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1. BEVEZETES

A fej-nyaki daganatok csoportjaba tartozo szajuésglaryngealis daganatok komoly
népegeszségugyi problémat jelentenek Magyarorszagmidenciajukat tekintve hazank
vezet helyen @all az eurdpai orszagok kozoétt (Ottd, 2008hnson és mtsai, 2011). A
sz§jlregi tumorok mortalitAsaban mindkét nem eseaénel$ helyen, a laryngealis
daganatokat tekintve adk kdrében a masodik, mig férfiak kéréeben a negyéudilyen all
hazank Europaban (Ferlay és mtsai, 2010). A fefletgnosztikai és terapias lebstgek,
valamint a korszdér mitéti technikdk ellenére a szajuregi daganatok piniga is igen
kedvedtlen. A fej-nyaki daganatok legihb koéroki tényedjeként a dohdnyzast és az
alkoholfogyasztast emlitik, azonban egyes tanulminipeszamoltak nem dohanyzo és
alkoholt nem fogyaszté betegekben kialakult oraiaganatokrol is. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a daganatok kialakulasdban biovdényesdknek is szerepik lehet
(Andrews és mtsai, 2009; Curado és Hashibe, 2009).

A DNS tumorvirusok kozul az Epstein-Barr virus (EB%sszefliggésbe hozhato
kulonbo®d lymphoid- (Burkitt-lymphoma) és epithelialis eréifle (nasopharyngealis
carcinoma, ordlis laphamsejtes carcinoma, OSCCptokkal, azonban a virus és daganatok
kialakulasa k6zotti ok-okozati dsszefliggés még ssatamor esetén vitatott (Thompson és
Kurzrock, 2004; Michelow és mtsai, 2012). Az EBValgrisaga és etiologiai szerepe
foldrajzi régionként nagy valtozatossagot mutalerdéanulmanyunkban, oralis laphamsejtes
carcinomaban és premalignus elvaltozasokban (dilisoplakia, OL; oralis lichen planus
OLP) szenvedl, kelet-magyarorszagi populacié mintdiban kivanto&ghatarozni az EBV
prevalencidjat. Az EBV lehetséges etiologiai szénelxk megallapitasdhoz a betegek
egészséges nyalkahartyajaroliggtt mintgjat is megvizsgaltuk, valamint a kapattatokat
egeészséges kontroll csoport eredményeivel vetédgke.

A tumorok kialakulasaban nemcsak kiilenye#k, hanem a cellularis szabalyozo6
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
valtozdsokat szamos malignus korképben vizsgalké&cleod, 2000). Munkdnk masodik
felében célul iztik ki, hogy a kelet-magyarorszagi régiébdl szamnej-nyaki daganatos
betegekben megvizsgaljuk a pTa és p18™“* tumorszuppresszor géneket éigenetikai

€s promoter metilacios valtozasok gyakorisagat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A fej-nyaki régio rosszindulatl daganatai
A fej-nyaki tumorok a rosszindulatu daganatok regén csoportjat alkotjak, melyek

vilagszerte komoly egészségugyi problémat jelektende tartoznak az ajak, szajlreg,
orrireg, szajgarat, orrgarat, garat, gége, dogd] nyalmirigyek illetve a nyak és a fil lagy
szOveteinek elvaltozasai (Syrjanen, 2005). Gyakgrikat tekintve a fej-nyaki daganatok a
hatodik leggyakoribb daganattipust képviselik aagin, évente mintegy 680.000 U
megbetegedéssel és korilbelil 370 000 halales@BEDBOCAN, 2012). A szjureqi
daganatok éfordulési gyakorisaga azonban a vilag egyes tégdemis eltérést mutat. A fej-
nyaki daganatok legnagyobb csoportjat a szgjurégok képzik, melyek kdzé az ajak, a
szajureg és a garat (C00-C14 kbédszamokkal jelodtyadatai tartoznak. A fej-nyaki
daganatokon belll, a masodik leggyakoribb daganiaiyengealis carcinoma, mely sokkal
inkabb a férfiakat érinti, a férfiharany 7:1 (Parkin és mtsai, 2005). A laryngealicinoma
foként Dél- és Kelet-Eurépaban, Dél-Amerikaban és dégtAzsiaban gyakori. A 2012-es
globdlis statisztikai adatok szerint a laryngedkganatok incidenciaja a fejlett orszagokban
4,9/100 000 6§ a férfiak esetén, ak korében 0,6/100 0006f mig a kevésbé fejlett
orszagokban 3,2 és 0,5/100 0@0af férfiak illetve a Bk esetében (GLOBOCAN, 2012). A
sz§jlregi daganatok esetében a fééfiarany nem annyira kifejezett, mint a laryngealis
carcinoma esetén (4:1). A dohanyzasi szokasok zddtival egyre kiegyenlitettebbé valt a
férfi-né arany. A 1k kdrében a dohanyzas a fej-nyaki daganatok mewgjetnek relative
nagyobb kockazataval jar, mint a férfiak esetére¢fbman és mtsai, 2007). A sz§jluregi
tumorok incidenciaja mindkét nem tekintetében madakmnéziaban (22,9 és 16,0/100 060 f
a férfiak és Bk esetében), Dél- és Kozép-Azsiaban (pl. India) (MO 000 § a férfiaknal)
illetve Kozép- és Kelet-Europaban, mig kevésbé ggakozép-Amerikdban és Kelet-
Azsidban (pl. Japan) (GLOBOCAN, 2012; Jemal és int3@l11). Az elté incidencia
hatterében kulonbézetioldgiai, szocio-6kondmiai, etnikai €s kultusadlényesk allhatnak. A
tumor 5 éves tulélése atlagosan 40% korul van @ireza, mig 60% a laryngealis carcinoma
esetén. A tulélést azonban nagymeértékben befolgaaotlaganat helye, klinikai stadiuma a
diagnoézis idején, valamint az alkalmazott terapiarkin és mtsai, 2005; Nemes és mtsai,
2008).

A rosszindulatl daganatos megbetegedések szamakbamaévek 6ta emelkéd

tendenciat mutat. A daganatok okozta mortalitasiandk is igen kedvéitlenek, a masodik



helyet foglaljak el a sziv- és érrendszeri enedéblalokok utan, mintegy 25%-0s
gyakorisaggal (Ott6, 2003). Epidemiolégiai felmé&lésszerint Magyarorszag eurépai
viszonylatban vezéthelyen all a fej-nyaki carcinomak incidencijatrdsrtalitasat tekintve
(Otto, 2003; Johnson és mtsai, 2011). Ferlay éskatarsai altal készitett felmérés szerint is
Magyarorszag mind a szj-garattregi mind pedig rgniealis daganatok incidenciajat
illetéen az el§ helyen all Eur6paban (1. tabladzat). A mortalité&intve mindkét nem esetén
a szgj-garatiregi daganatokban a®,etig a laryngealis daganatokban &k resetében a
masodik, a férfiak esetében a negyedik helyen a@yydrorszag (Ferlay és mtsai, 2010). A
hazai daganathalalozasi sorrendben a szaj-garat(@&§-C14) rosszindulati daganatok
mindkét nemre vonatkoztatva a hatodik helyet fgékatl (Nemes és mtsai, 2008). Azonban a
férfiaknal sulyosabb a helyzet, ahol a fej-nyakif@ldulas a negyedik leggyakoribb daganat
lokalizacio és az dsszes daganatos halalozas 786kaiel pedig 2%-at adja (Paldy és mtsai,
2001).

A magyarorszagi statisztikai adatbazisok szerirtdhkban a sz§jlregi carcinomak
incidenciajanak és mortalitasanak novekedési tandenis aggasztd. Egyes kdzlemények
szerint Magyarorszagon 1975 és 2007 kozott eltdiszakban a fej-nyaki tumorok miatti
halalozas kozel 6tszorosére emelkedett, igy ndggimar népegészseégugyi problémava valt
(Csejtei és mtsai, 2009). A férfbrarany 5,2:1 korul van. A tumor altalaban a 60-v8sé
korosztalyban jelenik meg, de egyes magyarorszagiioldi tanulmanyok mar beszamoltak
45 eves kor ékt kialakult szajiregi daganatokrol is, melynek akoholfogyasztas és a
dohanyzas egyre korabbi életkorban valo elkezdéket la magyarazata (Schantz és Yu,
2002; Nemes és mtsai, 2008). Annak ellenére, haggirault évtizedben a diagnosztikai és
terpias lehéségek komoly fefildésen mentek keresztil, az ordlis carcinomak pmgad
altalaban igen kedvé#len. Magyarorszagon a szajlregi daganatok 6t éWésesi ratgja
kevesebb, mint 50%, melyet befolyasol a mar enlit@talizacio, klinikai stadium, az
alkalmazott terapia és az attét megjelenése. Atiégjelenése esetén a tulélés esélye
nagymeértékben csokken, alig 21% (Silverman, 20@&Emaks és mtsai, 2008).



1.tAblazat. Az eurépai orszagok nemek szerinti sorrendje ak-aja szajlregi daganatok
illetve a laryngealis daganatok incidenciaja éstalitdsa tekintetében (GLOBOCAN 2012).

Ajak- és szajuregi daganatok

Incidencia Mortalitas
férfi né férfi né

Orszag ASR| Orszag ASH Orszag A$SR Orszag ASR
Magyarorszag 15,7| Magyarorszag 4,6 | Magyarorszag 7,9 Magyarorszag 15
Portugalia 11,6/ Luxemburg 3,9 Fehéroroszorszag 7Rulgaria 1,2
Szlovakia 11,4/ Dania 3,9] Ukrajna 6,4 Montenegro 1,1
Fehéroroszorszag 10,6 Hollandia 3B Litvania 8,9 niDa 1,1
Ukrajna 10,2| Norvégia 3,7 Szlovakia 509 Malta 1,0
Romania 10,0 Franciaorszag 3, Romania 58  Szlavaki 0,9

Laryngealis daganatok

Incidencia Mortalitas

férfi no férfi né
Orszéag ASR| Orszag ASR Orszag AS$SR Orszéag ASR
Magyarorszag 12,3 | Albania 1,8 | Moldova 7,3| Albania 1,1
Moldova 11,4 | Magyarorszag 1,4 ] Litvania 6,7 | Montenegro 0,7
Romania 10,4/ Belgium 1,1} Bulgaria 6,/ Bosznia 0,7

Hercegovina
Szerbia 10,2| Bosznia 1,0 | Fehéroroszorszag 6,2 Magyarorszag | 0,6
Hercegovina

Bulgaria 10,2| Szerbia 1,00 Romania 6/2 Lengyelorszad,5
Portugalia 9,7| Montenegro 1,J Magyarorszag 6,2 | Szerbia 0,5

ASR: age-standardised rate, vildgstandard széwnstandardizalt érték 100.008ré vonatkoztatva.

2.2. A fej-nyaki daganatok etiologiai faktorai
Hisztolégiailag a fej-nyaki régiot érit tumorok 90%-a laphamrak, melyet a

nemzetkdzi angol szakirodalom ,oral squamous calicer” (OSCC) illetve ,laryngeal

squamous cell cancer” (LSCC) névvel illet.
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1. abra. Oralis laphamsejtes carcinoma (http://www.merckozdg com)

A szjlregi rosszindulati daganatok etiolégidjazéttt. A nemzetkozi szakirodalom
az oralis és laryngealis laphamsejtes carcinonféhbbgkoroki tényedjeként a dohanyzast és
az alkoholfogyasztast emliti. Az oralis carcinomi@lbb mint 80%-a dohanyzas és/vagy
alkoholfogyasztas miatt alakult ki EurOpaban és etivkegyittes hatadsa tobbszordsére
novelheti a szajuregi és laryngealis daganatokakidhsanak esélyét (Ddbrossy, 2005;
Warnakulasuriya és mtsai, 2005; Freedman és ni288i7/; Curado és Hashibe, 2009; La
Vecchia és mtsai, 2010). Kockazatn@bhtasuk természetesen attél is fligg, hogy az adott
szemeély milyen mennyiségben és mennyinikeresztil fogyasztja ezen élvezeti cikkeket.
Egyes tanulmanyok szerint azonban az OSCC esetekeésge (kb. 15-20%) nem dohanyzo6
és alkoholt nem fogyaszt6 betegekben alakult &<gBait és mtsai, 2008; Andrews és mtsai,
2009). Ez a tény arra enged kovetkeztetni, hogygadat kialakulasaban tovabbi faktoroknak
is lehet szerepe, ugymint a taplalkozasi szokastdzéres ételek), egyéb élvezeti cikkek
(bételragas) hasznalata, genetikai fogekonysagz fogazati allapot (letort fog, foghrritald
hatasa), kronikus fogagybetegségeif@idulasa, gombas fézés (Candida), valamint az
onkogén virusok kozlil a human papillomavirus (HREYy az Epstein-Barr virus (EBV)
jelenléte (Sand és mtsai, 2002; Shimakage és n28aE; Mao és mtsai, 2004; Hansson és
mtsai, 2005; Chen és mtsai, 2008; Szarka és n23@9). Ezeknek a virusoknak az etiologiai
szerepe a tumorok kialakulasdban azonban mégttitato

A daganatok kialakulasdban a kilsténye®dkon kivil a tumorszuppresszor
utvonalakban bekoévetkéavaltozasoknak is szerepe lehet. Az onkogén virggmkermékei
(E6, E7, EBNA-LP, EBNA-3C, LMP-1) beavatkozhatnakzee tumorszuppresszor
Utvonalakba. Kolcsdnhatasba léphetnek a retinotilasz (RB) és a p53-Utvonalban szerepet
jatsz6 tumorszuppresszor €s egyéb regulatorikugrjidkel, ami a carcinogenesis
folyamatanak egy lehetséges magyarazatat nyujtfiatjzan és mtsai, 1995; Ohtani és mtsai,
2003; Knight és mtsai, 2005; Saha és mtsai 20@8gJs Yue, 2014).



2.3. Széjuregi rakmegeizs elvaltozasok
A premalignus 1ézi6 a definicid szerint olyan pégghsan megvaltozott allapoti

szovet, melybl a kulonbdd daganatkett tényedk hatdsara nagyobb valdsiséggel alakul

ki rosszindulata elvaltozas, mint az ép, egészségésetekbl (Barnes és mtsai, 2005).
Megjelenésik megé&theti a szajuregi malignus daganatok kialakuldsamtos megemliteni,
hogy nem minden precancerosus elvaltozasbdl induhdlignus folyamat és nem minden
rosszindulati daganat alakul ki rakmeégélallapot talajan. Ezek alapjan megkulonboztetliink
obligat premalignus elvaltozasokat, melyékbgy id utan biztosan daganat alakul ki, illetve
fakultativ precancerosisokat, ahol a malignus @lé& nem mindig jelentkezik (Braun-Falco
€s mtsai, 2000). Permalignus lézibnak tekirthgiéldaul a leukoplakia. Emellett
precancerosus allapotok is ismertek; ezekben ateldsmn az egész szervezet allapota
valtozik meg ugy (vashianyos anaemia, diabetesitogllhepatitis C virusfeizés, csontvél
transzplantacid, stressz), hogy nagyobb a dagara#bikulasanak kockazata. Jelenleg az
oralis lichen planust az Egészségugyi Vilagszenvédsorld Health Organization, WHO)
precancerosus allapotként tartja szamon, azonbgantgi allaspont még nem sziletett
ennek kapcsan.

2.3.10rdlis leukoplakia
Az orélis leukoplakia (OL) a leggyakrabbarbfefdulé premalignus elvaltozas. A

WHO megfogalmazasa szerint olyan, 0,5 cm-nél nagyébonikusan fennallo fehér folt,
mely nem torolhét le a nyalkahartyardl és klinikai vagy szovettamermpontbol mas
betegségcsoportba nem sorolhatd (Silverman és,mB4). A betegség barmely életkorban
eléfordulhat, de leginkabb a 40-50 éves korosztaligserban a férfiakat érinti (férfién
arany 3:1). Hifordulasi gyakorisaga az egyes orszagokban 0,116&%l k6zott valtozik,
Magyarorszagon 0,57-3,6% kozo6tti (Banoczy és megil).

