic Acin Receprot Responder 1),
MMP12 (Macrophage Metalloproteinase 12) kiértékelése a tu-
morok progresszidjanak ismerete nélkdl tortént. Mivel ezekkel
az antitestekkel a pozitiv sejtek aranya 80%-folétt volt, a sza-
zalékos aranyt nem értékeltlk ki paraméterként. Az értékelés
kizarélag a reakcid intenzitasan alapult: hianyzo, gyenge, ké-
zepes és erds festédés. Az E-cadherin valamint a vimentin im-
munhisztoldgia kizarélag egy-két esetben volt pozitiv, igy nem
kerdlt kiértékelésre.

Statisztikai modszer

A HPV-pozitivitas, TLR4, p53 és p16-expresszio kozotti Gssze-
fliggést Pearson’s Chi square teszttel értékeltik. Az eredményt
akkor tartottuk szignifikansnak, ha a p-érték 0,05 alatt volt.
A szamitasokat az SPSS (IBM Corporation, New York, USA,
v24.0) programmal végeztik el (Fisher Extect Test).

Eredmények

A vizsgalati idészakban 47 beteg esetében tavolitottuk el a
primer tumort, illetve 35 esetben a regiondlis nyirokcsomokat,
24 esetben végeztink dinamikus szentinel nyirokcsomoé-elta-
volitast. Az alkalmazott DNS-prepardlasi médszerrel megfele-
16 mennyiségl és mindségl nukleinsavat sikerdit kinyerntink,
amelyet a tovabbiakban a virdlis nukleinsav kimutatasahoz
hasznaltunk fel. A végleges vizsgalatokban 35 beteg primer
tumor és nyirokcsomé-mintait teszteltik parhuzamosan. A
feldolgozasba 31 beteg kerllt bevonasra, 16 esetben tudtunk
a primer daganatbdl magas malignitasi HPV DNS-t izolalni, és
3 esetben tudtunk a hozza tartozé regiondlis (inguinalis) nyi-
rokcsomokbol HPV-t kimutatni. A tovabbi molekular biolégiai
vizsgalatok, illetve tipizalasi folyamatok sordn a 16 magas ma-
lignitast HPV-pozitiv primer daganatos beteg kdzil 13 esetben
tudtuk a magas szenzitivitasu vizsgald maodszerrel a tipizalast
elvégezni. A tipizalas soran 10 betegnél (76,92%) HPV 16 szub-
tipus, 3 esetben (23,07%) HPV 51, 82, 59-szubtipusok igazo-
l6dtak. Azon 3 betegnél, akiknél mind a primer, mind pedig
a nyirokcsomo HPV-analizise pozitiv eredménnyel zérult meg-
egyez& HPV 16-szubtipust tudtunk kimutatni.

A molekular biolégiai eredmények mellé rendelt klinikai, illetve
patolégiai vizsgalatok soran a magas malignitast HPV-pozitiv
esetek 47%-aban pTa-pT1, mig 53%-aban pT2-pT4 stadiumu
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1. ABRA: A TLR4 IMMUNHISZTOLOGIAI VIZSGALATA.

A: HIANYZO TLR4-KIFEJEZODES ANAPLASZTIKUS LAPHAM-
RAKBAN; B: ENYHE ciTorLAZMATIKUS TLR4-PozITIVITAS,
C: KOZEPES INTENZITASU IMMUNREAKCIO A TLR4-ANTI-
TESTTEL, D: ERGS ciToPLAZMATIKUS TLR4-POZITIVITAST
MUTATO INFILTRATIV HIMVESSZODAGANAT. PozITiv FESTODE-
S0 MAKROFAGOK A TUMOR STROMAJABAN

lokalis folyamatok igazolodtak. A klinikai vizsgélat ramutatott
arra, hogy azon 3 beteg, akiknél mind a primer, mind pedig a
regiondlis nyirokcsomo pozitiv volt, a primer daganat lokalisan
elérehaladott (pT3-pT4), illetve kismedence nyirokcsomé-pozi-
tivitast eredményezett. Mind a 3 betegnél kiterjesztett primer
daganat eltavolitasat (emasculinisatio) voltunk kénytelenek elvé-
gezni, a rendelkezésre all6 staging, illetve patolégiai eredmények,
a folyamat rapid el6érehaladasa miatt adjuvans kemoterapias ke-
zelés lett volna szikséges, azonban a betegek rossz compliance
miatt a tovabbi onkoldgiai kezelés nem valosult meg.

