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Roviditések jegyzéke

Bcl-xL — B-cell lymphoma-extra large, nagy B sejtes lymphoma

BCL2 — B cell lymphoma 2, B sejtes lymphoma gén

bHLHLZ — basic helix-loop-helix leucine zipper transcription factor, bazikus hélix-
hurok-hélix-leucin cipzar transzkripcios faktor

CEACAM - carcinoembryonic antigen- related cell-adhesion molecule,
karcinoembrionalis antigénhez k6t6dod sejtadhézios molekula

CD31- cluster of differentiation, platelet endothelial cell adhesion molecule
vérlemeke endothelialis sejtadhézids molekula

CDK - ciklin dependens kinazok

DNS — dezoribonukleinsav

ECM - extracellularis matrix

EGF — epidermal growth factor, epidermalis névekedési faktor

EGFR — epidermal growth factor receptor, epidermalis ndvekedési faktor receptor
FISH — fluoreszcens in situ hibridizacié

GMCSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, granulocita-makrofag
koldnia stimulal6 faktor

HPV — humaén papillomavirus



ICAM - intercellular adhesion molecule, intercellularis adhézids molekula

IFN — interferon

IGF-1 — insulin-like growth factor, inzulinszerii novekedési faktor

IL- interleukin

kDa - kilodalton

KGF — keratinocyte growth factor, keratinocita novekedési faktor

KRT - cytokeratin

Mdm?2 — mouse double minute 2, egér dupla minut 2

NFkB — nuclear factor kappa B, nuklearis faktor konnytilanc ligand a B limfocitan

NID2 — Nidogén 2

PTEN — foszfataz ¢s tensin homolog gén

PDGF — vérlemezke eredetii novekedési faktor

PTHrP — mellékpajzsmirigy hormonnal rokon fehérje

RANK - receptor activator of nuclear factor kappa-B, nuklearis faktor kappa-B receptor

aktivator

RANKL — receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, nukleris faktor kappa-B

receptor ligand

RNS — ribonukleinsav

TFIIH — transcription factor II human, II. transzkripcios faktor

TGF — transforming growth factor, transzformal6 ndvekedési faktor



TNF — tumor necrosis factor, tumor nekrozis faktor

tPA — szdveti plazminogén aktivator

VCAM - vascular cell adhesion molecule, vaszkularis sejtadhéziés molekula



I. Bevezetés

A kozépfiilbe lokalizdlodd cholesteatoma széles korben elterjedt fiilbetegség, ami
kronikus gyulladdsos folyamat eredményeként alakul ki. A kronikus cholesteatomas
kozépfiilgyulladds  prevalencidja  foldrészenként  kiilonb6zd, fejlettebb  teriileteken
alacsonyabb, mig a szocidlisan elmaradottabb régidkban magasabb az eldforduldsa. A
betegség eurdpai incidencidja gyermekek esetében 3/10000, illetve felndtteknél 9/10000. A
fels6léguti hurutos megbetegedések gyakori szovédményeként fordul el a kozépfiilgyulladas
(otitis media). Az otitis mediat okozd faktorok kronikus fennallasakor a cholesteatoma
képzddés lehetdsége fokozott.

A cholesteatoma leirdsara patologiai megjelenése, jellegzetes szine €s zsakszerti volta
alapjan 1829-ben Cruveilhier a gyongyhéaz tumor kifejezést hasznalta, a tumort a temporalis
csontba lokalizalta. Magat a cholesteatoma kifejezést el0szor Johannes Miiller hasznalta
1838-ban. A nevet a betegség jellegzetes megjelenése alapjan a cholesterol, a steat (zsir)
illetve oma (daganat, tumor) szavakbol képezte, értelmezésében tehat a cholesteatoma a

zsirszovet gyongyhdz tumora.

