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BEVEZETES

A fej-nyaki daganatok csoportjaba tartozd szajiésglaryngealis daganatok komoly
népegeszségugyi problémat jelentenek Magyarorszagmidenciajukat tekintve hazank
vezebd helyen all az europai orszagok kozott. A szajutegiorok mortalitdsaban mindkét
nem esetén az éldelyen, mig a laryngealis daganatokat tekintvélakidrében a masodik,
férfiak korében a negyedik helyen all hazank Eubdpa A fejlett diagnosztikai és terapias
lehetiségek, valamint a korszemiitéti technikak ellenére a szajlregi daganatok piniga
is igen kedvedtlen. A fej-nyaki daganatok legfhb koroki tényegjekent a dohanyzast és az
alkoholfogyasztast emlitik, azonban egyes tanulminipeszamoltak nem dohanyz6 és
alkoholt nem fogyaszté betegekben kialakult oréliaganatokrol is. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a daganatok kialakulasabankiomMé&nyesdknek is szerepik lehet.

A DNS tumorvirusok koziul az Epstein-Barr virus (EB¥ert6zés dsszefliggésbe
hozhaté kulonb&z lymphoid- (Burkitt-lymphoma) és epithelialis er¢éildnasopharyngealis
carcinoma, ordlis laphamsejtes carcinoma, OSCCptokkal, azonban a virus és daganatok
kialakuldsa kozotti ok-okozati dsszefliggés még szamumor esetén vitatotdhz EBV
gyakorisdga és etioldgiai szerepe is foldrajzi gagéent nagy valtozatossagot mutat. Jelen
tanulmanyunkban, kelet-magyarorszagi populacié iordhphamsejtes és premalignus
elvéltozasaiban (ordlis leukoplakia, OL; oralihka planus OLP) kivantuk meghatarozni az
EBV prevalenciajat. Az EBV lehetséges etioldgiagrepének megallapitdsahoz a betegek
egészséges nyalkahartyajaroliggtt mintgjat is megvizsgaltuk, valamint a kapattatokat
egeészséges kontroll csoport eredményeivel vetédgke.

A tumorok kialakulasaban nemcsak kiilenye#k, hanem a cellularis szabalyoz6
folyamatokban bekovetkéz valtozasok is szerepet jatszhatnak. A daganatki&sz
szempontjabol kulcsfontossaguak a 9-es kromoszaGiwal rkarjan (9p21) elhelyezkéd
pl4"F és p1&*** tumorszuppresszor gének. Ezen gének inaktivacigjalrezed
valtozasokat szamos malignus korképben vizsgalthkkank masodik felében célulztik
ki, hogy a kelet-magyarorszagi régiobol szarmazg-nyeki daganatos betegekben
megvizsgaljuk a pT¥" és p1&“** tumorszuppresszor géneket é&igenetikai és prométer

metilacios valtozasok gyakorisagat.



IRODALMI ATTEKINTES

A fej-nyaki régio rosszindulatu daganatai

A fej-nyaki tumorok a rosszindulati daganatok regén csoportjat alkotjak, melyek
vilagszerte komoly egészségigyi problémat jelete@yakorisagukat tekintve a fej-nyaki
daganatok a hatodik leggyakoribb daganattipustikéfik a vilagon, évente mintegy 500 000
Uj megbetegedéssel és korilbelul 350 000 halddtsetsfordulasi gyakorisdga azonban a
vilag egyes tajain jeles eltérést mutat. A fej-nyaki daganatok legnagyobbportjat a
szajuregi rakok képzik, mig a masodik leggyakoriddiganat a laryngealis carcinoma.
Epidemiolégiai felmérések szerint Magyarorszag pardiszonylatban vezéthelyen all a
fej-nyaki carcinomdk incidenciajat és mortalitastgkintve. Egyes kozlések szerint
Magyarorszagon 1975 és 2007 kozott eltedsmhkban a fej-nyaki tumorok miatti halalozas
kozel otszorosére emelkedett. Annak ellenére, faagglmault évtizedben a diagnosztikai és
terpias lehéségek komoly fefildésen mentek keresztil, az ordlis carcinomak pmgad
altalaban igen kedvé#len. Magyarorszagon a szajlregi daganatok o6t éWédsi ratgja
kevesebb, mint 50%.

A szajuregi rosszindulati daganatok etiologiajanigeszetett. Az oralis (OSCC) és
laryngealis laphamsejtes carcinoma (LSCC) dbgf kéroki tényedje a dohanyzas és az
alkoholfogyasztas. A daganat kialakulasdban azomtadbbi faktoroknak is lehet szerepe,
ugymint a taplalkozasi szokasok, egyéb élvezetkatik(bételragas) haszndlata, genetikai
fogékonysag, rossz fogazati allapot vagy a gomBasdida) feiizés. Az onkogén virusok
koézll a human papillomavirus (HPV) vagy az Epstamr virus (EBV) jelenléte segitheti a
tumor kialakulasat. Ezeknek a virusoknak az etialbgzerepe a tumorok kialakulasaban
azonban még vitatott. A daganatok kialakuldsabaonlzem a kil ténye®dkon Kkivdl
kulonbo®d cellularis folyamatokban bekovetkez valtozasoknak is szerepe lehet.
Leggyakrabban a retinoblasztoma (RB) és a p53 tsanppresszor utvonalak érintettek,
melyekben szerepet jatszd tumorszuppresszor ésb eggulatorikus fehérjekkel tobbek
kozott az onkogén virusok géntermékei (E6, E7, EBNPA EBNA-3C, LMP-1) is

kdlcsdnhatasba kertlhetnek.

Sz4ajuregi rakmegeizs elvaltozasok
A premalignus lézi6 a definicid szerint olyan péagghsan megvaltozott allapotd

szovet, melyBl a kilénb6s daganatkelt tényesk hatasara nagyobb valdsiasgéggel alakul
ki rosszindulatu elvaltozas, mint az ép, egészségéwetekbl. Emellett precancerosus
allapotok is ismertek; ezekben az esetekben azz eggEgvezet allapota valtozik meg ugy



(vashianyos anaemia, diabetes mellitus, hepatitisr@sfertizés, csontvél transzplantacio,
stressz), hogy nagyobb a daganatok kialakulasaratkakata. Permalignus |ézidnak
tekinthet példaul az oralis leukoplakia (OL), az oralis #chplanust (OLP) pedig jelenleg
precancerosus allapotként tartjak szamon.

Az OL kialakitasaban szamos lokalis kémiai és meitlad tényed vehet részt,
ugymint a dohanyzas, alkoholfogyasztdszeres ételek fogyasztasa, rossz fogazati allapot
vagy a rosszul felhelyezett fognek irritalé hatdsa. Az OL egyes valtozataihoz Gaad
kulonbo® viralis faktorok szerepe is felmerllt a betegségpgenezisében, ugymint HPV
vagy az EBV, bar az EBV szerepét a HIV (human imdediciencia virus) pozitiv betegek
oralis hajas leukoplakidjanak kontextusdban vizagah legtobbet. A leukoplakia egyéb
formainak EBV pozitivitasarél jelen tudasunk szermem allnak rendelkezésre irodalmi
adatok.