A TLR4, P53 és P16 immunhisztologiai vizs-
galata himvesszéodaganatokban

A TLR4 diffuz kifejez8dést mutatott 17 himvesszédaganatban,
mig 14 esetben nem taldltunk immunreakciét. 16 HPV-pozi-
tiv himvessz8daganatbdl csak 4 mutatott TLR4-pozitivitast,
ugyanakkor a 15 HPV-negativ daganatbdl 13 tumorban talaltuk
meg a TLR4-gén kifejez&dését (1. dbra). A Pearson’s Chi square
teszt szignifikans inverz korrelaciét mutatott a HPV-pozitivitas
és TLR4-immunreakcié kozott (p=0,0006).

A p53 immunhisztoldgiai vizsgalata 16 himvesszé-karciné-
maban kbzepes vagy erés intenzitdsi magfestést mutatott.
A 16 HPV-pozitiv himvessz&daganat kozil csak 5 tumor mu-
tatott pozitiv festédést a p53 antitesttel. A masik oldalon 15
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2. ABRA: A P53 TUMOR SZUPPRESSZOR PROTEIN IMMUN-
HISZTOLOGIAI VIZSGALATA. A: HIANYZO P53-IMMUNREAKCIO
ANAPLASZTIKUS HIMVESSZO LAPHAMRAKBAN,

B: poziTiv P53-FESTODES A SEJTMAGOK 50-60%-ABAN,
C: INTENZiIV P53 NUKLEARIS IMMUNREAKCIO EGY ELSZA-
RUSODO LAPHAMRAKBAN, D: EROS SEJTMAGPOZITIVITAST
MUTATO ANAPLASZTIKUS INFILTRATIV HIMVESSZODAGANAT

HPV-negativ tumorbdl 11-ben (73%) tudtunk erés és diffuz
sejtmag-pozitivitast kimutatni (2. dbra). A Pearson’s Chi square
teszt szignifikans korrelaciot mutatott a hianyzé HPV-integracio
és p53-immunreakcié kdzott (p=0,0197).

Kifejezett p16™*** immunreakciot figyeltink meg 10 himvesz-
sz6daganat citoplazmajdban, illetve a tumor sejtmagban is.
Mindegyik p16™*-pozitiv malignoma HPV-pozitiv volt. Ezzel
ellentétben a HPV-negativ himvesszédaganatok nem mu-
tattak p16N<4e-immunreakciét (3. dbra). Pearson’s Chi square
teszt szignifikans korrelaciot mutatott a HPV-pozitivités és a
p16N“a-fehérie kifejez&dése kozott (p=0,0002).

A HPV-integracié és a TLR4, p16™<a és p53-gének expresz-
szibjanak Gsszehasonlitdsa soran két tumorcsoportot tud-
tunk elkloniteni. A HPV-negativ tumor csoportban 10 him-
vesszddaganat volt mind TLR4-re mind p53-ra pozitiv. A két
marker koexpresszidja szignifikans volt (p=0,0198). A HPV-po-
zitiv himvessz&daganatok pozitiv immunreakciot mutattak a
pl6N“a-antitesttel, mig a HPV-negativ esetekben nem tud-
tunk P16N<“a-pozitivitast kimutatni. Nemcsak a HPV kimuta-
tasa, hanem a harom gén kombindlt kifejez&dése is egyér-
telmlen meghatdrozta a himvesszédaganat —kilonbozd
kialakuldsanak a valdszinGségét. A HPV-szubtipus, TLR4,
plene, p53-fehériék dsszefliggése, valamint a progresszioval
Osszefliggést mutaté gének (EZH2, mTOR es RARRESY) kifeje-
z6dése a 2. tablazatban tekintheté meg.
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3. ABRA: A P16"™** IMMUNHISZTOLOGIAI VIZSGALATA. A:
HIANYZO P16™*** KIFEJEZODES ANAPLASZTIKUS HIMVESSZO
LAPHAMRAKBAN; B: DIFFUZ, KOZEPES INTENZITASU P16™<4*
IMMUNREAKCIO INFILTRATIV HIMVESSZODAGANAT-SEJTEK
cItorLAZMAJABAN; C: INTENZIV CITOPLAZMATIKUS P16™4*
IMMUNREAKCIO, EGY-EGY TUMORSEJTBEN SEJTMAG-POZITIVI-
TASSAL; D: EROS SEJTMAG-POZITIVITAST MUTATO INFILTRATIV
HIMVESSZODAGANAT