A medicindban szdmos keratinozus ciszta ismert, tobbek kozott az epidermalis ciszta
(atheroma) és a cholestetoma. A cholesteatoma a kozépfiilben elhelyezkedd ectopias
keratindzus ciszta, melyet lokélisan invazivitas jellemez. Hisztologiailag a ciszta fala
tobbrétegli elszarusodd lapham, melyet matrixnak neveznek. A matrix sejtjei altal termelt
keratin, mely folyamatosan ujratermelddik, majd levalik, tormeléket képez a ciszta

belsejében. Ezzel a cholesteatoma mérete nd, egyre kiterjedtebbé valik. Ebbdl a



novekedésébdl szarmazik invazivitasa, szdmos, kiillonbozo stlyossagl szovodményt okozva a
kozépfiilben. Leggyakoribb a hallocsontlancolati destrukcio, hallascsokkenés, fiilfolyas,
sz¢diilés és az intracranialis szovodmények. A cholesteatoma terdpiaja a mitéti eltavolitas.
M¢ég gondos sebészi kimetszés utan is magas a betegség recidiva hajlama foként a
gyermekkori esetekben, ezért gydgyitasa a mai napig is nagy microchirurgiai kihivast jelent a

fiil-orr-gégészek szdmara.

Az atheroma — vagy kdsadaganat — egy benignus tumor, szovettanilag nagyon hasonl6 a
cholesteatomahoz, de klinikai viselkedésiik eltérd. Sebészi kimetszése utan a kéasadaganat

szinte szo6védmény nélkiil gyogyul.

A cholesteatoma patomechanizmusa még napjainkban is csak részben ismert. A
konvenciondlis elméletek alapjan a cholesteatoma kialakuldséra az irodalomban szdmos olyan
teoriat talalunk, mely szerint a choleteatoma kialakulasa hétterében a kozépfiil strukturajara
jellemzd élettani és anatomiai viszonyok megvaltozéasa all. Ezek alapjan a cholesteatoma két
etiologiai csoportjat kiilonboztetjiik meg, congenitalis és szerzett formdjat. A legujabb
tanulmanyok a cholesteatomara jellemz6 irregularis terjedés, a proliferacié hatterében 4allo
molekularis és citogenetikai elvaltozasokat vizsgaljak, ezek azonositdsdval és analizisével
feltételezhetden pontosabb ismereteket kaphatunk a cholesteatoma kialakuldsara ¢és
viselkedésére vontakozdan.

Munkank sordn hat gén — a ¢-MYC, TP53, MMP9, KRT1, KRT 10 és KRT19 -
expresszios mintdzatat vizsgaltuk miitétileg eltavolitott cholesteatoma sejtekbdl izolalt Gssz
RNS mintakban, kontrollként retroauricularis régiobol vett normal bérbdl szarmazé mintakat
hasznaltunk. Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk lehet-e szerepe a vizsgalt géneknek
a cholesteatoma kilakulasaban, agressziv viselkedésében, illetve taldlhato-e onkoldgiai eltérés

cholesteatomaban. A c-MYC protoonkogén esetében a choleteatomara jellemzd expresszios



szintet Osszehasonlitottuk a benignus atheroma daganat sejtjeire jellemzd génexpresszios
szinttel is.

Osszefoglalva tehat, a dolgozatban leirt kisérletek célja a cholesteatoma agressziv
viselkedésének molekuléris hatterében all6 mechanizmusok vizsgalata volt. Remélve, hogy
eredményeink néhany uj részlettel szolgalnak a cholesteatoma patomehanizmusanak

magyarazatara.



I1. Irodalmi Attekintés

2.1. A cholesteatoma Kklasszifikacioja ¢és patomechanizmusa a

konvencionalis elméletek szerint

A kovenciondlis elméletek a cholesteatoma novekedését, patogenezisét tobb teodriaval
magyarazzak. Ezek alapjan a cholesteatomanak etioldgiai szempontbol két csoportja van:
szerzett és velesziiletett cholesteatoma (1. 4bra). A szerzett csoporton beliil tovabbi két

altipust kiilonbdztetnek meg; primer- €s szekunder szerzett altipusokat (1,2).