Az OLP etioldgiaja ma sem ismert pontosan, azondarutdbbi években koroki
tényedként az autoimmun hatas és a pszichés faktorolepzes edtérbe kerilt. Egyes
szerdk szerint az OLP egy T-sejt medialt autoimmun bstgg melyben a CD8+ citotoxikus
T-sejtek az oralis epithelium bazalis sejtjeinek o@pzisat valtjak ki. Malignus
transzformaciéra hajlamositd faktorok lehetnek @élca cukorbetegség, a hepatitis C virus
(HCV), a gombas (Candida) féresek, a dohanyzas, alkoholfogyasztas, rossz gk és
fogazati allapot. Ezen kivil felmerult a HPV éseEBV szerepe is a betegség kialakulasaban
€s malignus transzformaciojaban, a viruseredetainken még nem bizonyitottak

egyértelntien.

Epstein-Barr virus
Az Epstein-Barr virus (EBV; human herpesvirus 4Herpesviridae csaladba, a

Gammaherpesvirinae alcsalad Lymphocryptovirus nésegébe tartozik. Genomja 175
kilobazis nagysagu, lineéaris, dupla szali DNS, miebzel 100 gént kodol. Genomjat
ikozahedralis szimmetrigju kapszid veszi korul. érdkkal rendelkeZ virus atmésje 120-
180 nm. Az EBYV igen elterjedt, ubiquiter virus, @pplacié kdzel 90%-a feizédik az élete
soran. Szeroepidemioldgiai vizsgalatok szerintieng@r fertzés a fefpdé orszagokban mar
kisgyermekkorban bekdvetkezik, mely a rosszabb k@&atmeényekkel és higiéniaval
magyarazhatd. A virus terjedésedstrban oralis kontaktussal, nyallal vagy szexudon
torténhet. A feizés leggyakoribb behatolasi kapuja az orr-garatkapartygja.Iln vivo
elsssorban a B-lymphocytdkat, valamint az oropharynarofis és mehnyak epithelialis



sejtjeit képes megfeitni. Az epithelialis sejtek faftodését koveten a B-sejtek febizése a
kornyes lymphoid szervekben/szovetekben torténik meg.biderpeszvirushoz hasonléan
az EBV esetében is megkuloénboztetlink litikus ésnktéletciklust. A litikus ciklust aktiv
virusprodukcio jellemzi, mely a gazdasejt liziskbzza. A primer fefizést koveien a virus
latens ciklust alakit ki a nyugvé B-lymphocytak ekjgebb hanyadaban (1-50 sejff1®-
lymphocyta), mely soran a virus nem szaporodikat&ris éllapotbol a virus reaktivalodhat és
visszatérhet a litikus szaporodasi ciklusba, hggbhisejteket feézzén meg. Azonban ezek
a kés$bbi reaktivaciok egéeszséges egyénekben nem prothlkélneteket.

A primer virusferbzést kovet korai, sejten bellli torténéseékikeveés informacio all
rendelkezéstinkre, mivel a tlinetek megjelenéséde@nétig tartd inkubacios szakasazl
meg. A litikus ciklus soran diként a nagyon korai gének expresszalédnak, melyek
transzkripciés aktivatorokat kodolnak, szerepetszahak a korai virdlis gének
expresszidjanak szabalyozasaban és a gazdaseft pgyaotereinek aktivalasaban. A korai
gének replikacios proteineket kddolnak (pl.: vsdlINS polimeraz) és szabalyozzak a viralis
DNS replikaciojat. A ké&& gének pedig a virion felépitéséhez szikségesktanadlis
antigéneket (pl.: virus capsid antigen, VCA) kodklj

A latens ferbzés soran csak hat EBV nuklearis antigén (EBNA2]1;3A, -3B, -3C. —
LP), harom latens membran protein (LMP-1, -2A, -28) EBV-kodolt kis RNS-ek (EBER1,
EBER2), valamint a BamHI A régi6 transzkriptumaipesszaldédnak. Az eli@mpromoter
hasznalat és az ennek hatterében allé kuldhbhiAlis génexpressziés mintazat alapjan
harom latencia tipus kulonitldetel, melyek jelleméek az egyes EBV-asszocialt
kérfolyamatokra. Az |. tipusu latencia az endéniaskitt-lymphomara jellemé csak az
EBNA-1 és az EBER-ek jelennek meg. A Il. tipusbarEBNA-1, LMP-1, LMP-2, valamint
az EBER-1 és -2 expresszalodik. A ll. tipusu latEnoasopharyngealis carcinoméaban,
Hodgkin-kérban és periférias T-sejtes lymphomahbgyefték meg. A lll. tipusu latencidban
az 0Osszes EBV nuklearis antigén (EBNA-1, -2, -38B,- -3C. -LP), a latens
membranproteinek (LMP-1 és -2) és az EBER-ek igesgzalodnak. Ez a tipus, jelletnz

példaul a lymphoproliferativ megbetegedésekrefési@6 mononucleosisra.

EBV fertgzéssel osszefugdetegségek
A gyermekkorban tortén primer EBV fer6zés altalaban tiinetmentes vagy fiatal

felnétt korban mononucleosis infectiosa (MI) alakulhatrikely egy akut lefolyasu betegség,
legjellemzbb tlnetei a |4z, torokfajas és a megnagyobbogothtkesomok. A krénikus aktiv
EBV fert6zés (CAEBV) egy ritka, elhiz6d6 betegség, mely Rhtim szervi betegségekkel



(pneumonia, hepatitis, hematologiai elvaltozasék)egyutt. Az EBV fefizés 6sszefliggésbe
hozhaté kulonb&z lymphoid tumorok kialakulasaval, igy példaul a Btirlymphomaval,
Hodgkin-kérral és az immunszupprimaltak lymphogdeshtiv megbetegedéseivel (X-
kromoszomahoz kététt lymphoproliferativ szindronmtegnszplantaltak és AIDS betegek
lymphoproliferativ korképei). Az EBV a lymphoid eefi tumorokon kivil az epithelialis
eredeti rakos elfajulasok kialakulasaért is fékellehet. Szerepe lehet a nasopharyngealis
carcinoma kialakulasaban, gyomor carcinomaban, nyalmirigyedkb vagy end
carcinomaban. Mindezek mellett szerepe lehet anyiaki tumorokhoz tartozé oralis
laphamsejtes carcinoma (OSCC) valamint egyes opaéimalignus betegségek (OL, OLP)
kialakitasaban. A kilonbéztanulmanyokat tekintve az EBV jelenléte a szajuneigtakban
nagyon valtozatos, mely alapjan az EBV etiolégi@irepe OSCC-ben kétségessé valik.

A sejtciklus és szabalyozasa
A sejtciklus kilonbodé fazisait bonyolult szabalyzé rendszerek és éhsh pontok

iranyitjak. A sejtciklus szabalyozasaban részt wekztobbek kozoétt kilénbdz proto-
onkogének, ciklin-dependens kinazok (CDK), trangmkés faktorok, DNS ,repair” géenek,
valamint tumorszuppresszor gének. A tumorszuppoesgmek a sejtosztddas antagonistai, a
sejtciklust elledrzik és amennyiben a géndéllomanyban karosodas étne, | leallitjak a
sejtosztodast vagy apoptozist indukalnak. FunkkiGlvesztése - melyhez mindkét allél
inaktivacidja szikséges — a sejtciklus szabalyomdsafelbomlasahoz, folyamatos,
kontrollalatlan sejtosztédashoz és malignus tramszdiciohoz vezethet. A malignus daganat
kialakulasa azonban tdbblégssfolyamat, melyben a tumorszuppresszor gének aéstin
kivil még szamos, a sejtciklust szabalyzd génekjérdermékek genetikai valtozasainak
(mutécidinak) egyuttes hatasa érvényesil. A maigolyamatok kialakulasa soran az egyik
leggyakrabban érintett a retinoblasztoma (RB/pl6idlikliinD) és a p53
(p53/p1l4ARF/IMDM2) Gtvonalban szerepet jatsz6 ‘P5i4és p16™** tumorszuppresszor

gének.