Klinikailag az OL homogén és nem homogén form&@inboztethetjik meg. A
homogén leukoplakia legtdbbsz6r a buccan vagy weokdris gerincen kialakuld, fehér,
egyenletes felszin fajdalmatlan plakk, mely vorés komponenseket rantalmaz. A nem
homogén csoportba tartozik a verrucosus, a noduiigiis és az erythroleukoplakia (Batsakis,
2003). A verrucosus valtozat fehér, a felsdirkissé kiemelked elvaltozds, melyet voros
atréfias teruletek vehetnek koril. A nodularis spélgombszdien emelkedik ki a felszih
Az erythroleukoplakia fajdalmas voros és fehérdkitent jelenik meg, mely elszarusodasra,
kifekélyesedésre hajlamos. A malignus transzfortnaesélye fligg a lézio helydt
szOvettanatdl, a hamdysplasia jelenigtétagy hianyatdl. Legkevésbé a homogén, mig
leggyakrabban a nem homogén csoportba tartozd rekgtikoplakia hajlamos a
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malignizalédasra. Globalisan koérilbelll 1%-ra téheeteukoplakiak atlagos transzformacios
rataja. Egyes tanulmanyok szerint az OL elvaltokasalignus elfajuldsanak esélye 4-6%
kordl van, ez azonban populacioként és tipusonkdétc lehet. Az erythroleukoplakia
malignus transzformaciojanak esélye példaul 14%-%06z6tt van (Bandczy, 1977; Napier és
Speigh, 2008).

'

2. abra. Homogén leukoplakia (A) a szajlreg nyalkaharty&smerythroleukoplakia (B) a
nyelven (http://www.dentalaegis.com; http://wwwunat com)

Az OL kialakitasaban szamos lokalis kémiai és meitlaa tényed vehet részt,
agymint a dohanyzas, alkoholfogyasztdszeres ételek fogyasztasa, rossz fogazati allapot
vagy a rosszul felhelyezett fognek irritdlo hatdsa. Tobb irritativ tényzgylttes jelenléte
novelheti a 1éziok kialakulasanak esélyét (Chemésai, 2006; Petti és Scully, 2006). Az OL
egyes valtozataihoz Candida temés is tarsulhat, mely segitheti a |ézi6 malignus
faktorok szerepe is felmerilt a betegség patogsében, ugymint a human papillomavirus
(HPV) vagy az Epstein-Barr virus (EBV) (Bagan ésant2008; Szarka és mtsai, 2009), bar
az EBV szerepét a HIV (human immundeficiencia Virpszitiv betegek oralis hajas
leukoplakigjanak kontextusaban vizsgaltdk a legibSlots és mtsai, 2006; Gonzalez és
mtsai, 2010). A leukoplakia egyéb formainak EBV ifivzasarol jelen tudasunk szerint nem

allnak rendelkezésre irodalmi adatok.

2.3.20ralis lichen planus
Az ordlis lichen planus (OLP) a kutan lichen plarargjnyalkahartydn megjeken

formaja, nem fetiz6, krénikus lefolyasu gyulladasos betegség, mékeit a 30-60 éves
korosztalyban fordul é| elgisorban a 6k kdrében. Hifordulasi gyakorisaga 0,3-2,6 %-ra
tehet a kilonb6d populdcidkban (Ismail és mtsai, 2007). A betegtiagnosztizadlasa nehéz
feladat, mivel nincsenek egységes diagnosztik&ékuimok. Diagnosztizalasa a klinikai kép
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€s szlOvettani vizsgalat alapjan torténik. A klimikép vizsgalataban nehézséget jelent, hogy
az OLP-tél el kell kuloniteni az ordlis lichenoidzlokat, melyek nagyon hasonl6
megjelenééek. A szovettani diagnézis egységessé tételét dmezitt meg, hogy az

elvaltozasokat felégitszévettani elemek az egyes léziokban &livegjelenést mutathatnak.

3. abra. Ordlis lichen planus (http://www.cixip.com)

Klinikai megjelenési formai igen valtozatosak, meMdyiokéent a szajnyalkahartyan, a
nyelven és a foginyen jelennek meg. Megkilénboamtetétikularis, papularis, plakk-sZer
eroziv, atrofias és bullosus tipust. Leggyakrabaametikularis forma figyelhét meg, mely
gyakran fajdalmatlan, legtdbbszor a szajnyalkaldértynegjeleé fehér, haldszérrajzolatd,
le nem torélhet elvaltozas. Ritkabban forduléel papularis és a plakk forma, melyek kézul
az ebbbit apré fehér papuléak alkotjak; az utobdiként dohanyosokban gyakori, a nyelvhaton
€és a buccan megjelénisszefolyd fehér foltok jellemzik. Az eroziv, dt&s és bullosus
tipusok az ugynevezett voros elvaltozasokhoz tasatoz melyeket gyakran kisér @@rzés
vagy fajdalom és az esetek tobbségében retikuddagmekkel egyutt fordulnak &lAz OLP
etiolégidja ma sem ismert pontosan, azonban azbutébekben koroki tényéként az
autoimmun hatas és a pszichés faktorok szerepiétiéxtee kertlt. Egyes széik szerint az
OLP egy T-sejt medialt autoimmun betegség, melyb&D8+ citotoxikus T-sejtek az oralis
epithelium bazalis sejtjeinek apoptdzisat valtjakdgmail és mtsai, 2007).

A retikularis, papularis és plakk léziok esetébemmalignus elfajulas kockazata
csekély, mig a voros elvaltozasok esetében a nizdigid kockazata nagyobb. Az OLP
malignus elfajulasanak kockazata az egyes tanulokasgerint 0-5,3%-ra tehetmely fligg a
klinikai megjelenés tipusatol és a kovetésitdtl (Ismail és mtsai, 2007; Mithani és mtsai,
2007; Gonzalez-Moles és mtsai, 2008). Ahhoz azanbagy az OLP talajan malignus
elvaltozas alakuljon ki, tobb tényezegyittes jelenléte szikséges. Illyen malignus
transzformaciéra hajlamositd faktorok lehetnek @élca cukorbetegség, a hepatitis C virus
(HCV), a gombas (Candida) féresek, a dohanyzas, alkoholfogyasztas, rossz gijki és
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fogazati allapot. Ezen kivtl felmerult egyes vikismint példaul a HPV és az EBV szerepe is
a betegség kialakulasdban és malignus transzfobjghaen (Sand és mtsai, 2002; Gonzalez-
Moles és mtsai, 2008; Szarka és mtsai, 2009). ésenedetet azonban még nem bizonyitottdk

egyértelntien.

2.4. Epstein-Barr virus
1958-ban Denis Burkitt, brit sebész irta lésebr a ké&bb rola elnevezett, Afrika

egyenliti részén endemikusan 6ébrdulé Burkitt-lymphomat (BL) (Burkitt, 1958). A
megbetegedés gyermekeket éfjnt el$fsorban a fej-nyaki terlleten jelentkez
nyiroksejteklsl kiindulé rosszindulati daganat. 1964-ben Epst&sn munkatéarsai BL-bdl
kialakitott sejtvonalak elektronmikroszkopos vidsdg soran herpeszvirus-szeészecskéket
fedeztek fel, melyek kulonboztek a mar ismert hurharpesvirusoktdl. Kébb az Epstein-
Barr virus lett az eshuman tumorvirus, melyet a BL okozéjaként azootisik (Epstein és
mtsai, 1964).

Az Epstein-Barr virus (EBV; human herpesvirus 4Herpesviridae csaladba, a
Gammaherpesvirinae alcsalad Lymphocryptovirus né&egeébe tartozik. Genomja 175
kilobazis nagysagu, linearis, dupla szalid DNS, mkbzel 100 gént kdédol (Kieff és
Rickinson, 2001). A virus genomjét ikozahedralismsmetridju kapszid veszi korul. A
kapszidon kivil talalhato a lipoproteineket és gikoteineket tartalmazo virusburok, mely a
tegumentum. A burokkal rendelkgzrett virionok atméije 120-180 nm (Odumade és mtsai,
2011). A virusnak két tipusa kulonithedtl, az EBV-1 és EBV-2. A legttbb populacidban az
1-es tipus fordul élgyakrabban,dként a nyugati féltekén és Délkelet Azsiaban, miigoikét
tipus egyerdl aranyban fordul élaz egyenliti Afrika teriiletén és Papua Uj-Guinedban. A
két tipus kdzotti legszamotté@vb kilonbség a nuklearis antigének szekvencigj@bBNA-2,
-3A, -3B, -3C) talalhaté (Slots és mtsai, 2006; @dde és mtsai, 2011). Az EBV igen
elterjedt, ubiquiter virus, a populacié kdzel 90%ed6z6dik az élete soran (Thompson és
Kurzrock, 2004). Szeroepidemioldgiai vizsgalatokers® a primer fefizés a fefpds
orszagokban mar kisgyermekkorban bekdvetkezik, naetpsszabb életkortilményekkel és
higiénidval magyarazhat6. Uganddban példaul a ggleskn tobb mint 80%-a feizédik a
virussal egy éves korara. Ezzel szemben a fejistagokban a primer fénés a késbbi
életkorra tewdik. Az USA-ban az 5 éves gyermekeknek csak 45-850%nutat
szeropozitivitast (Hsu és Glaser, 2000; Slots &ain2006).
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4. abra. Epstein-Barr virus (http://www.coloradocancerblogg)

A virus terjedése alsorban oralis kontaktussal, nyallal vagy szexudis torténhet.
A fert6zés leggyakoribb behatolasi kapuja az orr-garakahartyajaln vivo elsisorban a B-
lymphocytakat, valamint az oropharynx, parotis éshnyak epithelialis sejtjeit képes
megferbzni. Az epithelialis sejtek fefzodését koveien a B-sejtek febzése a kornyér
lymphoid szervekben/szdvetekben torténik meg. Aistffazdasejt kapcsolédasa komplex
folyamat, mely soran a virus gp 350/220 glikopmjeikapcsolodik a sejtek fellletén v
CD21 virdlis receptorral. A tobbi herpeszvirushoasdnléan az EBV esetében is
megkulonboztetink litikus és latens életciklust. lifikus ciklust aktiv virusprodukcio
jellemzi, mely a gazdasejt lizisét okozza. A prirfentézést kdvaien a virus latens ciklust
alakit ki a nyugvo B-lymphocytak egy kisebb hanyearé(1-50 sejt/10B-lymphocyta), mely
soran a virus nem szaporodik (Cohen, 2000; Mardeathtsai, 2010). A feiz6tt B-sejtekben
a virus genomja episzomalis (cirkularis) vagy kreztmaba integralodott alakban van jelen.
Mivel a latensen fedzott B-sejteben csak néhany viralis fehérje tebatigl valamint a virus
rendelkezik olyan fehérjékkel, melyek nagyfoku smmicidlis és funkcionélis homoldgiat
mutatnak egyes cellularis molekulakkal (pl.: IL-1@fek a fetizott sejtek ,lathatatlanok”
maradnak az immunrendszer szamara €s a virus k&lpdsosszig tartd perzisztencia
kialakitasara (Cohen és mtsai, 2000; Thompson ésréek, 2004). Eb#il a latens allapotbdl
a virus reaktivalodhat és visszatérhet a litikugperodasi ciklusba, hogy Ujabb sejteket
fertozzon meg. Azonban ezek a &bBbi reaktivacibk egészséges egyénekben nem

produkalnak tiineteket.

2.4.1 Az Epstein-Barr virus litikus ciklusa
A primer virusferbzést kovei korai, sejten belili térténésékikevés informacio all

rendelkezéstinkre, mivel a tlinetek megjelenéséde@nétig tartd inkubacios szakasazl
meg. A litikus ciklus soran aktiv virusreplikaci@rtenik a viralis DNS polimeraz
segitségével, mely a gazdasejt lizisét okozza&kEig a nagyon korai (immediate early, IE)
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gének expresszaldodnak, melyek kézll a legfontosaBamHI Z és R leftward reading frame
(BZLF1, BRLF1) gének. Ezek a gének transzkripcidsivatorokat kdédolnak, melyek
szerepet jatszanak a korai viralis gének expregsmb szabalyozasaban és a gazdasejt egyes
promotereinek aktivalasaban. Tovabba a BZLF1 an&lidikus ciklus atmentének kulcs
proteinje. Ezt kovéen a korai (early, E) gének irddnak at, melyekiképlos proteineket
kodolnak (pl.: virdlis DNS polimeraz) és szabaly@za viralis DNS replikacidjat. Végul, a
virusreplikacié utols6 szakaszaban adké$ate, L) gének is atirddnak, melyek a virion
felépitéséhez szikséges strukturalis antigéneketvipus capsid antigen, VCA) koédoljak

(Kieff és Rickinson, 2001; Tsurumi és mtsai, 2008umade és mtsai, 2011).

2.4.2 Az Epstein-Barr virus latens ciklusa
A latens ciklusban nincs aktiv virusszaporodasiraswsak a gazdasejt osztédasakor

kettsz6dik meg, melyhez a gazdasejt replikacios apparthesznalja. Ellentétben a litikus
ciklussal, a latens féizés soran a csaknem 100 virdlis gérdsak hat EBV nukleéris antigén
(EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C. —LP), harom latens me#ab protein (LMP-1, -2A, -2B), az
EBV-kddolt kis RNS-ek (EBER1, EBER2), valamint antdl A régid transzkriptumai
(BART) expresszalddnak. Az eltéprométer hasznélat és az ennek hatterében abid ok
virdlis génexpressziés mintazat alapjdn harom d&ertipus kalonithét el, melyek
jellemzek az egyes EBV-asszocialt korfolyamatokra.

Az |. tipusu latencia az endémias Burkitt-lymphoan@tlemz, csak az EBNA-1 és az
EBER-ek jelennek meg. A Il. tipusban az EBNA-1, LIALMP-2, valamint az EBER-1 és -
2 expresszalddik. A 1. tipusu latenciat nasophgeatis carcinomaban, Hodgkin-kérban és
periférias T-sejtes lymphomaban figyelték meg. A tipusu latenciaban az 0sszes EBV
nuklearis antigén (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C. —LR)latens membranproteinek (LMP-1 és -
2) és az EBER-ek is expresszalodnak. Ez a tiplsmg példaul a lymphoproliferativ
megbetegedésekre és a dedt mononucleosisra (mononucleosis infectiosa, MI)&o és
mtsai, 2000; Odumade és mtsai, 2011) (2. tAblagabk a viralis géntermékek képesek a B-
lymphocytak sejtciklusba tortérbeléptetésére, a férodtt sejtek folyamatos proliferacidjanak
fenntartasara és transzformaldséara (Kieff és Réckin 2001). Fontos azonban megjegyezni,
hogy a I. és Il. tipusu latenciaban csak kevedisiantigén expresszalodik, igy a ferdtt
sejtek elkertlik a citotoxikus T-lymphocytak (CTlhatasat. Ellenben a lll. tipusu latens
allapotban expresszalédé EBNA-3 a CD8+ T-lymphdcytd célpontja, igy ebben az

allapotban & sejtek altaldban gyorsan elimindlédnak a CTL-nddézknheien. A lll. tipusu
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latencia ezért csak immunszupprimalt allapotbaan@zplantalt betegek, AIDS-es betegek)

tarthaté fent (Kimura és mtsai, 2013).

2. tablazat.Az EBV latenciatipusaival 6sszefiggalignus elvaltozasok

Latencia tipus Expresszalt viralis gének Malignuslgaltozasok

EBNA-1, EBER-ek Burkitt-lymphoma
gyomor carcinoma

EBNA-1, LMP-1 és -2, EBER-ek nasopharyngealis cancia,
Il. Hodgkin-kor,
periférias T-sejtes lymphoma

EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C. —LPj} lymphoproliferativ megbetegedés
1. LMP-1 és -2, EBER-ek

[1%)
=

fertéz6 mononucleosis

2.4.3A latens EBV fertézés soran expresszaldédd gének és szerepik
Az EBNA-1 egy szekvencia-specifikus DNS kdbszfoprotein. Szerepe van a viralis

genom episzémalis alakban valé fenntartasaban.tRéssz a virus replikaciojanak és
transzkripcidjdnak szabalyzasaban, valamint a $atélapot megtartasaban (Kieff és
Rickinson, 2001; Thompson és Kurzrock, 2004).

Az EBNA-2 fontos szerepet jatszik a sejtek immortalizalasabatemint szamos
virdlis és cellularis gén transzaktivadlasaban vészt. Az EBNA-2 és az EBNA-LP az éls
latens protein, amely az EBV férést kovaien expresszalodik. Az EBNA-LP-vel egyiitt
indukalja a sejtek GO-G1 fazisba val6 atmenetéetrrfBamm és mtsai, 2001; Thompson és
Kurzrock, 2004).