1. Abra. Szerzett és congenitalis cholesteatomak fiiltiikri képe. Szerzett
cholesteatoma (A. ¢és B); congenitalis cholesteatoma (C és D). Az dbra C. részén a sotét nyil

mutatja a cholesteatomat. (www.fulspecialista.hu)



2.1.1. Congenitalis cholesteatoma

A congenitalis cholesteatoma egyfajta fejlodési rendellenesség, mely altaldban a 3-4.
magzati hét koril alakul ki, amikor a vel6bardazda vel6csévé zarodasa torténik. Az
embrionalis életben a kialakulé temporalis térség szovetvandorlasi torténései kozben
leszakado, elszarusod6 laphamsejtek vagy sejtszigetek rendellenes mesodermalis tajékra
keriilnek. A hamsejtek funkcidjuknak megfeleléen keratint termelnek, azonban ez a keratin
nem tud iiriilni, mivel ezeknek a sejteknek nincs kapcsolatuk a kiilvilaggal. A hamsejtekbdl és
az altaluk termelt, felhalmoz6dé keratinbol egy tigynevezett retrakcidos hamzsak jon 1étre,
melybdl congenitalis cholesteatomas gyongy képzodik. A velesziiletett cholesteatoma a
koponyan beliil elhelyezkedhet intraduralisan és extraduralisan. Extradurélisan elsGsorban a
koponyat alkoté sziklacsontban és kornyezetében fordul eld, leggyakrabban a hallgjarat, a
kozépfiil, a csecsnytlvany teriiletén és a sziklacsont csticsan (3). A congenitalis cholesteatoma
tlinettananak kritériumrendszerét tobb csoport is vizsgalta, ezért tobbféle allaspont 1étezik:
Derlacki és Clemis nézete szerint a cholesteatoma ezen fajtijanal a dobhartya ép, intakt,
illetve nem el6zi meg fertézéses periddus. Ezt az elméletet Friedman és munkatarsai cafoltak,
hiszen vizsgalatuk sordn az ¢érintett gyerekek tobbségének legalabb egy otitis medids
periddusa volt. Levinson és munkatarsai nevéhez flizédik a legpontosabb kritériumrendszer.
Szerintiikk az intakt dobhartyatél medialisan helyezkedik el egy fehér, tgynevezett
cholesteatomas massza, a pars flaccida és pars tensa viszont intakt. A betegeknél nem
tapasztalhat6 fiilfolyds, nem volt elézéleg fiilészeti beavatkozas, nincs halldjarati atresia és
intramembrano6zus cholesteatoma, de nem zarjak ki az otitis media meglétét. A congenitalis
cholesteatoma atlagosan 4,5 éves korra alakul ki. Fiti dominanciat mutat, a fiu lany arany 3:1

4,5).
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2.1.2. Szerzett cholesteatoma

crer

szekunder szerzett cholesteatoma patogenezise azon alapszik, hogy fiilészeti beavatkozas
soran a dobhartyardl leszakad6 epitélium a kozépfiilbe jut. Ilyen beavatkozas lehet pl. a
ventillacids tubus behelyezése, paracentesis, operacio (5).

A szerzett cholesteatoma patogenezisére Ot alapteoria van. 1) A stratum basale
hiperplaziaja az elszarusodé laphamban. 2) Az epithelium sejtjeinek migracioja a perforalt
dobhartyan keresztiil addig tart, ameddig egy masik epiteliummal fedett felszinhez nem ér.
Ezt a migracids jelenséget ,,contact guidance”-nak, mig a taldlkozas okozta megallast ,,contact
inhibition”-nak nevezziik. 3) A kozépfiil lapos kuboidalis sejtjeinek metaplasztikus
transzformacioja elszarusodd laphamma. 4) A dobhartya invaginécioja az élettani viszonyok
megvaltozasa miatt. 5) Riiedi, illetve Aimi elmélete szerint fejlodési rendellenességként, vagy
kés6bb a sziiletés utan folyamatos hallojarati irritacié hatasara elszarusodo laphamsejtek, vagy
hamcsapok nyomulhatnak be a dobiiregbe (6).