A p16N*A p14'RF tumorszuppresszor gének
Az INK4A/ARF gén a human 9-es kromoszoma rovid &arjokalizalodik. Erbl a

génil két tumorszuppresszor fehérje irodik at. A B1% fehérjét a I6kuszon elhelyezkid
exon ki, exon 2 és exon 3 kodoljak, a pTafehériét pedig az exorpt mely az exon d-t
kb. 20 kilob4zis tavolsagradi meg — valamint az exon 2 és exon 3 kodolja. Af&Bérje
kulonbo® promotert hasznal, a k6zos masodik exon pedigsdiélvasasi kerettel irodik at.

Mindkét tumorszuppresszor fehérje a sejtciklus GI&is atmenetét gatolja, eléér



dtvonalon. A p18%** képes kapcsolédni a CDK4/6-hoz, melyek igy inakillapotban
maradnak és nem képesekdditi a ciklin D-hez. A ciklin D - CDK4/6 komplex higaban a
pRb foszforilalatlan marad és tovabbra is koti & Eranszkripciés faktort. igy a p16™
fehérje kozvetett uton képes gatolni a sejtciklub-S5fazis atmenetét és az E2F-féigg
transzkripciét. A p12¢F fehérje a p53 Utvonalon keresztill gatolja a ddjtst. Amino-
termindlis részével képes Kdni az MDM2 fehérjéhez, ezaltal megakadalyozzaafpbérje
MDM?2 fiiggs transzportjat és lebomlasat a citoplazméaban. X'Pidtabilizalja a p53-at a
sejtmagban, amely az apoptdzis és a hibajavito amenimusok indukcioja szempontjabdl
nélkilozhetetlen. A daganatok kialakulasaban setrejatsz6, pldF és p18'”
tumorszuppresszor géneket é&firgenetikai és epigenetikai valtozasokat szamosnkigizh
tumorban megfigyelték, mint példaul tid carcinoméban, colorectalis tumorban,
melanomaban, emilaganatban, illetve higyhélyag carcinomaban. A*Pl&s p18A
tumorszuppresszor gének és gentermeékeik a fej-ngakorok tekintetében is az egyik
leggyakrabban tanulmanyozott markerek kozé tartazBaen tumorszuppresszor géneket
érintd valtozas lehet delécid, polimorfizmus, mutacidhederozigotasag elvesztése (loss of
heterozygosity; LOH) vagy a promoter régiojukantérimetilacio. Figyelembe véve, hogy a
kulonbo® fej-nyaki daganatok egy meglebseén heterogén csoportot alkotnak etiologiajuk,
szovettanuk, klinikai lefolydsuk és prognézisuk imédtében, lehetséges, hogy ez a
valtozatossag jellendz a tumorszuppresszor géneket érinvaltozasok megjelenési
gyakorisagara is. A leggyakoribb, tumorszuppresszgmeket érirdt inaktivalodasi
mechanizmusok kozé tartozik a LOH, delécio vagy ran@ter metilacio. A fej-nyaki
tumorok epigenetikai profiljanak feltérképezése aimm rejti a specifikus biomarkerek
azonositdsanak lelisegét, mely a kébbiekben segitheti a betegség korai diagnézisat,
prognosztizalasat illetve a terapias déntéshozatalt
Célkitiizések

Az irodalmi adatokat Osszevetve, az Epstein-Baimusv prevalenciaja és igy
feltételezhei etiologiai szerepe az oralis laphamsejtes carcati@mn foldrajzi régiok szerint
igen nagy valtozatossdgot mutat. Néhany populanidfapén, Kina, Dél-Afrika) végzett
vizsgalat szerint az EBV szerepet jatszhat az OR@a@akuldsaban, mig masok szerint a
szerepe kevésbé valdsizinsmereteink szerint az EBV égdbrdulasat OSCC-ben szenved
magyar populacioban még nem vizsgaltdk. Tovabb&elma tumorok kialakulasdban a
cellularis folyamatokban bekovetkiezvaltozasok is részt vesznek, megvizsgaltuk a
tumorszuppresszor géneket éiaberraciokat is fej-nyaki daganatokban.



Mindezek alapjan az alabbi feladatokat végeztik el:

. Megvizsgéltuk az EBV prevalencigjat OSCC-ben iketypremalignus
EBV lehetséges etioldgiai szerepének vizsgalat@hbetegek egészséges nyalkahartyajarol
gyijtott mintdjaban is vizsgaltuk a virus jelenlétéglamint a kapott adatokat egészséges
kontroll csoport eredményeivel vetettik dssze.

. Munkank masodik felében a pg¥6" és p14~F tumorszuppresszor géneket
erintd genetikai és epigenetikai (promoéter metilaciodjoz@sainak gyakorisagat vizsgaltuk
kelet-magyarorszagi régiobol szarmazd fej-nyaki athafos betegekben, melyek ismert
virolégiai (HPV és EBV) statusszal rendelkeztek. Kapott eredményeket szintén

0sszehasonlitottuk az egészséges populacio eredimény



BETEGEK ES MODSZEREK

Betegcsoportok
Vizsgalati mintainkat a Debreceni Egyetem OrvosE@eszségtudomanyi Centrum

Fogorvostudomanyi Karanak Arc-, Allcsont és Sz&sebti, valamint Ful-Orr-Gégészeti és
Fej-Nyaksebészeti Klinikajarol gjottik 2001 és 2007 kozotti ddzakban. Az egészseges
kontroll csoport mintait a Parodontoldgiai Tans#ékgyijtottik ugyanezen iikszakban.
Vizsgalati anyagként 65 oralis laphamsejtes camitman (oral squamous cell carcinoma,
OSCC) szenvdilbeteg (51 férfi, 14 &1 atlagéletkor: 54,4 év, 25-80 év) primer tumoranak
centralis részét szarmazd szévetmintajat, valamint klinikailag sxgéges nyalkahartyajarol
szarmaz6 exfolialt sejtjeit hasznaltuk. A rakmégél allapotok EBV hordozasanak
vizsgalatdhoz 116 ordlis lichen planusban (OLPtERB, 87 rj; atlagéletkor: 55 év, 23-79 év)
és 44 oralis leukoplakiaban (OL; 14 férfi, 36; ratlagéletkor: 56,3 év, 29-91 év) szenved
beteg léziojardl és egészséges nyalkahartydjarojtagyink mintakat. A betegek sorsat
atlagosan 31 honapig (1,5-60 hénap) kovettik nyordohetegek neme és életkora mellett
adatokat g#jtottink dohanyzasi és alkoholfogyasztasi szok#&Shik feljegyeztik a
tinetmentes tulélés dtartamat, a recidivAk megjelenésének és metasakazis
diagnosztizadlasanak dgontjat, valamint a tumorok klinikopathologiai mhhait. A
betegcsoportok adatait egy 68bdl allo egészséges kontroll csoport (16 férfi, 5& n
atlagéletkor: 52,5 év, 22-77 év) adataival vetetisikze.