Tumorprogressziohoz tarsulé markerek
immunhisztolégiaja

Szamos tumorprogresszidhoz tarsitott marker kozdl kivalasztot-
tuk azokat, amelyeket még nem, vagy csak ritkan néztek meg
himvessz&tumorokban. Az EZH2 difflz kifejezédést mutatott 17
himvessz&daganatban, mig 14 esetben nem talaltunk immunre-
akciot. A 9 progressziét mutatd himvesszédaganat kozdl 8 volt
pozitiv EZH2-re (90%), mig a 22 nem progrediald himvesszéda-
ganatbdl csak 8 esetben taldltunk EZH2-pozitivitast. Erdemes
megemliteni, hogy a 14 EHZ2-negativ esetbdl csupan egyetlen
himvesszédaganat progredialt. Az EZH2-immunreakcio és a him-
vessz&daganat progresszidja a Fisher's Exact Teszt alapjan szig-
nifikans 6sszefliggést mutatott ki (p=0,021).

A human makrofag metalloproteindz MMP12 a legtébb him-
vessz&tumorban  kifejez&ddtt, csak 7 tumor volt negativ.
A jobban differencidlt elszarusodo laphadmrakok tdbbnyire
MMP12-negativok voltak. A tumorsejtek pozitivitisa az enyhe
fest6déstdl az erésen pozitiv citoplazmatikus immunreakcioig
valtozott. A 24 MMP12-pozitiv esetbdl 9 himvessz&daganat
progredidlt (38%), mig a 7 negativ tumor remisszibban ma-
radt. A tumorok stromdajaban kilonbozd szamban fordultak
el makrofagok, amelyek MMP12-pozitivitast mutattak. A sta-
tisztika nem mutatott dsszefliggést az MMP12-pozitivités és a
himvesszétumorok progresszidja kdzott.
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Diffiz mTOR-pozitivitast talaltunk 21 himvesszédaganatban. A
pozitiv festédés nem fliggétt Gssze a tumorok szévettani tipusa-
val, a pozitiv esetek kozt mind anaplasztikus vagy ol differencialt
elszarusodd laphamrék is eléfordult. A 16 HPV-pozitiv tumorbol
10 mTOR-pozitiv volt, ami ugyan nem szignifikans, de valamilyen
Osszefliggést sejtet (4. abra). A 21 mTOR-pozitiv tumorbdl 9
progredialt 12 pedig remisszidt mutatott. Nem talaltunk szignifi-
kéns 6sszefliggést az mTOR-pozitivitas és p53-pozitivitds kozott.
Ellenben az mTOR expresszidja és a tumorok progresszidja kozt
szignifikans 6sszefliggést tudtunk kimutatni (p=0,012).

A mi anyagunkban a mindennapi rutinban hasznalt és megbiz-
hatéan miikddd E-cadherin és vimentin antitestet is megvizs-
galtuk. A 31 himvessz6-karcindmabol csak 5 esetben figyel-
tlink meg E-cadherin pozitivitast.

RARRES-pozitivitast talaltunk 16 himvesszédaganatban, 7
esetben er6s immunreakciét figyeltlink meg a stroméat infilt-
rald immunsejtekben. A RARRES 1-pozitivitéds nem fliggott 6sz-
sze a tumorok szévettani tipusaval, a pozitiv esetek kdzt mind
anaplasztikus vagy jol differencidlt elszarusodd laphamrak is
eléfordult. A 16 HPV-pozitiv tumorbdl minddssze 5 mutatott
pozitiv immunreakciot, mig a 15 HPV-negativ tumorbdl 11-ben
taldltunk RARRES-pozitivitast Szignifikans osszefliggés volt a
himvesszédaganatok progresszidja és a RARRES1-gén kifejez6-
dése kodzott (p=0,045) (2. tablazat).