A legelfogadottabb patomechanizmus ezek koziil a dobhartya invagindcioja. A nem
megfeleléen kezelt hurutos-savos kozépfiilgyulladas sulyosbodasanak egyik kovetkezménye
lehet, hogy az elvékonyodott, atr6fids dobhartya bedblosodik a dobiireg, majd a mastoid
rendszer térségébe. Mindez a kdzépfiil anatdmiai- és nyomas viszonyainak megvaltozasabol

adodhat (7).
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2.2. A cholesteatoma progressziojaban szerepet jatszo faktorok

A cholesteatoma harom ¢évszazada ismert betegség, de etiopatogenezise maig is
vizsgélatok targyat képezi. Szamos mechanizmust irtak mar le a szerzett cholesteatoma
kialakuldsara vonatkozodan, de azok altaldban nem adnak magyarazatot a cholesteatoma
szamos klinikai jellegzetességére, a koordinaltalan sejtproliferaciora, invazivitasara,
megvaltozott differenciacidés folyamatéara, agresszivitasara, illetve recidiva hajlamara. Az
utébbi években azonban mar néhany modernebb, un. ,high-throughput” molekularis
modszerek felhasznalasaval elvégzett vizsgalat eredményei is kozlésre keriiltek a

szakirodalomban (2).

2.2.1. Gyulladast medialo faktorok a cholestatomaban

A cholesteatoma alapjat feltehetéen egy kronikus gyulladdsos folyamat képezi. A
legijabb tanulmanyok szerint a koézépfiilben ennek a folyamatnak direkt és indirekt tton
szerepe van a cholesteatoma agressziv viselkedésében.

Tobb kutatocsoport is probalt azonositani a cholesteatoma progresszidjaban szereppel
bir6 mediatorokat, hogy ismertebbé valjanak a cholesteatomara jellemzo cellularis,
molekularis diszfunkciok. A cholesteatoma progresszidjaban egy komplex immunolégia
folyamat all, melynek alapja egy kronikus, régdta fennalld gyulladasos folyamat. A folyamat
részeként szignal transzdukcids utvonalak aktivalodnak, melyek génexpresszids valtozasokat,
enzimek termelédését vagy aktivitds valtozasat okozhatjak, illetve elvezethetnek akar

kromoszoma aberraciok kialakulasahoz is (8, 9).
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A cholesteatoma progresszidja a cholesteatoma matrix sejtjeinek, az éket koriilvevo
extracellularis matrix komponenseinek, a sztromalis rétegben talalhato fibroblasztok és a
vérereket tartalmazd perimatrix kolcsOnhatdsai révén valosul meg. A matrixban ¢és
perimatrixban zajlo gyulladasos folyamatok soran parakrin és autokrin hato citokinek (IL-a,
IL-B, IL6, IL8. TGF-a, TGF-B, TNF-a, KGF, EGF) termelédnek (2. abra). Az aktivalodott
citokin kaszkad a matrix-perimatrix rétegekben komplex valtozasokat hoz létre, mely az
extracellularis matrix atrendezéséhez, lebontasahoz, a leukocitdk szovetekbe valo kijutasahoz
vezet. Az extracellularis matrix bontdsaban proteolitikus enzimek - szerinproteazok, a matrix-
metalloprotedzok és a cisztein protedzok - vesznek részt. Az extracellularis matrix és a bazalis

membran degradéacidja, lebontdsa novekedési faktorok, illetve tovabbi citokinek

crer

crer

Perimatrix
fibrobla=zt
_ &
parakrin hatas parakrin hatas
+ KGF « IL-1a
- EGF « IL-1B
+ PDGF - IL-B
» TGF-a « IL-B
- TNF-g . PTHrP
» GM=CSF
Matrin
= z ;
keratinocita

autokrin hatas
+ TGF-a

T - TGF-p

2. Abra. Mitrix és perimatrix kolesonhatasaban résztvevé citokinek. A matrix
keratinocitait és perimatrix sejtjeit érintd gyulladdsos folyamatban résztvevd parakrin és

autokrin hatésu citokinek. ( Kuo et. al. Laryngoscope, 2015.)
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2.2.1.1. Citokinek, sejtfelszini és adhéziés molekulak a cholesteatomaban