Tovabbi munkank soran 0Osszesen 65 fej-nyaki régénts tumoros beteg
szdvetmintajaban vizsgaltuk a pT4 és p18™“* tumorszuppresszor géneket &igenetikai
€s epigenetikai valtozasokat. A fej-nyaki laphatesegarcinomas betegcsoportba (head and
neck squamous cell cancer, HNSCC) 37 OSCC-benéi®8 9 o, atlagéletkor: 54,5 év, 39-
80 év) és 28 laryngealis laphamsejtes carcinom@éhamgeal squamous cell cancer, LSCC)
(27 férfi, 1 r6, atlagéletkor: 56,8 év, 43-71 év) szenvdmbteg tartozott. A kontroll csoport
mintait 68 egészséges egyén (16 feérfi, 5% atlagéletkor: 52,4 év, 22-77 év) buccalis

nyalkahartyajarol szarmazoé exfolialt sejtek alkatta

Immunhisztokémia
Az Epstein-Barr virus latens membréanproteinjét RI¥) immunhisztokémiai

vizsgalattal mutattuk ki, a Dako-Cytomation LSAB+ysg&m AP Kit (Dako Denmark,
Glostrup, Denmark) segitségével, kdvetve a protokeirasat. Az immunhisztokémiai

vizsgalatot a Debreceni Egyetem Patologiai Intéaetbégezték. Pozitiv kontrollként egy
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EBV pozitiv, negativ kontrollként egy EBV nagativ odtgkin-lymphomas beteg

nyirokcsomojabol szarmazo6 metszetet hasznaltak.

PCR és SSCP
A mintak DNS tartalmanak kivonasat kofeh, a DNS mitiségének ellafrzése a

human p-globin gén amplifikaldsaval tortént, a pCO3 és gCfrimerekkel. Az EBV
genomjanak detektalasat nested PCR-rel végeztikrus BamHI-W fragment internalis
p14NKA &5 p16RF tumorszuppresszor gének exonjainak kimutatasatmzbkan leirt
primerparokat hasznaltunk (Baur és mtsai, 1999n@&semtsai, 2000; Nagy é€s mtsai, 2003).
A tumorszuppresszor génekben bekdveikgenetikai valtozasokat SSCP analizissel (single-

stranded conformation polymorphism, egyszalu kanéwids polimorfizmus) vizsgaltuk.

Szekvenalas
A genetikai valtozasok pontosabb meghatarozas&épdea, a kontrolltol eltérfutasi

mintazatot mutaté mintakat szekvenaltattuk. A nknszekvendldsat a DE OEC Kilinikai
Genomika Koézpontban, az UD-GenoMed Medical Genomechnologies Kft végezte. A
szekvenciakat a GenBank adatbazisban talalhatorerefi@ szekvenciaval (Génbanki

azonositd: NG007485) hasonlitottuk 6ssze.

Metilacié-specifikus polimeraz lancreakcié (MSP)
A metilalt és nem metilalt promoéterek megkulonledesére a mintakat Na-biszulfitos

oldattal médositottuk. A méddositott DNS-t Wizarde@h-Up System (Promega, Madison,
WI, USA) segitségével tisztitottuk, kdvetve a pkaotb leirast. A p147%F és p18™** gének
promotereinek metilaciojat Herman és munkatardail &brabban leirt metilacié-specifikus

PCR-rel vizsgaltuk.

Statisztikai elemzés
Az EBV prevalencia adatokat, a tumorszuppresszmmeket érird genetikai és

epigenetikai valtozasok gyakorisdgat khi-négyzet Féscher egzakt teszt segitségével
értékeltilk, az EBV esetleges prognosztikai szerkygisztikus regresszidoval elemeztik. Az
EBV pozitivitas tinetmentes tulélésre gyakoroltdsat Kaplan-Meier teszttel vizsgaltuk. A
statisztikai analizis SPSS 15.0 for Windows sttkiaz programmal készult, 95% konfidencia

intervallum mellett. Szignifikdnsnak tekintettiik @dményt, ha p<0,05.
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EREDMENYEK

Az EBV ebfordulasi gyakorisdga a vizsgalt betegcsoportokban
A kontroll csoportban az EBV gyakorisaga 19,1% /@83 volt. A vizsgalt

betegcsoportok kdzil az OSCC betegek tumorszovietéB8%-ban (48/65), mig az OL és
OLP betegcsoportok 1ézidjaban 29,5 (13/44) és 46)%0(54/116) tudtuk kimutatni az EBV

DNS-t. A klinikailag egészséges nyalkahartyarolrsezd mintdkban az EBV gyakorisaga
66,2% (43/65) volt az OSCC betegeknél, 22,7% (D0&4OL betegcsoportban és 31,9%
(37/116) az OLP-ben szenvedetegek kdrében.

A betegcsoportok egészséges nyalkahartyajanak B&dozasat megvizsgaltuk a
csoportokra osztottuk. Ez alapjan a léziéjabantpo@SCC, OL és OLP betegek egészséges
nyalkahartyajanak 70,8% (34/48), 38,5% (5/13) é3%3aban (29/54) tudtunk EBV DNS-t
kimutatni. Az EBV negativ 1€zioju betegek klinikaj egészséges nyalkahartydja 52,9%
(9/17), 16,1% (5/31) és 12,9%-ban (8/62) volt EBWYziiv az OSCC, OL és OLP
csoportokban.

Ha OLP betegcsoportot a Iéziok klinikai megjelengéserint ketté osztottuk eroziv és
atrofias (EA-OLP) illetve nem-EA-OLP (plakk s#erés retikularis) csoportokra és
megvizsgaltuk az EBV prevalenciajat; hasonlé eradraket kaptunk a két csoportban mind
a léziot (EA-OLP vs. nem-EA-OLP; 47,5%, 28/59 vH,680, 26/57) mind pedig az
egészséges nyalkahartyat (EA-OLP vs. nem-EA-OLR5%0 18/59 vs. 33,3%, 19/57)

illetéen.

Az EBYV prevalencia adatainak statisztikai elemzése
Az adatokat Osszevetve az OSCC betegcsoport #zE0] és egészséges

nyalkahartyajaban is szignifikAnsan magasabb VvolEBV hordozas gyakorisaga, mint a
kontroll és a két premalignus elvaltozast mutatopostban. Az OLP esetén a lézidban
szignifikansan magasabb volt az EBV pozitivitamgeadsszehasonlitva a kontroll és az OL
csoporttal.

Az EBV negativ lézioval rendelk&zbetegcsoportokban csak az OSCC betegek
egészséges nyalkahartydjanak EBV pozitivithsa mwititadzignifikdns eltérést mind a
kontrollhoz, mind pedig a két premalignus elvalsiméz képest.

Az EBV pozitiv elvéltozassal rendelkeZDSCC betegek nyélkahartydjanak EBV

hordozasa csak a kontrollhoz és az OL csoporthqedtévolt szignifikansan magasabb,
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nyalkahartyajanak EBV pozitivitasa is a kontrolbpsrttal 6sszevetve.