Megbeszélés

Mind a HPV-asszocidlta, mind pedig a HPV-fliggetlen mechaniz-
mus a malignus himvesszé-elvalttozas folyamat iranyaba vezet-
het, kilénbdzve abban, hogyan aktivalia a mar jol ismert virus
onkogéneket (E6 és E7), vagy direkt mddon aktival tumor szupp-
resszor gén inaktivaldé mechanizmusokat. Néhany tanulmany
Osszefliggést vélt felfedezni a primer tumor HPV-fertézés statu-
sza és a daganatos betegség progresszidja kozott. A HPV-pozitiv
és -negativ tumorok tulélési adatai kdzott egyes tanulmanyok
szignifikans kulonbséget tudtak kimutatni a HPV-pozitiv tumo-
rok javara, azonban ezzel ellentétes tanulmanyok is megjelen-
tek, amelyek nem tudtak kimutatni szignifikans kilonbséget a
HPV-pozitiv és -negativ tumorok tulélési adatai kozott. Az elsé
sikeres klinikai eredmények — az eurdpai adatokkal hasonld
maodon — egyértelmlen igazolték a HPV jelenlétét (55,4%) a
himvesszédaganatokban, valamint a daganatokkal egy idében
eltavolitott regiondlis nyirokcsomokban (4). Az 4ltalunk elvég-
zett klinikai vizsgélatok az eurdpai eredményekkel korrelalnak, a
vizsgalati anyagban a HPV 16-szubtipus 76,92%-ban volt jelen,
amely a méhnyakrakban a kdzép és kelet eurdpai régidban vizs-
galt n6 populacidban el6forduld HPV 16-0s szubtipus aranyanak
megfeleld. A HPV-pozitiv esetek 53%-aban magas malignitasu
lokalis patoldgiai stadiumba sorolhatodk, ezen felll azon 3 beteg,
akiknél mind a primer tumor, mind pedig az eltavolitott nyirok-
csomoblokk is pozitivnak bizonyult pT3-pT4 besorolast kapott.
Kovetkeztetésként levonhatd, hogy a HPV-asszocidlta himvesszé
malignus daganatok korlefolydsa a HPV-negativ esetekhez ké-
pest rosszabb, illetve a nyirokcsomo-pozitivitas esetén kilbnos-
képpen rapid lefolyasu.
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4. ABRA: MTOR-IMMUNHISZTOLOGIA. A: HIANYZO
MTOR-IMMUNREAKCIO EGY KOZEPESEN DIFFERENCIALO-
DOTT HIMVESSZODAGANATBAN; B: KOZEPES INTENZITA-

su MTOR-IMMUNREAKCIO; C: ERGS CITOPLAZMATIKUS
MTOR-FESTODES EGY ANAPLASZTIKUS HIMVESSZODAGANAT-
BAN; D: ELSZARUSODO LAPHAMRAK, KULONOSEN A SZELI
INFILTRATIV REGIOKBAN MUTAT MTOR-POzITiV FESTODEST