A sejtek kozotti jelatvitelben jelentés szerepet toltenek be az igen kicsiny
koncentracioban is hatékony polipeptid molekulak, a citokinek. A citokin csaladba tartozo
novekedési faktorok és interleukinek szamos bioldgiai hatast kdzvetitenek (10).

A cholesteatoma képzddés szempontjabol fontos lehet, hogy az interleukinek parakrin
moddon befolyasolhatjadk a keratinocita differenciaciot, proliferaciot. Tobb kutatdcsoport is
vizsgalta jelenlétiiket cholesteatomaban. Bujia és munkatdrsai egy tanulmanyukban az
interleukin-1 (IL-1) cholesteatomaban betdltott szerepét vizsgaltak. Az IL-1-nek két altipusa
van, az interleukin-la (IL-1a) és az interleukin-1p (IL-1B) de az IL-1 mindkét tipusa egyazon
receptoron keresztiil fejti ki biologiai hatasat. Kiilonb6zo sejtek termelik a két altipust, az IL-
la a keratinocitdk, mig az IL-1p a monocitak és a makrofagok. Bujia és munkatarsai az IL-1
expressziojat vizsgaltak a cholesteatoma matrixaban, kontrollként normal kiilsé halldjarati
bort haszndlva. Az IL-1 overexpresszidjat a cholesteatoma matrix suprabazalis rétegében
figyelték meg. Elvétve detektaltak IL-1 expresszidt a sztromalis rétegben is. Az IL-la a
boérben talalhatd, az immunrendszerhez tartozo antigénprezentald specializalt dendritikus

sejtekre, Langerhans sejtekre is hat (11). Kamide és munkatarsai tanulmanyukban kimutattak,

crer

------

transzglutamindz enzimre (12). Az IL-1 kiilonb6z6 mechanizmusok révén hat a csont
reszorpciora is. Mundy és munkatarsai szerint az IL-1 stimulélja a fibroblasztok kollagenaz és
prosztaglandin termelését. Az IL-1 szabélyozza a polimorfonukleéris neutrofil sejteket, illetve
az oszteoklasztokat kozvetleniil is aktivalja. Az IL-1 stimuldlja a granulocita-makrofag

kolénia stimulalé faktor (GM-CSF) termelését ¢és hat a monocita és multinukledris
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oszteoklasztszerl sejtek kemotaxisara is (13). Az IL-1 a normal epidermiszben is kimutathato.
A szerzOk a megndvekedett 1L-1 szintet a cholesteatomara jellemzdé hiperproliferacios ¢€s
csontdestrukcios folyamatokkal hoztak osszefiiggésbe (11).

In vitro kisérletekben vizsgilva a GM-CSF hatasat megallapitottak, hogy e faktor
stimulalja a sejtproliferaciot és a keratinocita képzddést. A GM-CSF az epitélium suprabazalis
rétegében lokalizalodik, illetve a szubepitélidlis rétegben, a monocitdkban és a
fibroblasztokban is kimutattak jelenlétiiket (14). Az IL-1a és az IL-1p diffizan megtalalhaté a

Az IL-6 a cholesteatoma matrixdban ¢és a sztromajaban taldlhat6. Az IL-6
overexpresszidja a cholesteatomaban valosziniisiti, hogy e citokinnek szerepe van az
epitelidlis proliferacidoban és a csontdestrukcios folyamatokban (15).

Kuczkowski és munkatdrsai a TNF-a, IL-1a és 11-6, TGF-$ és az EGFR expressziojat
vizsgaltak a cholesteatomédban. A normdal boérhéz viszonyitva emelkedettebb expresszios
szintet detektaltak, illetve az expressziojuk szintje korrelalt a csontdestrukcid mértékével (16).