Immunhisztokémia
Minden EBV pozitiv OSCC beteg (n=48) paraffinba a@ptt tumorszévet metszetén

elvégezték a virus LMP-1 fehérjéjének immunhiszioleé kimutatdsat. Azonban a 48 OSCC

tumor minta k6zul egyikben sem tudtak kimutatnL&#P-1 fehérjét.

Az EBV és a klinikopatologiai jellemik 6sszefliggéséenek vizsgalata
A statisztikai elemzés soran nem talaltunk szigaifs 6sszefliggést az EBV pozitiv és

negativ OSCC csoportok kozoétt a betegek életkoeaen a rizikd faktorok (dohanyzas,
alkoholfogyasztas) vagy a tumor klinikopatolégialatai (lokalizacié, TNM, hisztolégiai
fokozat) tekintetében. A virus jelenléte a |ézidvagy az egészséges nyalkahartyaban nem
befolyasolja a tulélést és nem noveli a rossz preogneselyét. A teljes OSCC csoportban a
tumor meérete (T) szignifikansan rontotta a betegs@getmentes tulélését (p=0,011).
Tovabba, a lézidjaban EBV pozitiv OSCC betegek t@néa tumor magasabb T stadiuma
(p=0,010) és a daganat ked$ten lokalizacioja (p=0,013) is csoOkkentette a bete
tiinetmentes tulélését.

Az OL betegeknél az 55 év alatti életkor rizikdtakak tekinthet a 1ézid
virushordozasa szempontjabdl (p=0,047). Az OLP @dbpn az EBV jelenléte gyakoribb a
férfiakban, mint a ékben (p=0,02), azonban az életkor és a virushosddé@aott nem
talaltunk szignifikans Osszefiiggést. Tovabba az BBWdozas nem befolyasolja az OLP
kedvedtlenebb klinikai formajanak (EA-OLP) megjelenésémns

A tumorszuppresszor gének genetikai valtozasainakgalata
A kontroll csoportban 6sszesen négy egyénnél tomtatki egy vagy tobb exont

érints deléciot. Egy esetben detektéltuk a pl16 exeriényat és egy esetben pedig exon 2
deléciot. Két egyennél két-két exon amplifikacioft sikertelen (p16 exonolés 2, illetve
pl4 exon [ és pl6 exon 3). Az OSCC betegcsoportban csak etggmél nem sikerilt a p16
exon Tn kimutatasa. Az LSCC csoportban 6sszesen 21 egly€nb®) volt sikertelen a
p16"** gén egy vagy tobb exonjanak amplifikaciéja. Az egyexonokra lebontva 19
esetben mutattunk ki exom,lkilenc esetben exon 2 és két esetben az exoangati mig 10
esetben (35,7%) a pA¥ gén exon B hianyat detektaltunk. Az exon deléciéval tottén
inaktivaciét tekintve, 6sszességében a “B14gént inaktiv allapotban talaltuk harom
egészséges egyénben és 14 LSCC-ben szérbatdgben, mig az OSCC csoportban, egy

%K4A

betegben sem mutattuk ki a pT4 gén inaktivaciojat. A p18“* gén négy kontrollban, egy
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OSCC-ben és 21 LSCC-ben szenvéetegben inaktivalddott. Harom egészséges egyénben
és 13 LSCC-ben szenuethetegben figyeltiik meg mindkét gén egyuttes inakidjat, mig

az OSCC csoportban nem volt olyan beteg, melynéidkéit gén egyszerre inaktivalodott
volna. A statisztikai elemzések szerint az LSCCe@petoportban az exonok deléciojanak
gyakorisdga szignifikansan magasabb a kontroll 2sO8CC csoport adataihoz képest
(p<0,001 mindkét esetben).

A szekvencia analizissel két mutaciot sikerilt idatni; az egyik a p16 exornhem

“ sz

Ve

alanin- aszparagin (Alal3Asp) aminosavcserét eredményeanutaciokon kivil harom
polimorfizmust azonositottunk tébb mintaban is. éxon 2 kddold régidjaban elhelyezked
G28575A heterozigdta polimorfizmust négy paciengnatattunk ki. Ez a polimorfizmus a
140-es kodonban alaninthreonin (Alal40Thr) aminosav Vvaltozast eredményezA

G28608A polimorfizmus az exon 2 nem kodolo régiéginti, melyet négy paciens
mintdjaban mutattunk ki, mindegyik betegnél hetgy@aként jelenik meg ez a
pozicibban, melyet hat paciensben homozigéta, hétegben pedig heterozigéta
polimorfizmusként detektaltuk. A G31292C polimonfiass MmRNS szinten a C540G

polimorfizmusnak felel meg.

A pl4'RF és p18™** tumorszuppresszor gének prométer metilacidjanaksgéalata
A p14*RF prométer metilaciéjanak vizsgalata mind a 68 egéges egyén, 30 OSCC

beteg és mind a 28 LSCC beteg esetében volt sikerigsa p16'“** prométerét az 6sszes
kontroll esetében, 29 OSCC és 21 LSCC betegnélidikemegvizsgalni. Az egészséges
kontroll csoportban sem a g4 sem pedig a p18“* prométere nem volt metilalt, azonban
a p14"F promoétere részlegesen metilalt volt ket p18'<** prométere pedig harom

egészséges egyénnél. Osszességében a pl4 prorkoreradl csoport 97,1%-ban (66/68), a
pl6 promoter pedig 95,6%-ban (65/68) volt metilakagllapotban.

Az OSCC betegek 86,7%-ban (26/30) a ‘Ff4prométert nem metilalt allapotban
talaltuk. Harom esetben mutattuk ki a p4prométer részleges, mig egy esetben a teljes
metilacidjat. A p16“** prométere 20 paciens (69%, 20/29) mintajaban meth metilalt
allapotban. Részleges metilaciét hat, teljes nmfitaharom esetben sikerllt detektalni. A
statisztikai elemzések alapjan, az OSCC betegctmpora nem metilalt, aktiv p1i6*

promoéter kevésbé gyakori; ez szignifikans kilonkeségnutat a kontroll csoporttal
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osszehasonlitva (p=0,001). Az aktiv, nem metild'B~ prométer is kevésbé gyakori az
OSCC csoportban, mint a kontroll csoportban, azonba az eltérés nem szignifikans
(p=0,069).

Az LSCC csoportban a pA% prométert a betegek 85,7%-ban (24/28) talaltuk nem
metilalt allapotban. Részleges metilaciot haromedanetilaciot egy betegnél mutattunk ki. A
betegek 76,2%-ban (16/21) volt a P18* prométer metilalatlan, 6t beteg mintajaban volt a
p16" 4" részlegesen metilalt, mig teljes P16 prométer metilaciét nem mutattunk ki ebben
a betegcsoportban. Hasonléan az OSCC betegcsoporth@l18™“* gén prométerének
metilacios allapota (nem metilalt vs. részlegesfpen metilalt) szignifikans eltérést
(p=0,016) mutat a kontroll csoporthoz képest, aaonk pl4~" gén metilaciés allapotat
tekintve az eltérés itt sem szignifikans a kontedbporthoz viszonyitva (p=0,058). A két
betegcsoport metilacios statusza kozott nem taldltszignifikans kilénbséget egyik
tumorszuppresszor gén tekintetében sem.