Az EBNA-LP egyutt expresszaldédik az EBNA-2-vel, fokozza antrakszaktivald
hatasat. A retinoblasztoma proteinhez (pRb) és & tpfhorszuppresszor fehérjéhez vald
kotodésével befolyasolja a sejtciklust és szerepethatsa B-sejtek immortalizaladsaban

(Székely és mtsai, 1993; Thompson és Kurzrock, 2004
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5. abra. Az Epstein-Barr virus genomja (https://microbeviki&nyon.edu)

Az EBNA-3A, -3B és -3Ctranszkripcids regulatorok. Az EBNA-3A és -3C a@tek
immortalizdlasaban vesznek részt. Az EBNA-3B a CHRdzvetitette immunvalaszéf
célpontja (Bornkamm és mtsai, 2001; Thompson égidak, 2004).

Az LMP-1 ésLMP-2 membranba agyazott fehérjék, kilénb&zignal utvonalakon
hatva gatoljak a B-sejtek apoptozisat. Az LMP-2-eekn Kivil szerepe lehet az oncogenesis
folyamataban Hodgkin-korban és nasopharyngeal@raanaban (Bornkamm és mtsai, 2001;
Thompson és Kurzrock 2004).

Az EBER-ek az EBV legnagyobb mennyiségben expresszaltétaxim mindegyik
latencia tipusban megjelennek. Az oncogenesisbem Bagrkitt-lymphoma sejtek malignus
fenotipusanak megtartdsaban lehet szereplk, pdotdgiojuk azonban nem tisztazott
(Thompson és Kurzrock 2004).

2.4.4EBV ferté6zéssel osszefugdetegségek
A gyermekkorban tortén primer EBV ferbzés altaldban tlinetmentes vagy nem

kulonboztethét meg mas enyhe, révid lefolyasu betegséiiekia azonban a primer féaés
serdub vagy fiatal feldtt korban toérténik, nagyobb eséllyel alakulhat komonucleosis
infectiosa (MI). A MI akut lefolyasu betegség, lelgmzbb tinetei a laz, torokfajas és a
megnagyobbodott nyirokcsomék. A kialakult korkép pét alatt spontan gyogyul (Ebell,
2004). A primer fedizést kbveiten a virus latens allapotba kertl a B-lymphocytakba
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kronikus aktiv EBV ferizés (chronic active EBV, CAEBV) egy ritka, elhuzobétegseg,
melyet sokszor el kell kiloniteni a kronikus fasgdjtol. A CAEBV ferdzést primer EBV
fertozés ebzi meg, kiulénbdé szervi betegségekkel (pneumonia, hepatitis, hdogito
elvaltozasok) jar egydtt, mely 6 honapnal tovabmnédinak és a virus-specifikus
ellenanyagok szintje emelkedett a vérben (Cohentsai, 2000).

Az EBV onkogén potencidljanak koszonkest képes feézni és transzformélni a
nyugvo B-lymphocytékat és folyamatosan proliferéldgmphoblastoid sejteket (LCL) hoz
létre. A viralis génelil atirodo fehérjék kozul az LMP-1, LMP-2 és az EBNAk szerepe
van a transzformacios aktivitasban illetve a caigenesis folyamataban. Néhany fehérjét
ezek kozul EBV-asszocialt malignus sejtekben imnmmibkémiai analizissel sikerUlt
kimutatni (Bornkamm és mtsai, 2001). Az EBV &aiés dsszefliggésbe hozhatd kiulorboz
lymphoid tumorok kialakulasaval, igy példaul a Btirkymphomaval, Hodgkin-korral és az
immunszupprimaltak lymphoproliferativ. megbetegedéde (X-kromoszémahoz kotott
lymphoproliferativ szindréma, transzplantaltak ésID3 betegek lymphoproliferativ
korkeépei).

A Burkitt-lymphoma (BL) Bként gyermekeket ériéit B-sejtekidl kiinduldé agressziv
daganat. Harom tipusat kilénboztetjiuk meg: endesnigporadikus és AIDS-hez tarsuld BL.
Az endemikus forma az egye#litAfrika teriiletén és Papua Uj-Guineaban gyakosuHs
Glaser, 2000). A tumorsként az allkapocs és az arc csontjait érintbfdtulasa szoros
Osszefluggést mutat a malaria, mint kofaktdifetulasaval. Az EBV az esetek csaknem
100%-ban kimutathaté (Michelow és mtsai, 2012; Kimés mtsai, 2013). A sporadikus BL
gyermekeket és fiatal fedtteket érint, Eurépaban és az Egyesiilt Allamokizenjk meg.
Ellentétben az endemikus BL-val a betegség a apdtr érinti és az EBV megjelenése is
alacsonyabb, mintegy 20% (Crawford, 2001; Michelésvmtsai, 2012; Kimura és mtsai,
2013). Az AIDS-hez asszocialt forma gyakoribb ablemlitett BL tipusoknal és az esetek
30-40%-ban jelenik meg EBV férés (Hsu és Glaser, 2000; Michelow és mtsai, 2012).

A Hodgkin-lymphomat (Hodgkin disease, HD) a jelletgs Reed-Sternberg
daganatsejtjei alapjan lehet elkuloniteni a tépbighomatdl (Thompson és Kurzrock, 2004).
Leggyakrabban a 15-34 év kozotti és a 60 ev fdtettbsztalyt érinti, de HIV feéizottekben
és transzplantaltakban is kialakulhat. A Hidfeidulasa az egyes orszagokbafikshatarok
kozott mozog, ez aldl kivétel Azsia, ahol ritka yamphoméas megbetegedés. Szovettani
megjelenése alapjan tébb altipusa van, melyekéeE&V pozitivitast mutatnak. Azonban a
virus megjelenése nemcsak a tipustol, hanem aafdidégiotol, szocialis kérulményeaktés

a kortol is figg. A kevésbé fejlett orszagokbareagtek 90-100%-ban jelenhet meg a virus,
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mig Eurdpéaban és az Egyesiilt Allamokban ez az g§6&ay kisebb, 40-50% (Hsu és Glaser,
2000; Crawford, 2001).

Az immunoszupprimaltak lymphoproliferativ betegsédéként a szerv- vagy
csontved transzplantaltakat és az AIDS betegeket érintikbedegség hajlamositd tényez
k6zé sorolhaté a nagy dozisi immunoszuppresszapiterées a primer EBV féizés. A
kezeletlen esetek halalos kimenéédd és még a kezelés ellenére is magas lehet alitdarta
aranya. Az immunoszupprimdltak lymphoproliferativetdgségeinek incidencidja a
transzplantalt betegek korében 0,5-30% kodzé esiéldsegik (90%) 6sszefliggésben van az
EBV fert6zéssel (Crawford, 2001; Thompson és Kurzrock, 20@dndell és mtsai, 2010;
Michelow és mtsai, 2012).

Az EBV a lymphoid eredéttumorokon kivil az epithelialis eredetakos elfajulasok
kialakulasaért is felés lehet. A nasopharyngealis carcino(NC) Dél-Kelet Azsia egyes
részein gyakori, dként a kozépkoru féerfiakat érthtdaganatos megbetegedés. Ezen az
eléfordulasi terileten tulnyomorészt a daganat nenatkeralt forméja fordul €, mely
esetében a betegek csaknem 100%-a mutat pozitiv &B8Ybldgiat. (Kieff és Rickinson,
2001; Michelow és mtsai, 2012). Az EBV fé&ésnek szerepet tulajdonitanak még egyeb
epithelialis tumorokban, mint példaul gyomor caotirdban, nyalmirigyrakban vagy einl
carcinomaban (Hsu és Glaser, 2000; Hippocrate éaiy2011). Mindezek mellett szerepe
lehet a fej-nyaki tumorokhoz tartoz6 oralis laphéjies carcinoma (OSCC) valamint egyes
benignus és pontecidlisan malignus orélis léziok bésegségek (oralis lichen planus,
gingivitis; periodontitis) kialakitdsaban (Thompsés Kurzrock, 2004; Hernadi és mitsai,
2010; Michelow és mtsai, 2012).

A kulénbod tanulményokat tekintve az EBV jelenléte a szajureigtakban nagyon
valtozatos. A legtobb dél-kelet azsiai tanulmanygasaEBYV prevalenciat mutatott ki OSCC-
ben, ezaltal etiologiai szerepet tulajdonitanakirasnak a betegség kialakulasaban. Ezt egy
egyiptomi populéaciéban elvégzett vizsgalat is a@tsztja, ahol a virus LMP-1 fehérjéjét
mutattdk ki immunhisztokémiaval (Higa és mtsai, 208liga és mtsai, 2003; Shaama és
mtsai, 2008.). Ezzel ellentétben az észak-amerkaliamint északnyugat-, és délekelet-
eurdpai tanulmanyok egyoniien alacsony EBV prevalencia adatokrél szamolnaR®€EC-s
betegekben, mely alapjan az EBV etiologiai szet@fC-ben kétségesse valik (Atula és
mtsai, 2997; Mao és mtsai, 1993; Cruz és mtsai 260denberg és mtsai, 2004; Nola-Fuchs
€s mtsai, 2012).
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2.5. A sejtciklus és szabalyozasa
A sejtek életciklusa négy szakaszra oszthaté: GIGSés M szakasz. A sejtciklus

kulénbo® fazisait bonyolult szabalyzé rendszerek és éHeh pontok iranyitjak (Nurse,
1994).

A sejtciklus szabalyozasaban részt vesznek tobbesitkkilonbod proto-onkogének,
ciklin-dependens kindzok (CDK), transzkripcids takk, DNS ,repair” gének, valamint
tumorszuppresszor gének. A proto-onkogének a kkijtciG1-S fazis atmenete soran fejtik ki
hatasukat. Olyan jelatviteli folyamatokban vesznmékzt, melyek ékegitik a sejtnek a
sejtcikluson valé athaladasat. A CDK-ok a sejtgklG1l-S és G2-M fazis atmentét
szabdlyozzak és csak akkor aktivak, ha szabalyssjeealegységek (ciklinek) kapcsolodnak
hozzajuk (Sherr és Roberts, 2004).

A tumorszuppresszor gének a proto-onkogéenekkelntélleen a sejtosztodas
antagonistai. A sejtciklust elléreik és amennyiben a génallomanyban karosodaséjie, |
leallitjdk a sejtosztodast vagy apoptozist induakkinGatolhatjak a G1-S vagy G2-M fazis
atmentet. Funkcidjuk elvesztése - melyhez mindkék iaaktivacioja szikséges — a sejtciklus
szabélyozdsanak felbomlasahoz, folyamatos, koalatihn sejtosztodashoz és malignus
transzforméaciéhoz vezethet. A malignus daganatkidésa azonban tobblégssfolyamat,
melyben a tumorszuppresszor gének valtozasain kivdg szamos, a sejtciklust szabalyz6
gének és géntermékek genetikai valtozdsainak (mditdk) egyittes hatasa érvényesul. A
malignus folyamatok kialakuldsa soran az egyik yeggabban érintett a retinoblasztéma
(RB/pl6INK4a/ciklin D) és a p53 (p53/pl4ARF/MDM2lunhorszuppresszor utvonal
(Macleod, 2000). A retinoblasztoma (RB) gé@natirodo fehérje (pRb) a sejtciklus negativ
szabdalyozdsaban vesz részt. A sejtciklus G1 faaiséipofoszforilalt &llapotban koti az E2F
transzkripciés fehérjét, ezaltal gatolja a sejtifechciot és a sejtciklus G1-S fazis atmenetét.
A ciklin D-CDK4/6 komplex aktivaciéja foszforilaljsa pRb fehérjét, igy gatlé hatasa
megsiinik, az E2F szabadda valik és a sejt a G1 faziabhdb fazisba léphet (Giacinti és
Giordano, 2006). A pRb fehérjét a DNS tumorvirugokil az EBV korai fehérjéi (EBNA-
3C, EBNA-LP) is inaktivalhatjak. A p53 fehérje angen stabilitdsét biztositja; ez volt azéels
tumorszuppresszor gén, melyet az apoptozissal @&kgtlba hoztak. Aktivaciojat kivalthatja
DNS kéarosodas, hipoxia vagy onkogén szignalok. Ekdd@llitjak a sejtciklust a G1 vagy G2
fazisban a DNS repair rendszer szdmara vagy apeptdmdukalnak. Funkciojat
befolyasolhatjak az EBV virdlis onkoproteinjei (EBNLP) és szamos celluléris fehérje, mint

példaul az MDM-2, mely a sejtmagban képes#iit a p53-hoz és @dézni a citoplazmaban

Ve
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2.5.1A p16INK4A, pl4ARF tumorszuppresszor gének
A human 9-es kromoszdma révid karjan (9p21) 1998-bgy Uj gént fedeztek fel,

melyrsl egy 16 kDa molekulatomég fehérje irodik at. Eles&t két-hibrid rendszer
vizsgalataval nyilvanvalova valt, hogy ez a feh&j€DK4 inhibitoraként ikddik. Ezért a
gént INK4A-nak, a fehérjét pYB“**-nak nevezték el. Mivel kébbi, fiilggetlen tanulmanyok
is leirtak ezt a gént, kilonb®nevekkel illették. A ké&sbbi tanulmanyok tébbféle daganatban
is leirtdk a 9p21 genetikai valtozasat, igy MTSk;rezaz ,multiple-tissue tumoursuppressor
gene™nek nevezték. A human genom projektben asbkeinevezés alapjan CDKN2-nek
illetve a CDK4 inhibitor funkcitja alapjan, CDK4kk is nevezték. (Ruas és Peters, 1998).

A p16M“A fehérjét az INK4AA/ARF I6kuszon elhelyezkedxon b, exon 2 és exon 3
kodoljdk. Korabban ugy tudték, hogy ezen a lokuszsak ez a harom exon talalhatd. 1995-
ben azonban felfedeztek egy masik exont (exfh mnely kb. 20 kilobazis tavolsagra
megebzi az exon &-t. Tovabbi vizsgalatok kideritettek, hogy az INK&#&kuszrol két fehérje
irodik at: a mar emlitett pf&** és az exonfl, exon 2 és exon 3 altal kodolt PT4. A két
fehérje kilonbd& promotert hasznal, a k6zos masodik exon pedigoeledlvasési kerettel
irodik at. Ezért nevezik a génterméket ¥dnek (,alternative reading frame”), a l6kuszt
pedig INK4AA/ARF-nek.