Szamos kutatdcsoport vizsgalta a cholesteatomdban a sejtfelszini, adhézidos molekulak
¢s a citokinek jelenlétét és egymasra hatasat. IFN-y és az IL-1 indukélja a keratinocitak
sejtfelszinén talalhato ICAM-1 molekulat. A marixban és a perimatrixban az ICAM-1 és az
ELAM-1 az immunvalasz modulalasdban vesz részt. Az ICAM-1/LFA-1 kozotti interakcio is
fontos szerepet kap a lokalis inflammatorikus reakcidoban az epitelidlis és sztroma sejtek
hataran. Az IFN-y noveli az EGFR expresszidjat, igy eldsegiti a TGF-a altali keratinocita
képzddeést (17).

Welkoborsky ¢és munkatarsai 40 felndttbdl és 14 gyerekbdl szarmazd choesteatoma
mintakat vizsgaltak. Analizisiik soran az alp6-integrin, E cadherin, I-CAM, a és 5B integrin,
V-CAM ¢és fibronektin kozvetitette sejt-sejt kozotti interakcidkat és az epitél-sztroma

interakciot vizsgaltak. Eredményeik igazoltak, hogy a gyermek ¢és felndttkori esetekben az
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extracellularis matrix komponenseinek expresszidja, strukturaja eltérd volt. A kiillonbség a
gyulladéas extravazacios stddiumanak intenzivebb jelenlétére utal a gyermekkori esetekben,
mely egy fokozottabb gyulladasos folyamatot, terjedést is valdszintisit (18). Quaranta ¢és
munkacsoportja is azt allapitotta meg, hogy a gyermekkori cholesteatomas esetekben a
gyulladas mértéke nagyobb a felnéttkorihoz képest (19). A Dornelles munkacsoport altal
végzett munka eredményei szerint is a perimatrix - mely cholesteatomaban egy gyulladasos
kornyezet — a gyerekek esetében nagyobb rétegvastagsagu a felnéttekéhez képest (20).
Osszegezve: a keratinocitdk altal termelt interleukinok a fibroblasztokban citokinek
termelését indukaljak. A cholesteatomaban detektalt citokinek mind a matrixban, mind a
perimatrixban megtalalhatoak, pozitiv feedback mechanizmus révén fokozzdk egymas

termelddését, fenntartva ezzel a gyulladasos folyamatot.

2.2.1.2. Biofilm képzo6dés és szerepe a cholesteatomaban

A cholesteatomara jellemzd, kozépfiilet érintd kronikus gyulladasos folyamat gyakran
rezisztens antibiotikum kezelésre, ami mikrobidlis eredetli biofilm képzéssel hozhatd
Osszefiliggésbe.

A Dbiofilm szilard feliileten kialakul6, baktérium sejtek egybefiiggd bevonatot képezd
rétegeib6l all, melyben a baktériumok az A4ltaluk szekretalt extracellularis polimer
molekuldkba agyazottan helyezkednek el. A biofilm képzddés fontos tényezdje a kronikus
bakterialis fert6zéseknek, ugyanis a biofilm képzés megvaltoztatja a baktériumok fiziologiai
allapotat, génjeik expresszidos mintazatat, pl. rezisztencia gének aktivalodnak, igy sokkal
nehezebben kezelhetd antibiotikumokkal a fertézés (21).

Cholesteatomas esetekben is tapasztalhato biofilm képzddés a kozépfiilben,

leggyakrabban Pseudomonas aeruginosa sejtek mutathatéak ki a biofilmben. A cholesteatoma
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sejtjeiben folyd aerob metabolikus folyamatok kdvetkeztében kialakuld oxidativ stressz és az
antioxidansok szintjének csokkenése bioflim fokozott produkcidjaval jarhat egyiitt. (22, 23,

24).