Ha a két betegcsoportot (OSCC és LSCC) egy cdanurtvesszik figyelembe,
mindkét tumorszuppresszor gén tekintetében a netithpromoter szignifikansan kevésbé
gyakori az egészséges kontroll csoporthoz képesd,@g3 a p1&F esetében; p=0,001 a

p16"N A esetében).

A pl14RF és p18™“* tumorszuppresszor gének genetikai valtozasainakpésmotereik
metilacidjanak hatasa a betegek tiinetmentes tulétés
Az atlagos tumormentes tulélésbidz OSCC betegcsoport esetén 870 nap (93-1807),

az LSCC csoportban 951 nap (167-2988). A statisztddemzések alapjan az OSCC
csoportban a pl8“* promoéter metilacidja, az LSCC betegek esetéberigpad exon
delécidk ebfordulasa rosszabb tumormentes tuléléshez vezemban egyik tényézhatasa
sem volt statisztikailag szignifikans. A szignifit@a értéke p=0,108 és p=0,054 volt OSCC

és LSCC esetén.
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MEGBESZELES

Az ordlis laphamsejtes carcinoma (OSCC) kialakulésfolyasold sokféle etioldgiai
tényedk kdzul a dohanyzas és az alkoholfogyasztas endekieazonban nem dohanyzé és
alkoholt nem fogyasztdé egyéenekben is kialakulhdtetegség. Ez a tény tovabbi faktorok
szerepét veti fel, melyek névelhetik a tumor kialldkanak kockazatat. Ezek a rizikotérifez
lehetnek példaul az egyes népcsoportokra jelbebételragas, taplalkozasi szokasok, tovabba
a rossz szajhigiéné, kronikus fogagybetegségek,bgenierbzések valamint az onkogén
virusinfekciok (HPV, EBV). Mindemellett az oralisrhorok kialakuldasdban nemcsak exogén,
hanem endogén faktorok (genetikai fogékonysag,uléeis folyamatok zavara) is részt
vehetnek. A malignus folyamatok kialakulasa szemjpbil leggyakrabban a
retinoblasztéma és a p53 Gtvonal érintett. Ezenn&lban szerepet jatsz6 pTaés p18™A
tumorszuppresszor gének és géntermékeik az egyifydérabban tanulméanyozott markerek
kozé tartoznak a fej-nyaki tumorok kéreben.

Az EBV szerepe egyes tumorok esetén mar bizonyébttlatszik, azonban a
kilénb6a irodalmi adatok alapjan etiol6giai szerepe az ODER illetve a kilbnbdz
szajlreget érilt premalignus elvaltozasokban még vitatott. Az alagsEBV prevalenciardl
beszamoldé munkacsoportok szerint az EBV-nek niraggywsak elhanyagolhato etioldgiai
szerepe van a betegseg kialakulasaban. Egy ésrdagémunkacsoport az altaluk is vizsgalt
fej-nyaki epithelialis tumorok egyikében sem mutiatki EBV DNS-t, mig egy japan
munkacsoport altal vizsgélt 46 OSCGlbszarmaz6 szovetminta kozul minddssze hét
bizonyult EBV pozitivhak.

Munkacsoportunk magas, a kontroll és a premaligraetegcsoportjainktol
szignifikansan eltérEBV DNS pozitivitast (73,8%; 48/65) mutatott ki @SCC betegcsoport
tumorszoévetében, amely 6sszeveitetoknak a tanulmanyoknak az adataival, melyekues vi
etiologiai szerepét feltételezik az OSCC kialakalé. Japan tanulmanyok OSCC-ben
szenved beteg kéreben tobb mint 70%-0s EBV DNS pozitititAmitattak ki. Egy olyan
tertletl szarmazd betegpopulécidt vizsgaltak, ahol a nesgypmgealis carcinoma is gyakori.
Mésok, az alkalmazott kiulonb®zrzékenység EBV-re specifikus primerpéroktdl fluggn
100% illetve 50%-0s EBV pozitivitast talaltak OS@Etegmintakban. Az EBV szerepének
megitélésehez vizsgaltuk az LMP-1 viradlis proteiRpressziéjat immunhisztokémiai
modszerrel, de egyetlen EBV pozitiv OSCC tumorsttire sem tudtuk kimutatni az LMP-1
proteint. Hasonlé eredményékrszamolt be egy munkacsoport, akik bar az OSCC-ben

szenved betegek tobbségében EBV DNS-t mutattak ki, azordairus LMP-1 proteinjét
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nem sikerult egyetlen mintdban sem detektalniuky Bgsik kutatécsoport is vizsgalt tobb
viralis transzkriptumot és fehérjét. Az alkalmazétzékeny technikak ellenére azonban egy
minta sem bizonyult pozitivnak a vizsgalt virdlisarkerekre (EBER, EBNA-1, EBNA-2,
LMP-1, LMP-2, BHRF-1, BARFO transzkriptumok, EBNA-LMP-1 és ZEBRA proteinek)
nézve. Eredményeik alapjan ugy vélik, hogy a vimanszkripciés szempontbdl inaktiv
formdban van, ezért nincs aktiv, koroki szerepeoidtis carcinogenesis folyamataban. A
vizsgalt OSCC-ben szenwidpécienseik esetében — a tumor kovetkeztében kildlak
immunszupprimalt allapot miatt - a virus nagyoblnmgaségben léphet ki a nyalba anélkiil,
hogy jelenléte ok-okozati 6sszefliggésben lenne vahgabetegseéggel.

Azért, hogy kozelebb kerlljunk az EBV OSCC-ben heétH szerepéhez,
munkacsoportunk el& kozt vizsgalta ezen betegek egészséges szajhgdtigdjanak,
valamint oralis premalignus elvaltozasokban szefivbdtegek |ézidjanak és egészséges
mucosajanak EBV hordozasat. Osszességében véveSGEZ Metegek tumorszovetében és
egészséges nyalkahartyajaban is hasonlé EBV praiatedetektaltunk (73,8% vs. 66,2%).
hogy az EBV negativ tumorral rendelkezetegek egészséges nyalkahartygjaban is
szignifikhnsan magasabb az EBV hordozas (52,9%)n&rddl csoporthoz (19,1%) képest és
hasonlé az EBV pozitiv tumoros betegek egészségikanartyajdnak EBV pozitivitAsahoz
(70,8%). Az egészséges oralis mucosa vizsgalatn dapott eredményeink azt mutatjak,
hogy az EBV DNS jelenléete nem csak a daganatosorBézihanem az egészséges
nyalkahartyara is jellenéz és sokkal inkabb a tumor indukalta immunszuppigséllapot
kovetkezménye lehet és a daganatos allapot alwlemdbje. Ezen feltételezésiinket
ergsitik munkacsoportunk egy masik tumorvirus, a humapillomavirus (HPV) vizsgalata
soran kapott eredményei. A HPV esetében a tumorukbBVY negativ OSCC betegek
klinikailag egészséges nyalkahartyajanak virustmasa (2,9%) hasonld volt a kontroll
csoportéhoz (4,2%) és szignifikAnsan alacsonyaltb mint a HPV pozitiv tumoros betegek
egészséges mucosajanak virushordozasa (45,2%)ekéikdlapjan elmondhatd, hogy a HPV
hordozas a daganatos léziohoz kdtheimi a HPV OSCC-ben betdltétt etiologiai szerepét
valésziriisiti. Ezzel szemben az EBV esetében az OSCC bekegérében mind a tumoros,
mind pedig az egészséges nyalkahartya mintabaggefigénil a daganat EBV pozitivitasatol
- magas az EBV DNS @&brdulasi gyakorisdga, ami alapjan az virus eti@glidgzerepe
kevéssé valdsziisithet és magas prevalenciaja inkdbb az immunologiaiozaiokkal
magyarazhat6. A tumorszovetek magas EBV pozitigi@virussal febizott B-lymphocytak

€s macrophagok szoOvetbe vald infiltraciéjaval isgysaazhatd, tovabba azzal, hogy az
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immunologiai valtozasok eredményeként a keratiracydrzékenyebbé valhatnak az EBV
fertozésre, ezért a betegek egészséges nyalkahartyégaagjelenhet a virus.