Mindkét tumorszuppresszor fehérje a sejtciklus Gfas atmenetét gatolja, eléér
atvonalon. A p18"** képes kapcsolédni a CDK4/6-hoz, melyek igy inalillapotban
maradnak és nem képesekdditi a ciklin D-hez. A ciklin D-CDK4/6 komplex hidapan a
pRb foszforilalatlan marad és tovabbra is kéti @F Eranszkripciés faktort. igy a p1t6**
fehérje kozvetett uton képes gatolni a sejtciklub-S5fazis atmenetét és az E2F-féigg
transzkripciét. A p1&© fehérie a p53 Gtvonalon keresztill gatolja a ddjtst. Amino
termindlis részével képes Kdhi az MDM2 fehérjéhez, ezaltal megakadalyozzaafpbérje
MDM?2 fiiggs transzportjat és lebomlasat a citoplazméban. A'Pildtabilizalja a p53-at a
sejtmagban, amely az apoptozis és a hibajavito amenimusok indukcioja szempontjabdl
nélkulozhetetlen (Sherr és Weber, 2000).
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6. abra. A p14*°F és p16™“** gének kodold szakaszai és a fehérjék szabalyoz6
szerepe(— :aktivalo hatasl : gatlé hatas). A pI4~ és p16™** tumorszuppresszor fehérje a sejtciklus G1-S
fazis atmenetét gatolja, eltéfitvonalon. A p18%** kapcsolédik a CDK4/6-hoz, melyek igy inaktiv abépan
maradnak és nem képesekdditi a ciklin D-hez. A ciklin D-CDK4/6 komplex hidapan a pRb foszforilalatlan

marad és koéti az E2F transzkripcids faktort, medgjproliferacio aktivalasaban és az S fazishé \égés
eldsegitésében jatszik szerepet. igy a6 fehérje kdzvetett Gton gatolja a sejtciklus G1asi$ atmenetét. A
p14'*"F fehérje a p53 Gtvonalon keresztiil gatolja a ddijtst. Amino terminalis részével képes bdi az
MDM2 fehérjéhez, ezéaltal megakadalyozza a p53 fehMdDM?2 fuiggs transzportjat és lebomlasat a
citoplazmaban. A pT#* stabilizalja a p53-at a sejtmagban, amely az a@zipés a hibajavité mechanizmusok
indukcidja szempontjabol nélkilézhetetlen.

apoptozis

A rakos elfajulas kialakuldasahoz mutaciok sorozeézet, mely soran a proto-
onkogének onkogénekké alakulnak és aktivalodnadtvél a tumorszuppresszor gének
inaktivalédhatnak, igy a sejtosztddas normalis &lyaizasa felborul. Ha a tumorszuppresszor
gének inaktivalédnak vagy géntermékeik elvesztiktiojukat, a sejtciklus kontrollalatlanna
valik, ami malignus elvaltozas kialakulasahoz veeetA daganatok kialakulasaban szerepet
jatsz6, p14™F és p18™** tumorszuppresszor géneket &ingenetikei és epigenetikai
valtozasokat szamos, kulonBommorban megfigyelték, mint példaul tudarcinoméaban,
colorectalis tumorban, melanomaban, @&malganatban, illetve hugyhdlyag carcinomaban
(Belinsky és mtsai, 1998; Esteller és mtsai, 2@B¥rggren €s mtsai, 2003; Sharpless és Chin,
2003; Kim és mtsai 2005).
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A fej-nyaki tumorok tekintetében is a g4 és p18'“** tumorszuppresszor gének és
géntermékeik az egyik leggyakrabban tanulmanyorosirkerek kozé tartoznak. Ezen
tumorszuppresszor géneket @finvaltozds lehet delécid, polimorfizmus, mutécio, a
heterozigétasag elvesztése (loss of heterozygdsidyy) vagy a promoéter régiojukat érint
metilacio (lvanchuk és mtsai, 2001). Figyelembeeyéogy a kilonbdzfej-nyaki daganatok
egy meglehéisen heterogén csoportot alkotnak etiolégiajuk, sténuk, klinikai lefolyasuk
és progndzisuk tekintetében, lehetséges, hogwémaatossag jellendza tumorszuppresszor
géneket éririt valtozasok megjelenési gyakorisagara is. A leggsibk, tumorszuppresszor
géneket érirdt inaktivalédasi mechanizmusok kozé tartozik a L@Elécid vagy a promoter
metilacio.

A tumorszuppresszor gének teljes funkciovesztéséhemlkét alléljuk mutacioja
szlikséges, melgbaz egyik altalaban mar oroklotten jelen van, mimasik mutacioja csak
késbb alakul ki. A masodik allél mutaciojaval a korabieterozigéta allapot elvész, a
homozig6ta mutans tumorszuppresszor gén elvesiciojat, ami hozzajarulhat a daganatok
kialakuldsdhoz. Ezt a jelenséget nevezzik a heggtasag elvesztésének (LOH). Egy
munkacsoportnak laryngealis laphamsejtes carcinamabenvetl betegek tébb mint felében
sikerlllt kimutatni a LOH-t, mely a CDKN2A (p1%**) gént érintette (Smigiel és mtsai,
2004). Shintani és munkacsoportja, illetve Saikaste munkacsoportjia p¥¥ és p16™<*
géneket érirtt deléciot, mutaciét és prométer metilaciét is kiattak OSCC-ben.
Eredményeik alapjan uagy vélik, hogy a deléciévabwagromoter metilacidval tortén
tumorszuppresszor gén inaktivalédas az egyik ldgmylsb molekularis esemény a tumorok
kialakulasaban, melyek hatassal lehetnek a betedadgnetelére. A pIHF foként
metilaciéval, mig a p18“* homozigéta delécidval és prométer metilaciévakiivalodik
OSCC-ben (Shintani és mtsai, 2001; Sailasree égi,m2908). Ellentétben a genetikai
valtozasokkal (mutacio, delécid), a DNS metilacidoklal dinamikusabb és gyakran
reverzibilis valtozas, ezért sokak szerint lehetségglpontja lehet az () terapias dgenseknek.
A fej-nyaki tumorok epigenetikai profiljAnak feli@&pezése magaban rejti a specifikus
biomarkerek azonositasanak ldisgigét, mely a kébbiekben segitheti a betegség korai
diagnézisat, prognosztizalasat illetve a terapiést@éshozatalt (Al-Kaabi és mtsai, 2014).
Munkank soran ezeért esett valasztasunk a daganasdékulasa szempontjabol fontos,
INK4A/ARF |6kuszon elhelyezked p14**F és p18"** génekre. Kivancsiak voltunk arra,
hogy fej-nyaki tumorban szenwgdtelet-magyarorszagi populacié esetén milyen gkaieéis

epigenetikai valtozasok torténnek az emlitett gbrak
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2.6. Célkitiizések
Az irodalmi adatokat Osszevetve, az Epstein-Baimusv prevalenciaja és igy

feltételezhet etioldgiai szerepe az oralis laphdmsejtes carcatam foldrajzi régiok szerint
igen nagy valtozatossagot mutat. Néhany populaniqdapan, Kina, Dél-Afrika) végzett
vizsgalat szerint az EBV szerepet jatszhat az OR@@kulasaban, mig masok szerint a
szerepe kevésbé valdsizinsmereteink szerint az EBV éébrduldsat OSCC-ben szenwved
magyar populidcibban még nem vizsgéltadk. Tovabb&elma tumorok kialakulasdban a
cellularis folyamatokban bekovetkiezvaltozasok is részt vesznek, megvizsgaltuk a
tumorszuppresszor géneket éfiaberraciokat 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 reégiobol szarmazd fej-nyaki athafos betegekben, melyek ismert
virologiai (HPV és EBV) statusszal rendelkeztek. Kapott eredményeket szintén
0sszehasonlitottuk az egészséges populacio eredimény
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegcsoportok
Vizsgalati mintainkat a Debreceni Egyetem OrvosE@eszségtudomanyi Centrum

Fogorvostudomanyi Karanak Arc-, Allcsont és Szé&sebti, valamint Fiul-Orr-Gégészeti és
Fej-Nyaksebészeti Klinikajarol gjottik 2001 és 2007 kozotti ddzakban. Az egészseges
kontroll csoport mintait a Parodontoldgiai Tans#ékgyijtottik ugyanezen igszakban.
Mintaink Gjonnan diagnosztizalt paciensékszarmaztak és a betegek sem kemo-, sem
radioterapiaban nem részeslltek ditéti beavatkozas és a mintavétebtel A mintak
hisztopatholdgiai vizsgalatanak eredmeényei rendékénkre alltak. A vizsgalatba bevont
személyek beleegyéznyilatkozatot irtak ala, valamint a mintavétel dinikai Etikai
Bizottsag jovahagyasaval tortént (azonositd sza&n32004).

Kutatasunk el$ részében az Epstein-Barr virus prevalenciajat gaingk oralis
malignus és premalignus elvaltozasokban. Vizsgaatyagként 65 oralis laphamsejtes
carcinomaban (OSCC) szenveblleteg (51 férfi, 14 & atlagéletkor: 54,4 év, 25-80 év)
primer tumoranak centralis résékszarmazé szdvetmintajat, valamint klinikailag zgges
nyalkahartyajarél szarmazé exfolialt sejtjeit hadirk. A rakmegdizé allapotok EBV
hordozasanak vizsgalatahoz 116 oralis lichen plaanugOLP; 29 férfi, 87 &1 atlagéletkor:
55 év, 23-79 év) és 44 oralis leukoplakiaban (OLfékfi, 30 ro; atlagéletkor: 56,3 év, 29-91
év) szenved betegbl gyijtottink mintakat. Ezen betegékta 1€ziordl, illetve a 1ézi6tdl
legtavolabb a$ klinikailag egészséges buccalis nyalkahartyarditditink exfolialt sejteket
citolégiai kefe segitségével.

A mitéti beavatkozas utdn a betegek sorsat atlagosamoBapig (1,5-60 hdénap)
kovettik nyomon. A betegek neme és életkora medlgéttokat gfjtottink dohanyzasi és
alkoholfogyasztasi szokasaikrol, feljegyeztik aetimentes tulélés édartamat, a recidivak
megjelenésének és metasztazisok diagnosztizalasdmntjat. Osszedjjtottilk a tumorok
klinikopathologiai jelleméire (lokalizdcié; TNM [Tumor-Node-Metastasis] altp
hisztologiai fokozata) vonatkozé adatokat is. Aelgesoportok adatait egy 68bbl alld
egeészséges kontroll csoport (16 férfi, 52 @tlagéletkor: 52,5 év, 22-77 év) adataival vétett
0ssze. A kontroll csoport tagjait a Fogorvostudoynakaron rutin fogaszati saésen
megjelent paciensekbvalogattuk ki, akikbl a betegcsoportokhoz hasonldan, citoldgiai kefe
segitségével exfolialt sejteketigittink a buccalis nyalkahartyarél. Kortérténetékbnem
szerepelt szajuregi megbetegedés és malignus adadlt Az exfolialt sejtek djtéseét

fiziologias sooldattal valo szajoblité$eie meg, igy minimalisra cstkkentettiik a nyalldbva
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kontaminacio esélyét. A mintavételt kodenh a niitéti szovetmintakat és az exfolialt sejteket
azonnal 1 ml tt6tt RNA later (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA}abilizal6 oldatba
helyeztiik és feldolgozasig -70°C-on taroltuk.

Tovabbi munkank soran 0Osszesen 65 fej-nyaki régdntd tumoros beteg
szovetmintajaban vizsgaltuk a pT4 és p18™“* tumorszuppresszor géneket &igenetikai
és epigenetikai valtozasokat. A fej-nyaki laphanesegarcinomas betegcsoportba (head and
neck squamous cell cancer, HNSCC) 37 OSCC-benéi®8 9 ro, atlagéletkor: 54,5 év, 39-
80 év) és 28 laryngealis laphamsejtes carcinom@ébheyngeal squamous cell cancer, LSCC)
(27 férfi, 1 r6, atlagéletkor: 56,8 év, 43-71 év) szenvdxebteg tartozott. A kontroll csoport
mintait 68 egészséges egyéen (16 férfi, 52 atlagéletkor: 52,4 év, 22-77 év) buccalis
nyalkahartyajarol szarmazo exfolialt sejtek alkatta

3.2. Immunhisztokémia
Az Epstein-Barr virus latens membréanproteinjét R-A¥) immunhisztokémiai

vizsgalattal mutattuk ki, a Dako-Cytomation LSAB4ys&m AP Kit (Dako Denmark,
Glostrup, Denmark) segitségével, kovetve a protokeirasat. Az immunhisztokémiai
vizsgalatot a Debreceni Egyetem Patolégiai Intézetiégezték. Pozitiv kontrollként egy
EBV pozitiv, negativ kontrollként egy EBV negativ odtgkin-lymphomas beteg

nyirokcsomojabdl szarmazé metszetet hasznaltak.

3.3. DNS izolalas
A betegekBl szarmazo tumor szévetakles exfolialt sejtekdl torténs DNS kivonast

TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) didh végeztik. A fagyasztott tumor
szovetet steril dorzscsészében kvarchomokkal honm@gjeuk, majd hozzaadtunk 1,5 ml TRI
Reagent-et és Eppendorf-csévekben 10 perci§C-th tartottuk. Ezt kbévéen a mintakat
razogépen razatva lassan felolvasztottuk, majdjtazeszpenziot lecentrifugaltuk (15 perc,
13000g, 4C). A feluliszéhoz 200 ul kloroformot adtunk; 5-pércig tarté inkubalas, majd
centrifugalas (15 perc, 13000 rpm, 4°C) utan alfisiio harom fazisra valt szét: az RNS-t
tartalmazo vizes, a fehérje frakciot tartalmazonsze fazisra, valamint a DNS tartalmu
interfazisra. Az interfazisbdl a DNS-t 300 pl 96%-etanol hozzaadasaval csaptuk ki. Az
alkohol hozzadadasa utan az oldatot 2-3 percig ialkukb szobatimérsékleten, majd Ujbol
centrifugaltuk (15 perc, 13000g, 4°C). Az Uledékeml 0,1 M natrium-citrat és 10%-0s
etanol keverékével kétszer mostuk (30 perc inkub&zbbaimérsékleten, centrifugalas 5
perc, 13000g, 4°C). Végul a DNS uledéket 75%-osatha mostuk, centrifugaltuk és
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szaritottuk. A DNS-t 8 mM natrium-hidroxid oldatb&20 pul NaOH + 4 ul 0,1 M HEPES)
oldottuk vissza. A mintdkat 4°C-on, hosszabb id2{@fC-on taroltuk.

A premalignus elvaltozasokrol és az egészségesdioosoporttdl szarmazé exfolialt
sejteket tartalmazo citoldgiai keféket 1 ml PBSfeuf(phosphate buffered saline) tartalmazo
csovekbe helyzeték. A DNS izolalascdlépéseként a citoldgiai kefédraz exfolialt sejteket
lerdzattuk, majd a mintavév palcat eltavolitottuk a sejtszuszpenzidbdl és gelsst
lecentrifugaltuk (5 perc, 400 g, 20°C), a sejtiladéedig 150 pl TNE pufferben (10 mM
Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) vettik fel. A sejtak&0°C-on, 3 oran keresztil
emeésztettik 10 pl 10% SDS és 5 pl 10 mg/ml-es ipEeK elegyével. Az emeésztés utan 80
ul 5 M NaCl oldattal kezeltik, vortexeltiik, majchtefugalas utan (15 perc, 12000 g, 4°C) a
feliliszéhoz 96%-os etil-alkoholt adtunk és 1 6&in-20°C-on inkubaltuk. Végil Gjabb
centrifugalas utan a DNS Uledéket 70%-o0s etanoitzdtuk, majd szaritottuk. A DNS-t 30 pl
TE pufferben (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 7,5) oldak vissza.

3.4. Polimeraz lancreakcio (PCR)
A PCR-ben hasznalt primerek szekvenciait, a rékkiadmersekleti profiljait illetve a

PCR termékek méreteit a 3. szamu tablazat foghaslkae.

A DNS integritdsdnak és amplifikalhatosadganak éleése a humaprglobin gén 110
bp hosszusagu szakaszat amplifikalé pCO3 és pCiovepak segitségével tortént.pAglobin
PCR-t 25 ul végtérfogatban végeztik az alabbi kamapsekkel: 1x GoTaq puffer, 100-100
UM dNTP, 12,5-12,5 pmol primer, 1 U GoTaq polimef@mmega, Madison, WI, USA) és 2
ul (0,1-0,3 pg) templat DNS.

Az EBV genomjanak detektalasat nested PCR-rel atdge a virus BamHI-W
fragment interndlis isméitlo régiojara specifikus primerek segitségével. A e ICR els
korében 171 bazispar nagysagu szakaszt szapankdtll a masodik kérben egy 97 bazispar
hosszUsagu szakaszt amplifikdltunk asdzél fragmenten beldl. A reakcidelegy 25 ul
vegterfogatu volt, 6sszetétele a kdvetkelx GoTaq puffer, 250-250 uM dNTP, 25-25 pmol
primer, 0,5 U GoTaq polimeraz és 2 ul (0,1-0,3 {eg)plat DNS. Pozitiv kontrollként a B95-
8 EBV pozitiv sejtvonal DNS-ét hasznaltuk.