2.2.2. Angiogenezis

A sejtburjanzas egyik alappillére az angiogenezis. A sejtek életmiikodéséhez
nélkiilozhetetlen az oxigén, melyet a szoveteknél a veliik teljes Osszhangban ndvekvo,
differencialodo és az Oket kell siiriséggel behaldozo hajszalérrendszer biztosit. Folkman
szerint a szolid tumorok egy bizonyos nagysag felett mar nem képesek csupan diffiizio utjan
hozzajutni az oxigénhez és a tadpanyagokhoz, hanem tjonnan kialakult kapillarisokra van
sziikségiik. Az 1j erek szerkezete eltér a normalis erekétdl: szabalytalanok, csavarodottak,
simaizomelemeik hidnyoznak, endotél bélésiik és bazalis membranjuk elégtelen, amelyeket a
tumorsejtek folyamatosan bontanak is. Az angiogenezis a szoveti hypoxia hatdsara a daganat-
¢s sztromasejtekbol felszabaduld angiogenetikus faktorok (pl. VEGF) hatdsara indul meg
(10). Ez az angiogenikus atkapcsolas a daganatok rosszindulativa valasanak, korlatlan
novekedésének egyik alapfeltétele.

Asher ¢és munkatarsai felnétt - és gyermekkori cholesteatomak szubepitelialis
angiogenezisét vizsgaltdk a perimatrixban a CD31 sejtfelszini marker segitségével.
Eredményeik szerint a gyermekkori esetekben magasabb volt a CD31 szint és a fokozott
érképzodés korrelalt a gyulladasos folyamat mértékével. Ezen eredmények alapjan az
angiogenetikus faktorok jo biologiai markereknek bizonyulnak a betegség progresszivitasara

vonatkozoan (25).
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2.3. Csontanyagcsere és immunologiai folyamatok a cholesteatomaban

A cholesteatoma terjedése soran roncsolja a kornyezo csontallomanyt. A kozépfiil tobb
iiregrendszerét is érintheti a csontdestrukcios folyamat. Karosodhat a halldcsontlancolat, a
gyulladés a dobiiregbdl a kdzépfiil koriili képletekre is raterjedve szamos stlyos szovodményt
okoz, illetve betorhet a koponyaba is.

A csontdestrukcié hatterében részben maga a cholesteatomas cisztozus képlet
méretének novekedése, mint mechanikai hatas 4all. Masrészrol szamos molekularis
interakcionak is koszonhetden a csontanyagcsere egyensulyanak felborulasa is jellemz6 ebben
a betegségben (26).

Legujabb ismeretek szerint cholesteatomas megbetegedésben a csontpusztulas
hatterében szerepet jatszhat a kialakult biofilmben 1évé baktériumok anyagcseréje
kovetkeztében kialakuld alacsony pH érték, valamint szerepet jatszhat a termel6dd citokinek
altal felerdsitett és allandosuld lokalis gyulladas szovetkarositd, csontlebontd hatdsa is. A
leghatékonyabb oszteoklaszt aktivald citokinek a TNF-a, IL1-B és IL-a és IL6, melyek a
cholesteatoma patomechanizmuséaban is szerepet jatszhatnak (27).

Szamos kutatocsoport igazolta cholesteatomdban a fokozott oszteoklaszt érési ¢és
aktivitasi folyamatot, a RANK-RANKL rendszer megemelkedett expressziojat, mely fokozott
csontpusztulasi folyamatot okozhat. A normal borhoz viszonyitva a cholesteatomaban
magasabb volt a CD4, CDI11a, CD11b, CD14 és CD68 sejtfelszini markerek expresszidja az
oszteoklaszt prekurzorokban és makrofagokban. Ez az eredmény is egy fokozottabb
csontbomlési folyamatot tamaszt ala (28, 29).