Vizsgalataink soran el6szor mutattuk ki a HPV genomikus integ-
racidja és a toll like receptor 4 (TLR4) kozotti szignifikans inverz
korrelaciét (p=0,003). Eredménylnk felveti a TLR4 protektiv
szerepet a HPV-infekcidval szemben. A szervezet immunrend-
szerének jelent6s szerepe van a virusinfekciok kivédésében. Erre
utal az a tény is, hogy a HPV-pozitiv méhnyakrék eléforduldsa
sokkal gyakoribb immunszuppresszalt egyénekben. A toll like
receptoroknak jelentés szerepik van a természetes immunre-
akciok kivéltasaban virusinfekciok, koztik HPV-infekcié esetében
(5). Osszesen 11 hasonlé szerkezet(i transzmembran jelatvivé
receptor TLR ismert. Amennyiben a TLR felismer egy idegen an-
tigént, mint pl. egy virus, aktivalja az NF-kB szignalrendszert és a
gyulladasos citokinek valamint a természetes immunrendszer-fe-
hériék kifejeztdéséhez vezet (6). Emondhatjuk, hogy ellentétben
az E6 és E7 virus onkogénekkel a TLR4 szignal atvivé rendszer az
immunreakciok meger&sitéséhez vezet. Talan a TLR4 szerepét
a HPV-infekciéval szemben akkor értjik meg a legjobban, ha fi-
gyelembe vesszUk azt a tényt, hogy az esetek igen nagy tobbsé-
gében a HPV csak dtmenetileg fertézi meg a hdmsejteket és csak
kevés személyben alakul ki krénikus infekcid (7). A HPV-infekcid
esetén a TLR4 aktivalasa az azonnali, nem specifikus természetes
immunreakciohoz vezet, az adaptiv immunreakcié csak késébb
és lassan alakul ki (8). Az azonnali természetes immunreakcid
attél fugg, hogy a sejt azonositani tudja a patogén virust, mint
idegen &genst. A TLR-k jelfelismerd receptorok, amelyek felisme-
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2. TABLAZAT: A VIROLOGIAI ES IMMUNHISZTOLOGIAI (TLR4, P16'NK4* £5 p53) VALAMINT PROGRESSZIOHOZ TARSITOTT
MARKER (EZH2, mTOR £s RARRES1) vizsGALATOK EREDMENYE (9)

Eset TNM-G HPV/szubtipus TLR4
1 pT2,NO,Mx,G3 poz/16 0
2 pT2,NO,Mx,G2 poz/16 1
3 pT2,NO,Mx,G3 poz/16 0
4  pT1,NO,Mx,G2 poz/16 0
5 pT2,NO,Mx,G2 poz/16 0
6  pT1N3,Mx,G3 poz/16 1
7 pT1,NO,Mx,G1 poz/16 0
8 pT4,N2,Mx,G3 poz/16 1
9  pT4,N2,Mx,G3 poz/16 0
10  pT3,N1,Mx,G3 poz/16 0
11 pT1,NO,Mx,G3 poz/59 1
12 «cis poz/51,82 0
13 pTa,NO,Mx,G1 poz/82 0
14 pT1,N3,Mx,G3 poz/na 0
15  pT3,NO,Mx,G3 poz/na 0]
16 pT3,N2,Mx,G3 poz/na 0
17 pT3,N2,Mx,G3 neg 1
18  pT2,N3,M1,G3 neg 1
19  pT1,NO,Mx,G1 neg 1
20 pT2,N2,Mx,G1 neg 0
21 pT1,NO,Mx,G1 neg 0
22 pT3,N2,Mx,G2 neg 1
23 pT1,NO,Mx,G1 neg 1

24 pT1,N2,Mx,G2 neg 1
25 pT1,NO,Mx,G3 neg 1
26 pT2,N2,Mx,G3 neg 1
27  pT2,N0,Mx,G2 neg 1
28 pT1,NO,Mx,G2 neg 1
29  pT1,NO,Mx,G1 neg 1
30 pT1,NO,Mx,G2 neg 1
31 pT3,N2,Mx,G3 neg 1

na — nem vizsgalt; 0 — negativ; 1 - pozitiv

rik a patogén mikrobak konzervalt komponenseit és elinditjak
az természetes immunreakciot. A TLR4 felismeri a Gram-nega-
tiv baktériumok endotoxinjat, a virusokat, heat shock proteint,
extracellular matrix komponenseket (9). A HPV felismerése ese-
tén a TLR4 kozvetitett szignal az NFkB-n keresztll a gyulladasos
citokinek és természetes immunrendszer fehériék kifejezédé-
séhez vezet (10). Erdekes megemliteni a TLR4 véd6 szerepével
kapcsolatban a HPV16 gyakori el6forduldsat magas kockazatl
virusok kozdl. HPV-pozitiv eseteink kozdl a HPV16 a tumorok

p 16ink4a EZH2 mTOR RARRES1
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76,92%-aban fordult el6, mig a HPV51, HPV52 es HPV82 csak
egy-egy esetben volt megfigyelhetd. Ezt a kilonbséget azzal le-
het megmagyarazni, hogy a HPV'16 képes bizonyos esetekben a
természetes immunreakciét kikapcsolni a TLR4 kifejez&dés ma-
nipuldlasaval, és igy a fertézott sejtben tartésan megmarad, ami
a genomikus beéplilés egyik feltétele (11). Erre utal az a megfi-
gyelés is, hogy a HPV'16 mintegy 50-szer gyakrabban fertézi meg
krénikusan a cervix hamsejteket, mint az egyéb magas rizikéju
HPV-tipusok (12). A fej-nyaki laphdmrakokban, hasonléan a mi