Az INK4A/ARF l6kuszon elhelyezkédp14““** és p16~F tumorszuppresszor gének
exonjainak kimutatasahoz korabban leirt primerpdirdkasznaltunk (Baur és mtsai, 1999;
Chen és mtsai, 2000; Nagy és mtsai, 2003). A PE@RByebsszetétele ugyanaz volt, mint az
EBV PCR esetén.A PCR termékeket minden esetberumtidromid tartalmud, 1,5%-os
agaroz gélben elektroforetizaltuk (110 V, 60 pencyjd UV fény alatt tettik lathatova.
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3.5. Egyszalu konforméciés polimorfizmus (SSCP)
Az altalunk vizsgalt tumorszuppresszor génekbegileggesen bekovetkézyenetikai

valtozdsokat (genetikai polimorfizmusok, mutacioéieléciok vagy inszerciok) SSCP
analizissel (single-stranded conformation polym@mh egyszald konformacios
polimorfimus) vizsgaltuk. Az SSCP igen érzékenykelgforetikus modszer, azonban a
rendszer érzékenysége forditottan aranyos a viz&d65 szakaszok hosszaval. Ezért az
SSCP analizis éit, az ebzbleg leirt PCR-ek segitségével amplifikalt exon szaiokat
restrikcids emésztésnek vetettik ala. A pl6 exas Exon 2-t Smal restrikcios enzimmel
(Fermentas, Vilnius, Lithuania) emésztettik 25°C-8ndran at; a pl4 exon l1l-et Ddel
enzimmel (Promega, Madison, WI, USA) hasitottuk Goh, 3 6rdig. A pl6 harmadik
exonjat nem emésztettik.

A hasitott termékek 6 pl-éhez 24 pl 95%-os forma@@ab% xilén-cianol/0,05%
brémfenolkék elegyét adtuk. A mintakat 95°C-on Bcgepdenaturaltuk, majd jégen gyorsan
lehtitottik. A denaturalt DNS szalakat 18%-o0s poliaknid gélen futattuk 4°C-on 4-6 oran at
300 V fesziltségen. Kontrollként primer keratin@cys human fibroblast sejtek DNS-ét
hasznaltuk. Az elektroforézist koven a DNS szakaszokat az ezust-festés standard
protokolljat kévetve tettiik lathatéva, mely soramét 10% etanol/ 0,5% ecetsav tartalmu
oldattal fixaltuk, majd 0,1%-0s AgN{dldattal festettiik. Az 8hivast 1,5%-o0s NaOH oldattal
végeztik.

A SSCP analizist §z6 rendszerként alkalmaztuk a genetikai eltéréseketatd
mintak szelektalasara. A genetikai valtozasok psaltb meghatarozasa érdekében, a

kontrolltél eltél futasi mintazatot mutatdé mintakat szekvenaltattuk.

3.6. Szekvenalas
Az SSCP alapjan futasi eltérést mutaté mintak sze&lasat a DE OEC Kilinikai

Genomika Kozpontban, az UD-GenoMed Medical Genonmgdchnologies Kft végezte. Az

exonok amplifikacidjat és gélelektroforézisét kdest a PCR termékeket EZ-10 Spin
Column DNA Gel Extraction Kit (Bio Basic Inc., EasWlarkham Ontario, Canada)
segitségeével izolaltuk a gélb a gyartd utasitasainak megféleh. A tisztitott PCR termék

szekvenalasat BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequenkit-tel (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) vegezték, az amplifikaciohoz hastn@imerekkel. A reakcié ABI 3100-

Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems, Fodiaty, CA, USA) készilékben ment
végbe. Minden exont két fliggetlen PCR-rel amplifikg szekvenalasuk két iranybdl, két
ismétlésben tortént. A szekvencidkat a GenBank badeban taldlhaté referencia
szekvenciaval hasonlitottuk 6ssze (Génbanki aztinodNG007485). A heterozigota
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eltéréseket klonozassal és Ujabb szekvenalassabrettik. A PCR termékek klbnozasa a
pGEM-T Easy Vector Sytem (Promega Madison, WI, USAJitségével tértént a protokollt
kovetve. A transzformalt sejteb a plazmidot PureYield Plasmid Miniprep System
(Promega, Madison, WI, USA) segitségével izolalakgyarto leirasa szerint. Az inzertalt

DNS fragment szekvenalasa aébdd leirtak szerint zajlott.

3.7. Metilacio-specifikus polimeraz lancreakcio (MSP)
A p14RF és p18™“* gének prométereinek metilaciéjat Herman és mumgatéltal

kordbban leirt metilacio-specifikus PCR-rel vizsgil(Herman és mtsai, 1996). A metilalt és
nem metildlt promoterek megkilonboztetésére a ikt Na-biszulfitos oldattal
modositottuk. A modositas soran a nem metilalt g@tenben a citozin uracilra csefdlk,
mig a metilalt promoéterben véltozatlan marad. igyetilalt és nem metilalt prométerek a
megfeleb primerparok alkalmazasaval megkulonboztétheA kezelés soran 1 pg DNS-t
tartalmazé mintdhoz NaOH-ot adtunk 0,3 M végkong@embban, majd 42°C-on, 20 percig
denaturaltuk. A denaturalt DNS-hez 3,8M Na-biszAllfimM hidrokinon (pH:5) oldatot
adtunk és 55°C-on 16 éran at inkubaltuk. Végul aos@tott DNS-t Wizard Clean-Up System
(Promega, Madison, WI, USA) segitségével tisztitgttkbvetve a protokoll leirast. Az
etanolos kicsapast kovetn a DNS-t desztillalt vizben oldottuk vissza.

A 25 ul végtérfogata metilacié-specifikus PCR glégszetétele a kdvetkexolt: 1x
AmpliTaq Gold puffer, 250-250 uM dNTP, 25-25 pmdinper, 0,5 U AmpliTaq Gold
polimeraz (Applied Biosystems, Foster City, CA, USs 2 ul (0,1-0,3 pg) templat DNS. A
primerek szekvencidja, valamint a PCBntérsekleti profilja az 3. tdblazatban lathatd. A
metilalt prométer pozitiv kontrolljaként BL41 (CR2323) és Ramos (CRL-1596), a nem

metilalt promoterek kontrollként Namalwa (CRL-1431)-as sejtvonal DNS-t hasznaltunk.

3.8. Statisztikai elemzés
Az EBV prevalencia adatokat, a tumorszuppresszameket érird genetikai és

epigenetikai valtozasok gyakorisdgat khi-négyzet Féscher egzakt teszt segitségével
értékeltik, az EBV esetleges prognosztikai szerkyggsztikus 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 edményt, ha p<0,05.
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3. tablazat.A polimeraz lancreakciéban hasznalt primerek sze&\é valamint az alkalmazottmérsékleti profilok.

PCR | Primer neve Primer szekvenciaja (5>3’) PCR termék méret{ Hémérsékleti profil
94°C 2 min
c 94°C 1 min
5 | pcos 5-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’ 110b 55°C 1,5 min - 30x
S | pCco4 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ P 72°C 1,5 min
= 72°C 2 min
o) 94°C 5 min
o 5-GAGACCGAAGTGAAGGCCCT-3' .
4 EBV 5-ACAGCTCCTAAGAAGGCACC-3’ 171 bp ggog 28 zgg} 35x
> 5-GCCAGAGGTAAGTGGACTTT-3' 72°C 30 sec
m - . >
o |EBVB 5-GAGGGGACCCTGAGACGGGT-3' 97 bp 72°C 5 min
LIRF oxon 5-CTGCTCACCTCTGGTGCCAA-3’ 367 b 94°C 3 min
n P 5-TCTCCTCCTCCTCCTAGCCT-3' P 94°C 1 min -
o NKaA 5-GGAGGAAGAAAGAGGAGGG-3' 56-63°C 1 min X
< | Pl exont 5-ACTTCGTCCTCCAGAGTCG-3 316 bp 72:C 1 min
N/ NK4A 5-GCTCTGACCATTCTGTTCTC-3' min
= p16™** exon2 5'-CTCAGATCATCAGTCCTCAC-3 355 bp
KaA 5-GTAGGGACGGCAAGAGA-3’
p16™“* exon3 5-ACCTTCGGTGACTGATG-3' 159 bp
L4 o metilale | 2 11T TTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT-3 132 b 95°C 5 min
P 5-CACAAAAACCCTCACTCACAACAA-3’ P 95°C 30 sec
LA metilalt 5-GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC-3' 192 b 62°C 30 min & 35x
o P 5-AAAACCCTCACTCGCGACGA-3’ P 72°C 30 min
s LN o onir | 5-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3 1511 72°C 4 min
P 5-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3' P
016N metilal 5 TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3 150 bp

5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3

EBV: Epstein-Barr virus; PCR:

polimeraz lancreakditsP: metilacié specifikus PCR.
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4. EREDMENYEK

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

betegcsoportok kdzil az OSCC betegek tumorszovetéd@%-ban (48/65), mig az OL és
OLP betegcsoportok lézigjaban 29,5% (13/44) és%&an (54/116) tudtuk kimutatni az
EBV DNS-t. A klinikailag egészséges nyélkahartyasdarmazo mintakban az EBV
gyakorisaga 66,2% (43/65) volt az OSCC betegel@®l/% (10/44) az OL betegcsoportban
€s 31,9% (37/116) az OLP-ben szerivbdtegek korében.

A betegcsoportok egészséges nyalkahartyajanak B&dozasat megvizsgaltuk a
lézi6 EBV pozitivitasdnak flggvényében is. A betagidéziojaban EBV pozitiv és negativ
csoportokra osztottuk. Ez alapjan a léziéjabantpo@SCC, OL és OLP betegek egészséges
nyalkahartyajanak 70,8% (34/48), 38,5% (5/13) é§%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 léziok Klinikai megjelenégerint kettéosztottuk eroziv és
atrofias (EA-OLP) illetve nem-EA-OLP (plakk s#erés retikularis) csoportokra és
megvizsgaltuk az EBV prevalenciajat; hasonlé eredraket kaptunk a két csoportban mind
a léziot (EA-OLP vs. nem-EA-OLP; 47,5%, 28/59 vH,680, 26/57) mind pedig az
egéeszséges nyalkahartyat (EA-OLP vs. nem-EA-OLR5%0 18/59 vs. 33,3%, 19/57)

illetéen.

4.2. Az EBV prevalencia adatainak statisztikai elemzése
A kapott prevalencia adatok statisztikai 6sszehl@ssat a 4. és a 5. szamu tablazat

foglalja O0ssze. Az adatokat Osszevetve az OSCCgdmiport lézidjaban és egészséges
nyalkahéartydjaban is szignifikAnsan magasabb volEBV hordozas gyakorisaga, mint a
kontroll és a két premalignus elvaltozast mutatépostban. Az OLP esetén a lézibban
szignifikhnsan magasabb volt az EBV pozitivitasngeadsszehasonlitva a kontroll és az OL
csoporttal.

Az EBV negativ lézidval rendelk&zbetegcsoportokban csak az OSCC betegek
egészséges nyalkahartyajanak EBV pozitivithsa mwilitadzignifikans eltérést mind a

kontrollhoz, mind pedig a két premalignus elvalsirgz képest.
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4. tdblazat. Az Epstein-Barr virus gyakorisaganak statiszti@éaszehasonlitdsa a vizsgalt
betegcsoportokban.

Lézio Klinikailag egészséges nyalkahartya
OoLP oL 0oscc OoLP oL oscc
(n=116) (n=44) (n=65) (n=116) (n=44) (n=65)
Kontroll (n=68) p<0,001 NSZ p<0,001 NSZ NSZ p<0,001
OLP (n=116) p=0,049 p<0,001 NSz p<0,001
OL (n=44) p<0,001 p<0,001

OLP: ordlis lichen planus; OL: ordlis leukoplaki@SCC: oral squamous cell cancer, oralis laphanssejte
carcinoma, NSZ: nem szignifikans

Az EBV pozitiv elvaltozassal rendelke2DSCC betegek nyalkahartyajanak EBV
hordozasa csak a kontrollhoz és az OL csoporthqedtévolt szignifikansan magasabb,
valamint szignifikAnsan magasabb volt a l|ézidjalqmoritiv  OLP betegek egészséges
nyalkahartyajanak EBV pozitivitasa is a kontrolbpsrttal 6sszevetve.

5. tdblazat. Az Epstein-Barr virus gyakorisaganak statisztiéaszehasonlitasa a vizsgalt
betegcsoportok egészséges nyalkahartyajaban.

EBV pozitiv betegek egészsége| EBV negativ betegek egészséges
nyalkahartyaja nyalkahartyaja
OLP oL 0OsccC OLP oL OscCcC
(n=54) (n=13) (n=48) (n=62) (n=31) (n=17)
Kontroll (n=68) | p<0,001 NSz p<0,001 Kontroll (n=68) NSZ NSz p=0,010
OLP (n=54) NSZ NS OLP (n=62) NSZ p=0,001
OL (n=13) p=0,050 | OL (n=31) p=0,018

OLP: ordlis lichen planus; OL: oralis leukoplaki@SCC: oral squamous cell cancer, oralis laphanssejte
carcinoma, NSZ: nem szignifikans

4.3. Immunhisztokémia
Minden EBV pozitiv OSCC beteg (n=48) paraffinba a@aptt tumorszdévet metszetén

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

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

4.4. Az EBV és a klinikopatoldgiai jellemik 6sszefliggésének 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 (lokalizacio, TNM, hisztoldgiai
fokozat) tekintetében. A virus jelenléte a |ézidvagy az egészséges nyalkahartyaban nem
befolyasolja a tulélést és nem vezetett rosszabpngzishoz. A teljes OSCC csoportban a
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tumor mérete (azaz a TNM klasszifikacion belll, utandros invazio mertékét és/vagy
kiterjedtségét meghataroz6 besorolas) szignifikhmsatotta a betegség tinetmentes tulélését
stadiuma (p=0,010) és a daganat keditem lokalizacidja (p=0,013) is cstkkentette a
betegek tiinetmentes talélését.

pT hatasa az EBV pozitiv betegek

- AU Tumor lokalizacié hatasa az EBV pozitiv
tiinetmentes tulélésére

betegek tlinetmentes tllélésére
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7. abra. A lézigjaban EBV pozitiv betegek tiinetmentes t@éla tumor T stadiumanak (A.
abra) illetve a tumor lokalizaciojanak (B. abragdirényébenypT: pathologias tumor mérete, a %-
os adatok a betegek tulélését mutatjak)

Az OL betegeknél az 55 év alatti életkor rizikdtakak tekinthet a 1ézid
virushordozasa szempontjabol (p=0,047). Az OLP agbpn az EBV jelenléte gyakoribb a
férfiakban, mint a ékben (p=0,02), azonban az életkor és a virushosdd@aott nem
taldltunk szignifikAns 0sszefliggést. Tovdbba az HBWdozas nem befolyasolja az OLP
kedvestlenebb klinikai formajanak (EA-OLP) megjelenéséms

4.5. A tumorszuppresszor gének genetikai valtozasainakgalata
A kontroll csoportban 6sszesen négy egyénnél momtatki egy vagy tobb exont

erintd deléciot. Egy esetben detektaltuk a pl16 exerhiinyat és egy esetben pedig exon 2
delécidt. Ket egyénnél ket-két exon amplifikaciot sikertelen (p16 exondlés 2, illetve
pl4 exon B és pl6 exon 3). Az OSCC betegcsoportban csak etggiél nem sikerilt a p16
exon Tn kimutatasa. Az LSCC csoportban 6sszesen 21 eglyd€nbé) volt sikertelen a
p16M**A gén egy vagy tobb exonjanak amplifikaciéja. Az exyexonokra lebontva 19

esetben mutattunk ki exom,lkilenc esetben exon 2 és két esetben az exoanyati mig 10
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esetben (35,7%) a pA¥ gén exon B hianyat detektaltunk. Az exon deléciéval totién
inaktivaciét tekintve, 6sszességében a “B14gént inaktiv allapotban talaltuk harom
egészséges egyénben és 14 LSCC-ben szérbatdgben, mig az OSCC csoportban, egy
betegben sem mutattuk ki a pT4 gén inaktivaciojat. A p18““* gén négy kontrollban, egy
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, melynéldkéit gén egyszerre inaktivalodott
volna. A statisztikai elemzések szerint az LSCCefpetoportban 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

Yty

G28575A heterozigéta polimorfizmust négy paciengnatattunk ki. Ez a polimorfizmus a
140-es kodonban alanithreonin (Alal40Thr) aminosavvaltozast eredményezét

G28608A polimorfizmus az exon 2 nem kodolé régidginti, melyet négy péciens
mintdjaban mutattunk ki, mindegyik betegnél hetgydaként jelenik meg ez a
pozicibban, melyet hat paciensben homozigéta, héteghben pedig heterozigéta
polimorfizmusként detektaltuk. A G31292C polimoniass MmRNS szinten a C540G
polimorfizmusnak felel meg. A p16INK4A gént ébninutaciokat €s polimorfizmusokat a 6.

tablazat foglalja 6ssze.
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6. tablazat. A p16"“** gén mutacidinak és polimorfizmusainak éfetdulasa a
betegcsoportokban.