A magas EBV hordozds immunoldgiai okokra visszettezty magyarazatat
tamaszthatjak ald a kulonkbzrakmegedz allapotok vizsgalata soran kapott EBV
prevalencia adatok. Az OLP betegcsoport |ézidjakiadel feleben (46,6%) sikerllt az EBV
genomijat detektalni, mig az OL esetén csak 29,58amatattuk ki a virus DNS-ét. A kontroll
csoporttal dsszevetve az OLP betegek koérében -nhiso az OSCC csoportunkhoz -
szignifikAnsan magasabb volt az EBV pozitivak asangnig az OL betegek esetén a
kulonbség nem volt szignifikans. Hasonlo eredmérfedzamol be egy munkacsoport, akik
OSCC és OLP betegcsoportjukban szintén szignifé&dnsiagasabb EBV prevalenciat
detektaltak a kontroll csoportjukhoz képest. A kitmegebz6 allapot kdzotti kulonbség a
két betegség eltér pathomechanizmusaval magyarazhaté. Az OLP az rezgju
nyalkahartyajanak krénikusan fennallo gyulladasabetegseg hatterében a T-sejt medialta
autoimmun hatés allhat, mint kéroki téngeA folyamatok hatterében kulonb®zitokinek,
foként az INFy (interferon-gamma) és TNé&-tumor nekrozis faktor-alfa) fokozott termelése
all, mely végé soron az epithelialis sejtek apoptdzisahoz veéxeejtek fokozott apoptozisat
a kornyezetikben Iév aktivalt CD8+ sejtek iitkddése vaéltja ki. Mindezek alapjan
kézenfekv lehet az a feltételezés, miszerint az OLP sorfiépteautoimmun folyamatok és a
megvaltozott citokin profil miatt olyan kdrnyezelakul ki, mely kedveé& lehet az EBV
reaktivacioja és Uurllése szempontjab6l. Ezzel seembz OL csoportban detektalt
alacsonyabb EBV prevalencia oka lehet, hogy az &Rérit kronikus mechanikai vagy kémiai
irritacio kovetkezménye és az EBV reaktivaciojatiédéseét segitimmunoldgiai valtozasok
nem jellemsek erre a premalignus léziora.

Az EBV etiolégiai szerepét az OSCC patogenezisédmmban nem lehet teljesen
kizarni, mivel lehetséges, hogy, hozzajarul a cegenesis folyamatahoz a tumoros
betegségek egy részeben. Viszont a virus szerepea képsddésben nehezen bizonyithato,
mivel az eredményeket nagymértékben befolyasohhek kozétt az a tény, hogy a legtdbb
tanulmany - beleértve a jelenlegit is - kisszdmipypéciét vizsgél, melynek statisztikai
eredmeényeil nem vonhatok le pontosabb kdvetkeztetések.

A 9-es kromoszéma rovid karjan elhelyez&éNK4A/ARF 16kusz altal kédolt p12R™
és p18'** gének anomaliait killonbbzipusi daganatokban figyelték mar meg. A5i4s
p16M*** tumorszuppresszor gének ihaktivalodasi mechanizmusai kézé tartozik a déléc
mutacio, valamint a promoter metilacié, melyek piewnciaja igen eltér az egyes

tanulmanyok kozétt.. Egy tébb tanulmanyt dsszefodgkézleményben példaul a g4 gént
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érinty promoéter metilacié gyakorisdga 14% és 34% kozéttozik, mig a p18*** gén
metilaciojanak prevalenciaja 5-68% kodzé téhet

Eredményeinket tekintve, egyetlen OSCC betegmimtalsékerilt kimutatnunk
p16N " gént (exon &) érint deléciét. Az altalunk vizsgalt LSCC betegcsopantbaonban
a deléci6 fontos inaktivalédasi mechanizmus leh@diét gén esetében. A pIX és
p1eN**A gének exonjait érifit delécié ugyanis szignifikdnsan gyakrabban fordait az
LSCC-ben szenvédbetegcsoportban, mint a kontroll és az OSCC csoaor Statisztikai
adataink szerint a pl16 exonok delécidja befolydf@haz LSCC-ben szenukedetegek
tulélését is, bar eredményink nem mutatott sz eltérést (p=0,054). Egy masik
munkacsoportnak is 68,6%-ban sikertilt D% gén deléciét detektalniuk 140 laryngealis
laphamsejtes carcinoméban szervdubteg tumoros mintajaban. Statisztikai elemzésik
szerint a p16** deléci6t mutaté betegeknek szignifikdnsan kiselsiélyék van a
tumormentes tulélésre, mint a deléciét nem hordetégeknek.

Erdekes mddon az egészséges egyéeddarmazo szajiregi kontroll mintaban is
mutattunk ki mindkét gént ériditdeléciokat. Prognosztikai eértelemben ez jelenthrti hogy
ezeknek az egészséges egyéneknek nagyobb esélyakivmor kialakulasara. Masrééiza
pl4*"F és p18** exonok deléciéra utalé amplifikacidjanak a sikieisége lehet az
alkalmazott primerek kétlési helyét éridt, kisebb jelertisédi genetikai valtozasok
(polimorfizmus, mutacio, kisebb delécio) kovetkenye

Szekvenalasi eredményeinket tekintve a”fl4és p18™*“* gént ériné mutaciok
szerepe, ugyiinik, elenyésé a tumor kialakulasaban. Vizsgalataink sordn csgknkutaciot
sikerllt detektalnunk, melyek csak az OSCC csopartbrdultak &). Mindkét mutacio a p16
exon Tn-t érintette; az egyik a kddolo, a mésik a nem kddégidban helyezkedik el. Az
altalunk detektalt polimorfizmusok megegyeznek a nd& ismert polimorfizmusokkal és
néhany polimorfizmusrél leirtdk, hogy szerepe leb&onyos tumorok kialakulasaban.
Hasonléan a mi adatainkhoz, egy munkacsoportnakd@ssze harom mutaciot sikerilt
azonositaniuk a 32 oralis és maxillofacialis lapkéjes carcinoma mintaikban, mely

mutaciok a p1&<4

exon In és exon 2-t érintették. Tovabbi két kutatécsophasonldéan
alacsony mutacios ratardl szamolnak be, mely atapaeknek a mutacioknak nem
tulajdonitanak jeleds szerepet a betegség kialakulasaban. Jelenlegsgalati
csoportjainkban, Ggyiihik, hogy a p18"** gént érint polimorfizmusoknak nincs nagy
jelenséguk, mivel minden &ltalunk detektalt valtozas,lyma kodold régidt érintette,