DAMASDI ES MTSAI

eseteinkhez, a TLR4 csdkkent kifejezddését figyelték meg azok-
ban a tumorokban, amelyekben a HPV-integraciét ki tudtak mu-
tatni (13). Vizsgalataink hasonld eredményhez vezettek a him-
vesszédaganatban, a TLR4 kifejez&dése egy szignifikans inverz
asszodciaciot mutatott a HPV-pozitivitas tekintetében (p=0,0006).
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a TLR4 expresszidjanak jelen-
t6s szerepe van a HPV-virusinfekcio lektizdésében.

Kovetkeztetés

Osszefoglalva, elészor mutattuk be a HPV-fertézés és a
TLR4-expresszié kozotti kildnbséget a himvesszédaganatban. A
megndvekedett TLR4-expresszié HPV-negativ tumorokat jeldl, a
p 16N“a-expresszid fokozddasa pedig HPV-pozitiv himvesszéda-
ganatos betegekben jelentkezik. Adataink arra utalnak, hogy a
TLR4-receptor expresszidja megvédi a virusfertézés tartos fenn-
allasat. A HPV-fert6zés és annak a p53-expresszidval vald inverz
kapcsolata a HPV-hez nem kapcsolédd patogenézisre utal. Vizs-
galataink alapjan az alabbi kévetkeztetésre jutottunk:

-

. Dillner J, et al. Etiology of squamous cell carcinoma of the
penis. Scand J Urol Nephrol 2000; (Suppl): 189. https//doi.
org/10.1080/00365590050509913

2. Rubin MA, Kleter B, Zhou M, Ayala G, Cubilla AL, Quint WGV, Pi-
rog EC. Detection and Typing Human Papillomavirus DNA in
Penile Carcinoma (Evidence for multiple independent pathgays
of penile carcinogenesis). American Journal of Pathology 2001;
159(4): 1211-1218. ISSN 0002-9440. https://doi.org/10.1016/S0002-
9440(10)62506-0

3. EAU Guidlines 2017.

4. Heidman DA, Waterboer T, Pawlita M. Human papillomavirus 16 is
the predominant type etiologically involvedin penile squamous cell
carcinoma. Journal of clinical Oncology 2007; 25(29): 4550-4556. ISSN
2218-333. https://doi.org/10.1200/JCO.2007.12.3182

5. Daud 11, Scott ME, Ma Y, Shiboski S, Farhat S, Moscicki AB. Association

between toll-like receptors expression and human papillomavirus type
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A himvesszédaganatokban mintegy 76,92%-ban a HPV 16-
0s szubtipus integracidnak van kéroki szerepe. A 2008-ban
FED-engedélyt kapott férfi populacié bivalens és quadri-
valens oltéanyagainak alkalmazasa a fenti klinikai vizsga-
lat tUkrében feltétlentl indokolt lenne, hiszen régidnkban
a HPV 16/18-as tipusok el¢forduldsa messze gyakoribb az
egyéb non-HPV 16/18-as tipusokhoz képest.

A rutin patolégiai vizsgalatok soran fel lehet hasznalni a
p16-pozitivitast a HPV-integracié gyanujanak felvetésére.
Els6ként mutattuk ki, hogy a TLR4-receptort kifejezd ham-
sejtek sokkal ellenallébbak a krénikus HPV-infekcidval és igy
egy virdlis patomechanizmust, mig a TLR4 valamint a p53
kifejez6dése egy non-virdlis tumor keletkezést tamaszt ala.
Az mTOR, EZH2 és RARRES1 immunhisztoldgiai kifejez6-
dése szignifikans korrelaciot mutat a himvesszédaganatok
progresszidjaval.

Az mTOR a himvessz&daganatok két harmadaban (66%)
kifejez6dik, igy az mTOR-pozitivitas esetén fel lehet vetni az
mTOR-gatlok terdpias alkalmazasanak lehetségét.
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