Exon p16 exoni pl6 exon2 p16 exon3
NK K K NK NK
Nukleotid pozicié 24610 24702 28575 2860% 31292
oo amaoosy T ¢ | e o]
Kontroll K36 G/A
MO3 A
M54 CIA
M20 GIA
M23 GIA GIA
M33 GIA
M68 GIA
oscc
M37 C
M65 C
M76 GIC
M29 GIC
M30 C
M71 GIC
T67 GIA
T38 GIA GIC
T12 GIC
LscC T16 c
T17 C
T35 GIC
T47 GIC
T54 C
fgg;gg;ﬁ" csere a kodold Ala13asp | Ala140Thr

OSCC: oral squamous cell cancer, oralis laphansejgecinoma, LSCC: laryngeal squamous cell cancer,
laryngealis laphdmsejtes carcinoma, NK: nem kédedgon, K: kédolé region.

4.6. Apl4™F és p18™€* tumorszuppresszor gének prométer metilacidjanaksgalata
A p14*RF prométer metilaciéjanak vizsgalata mind a 68 egéges egyén, 30 OSCC

beteg és mind a 28 LSCC beteg esetében volt sjkerigsa p16'“** prométerét az 6sszes
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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 keta pl18'<** promoétere pedig harom
egészséges egyénnél. Osszességében a pl4 prorkoreradl csoport 97,1%-ban (66/68), a
pl6 promoter pedig 95,6%-ban (65/68) volt metilalagllapotban.

Az OSCC betegek 86,7%-ban (26/30) a ‘Ff4prométert nem metilalt allapotban
talaltuk. Harom esetben mutattuk ki a Pfl4prométer részleges, mig egy esetben a teljes
metilacidjat. A p16“** prométere 20 paciens (69%, 20/29) mintajaban meth metilalt
allapotban. Részleges metilaciot hat, teljes nmfitaharom esetben sikertlt detektalni. A
statisztikai elemzések alapjan, az OSCC betegctmpora nem metilalt, aktiv p16*
prométer kevésbé gyakori; ez szignifikans kilonkeségnutat a kontroll csoporttal
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 P4é"* prométer metildlatlan, 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 promoéterének
metilacios allapota (nem metilalt vs. részlegesfpen metilalt) szignifikans eltérést
(p=0,016) mutat a kontroll csoporthoz képest, aaonk p14%F gén metilacios allapotat
tekintve az eltérés itt sem szignifikans a kontedbporthoz viszonyitva (p=0,058). A két
betegcsoport metilacios statusza kozott nem taldltszignifikans kalonbséget egyik
tumorszuppresszor gén tekintetében sem.

Ha a két betegcsoportot (OSCC eés LSCC) egy cdapurtvesszik figyelembe,
mindkét tumorszuppresszor gén tekintetében a netidthpromoter szignifikansan keveésbé
gyakori az egészséges kontroll csoporthoz képesd,@g3 a p1&" esetében; p=0,001 a
p1eNK*A esetében). Az egészséges kontroll csoportban etegicsoportokban megjeten
tumorszuppresszor géneket éfigenetikai és promaoter metilacios valtozasokat.datazat

foglalja 6ssze.
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7. tablazat. A p14™RF és p18™** gének genetikei és epigenetikai valtozasainak s®gsa a
kilonbd® betegcsoportokban.

pl4ARF pl6INK4A
Kontroll OosccC LSCC Kontroll OoSsccC LSCC
o 4,4% 50% 5,9% 2, 7% 75%
Exon delécié ND
(3/68) (14/28) (4/68) (1/37) (21/28)
. 5,4%
Mutacio ND ND ND ND
(2/137)
] ] 1,5% 27% 28,6%
Polimorfizmus ND ND ND
(1/68) (10/37) (8/28)
3,3% 3,6% 10,3%
M ND ND ND
(1/30) (1/28) (3/29)
Prométer
) 2,9% 10% 10,7% 4,4% 20,7% 23,8%
metilacé | M/U
] (2/68) (3/30) (3/28) (3/68) (6/29) (5/21)
statusza
U 97,1% 86,7% 85,7% 95,6% 69% 76,2%
(66/68) (26/30) (24/28) (65/68) (20/29) (16/21)

OSCC: oral squamous cell cancer, oralis laphansejgecinoma, LSCC: laryngeal squamous cell cancer,

laryngealis laphamsejtes carcinoma, ND: nem ddtekid metilalt promoter, M/U: részlegesen metilalt
promoter, U: nem metilalt prométer.

4.7. Apl4™F és p18™* tumorszuppresszor gének genetikai valtozasainak és
promotereik metilaciéjanak hatasa a betegek tinetites talélésére
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“* prométer metilaciéja, az LSCC betegek esetéberigpad exon
delécidk ebfordulasa révidebb tumormentes tuléléshez vezemnlzn egyik ténydzhatasa
sem volt statisztikailag szignifikans (p=0,108 &9 054 volt OSCC és LSCC esetén).
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5. MEGBESZELES

A fej-nyaki daganatok kozé tartozé oralis laphamesej carcinoma (OSCC)
kialakulasat befolyasolé sokféle etiologiai tényelzbzil el$sorban a dohanyzas és az
alkoholfogyasztas emelléetki. Azonban nem dohanyzé és alkoholt nem fogyasztd
egyénekben is kialakulhat a betegsétgéBait és mtsai, 2008). Ez a tény tovabbi faktorok
szerepét veti fel, melyek névelhetik a tumor kialdkanak kockazatat. Ezek a rizikotérifez
lehetnek példaul az egyes népcsoportokra jelielételragas, taplalkozasi szokasok, tovabba
a rossz szajhigiéne, kronikus fogagybetegségek,bgenierbzések valamint az onkogén
virusinfekciok (HPV, EBV) (Sand és mtsai, 2002; @ mtsai, 2008; Curado és Hashibe,
2009; Szarka és mtsai, 2009). Mindemellett az ®rélimorok kialakulasdban nemcsak
exogén, hanem endogén faktorok (genetikai fogélkamysellularis folyamatok zavara) is
részt vehetnek. A malignus folyamatok kialakulaszengpontjabdl leggyakrabban a
retinoblasztbma és a p53 uatvonal érintett (Macle&if)0). Ezen Utvonalban szerepet jatszé
pl4*"F és p18™** tumorszuppresszor gének és géntermékeik az egggyakrabban
tanulmanyozott markerek kozé tartoznak a fej-nymknorok tekintetében. A fej-nyaki
tumorokra specifikus, kiulénbézbiomarkerek azonositasa, valamint genetikai/e@tjles
profiljuk feltérépezése segitheti a korai digndziat betegség prognosztizalasat vagy a
késbbiekben Uj terapias célpontokat jelenthetnek (AbKi és mtsai, 2014).

A tumorvirusok kozil a HPV kilénbéz tipusait a méhnyakrak etioldgiai
tényedjekent tartjak szamon, valamint szerepik valdssithet fej-nyaki daganatokban is
(Dobréssy, 2005; Szarka és mtsai, 2009; Faridi és m&all). Az EBV-t kulonbo&
lymphoid és epithelialis daganatokkal hoztdk ossygésbe. A lymphoid eredeBurkitt-
lymphoma endemikus fomdja, valamint az epithelialisdei nasopharyngealis carcinoma
nem keratinizalt formaja csaknem 100%-0s EBV peitétst mutat (Michelow és mtsai,
2012).

Az Epstein-Barr virus szerepe tehat egyes tumosekéa mar bizonyitottnak latszik,
azonban a kulénbdzrodalmi adatok alapjan etiologiai szerepe a grirgpithelialis erediét
oralis laphamsejtes carcinomaban illetve a kulotpogzajureget éritt premalignus
elvaltozasokban még vitatott (Atula és mtsai, 199z és mtsai, 1997; Higa és mtsai, 2002;
Kobayashi és mtsai, 1999). Az EBV OSCC-ben betbdtiblogiai szerepének megitélésében
mutatkoz6 kilénbségek adodhatnak a vizsgalt bemdacié nagysagabdl, a kilonkidz
népcsoportok (rasszok) EBV férés iranti fogékonysagaban mutatkozo -elterédekb
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valamint a betegek immunoldgiai allapotanak kil@gesidl, illetve az alkalmazott
detektalasi technikék eli@érzékenységéh

Mig az észak-amerikai, dél-afrikai és nyugat-eurdmapulaciéban nem valdsin
hogy a virus részt vesz a betegség kialakulasautig néhany japan és kinai populacioban
elvégzett vizsgalat alapjan ezeken a foldrajzi letelken valOszifsitik az EBV etioldgiai
szerepét az OSCC patogenezisében (Van Rensburtséis 1995; Cruz és mtsai, 2000; Higa
és mtsai, 2002; Higa és mtsai, 2003; Goldenbemgtsai, 2004).

Az alacsony EBV prevalenciarél beszamolé munkacgogoszerint az EBV-nek
nincs vagy csak elhanyagolhato etiologiai szereqre & betegség kialakulasaban. Atula és
munkatarsai valamint Kobayashi és munkatarsai Kidéh fej-nyaki tumorokbdl szarmazé
mintakban vizsgaltak az EBV jelenlétét Southernt Biibridizaciés (SBH) technikaval és
PCR-rel. Atula és munkacsoportja a fej-nyaki epigiie tumorokbdl szarmazé szévetmintak
egyikében sem mutatott ki EBV DNS-t SBH technikawaig a Kobayashi €és munkacsoportja
altal vizsgalt 46 OSCCédb szd&rmazd szévetminta kozil minddssze hét bizangBY
pozitivnak PCR és SBH moddszer alkalmazasaval. A¥ pBzitiv mintak kozul hatban
sikerllt kimutatni a virus LMP-1 fehérjéjét immuskiokémiai vizsgalattal, azonban a virus
EBER-1 RNS-ének kimutataga situ hibridizacioval (ISH) sikertelennek bizonyult (Adués
mtsai, 1997; Kobayashi és mtsai, 1999).

Bar Mao és munkatarsai az OSCC-ben szefhmdegek 50%-4ban detektalt EBV-
specifikus szekvenciakat az oralis mucosarél szabnexfolialt sejt mintakban, a virus DNS
eléfordulasat minddssze hét beteg (35%, 7/20) tumsrfiebl szarmazd mintajaban sikerdlt
kimutatni (Mao és mtsai, 1993).

Ezekkel az adatokkal ellentétben tébb kutatdcsapagas EBV prevalencia adatokrol
szamol be, mely alapjan a virusnak koéroki szeréplejdonitanak a daganatképtgsben.
Japan tanulmanyok egy olyan teridétrszarmazo betegpopulaciot vizsgélva, ahol a
nasopharyngealis carcinoma is gyakori, OSCC-benvezi beteg korében tébb mint 70%-0s
(39/54) EBV DNS pozitivitdst mutattak ki (Higa éssai, 2002; Higa és mtsai, 2003). Cruz és
munkatarsai 1997-ben publikalt tanulmanyukban &aladazott, kilénbdk érzékenyséq
EBV-re specifikus primerparoktdl fuggn 100% illetve 50%-0s EBV pozitivitast talaltak
OSCC betegmintakban. Bar véleményuk szerint a vimagjelenése a tumoros mintakban
ink&bb a betegek immunszupprimalt allapotanak kdiset, nem zarjak ki az EBV etiologiai
szerepét sem a szdjuregi laphamrakok kialakulas@raz és mtsai, 1997).

Néhany esetben immunhisztokémiai vizsgaldo modseerek alkalmaztak a virus

fontosabb fehérjéinek kimutatasara, hogy mégjesék, vagy éppen cafoljdk az EBV
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lehetséges szerepét a szajuregi tumorokban. Shéasnasoportja az OSCC mintak 81,8%-
aban mutatta ki az EBV LMP-1 fehérjéjét. Eredmékyalapjan kodzvetlen kapcsolatot
feltételeznek az EBV feftés és az ordlis laphamrak kialakulasa, maligrarssaformaciéja
kozott (Shamaa és mtsai, 2008).

Gonzalez-Moles és munkatarsai ugyan csak 19,2%538) EBV DNS eifordulasi
gyakorisdgot mutattak ki OSCC betegek korében, ementdk 85,7%-aban sikerilt
detektalniuk a virus LMP-1 fehérjéjét is, melyelemgén feltételezhéf hogy a virus latens
formaban van jelen a |€zio terlletén. Az BBAl allo egészséges oralis mucoséaval rendélkez
kontroll csoportjukban EBV pozitiv esetet nem ta@iél(Gonzalez-Moles és mtsai, 2002).

Munkacsoportunk magas, a kontroll és a premaligraetegcsoportjainktdl
szignifikansan eltérEBV DNS pozitivitast (73,8%, 48/65) mutatott ki @SCC betegcsoport
tumorszovetbl szarmazd mintaiban, amely 0sszevetharoknak a tanulmanyoknak az
adataival, melyek a virus etiologiai szerepét felazik az OSCC kialakulasaban (Higa és
mtsai, 2002; Higa és mtsai, 2003; Shamaa és n2(328).

Az EBV szerepének megitéléséhez vizsgaltuk az LMidlis protein expresszidjat
immunhisztokémiai modszerrel, de egyetlen EBV poZDSCC tumorszdvet mintaban sem
tudtuk kimutatni az LMP-1 proteint. Hasonlé erediyaadl szamoltak be Horiuchi és
munkatarsai, akik bar az OSCC-ben szefiieetegek tébbségében EBV DNS-t mutattak ki,
azonban a virus LMP-1 proteinjét nem sikerilt elgyemintaban sem detektalniuk (Horiuchi
es mtsai, 1995). Korabbi vizsgalataik folytatasaké@x EBV etiologiai szerepének
megitéléseére, Cruz és munkacsoportja EBV pozitiCcO®nintakban ugyancsak vizsgalta a
virus kilénbod transzkriptumainak és fehérjéinek expresszidjat. alkalmazott érzékeny
technikak (ISH; PCR, reverz transzkriptaz PCR; emoidlis amplifikacié (nucleic acid
sequence-based amplification, NASBA); immunhiszitoieg ellenére azonban egy minta sem
bizonyult egyértelien pozitivnak a vizsgalt viralis markerekre (EBEHBNA-1, EBNA-2,
LMP-1, LMP-2, BHRF-1, BARFO transzkriptumok, EBNA-LMP-1 és ZEBRA proteinek)
nézve. Eredményeik alapjan ugy vélik, hogy bar mimanintaban megtaldlhaté az EBV
DNS, felteheten az transzkripciés szempontbol inaktiv formabam, ezért a virusnak nincs
aktiv, koroki szerepe az orélis carcinogenesisnialaban. Ujabb eredményeik alapjan azt
feltételezik, hogy az OSCC-ben szenvepaciensek esetében — a tumor kovetkeztében
kialakul6 immunszupprimalt allapot miatt - a vimasgyobb mennyiségben |éphet ki a nyalba
anélkll, hogy jelenléte ok-okozati dsszefliggéslmmeé magaval a betegséggel. (Cruz és
mtsai, 2000).
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8. tablazat. A vizsgalt betegcsoportok EBV prevalencia adatlirfijzi régionkent.