heterozigéta volt.
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Metilacié-specifikus PCR eredményeink alapjan anpterek metilacios allapota a
p16MK** gén esetében mérsékelten fontos funkciondlisiwéktasi mechanizmust jelenthet,
mig a pl14°F esetében a prométer metilaciés statusz kevésbosforHasonléan két
munkacsoport altal prezentalt eredményekhez, tobhtdban is részleges metilaciot
mutattunk ki, azaz a metilalt szignal mellett ugglalpan a mintaban megjelent a nem metilalt
jel is. Ez nemcsak a promoter régio részleges atistiigabdl adédhat, hanem a tumorszovet
heterogén szovettani 6sszetétéléb. Figyelembe véve, hogy a metilacio specifiR3R egy
igen érzékeny modszer, a szévetmintaba kekid mennyiség (esetiinkben nem metilialt)
normal szovet metilaltsagi fokat is kimutathatjeeled tanulmanyunkban a pi%*
metilacidja szignifikansan gyakrabban fordult6 eDSCC-ben és LSCC-ben, mint az
egészséges csoportban. A statisztikai eredménymioig azt mutattdk, hogy a p16™
metilacioja kedvedtlenll befolyasolhatja az OSCC-ben szerivdubtegek tumormentes
tulélését, bar az eltérés nem volt szignifikdnsO(68). Egy tanulmany szerint a J¥é*
promoter hipermetilacidja gyakrabban forduti azokban az oralis epithelialis dysplasidkban,
ahol a malignus transzforméacié esélye nagyobb ek alapjan a pf¥“** prométer
szempontjabdl. Vizsgélataink soran a Pfametilaciojat is detektaltuk, azonban statisztikai
kuldnbséget csak az OSCC betegcsoport esetébenttunigtaki. Eredményeink és a
szakirodalomban fellelhétadatok alapjan megallapithatjuk, hogy a tumorseeggzor gén
promoterek kritikus CpG szigeteinek metilaciéja égpesen fontos vagy fontos inaktivalodasi
mechanizmus lehet a fej-nyaki tumorok és egyéb taknkialakulasaban.

Adataink a tumorgenezis soran bekodvetkeakféle genetikai esemény fontossagara
hivjak fel a figyelmet, valamint arra, hogy a p14és p18"** tumorszuppresszor géneket
erintd promoter metilacio gyakorisaga eliélehet a kulonbdz fej-nyaki daganatok esetén.
Az exon mutaciok nem jelefgek, igy nem tekinthék fontos genetikai esemeénynek oralis és
laryngealis laphamsejtes tumorok esetén sem. Wgik,t hogy OSCC-ben a promoter
metilacié (kulénosen a pf6** gént érint) tekinthet az Altalunk vizsgalt genetikai és
epigenetikai eltérések kozul a leggyakoribbnak; CSten pedig a gének promoter
metilacioja valamint az exonok delécidja jatszimrepet a gén inaktivalédasban. A kontroll
populaciéban a gének genetikai valtozasait kisatdmydan mutattuk ki. Bar a genetikai
valtozasok tulélésre gyakorolt hatdsanak statiazéilatai nem mutatnak szignifikans eltérést,
de kozel vannak a szignifikancia hatarértékhez.asld¢ pontosabb megitéléséhez és

szignifikans adatok detektalasahoz egy nagyobb §zpulacio vizsgalata szikséges.
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A fej-nyaki rosszindulati daganatok morbiditasas émortalitdsat tekintve
Magyarorszag az dishelyen all Europaban. Aggaszto az a tény is, miszaz elmult 35-40
évben a fej-nyaki tumorok okozta haldlozas kozelzdtdosére emelkedett hazankban. A
diagnosztika és a terapias latstgek fejpdése ellenére a szajuregi daganatok prognozisa
kedvedtlen. A tumorok kialakulasanak hatterében allé kbiizy kornyezeti illetve cellularis
folyamatok ismerete még ma sem tisztzott pontoSanagyarorszagi populacioét ilkeen az
ordlis daganatok és premalignus elvaltozasok EB¥vegiencigjardl illetve a fej-nyaki
daganatok esetén a pT4 és p18'“** gének valtozasairél sz6l6 irodalmi adatok tudomésu
szerint nem allnak rendelkezésre.

Tobb munkacsoport feltételezi, hogy az EBV hoazdjaz OSCC kialakulasahoz
és/vagy progresszidjahoz, ugyanakkor valdssithet, hogy ez a szerep féldrajzi régiénként,
populacidként és tumor tipusonként valtozik. Jédemulmanyunkban meghataroztuk az EBV
eléfordulasi  gyakorisagat szajuregi laphamsejtes ©amséban, két premalignus
elvaltozasban (OL és OLP) illetve egészséges kibmtrimtakban. Hogy a virus pontosabb
etiologiai szerepét meghatarozzuk mindegyik betggadnak megvizsgaltuk az egészséges
nyalkahartyajarél szarmazo exfolialt sejtjeit isisBtan a léziok EBV hordozasat vizsgalva,
eredmeényeink szerint az OSCC-ben és OLP-ben szémetdgek Iézidjaban gyakori az EBV
jelentléte, mely alapjan valés#sithet a virus szerepe a tumor kialakulasaban.
Megvizsgalva azonban a betegek egészséges nydiahtiazt tapasztaltuk, hogy az EBV
pozitivitasuk hasonlé a léziokban tapasztaltakhBzért a virus jelenléte nem magara a
lézidra/tumoros kornyezetre jellehzhanem inkdbb a beteg altalanos allapotaval hozhat
Osszefliggéshe. A daganatos betegség kovetkeztéppralozott immunoldgiai folyamatok
aktivalhatjdk a B-lymfocytakat melyek altal a virosegjelenhet a magaban a lézidéban, a
koérnyez szovetekben és a nyalban.

Munkéank masodik felében a tumorgenezis szempdiitjiimtos p147%F és p18A
tumorszuppresszor gének aberracioit vizsgéltuknyeki daganatokban. Eredményeink
alapjan az altalunk vizsgalt, fej-nyaki tumoros ye@rszagi populdcidéban a géneket érint
mutaciok és polimorfizmusok nem jeléasek. Az LSCC csoportunkban az exonokat érint
delécié viszont fontos inaktivalédasi mechanizmuosly a statisztikai eredményeinket
tekintve, nagyobb létszamu populacio esetén kedhesril befolyadsolhatja a tumormentes
tulélést. MSP vizsgalataink azt mutattak, hogy & 4" gént érinb prométer metilacié

gyakrabban fordult él az OSCC és LSCC csoportban a kontroll csoporthégest.
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Ellentétben tébb tanulmannyal mégis kisebb aranybatattunk ki promoter metilaciot. A
p16NK*A gént érind prométer metilacié esetiinkben egy mérsékeltenofoimaktivalodasi
mechanizmust jelenthet, mig a pTametilacidja kevésbé fontos a fej-nyaki daganatokia
carcinogenesis soran végbemietumorszuppresszor geneket &figenetikai és epigenetikai
valtozasok tumor tipusonként, foldrajzi régionkéés ebBl kifolydlag taplalkozasi,
dohanyzasi és kulturalis szokasonként valamint pul@iot ért kornyezeti artalmaktol

flggoen eltébek lehetnek.
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