Szerd Foldrajzi régio Betegcsoport (n) KontroJl  Alkalmazott EBV DNS pozitivitas Mas markerek
(n) technika
Atula és mtsai Finnorszag HNC (79) - SBH 0% (0/79)
(1997)
Cruz és mtsai Hollandia OSCC (36) és klinikailag - PCR (Bam HI W, | 100%/ (36/36, BamHI W) 50%
(1997) egészséges nyalkahartya BNLF1) (18/36, BNLF1)
(12) 8,3% (1/12) nyh. pozitiv
Cruz és mtsai Hollandia OSCC (13) - IHC, RT-PCR, 100%/ (13/13, BamHI W) EBNAL, LMP-1, ZEBRA protein
(2000) NASBA, ISH (IHC); EBNA1/2, LMP1/2,
BHRF1, BARFO (RT-PCR,
NASBA); EBER (RNS ISH)
Godenberg és Eszak-Amerika HNC (300) - kvatitativ PCR 25,3% @)
mtsai (2004)
Gonzalez- Spanyolorszag OSCC (78) + (50 PCR, IHC, ISH 19(2%678) LMP1 (IHC) 14/15; EBER (ISH)
Moles (2002) 0% (0/50) kontroll 0/15
Higa és mtsai Japan OSCC (54) - PCR (Bam HIF, 72,2% (39/54) LMP1 C-termindlis delécidja
(2002) EBNA2, LMP1)
ISH
Higa és mtsai Japan OSCC (177) - PCR 72% (127/177)
(2003)
Horiuchi és Japan OSCC (36) - PCR, ISH, IHC 52,8% (19/36) LMIPIC) 0% (0/19)
mtsai (1995) EBER1 (ISH) 53% (10/19)
Kobayashi és Japan OSCC (46) - PCR (BamHI W), 15,2% (7/46) EBER1 (ISH) 0/7
mtsai (1999) SBH, IHC, ISH LMP1 (IHC) 6/7
Mao és mtsai Anglia OSCC (20, tumorszdvet + (60) PCR 50% (10/20, oralis mucosa)
(1993) + oralis mucosa) 35% (7/20, tumorszovet),
25% (15/60, kontroll)
Van Rensburg Dél-Afrika OSCC (105) + (38) nested PCR (Bam 25,7% (27/105)
€s mtsai (1995) HI W fragment)
Shaama és Egyiptom OSCC (22) + (20) IHC LMP1 OSCC 81,8% grg/

mtsai (2008)

LMP1 kontroll 0% (0/20)

HNC: head and neck cancer, fej-nyaki daganat; I#@nunhisztokémia; ISH: in situ hybridisation; NASBAucleic acid sequence-based amplification; OS@@l
squamous cell carcinoma, oralis laphamsejtes aar@n PCR: polymerase chain reaction; RT-PCR: revéranscriptase-PCR; SBH: southern blot hibridigati
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Azért, hogy kozelebb Kkeriljunk az EBV OSCC-ben oliétt szerepéhez,
munkacsoportunk el& kozt vizsgalta ezen betegek egészséges szajhgdtidjanak,
valamint oralis premalignus elvaltozasokban szefivbdtegek |ézidjanak és egészséges
mucosajanak EBV hordozasat. Osszességében véveSGEZ Metegek tumorszovetében és
egészséges nyalkahartyajaban is hasonlé EBV preratedetektaltunk (73,8% vs. 66,2%).
hogy az EBV negativ tumorral rendekedetegek egészséges nyalkahartyajaban is
szignifikhnsan magasabb az EBV hordozas (52,9%)n&rddl csoporthoz (19,1%) képest és
hasonlo az EBV pozitiv tumoros betegek egészségmkanartyajanak EBV pozitivitAsahoz
(70,8%). Az egészséges oralis mucosa vizsgalatn dapott eredményeink azt mutatjak,
hogy az EBV DNS jelelenléte nem csak a daganatagri& hanem az egészséges
nyalkahartyara is jellenéz és sokkal inkabb a tumor indukalta immunszuppigséllapot
kovetkezmeénye lehet és a daganatos allapot alwliemdbje. Ezen feltételezésiinket
erositik munkacsoportunk egy masik tumorvirus, a humapillomavirus (HPV) vizsgalata
soran kapott eredményei. A HPV esetében a tumorukbBY negativ OSCC betegek
klinikailag egészséges nyalkahartyajanak virustzasa (2,9%) hasonld volt a kontroll
csoportéhoz (4,2%) és szignifikansan alacsonyalib mint a HPV pozitiv tumoros betegek
egészséges mucosajanak virushordozasa (45,2%)ekéikdlapjan elmondhatd, hogy a HPV
hordozéds a daganatos lézidhoz kdthetmi a HPV OSCC-ben betoltétt etioldgiai szerepét
valbsziriisiti (Szarka és mtsai, 2009). Ezzel szemben az E®&feben az OSCC betegeink
kérében mind a tumoros, mind pedig az egészsegagamartya mintaban — fliggetlendl a
daganat EBV pozitivitasatél - magas az EBV DN&aelulasi gyakorisdga, ami alapjan az
virus etiologiai szerepe kevéssé valdsgithety és magas prevalenciaja inkdbb az
immunologiai valtozasokkal magyarazhaté. A tumovsték magas EBV pozitivitasa a
virussal ferdzott B-lymphocytak és macrophagok szovetbe valdiltriagiojaval is
magyarazhatd, tovabba azzal, hogy az immunoldgiaitoxasok eredményeként a
keratinocytak érzékenyebbé valhatnak az EBV 6frdre, ezért a betegek egészséges
nyalkahartyajaban is megjelenhet a virus (Cruz &ain2000).

A magas EBV hordozas immunologiai okokra visszatteztf magyarazatat
tamaszthatjak ald a kulonkbzrakmegedz allapotok vizsgalata soran kapott EBV
prevalencia adatok. Az OLP betegcsoport lézidjéisel feleben (46,6%) sikerilt az EBV
genomijat detektalni, mig az OL esetén csak 29,58am#tattuk 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
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kulonbség nem volt szignifikdns. Hasonlé eredmérifedzamol be Sand és munkacsoportja,
akik OSCC és OLP betegcsoportjukban szintén siigméan magasabb EBV prevalenciat
detektaltak a kontroll csoportjukhoz képest. A n&ag8V prevalencia oka lehet a betegség
soran kialakulo lokalis vagy altalanos immunvédetmikkenés (Sand és mtsai, 2002). A két
rakmegebzé allapot kozotti kialonbség a két betegség éltgrathomechanizmusaval
magyarazhaté. Az OLP az szajlureg nyalkahartydjanakikusan fennéllé gyulladasa. Pontos
eredetét nem ismerjik, azonban ugy tartjak, hodpetegség héatterében a T-sejt medialta
autoimmun hatas allhat, mint kéroki ténfeA folyamatok hatterében kulonbdzitokinek,
foként az INFy (interferon-gamma) és TNé&{tumor nekrozis faktor-alfa) fokozott termelése
all, mely végs soron az epithelialis sejtek apoptdzisahoz vexesejtek fokozott apoptozisat

a kornyezetikben Iévaktivalt CD8+ sejtek rtkodése valtja ki (Sugerman és Savage, 2002;
Ismail és mtsai, 2007). Mindezek alapjan kézenddkhet az a feltételezés, miszerint az OLP
soran fellép autoimmun folyamatok és a megvaltozott citokinfipnmiatt olyan kdrnyezet
alakul ki, mely kedvex lehet az EBV reaktivacioja és Urllése szempontjd¥ivel az OLP

€s OSCC kialakulasa folyaman immunoldgiai valtokdgoténnek, ez a hasonlésag lehet a
magyarazata annak, hogy az OLP és OSCC betegdsapois magas EBV pozitivitast
mutattunk ki. Ezzel szemben az OL csoportban dételitacsonyabb EBV prevalencia oka
lehet, hogy az OLd&ként kronikus mechanikai vagy kémiai irrtacié kdsetmeénye és az
EBV reaktivaciojat és urulését sdgitmmunoldgiai valtozasok nem jelleligk erre a
premalignus Iéziéra (Neville és Day, 2002; Nap®S@eight, 2008).

Az EBV etiolégiai szerepét az OSCC patogenezisédmmban nem lehet teljesen
kizarni, mivel lehetséges, hogy, hozzajarul a cergenesis folymatahoz a tumoros
betegségek egy részében. Viszont a virus szerapaaképsddésben nehezen bizonyithato,
mivel az eredményeket nagymértékben befolyasohhek kdzott az a tény, hogy a legtdbb
tanulmany - beleértve a jelenlegit is - kisszdmipypéciét vizsgél, melynek statisztikai
eredmeényeidl nem vonhatok le pontosabb kévetkeztetések.

Fontos megjegyezni, hogy azok a populaciok, melgektében az EBV koéroki
szerepét valdsziisitik az OSCC kialakitdsaban, altalaban megegyezzekkal, ahol az
EBV-asszocialt nasopharyngealis carcinoma is gydkiwawford és mtsai, 2001; Goldenberg
es mtsai, 2001; Higa és mtsai, 2002; Higa s n268i3). EbBl arra kovetkeztethetlink, hogy
azok a genetikai és/vagy életmddbeli szokasokhs#thato prediszponalo faktorok, melyek a
virus hatasat segitik a nasopharyngealis carcingrathogenezisében, hasonldoképpen
segithetik az OSCC kialakulasat. Bar a kontroll pcstunkhoz képest szignifikansan

magasabb EBV pozitivitast detektaltunk az oralsdiban, szeretnénk felhivni a figyelmet,
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hogy a magas EBV prevalencia nem mindig jel6l valészefluiggést a virus jelenléte és a
betegség kialakulasa kozott. Eppen ezért munkadsmpovizsgalta a betegek egészséges
szgjnyalkahartygjanak EBV hordozasat is, ami setiiiz adatok helyes értelmezését és az
0sszefluggések feltarasat.

A 9-es kromoszéma rovid karjan elhelyezké K4A/ARF 16kusz altal kodolt p128*~
és p18™** gének anomaliait kilonbéztipust daganatokban figyelték meg. A Pi4és
p16M*** tumorszuppresszor génekihaktivalddasi mechanizmusai kézé tartozik a délés
a mutacioé, mint strukturalis valtozas; valamint eorpoter metilacié, mint epigenetikai
véaltozas. Egyes szeiiz szerint az OSCC kialakulasa folyaman a'J¥6 gén prométerének
metilacidja viszonylag korai torténésnek tekinthetRuesga és mtsai, 2007). Ezen
tumorszuppresszor géneket éfingenetikai illetve epigenetikai (prométer metiljcio
valtozasok gyakorsagat sokan vizsgaltak fej-nyakndrokban is, azonban prevalencigjuk
igen eltéé az egyes tanulmanyok kdzoétt. Egy tobb tanulmasgtzéfoglaldo kbzleményben a
pl4™RF gént érind prométer metilacié gyakorisaga 14% és 34% kozéitorik, mig a
p16NK** gén metilaci6janak prevalencidja 5-68% kozé tel{Btemokan és Dalay, 2011).
Ezért a fej-nyaki daganatok tekintetében a “PT4és p18"** gének genetikai vagy
funkcionalis inaktivalddasanak fontossaga vitatotiradt. Tovabba a legtobb tanulméany a
géneket éririt aberraciok gyakorisagara helyezi a hangsulytyélenem, vagy csak kisszamu
egészséges kontroll populaciot vizsgalnak.

Eredményeinket tekintve csupan egyetlen OSCC betegban sikertlt kimutatnunk
p16N " gént (exon &) érint deléciét. Az altalunk vizsgalt LSCC betegcsopantbaonban
a deléci6 fontos inaktivalédasi mechanizmus lehétdkét gén esetében. A gIX és
p16N**A gének exonjait érit delécié ugyanis szignifikansan gyakrabban forcelit a
laryngealis carcinomaban szengduktegcsoportban, mint a kontroll és az OSCC csoaor
Statisztikai adataink szerint a p16 exonok delécligfolyasolhatja az LSCC-ben szenved
betegek tulélését is, bar eredménylink nem mutstajhifikans eltérést (p=0,054). Hasonl6
adatokrol szamol be egy korabbi tanulmany is. Reedhunkacsoportja invaziv, primer fej-
nyaki tumorokban vizsgalta a pg¥6" gént érind valtozasokat. Az immunhisztokémiai
vizsgalattal p16 fehérjére negativnak bizonyultt&kr67%-aban talaltak homozigéta deléciét
a p18¥* génben. Fontos megemliteni, hogy Reed és munkatfesnyaki tumorokat
emlitenek tanulmanyukban és a daganatok pontosizakedja nem ismert. (Reed és mtsai,
1996). A szakirodalomban nem, vagy csak nehezégitfeth egy-két olyan tanulmany, mely
kifejezetten laryngealis daganatokban vizsgéljanaorszuppresszor gének delécioit. Swellam

6NK4A

€s munkatarsainak eredményei szerint 68,6%-ban(idilEl gén deléciot detektalniuk
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140 laryngealis laphamsejtes carcinomaban szénbetég tumoros mintajaban. Statisztikai
elemzésiik szerint a p¥6* deléciét mutaté betegeknek szignifikansan kisetgyéik van a
tumormentes tulélésre, mint a deléciét nem hordut@geknek (Swellam és mtsai, 2008).
Munkacsoportunk a pl¥“* delécidinak hasonlé hatasat irta le az LSCC bktege
tintementes talélésére, bar ez a hatas — fettehet jelenisen alacsonyabb esetszam miatt —
csak szignifikancia hatéarérték kozeli volt (p=0,p54

Bér jelen tanulmanyunkban nem sikerilt jetenteléciés gyakorisagot kimutatnunk
az OSCC betegcsoportban, tobb kdzlemény is fetiglhmelyek relative magas delécios
aranyrol szamolnak be orélis laphamsejtes carcibamaszenvedl betegek mintaiban.
Sailasree és munkacsoportja 116 oralis carcinomébamved beteg mintajaban vizsgalta a
pl4RF és p16™** gének anomaliait. A betegek 33% és 12%-aban raktadt p16"<**
illetve a p14R" gén delécidjat (Sailasree és mtsai, 2008). Japanlmanyok az altaluk
vizsgalt tumoros mintak felében vagy tobb mint belé mutattak ki a p1%“* gén valamely
exonjat érind homozigéta deléciot, valamint masok, az eseteB@&-aban a p14 exonjanak
deléciojat is medfigyelték (Bradley és mtsai, 200kahara és mtsai, 2001; Shintani és
mtsai, 2001). Az OSCC betegcsoportunkat dket az emlitett japan és indiai adatok és az
altalunk kozo6lt magyarorszagi eredmeények kozottlokliség a foldrajzi eltérééh a
dohanyzasi és taplalkozasi szokédsok kilonbsépeitddhat. Sajnalatos mdédon az emlitett
tanulmanyokban a betegek dohanyzasi, alkoholfoggsisZs taplalkozasi szokasait nem
jegyeztek fel.

Erdekes mddon az egészséges egyéheddarmazo szajiregi kontroll mintaban is
mutattunk ki mindkét gént érititdelécidkat. Prognosztikai értelemben ez jelentirti hogy
ezeknek az egészséges egyéneknek nagyobb esélyakiwmor kialakulasara. Masrééizia
pl4"F és p18%** exonok deléciéra utalé amplifikacidjanak a sikiemsége lehet az
alkalmazott primerek kétlési helyét éridt, kisebb jelertisédi genetikai valtozasok
(polimorfizmus, mutacio, kisebb delécié) kdvetkenye Vizsgalataink soran tdrekedtiink a
fals negativ eredmények kizarasara azéltal, hogyC&R vizsgalatokat tobb ismétlésben
vegeztuk illetve megallapitottuk a PCR érzékenysége exon deléciok amplifikacios
technikaval tortéd vizsgalatanak masik fontos limitacidja, hogy ezaehodszerrel csak a
homozigota deléciok mutathatoak ki.

Szekvenalasi eredményeinket tekintve a”Bl4és p18™“* gént ériné mutaciok
szerepe, ugyiinik, elenyésé a tumor kialakulasaban. Vizsgalataink soran csgknkutaciot
sikerllt detektalnunk, melyek csak az OSCC csopartbrdultak e). Mindkét mutacio a p16

exon Tn-t érintette; az egyik a kddolo, a méasik a nem kddégidban helyezkedik el. Az
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altalunk detektalt polimorfizmusok megegyeznek ar @ ismert polimorfizmusokkal.
Néhany polimorfizmusrol leirtdk, hogy szerepe lelb&onyos tumorok kialakuldsaban.
Thakur és munkacsoportja méhnyakradkban szeéniretiai paciensekben irta le a p16 exon 3
3'UTR (untranslated region) régiojat ednpolimorfizmust, melynek protektiv hatasa lehet a
tumor kialakulasaval szemben (Thakur és mtsai, R0AZ216 polimorfizmusat melanomas
betegekben is detektaltak, ahol a polimorfizmustibnd betegeknek szignifikansan révidebb
a tumormentes tulélésuk (Sauroja és mtsai, 2000).

Jelenlegi vizsgéalati csoportjainkban, ugynik, hogy a p18"** gént érind
polimorfizmusoknak nincs nagy jelésegik, mivel minden altalunk detektalt valtozaslyme
a kodold regiot érintette, heterozigéta volt. Néh&worabbi tanulmany, hasonléan a mi
adatainkhoz, a pf4" és p18™** gén alacsony mutaciés aranyat mutatta ki fej-nyaki
tumoros paciensek mintaibol. Nakahara és munkatatsamindbssze harom mutaciot
sikerllt azonositaniuk a 32 oralis és maxillofasidphamsejtes carcinoma mintaikban, mely

mutéciok a p18"*4

exon Ir és exon 2-t érintették (Nakahara és mtsai, 200Dih).és
munkacsoportja valamint Ohta és munkacsoportja fiéao alacsony mutaciés ratarol
szamolnak be, mely alapjan ezeknek a mutaciéknak todajdonitanak jelefis szerepet a
betegség kialakulasaban (Lin és mtsai, 2000; Oftatsai, 2009). A pI%F exon PB-t és
p53-t érin mutaciot mutattak ki fej-nyaki tumoros betegekb®ar a p14%F mutacié aranya
joval alacsonyabb volt a p53 mutacidjahoz képesizésségében véve a tumorszuppresszor
gének mutacioi szignifikansan gyakrabban fordulrelk a rekurrens, mint a primer
tumorokban (Weber és mtsai, 2002). Zeng és munkacga a p18“** polimorfizmusainak
emlitett tanulmanyokhoz, homozigéta polimorfizmasék néhany esetben detektaltak, ezért
8k is ugy vélik, hogy a pi¥“* gén polimorfizmusainak szerepe semleges a fej-nyaki
tumorokban (Zheng és mtsai, 2002).

Metilacié-specifikus PCR eredményeink alapjan anpsterek metilaciés allapota a
p16N**A gén esetében egy mérsékelten fontos funkciondliktivalédasi mechanizmust
jelenthet, mig a pI%" esetében a prométer metilacios statusz kevéshéstorizsgalataink
soran tbbb mintaban részleges metilaciét mutatthinkazaz a metildlt szignal mellett
ugyanabban a mintdban megjelent a nem metilalsjghasonléan Shintani és munkatarsai
illetve Kulkarni €s munkatarsa altal prezentaltdenényekhez (Shintani €és mtsai, 2001;
Kulkarni és Saranath, 2004). Ez nemcsak a proméggod részleges metilaltsagabdél adodhat,
hanem a tumorszovet heterogén szovettani osszaddtéd. Elofordulhat ugyanis, hogy a
tumor nagy része val6ban hipermetilalt, azonbarinzetszett tumorban (vagy annak egy
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részében) normal szovet is jelen van, mely nem laitetivagy csak nagyon alacsony
metilaltsagi szintet mutat (Jaffrain-Rea és mt$8B9; Shintani és mtsai, 2001). Figyelembe
véve, hogy a metilacié specifikus PCR egy igen l&mg mdodszer, a szovetmintdba kéril
kis mennyiség (esetiinkben nem metilalt) normal szovet metilgitédkat is kimutathatja.

A p14RF és p18"** gén prométer metilacidja az epigenetikai valtoka&ozé
tartozik. Az irodalmi adatok szerint sok tumor Bpan mutattak ki ezen promoterek
hipermetilaciojat, ugymint laphamsejtes fej-nyakarainoméban, nyétss vagy tud
daganatban (Belinsky és mtsai, 1998; Weber és n#8@p; Ohta és mtsai, 2009; Salam és
mtsai, 2009). Salam és munkatarsai a foldrajziolégi jellem? és taplalkozasi szokasokkal
Osszefig§ promoéter metilacidét figyeltek meg nyels daganatokban. Vizsgalt
betegcsoportjuk Indianak egy olyan terulét&zarmazott, ahol a ny&lss daganatok 5-6-
szor gyakrabban fordulnak éel mint India mas terlletein. A genetikai és epigiae
valtozasokon kivil a rdkos megbetegedések egyikadké@a kornyezeti artalmakat és az
étkezési szokésokat tartjak. Véleményik szerinh ezerileten élemberek altal fogyasztott
forr tedban fellelhétkarcinogén anyag hozzajarulhat a kilortbgenetikai és epigenetikai
valtozasok kialakulasahoz (Salam és mtsai, 2008l).d$ munkacsoportjanak tanulmanyaban
a p18¥** promoéter hipermetilaciéja gyakrabban forduls @izokban az oralis epithelialis
dysplasiakban, ahol a malignus transzformacié eséagyobb volt. Ezek alapjan a f1é"
prométer metilacidja igéretes biomarkernékik a dysplasia malignus transzformaciéjanak
predikciéja szempontjabél (Hall és mtsai, 2008)ledetanulmanyunkban a pi6*
metilacioja szignifikansan gyakrabban fordult6 eDSCC-ben és LSCC-ben, mint az
egészséges csoportban. A statisztikai eredménymioig azt mutattdk, hogy a p16™
metilacioja kedvedtlenll befolydsolhatja az OSCC-ben szervdibtegek tumormentes
tulélését, bar az eltérés nem volt szignifikansO(p88). Vizsgalataink soran a pPTa
metilaciojat is detektaltuk, azonban statisztikdiltkbséget csak az OSCC betegcsoport
esetében mutattunk ki.

Eredményeink és a szakirodalomban fellélledatok alapjan megallapithatjuk, hogy
a tumorszuppresszor gén promoterek kritikus Cp@eszinek metilacidéja mérsékelten fontos
vagy fontos inaktivalodasi mechanizmus lehet anfgki tumorok és egyéb tumorok
kialakulaséaban. A pI#™ és p1&'¥* gének hipermetilalt prométere mindig inaktivnak
tekinthet (Kondo és mtsai, 2003).

Ha azonban a tumorszuppresszor gének promoterdegésen metildlt vagy nem
metilalt allapotban vannak jelen a sejtekben, egg@igenetikai valtozasok is szerepet

kaphatnak a génexpresszié szabalyozasaban. A pFom@tilalason kivil az epigenetikai
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valtozasokhoz tartoznak a kulonkdohiszton modifikaciok is, melyek lehetnek példaul a
hiszton fehérjék lizin aminosav oldallancainak #d&eibja vagy metilacidja. A hiszton
fehérjék szerepe a kromatin strukturajanak kon#odzaltal a génexpresszio szabalyozasa. A
hiszton fehérjék metilacidja vagy acetilacidja szmbefolyasolja a génexpressziot, abban az
esetben is, ha a promoéterek CpG szigetei nem migtilaazaz transzkripciosan aktiv
allapotban vannak (Kondo és mtsai, 2003). A promatetilacié és a hiszton modifikacid
mellett a kis, szabdlyoz6 RNS-eknek is szerepe wangénexpresszios szabalyozd
folyamatokban. Ezek a mikroRNS-ek kozvetlen tranpzionalis szabalyozassal vagy a
szerepet tdltenek be a szabalyozasi folyamatokBanuki és mtsai, 2013).

Adataink a tumorgenezis soran bekdvetkiemtos genetikai események sokféleségére
hivjak fel a figyelmet, valamint arra, hogy a p14és p18'“** tumorszuppresszor géneket
erintd promoter metilacio gyakorisaga etidehet a kilonb&k fej-nyaki dagantok esetén. Az
exon mutaciok nem jeletgek, igy nem tekinthék fontos genetikai eseménynek oralis és
laryngealis laphamsejtes tumorok esetén sem. Wgik,t hogy OSCC-ben a promoter
metilacié (kulonoésen a pPE* gént érin) tekinhet az altalunk vizsgalt genetikai és
epigenetikai eltérések kozul a leggyakoribbnak; CSten pedig a gének promoter
metilacidja valamint az exonok delécidja jatszimrepet a gén inaktivalédasban. A kontroll
populaciéban a gének genetikai valtozasait kisatdmydban mutattuk ki. Bar a genetikai
valtozasok tulélsre gyakorolt hatasanak staisztkitai nem mutatnak szignifikans eltérést,
de kozel vannak a szignifikancia hatarértékhez.asld¢ pontosabb megitéléséhez és

szignifikans adatok detektalasahoz egy nagyobb $zpulacio vizsgalata szikséges.

KonklGziok:

- Elsék kozt vizsgaltuk OSCC betegek korében a tumordzéwmishordozaséaval
parhuzamosan a betegek egészséges szajnyalkafdalyaiEBV pozitivitasat. A
vizsgalt OSCC betegcsoport tumoros és egészségatkahgrtyarol szarmazdé
mintajaban is szignifikdnsan magasabb volt az EB¥%foeduldsa, mint a két
premalignus elvaltozasban (OL, OLP) szerdvdxtegcsoportban illetve a kontroll
populaciéban.

- Az EBV negativ tumorral rendelkézbetegek egészséges nyalkahartyajaban is

szignifikansan magas virushordozast mutattunk koratollhoz képest és ez az arany,
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hasonlo volt az EBV pozitiv tumoros betegek egésgséyalkahartyajanak EBV
pozitivitasahoz.

Elsok kozt vizsgaltuk az orédlis premalignus elvaltozdmsm szenvedl betegek
lézidjanak és egészséges mucosajanak EBV hordagasat OLP betegek 1ézibjaban
szinifikdnsan nagyobb volt az EBV pozitivitas, mazt OL és kontroll csoportban.

Az EBV szerepe, mint etiologiai faktor az OSCC @ldtdsaban, adataink alapjan nem
bizonyithatd egyérteltien. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, laaggBV
jelenléte a betegeknek mind a tumoros, mind pedig@geszséges nyalkahartyajara
jellemzs, mely a betegség folyaman kialakult immunszupplimallapot
kovetkezménye lehet.

Az OSCC-ben szenvéd betegek korében a tumor magasabb T stadiuma
szignifikhnsan rontotta a tlUnetmentes tulélés ésélyA daganat kedvéHden
lokalizacidja valamint a tumor magasabb T stadiursékkentette a tlinetmentes
tulélést az EBV pozitiv OSCC betegcsoportban.

Elsdként vizsgaltuk egészséges egyének kdrében a tépwdés szempontjabdl
fontos p14%F és a p16<+A
A fej-nyaki tumorok tekintetében az LSCC betegcstpm, p147" és p16™“4
tumorszuppresszor géneket éfirdelécié fontos inaktivalédasi mechanizmus lehet,

gének genetikai €s epigenetikai eltéréseit.

mivel szignifikansan magasabb aranyban fordélt mint OSCC-ben és az egészséges
kontroll populacioban.

A p16NK*A gén esetében az altalunk detektalt, kédold régidits mutaciok és
polimorfizmusok heterozigotak voltak, ezért ezekaelaltozasoknak nincs, vagy csak
elenyés# szerepe lehet a tumor kialakuldsa szempontjabdl.

A p16NK*A gén promoterét érititmetilacid szignifikansan gyakoribb volt OSCC-ben
és LSCC-ben is, mint a kontroll egyénekben. Jelesgélati csoprtunkban a pY6+

gén promoterének metilaltsagi allapota mérsékekemos, mig a pIHF gén

promoter metilacioja kevéshbé jeléatinaktivalodasi mechanizmus.
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6. OSSZEFOGLALAS

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 kbiizs kornyezeti illetve cellularis
folyamatok ismerete még ma sem tisztdzott pontoSanagyarorszagi populacioét ilkeen az
oralis daganatok és premalignus elvaltozasok EB¥vegienciajarol 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 régiénkent,
populacidként és tumortipusonként valtozik. Jeemulmanyunkban meghataroztuk az EBV
el6forduldsi  gyakorisagat szajuregi laphamsejtes waméban, két premalignus
elvaltozasban (OL és OLP) illetve egészséges kibmtrimtakban. Hogy a virus pontosabb
etiologiai szerepét meghatarozzuk mindegyik betggminak megvizsgaltuk az egészséges
nyalkahartyajarél szarmazoé exfolialt sejtejeitRsisztan a Iéziok EBV hordozasat vizsgalva,
eredmeényeink szerint az OSCC-ben és OLP-ben szémetegek Iézidjaban gyakori az EBV
jelentléte, mely alapjan valés#sithet a virus szerepe a tumor kialakulasaban.
Megvizsgalva azonban a betegek egészséges nydiahtazt 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 p14%F és p1E'A
tumorszuppresszor gének aberracioit vizsgéltuknyeki daganatokban. Eredményeink
alapjan az altalunk vizsgalt, fej-nyaki tumoros ye@rszagi populacidéban 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 kedhesuil befolydsolhatja a tumormentes
tulélést. MSP vizsgélataink azt mutattak, hogy & 4" gént ériné prométer metilacié
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gyakrabban fordult él az OSCC és LSCC csoportban a kontroll csoporthégest.
Ellentétben tdébb tanulmannyal mégis kisebb aranybatattunk ki promoter metilaciot. A
p16NK*A gént érind prométer metilacié esetiinkben egy mérsékeltenofoimaktivalodasi
mechanizmust jelenthet, mig a pTametilaciéja kevésbé fontos a fej-nyaki daganatokida
carcinogenesis soran végbemietumorszuppresszor geneket &figenetikai és epigenetikai
valtozasok tumortipusonként, foldrajzi régidnkéns ebldl kifolyolag taplalkozasi,
dohanyzasi és kulturalis szokasonként valamint pul@iot ért kornyezeti artalmaktol

fuggoen eltééek lehetnek.
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7. SUMMARY

In Europe, Hungary ranks first both the morbicatyd mortality lists regarding head
and neck cancer. In Hungary, the mortality due @achand neck tumours increased nearly
five-fold in the past 35-40 years. Despite the tgw@ment of diagnostic and therapeutic
options, the prognosis of oral cancers is unfavderaVioreover, the various environmental
and cellular processes underlying in the backgroahdhe development of tumours are
unknown exactly. According to our knowledge, pufdid information on the EBV prevalence
of oral tumours and premalignant lesions as welthasaberrations of pt3~ and p18"“*
genes in head and neck cancers are not availatite iHungarian population.

Studies suggest that EBV contributes to the dewetnt and/or progression of OSCC.
However, it is probable, that the role of EBV isanged by geographical region, population
and tumour type. In our study, we examined the ggres of EBV in oral squamous cell
carcinoma, premalignant lesions (OL, OLP) and hgalhdividuals as a control group. In
order to determine the more accurate aetiologiok® of the virus, exfoliated cell samples
from apparently healthy mucosa were also examinezhse of all patients. Examining only
the EBV positivity of the lesions, in our data, ipats suffering fom OSCC and OLP carried
more EBV DNA in their samples than controls. Basadhese results, the role of the virus is
possible in the development of tumour. However, wive examined the apparently healthy
mucosa of the OSCC patients and it was found,ttigatumour tissue and apparently healthy
mucosa showed comparable EBV prevalence rate.dEtéssuggests that the EBV prevalence
is not associated with the lesions itself, buteatith the general immunological status of the
patients. The altered immunological process ascthesequence of the malignancy may
activate the B-lymphocytes and the high virus presein tumour tissue, surrounding tissue
and the saliva attributed to the B-lymphocytedtiaiion.

In our further study, the frequencies of the gienend epigenetic alterations of pTa
and p1&™** tumour suppressor genes were examined in patidtitshead and neck cancer
(OSCC and LSCC). According to our presented datd&, P and p1&“** tumour suppressor
gene mutations and polymorphisms seem to be indrgand consequently unimportant
events in Hungarian population with head and necicer. However, the exon deletions may
be important inactivation mechanism for both gemed. SCC. Regarding our statistical
results, exon deletions in case of larger LSCC [atjmn may lead to poorer tumour free

survival. Examination of the methylation statustieé tumour suppressor promoters, more
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frequent methylation of the p16** promoter was found both in OSCC and in LSCC group
than in healthy individuals. Nevertheless, althbgetve detected lower promoter methylation
rate in contrast to other studies. Our data sug¢fest in head and neck cancer, methylation
status affecting the pf§* promoter seems to be a moderate important inaictiva

mechanism, while less important in case of 514 Genetic and epigenetic alterations of
tumour suppressor genes during carcinogenesis ragy according to the tumour types,

geographical regions and therefore dietary, smo&imdcultural habits as well as depends on

the population suffering from different environmairdamage.
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9. TARGYSZAVAK

Magyar nyelven:

oralis leukoplakia, oralis lichen planus, oralispHamsejtes carcinoma, laryngealis
laphamsejtes carcinoma, Epstein-Barr virus, tunumszesszor gén, genetikai valtozasok,

promoter metilacio

Angol nyelven:

oral leukoplakia, oral lichen planus, oral squamoel carcinoma, laryngeal squamous cell
carcinoma, Epstein-Barr virus, tumor suppressoregegenetic alterations, promoter

methylation
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