Iwamoto és munkatérsai egér kisérletekben a cholesteatomahoz nagyon hasonlé modellt

hasznalva epidermalis cisztaszerli szovetet iiltettek be az allatokba, ami oszteoklaszt
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képzodést indukalt. Tovabba egy keratinocitakbol, fibroblasztokbol és oszteoklaszt-
prekurzorokbol 4llé in vitro sejtkultrat is hasznaltak annak bizonyitasara, hogy a
keratinocitak stimulaljak az oszteoklasztok differencidlodasat a fibroblasztokban talalhato
RANKL gén indukcidja révén. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a keratinocitak ¢és a
fibroblasztok kozotti  intercellularis  kommunikacié részt vesz az  oszteoklasztok

differenciadlodasaban és miikodésében (30).

2.4.Tumorgenezis

A daganat keletkezésének és novekedésének okait elsdsorban a genetikai allomany
szerkezetében €s funkcidjaban bekdvetkezo valtozasokban kell keresniink. Ezek a valtozasok
érinthetnek kromoszomaékat, kromoszomaszakaszokat, egyes géneket, a génekhez tartozo
regulaciés szekvencidkat, vagy éppen a gének mikddését befolydsold szignalizacios
utvonalakat. A genomban kialakuld hibak kovetkeztében ,kéarosodhatnak” a sejtekben a
sejtosztodast, az apoptdzist, vagy a sejtek genomjat javitd mechanizmusait szabalyozo
genetikai regulaciés mechanizmusok (31, 32, 33).

Slaughter és munkatarsai ,,field cancerization” elmélete szerint a tumorogenezis egy
tobblépcsds folyamat, kiilsé karcinogén hatasra sejt miikodési zavar 1ép fel. Ezt a modellt
alapul véve a cholesteatoma esetén extrinsic faktor lehet a humén papillomavirus (HPV16)
fertdzeés, illetve a cholesteatomara jellemzo kronikus gyulladas is. A tobblépcsds folyamat
kovetkeztében szamos protoonkogén expresszidjanak, aktivitdsanak megvaltozasa és a
tumorszupresszor gének inaktivacioja figyelheté meg, igy a sejtciklus reguldcioja tobb ponton
is kéarosodik. Ezen hatasok kovetkeztében tumor kialakuldsdhoz vezetd genetikai eltérések
jOhetnek 1étre. Nyilvanvaldan szoros 0sszefliggés van a genetikai aberraciok létrejotte, tipusai

¢s a klinikai malignitas kozott (11, 15, 34, 35, 36).
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A tumorokban felismert genetikai abnormalitasokat azok tipusatol fiiggéen kiillonb6zo
molekularis biologiai modszerekkel lehet azonositani. Ilyenek pl. a konvencionalis
citogenetikai, molekularis citogenetikai (fluoreszcencia in situ hibridizacio, FISH), aramlasi
citometriai és molekularis genetikai (pl. szekvendalds, high-throughput genotipizalas,
proteomikai modszerek) vizsgalati modszerek (37).

A cholesteatoma invazivitasa és agressziv viselkedésének magyarazatara szamos kutatod
keresett genetikai magyarazatot. Egy érdekes és vitatott elképzelés, hogy a cholesteatoma egy
alacsony gradusu neoplasztikus elvaltozasnak tekinthetd, ezért egyre tobb molekularis szinti
kutatasi eredmény megkérddjelezi a joindulata tumor helyénvaldsagat és a cholesteatomat
inkabb egy alacsony gradust neoplasztikus elvéaltozasnak tekinti (38).

Ismert, hogy a felndttkori cholesteatoméakkal szemben a gyermekkori cholesteatomak
sokkal agresszivebb viselkedésiiek, hajlamosabbak a recidiva tumor kialakuldsidra. E
jelenségek magyarazatira nem elegendd az anatomiai-mikrokdrnyezeti kiilonbségeket
feltételezni. A cholesteatoma gyermek ¢és felndttkori esetei viszont jo modellrendszert
képeznek a hasonld szovettani szerkezetli, de eltéré biologiai viselkedést mutatd
daganatokban az invazivabb, progresszivebb fenotipust kialakitd molekularis elvaltozasok

tanulmanyozasara (7, 18).

2.5. Genetikai rendellenességek cholesteatomaban

Az irodalmi adatok alapjan nem lehet egyértelmiien kijelenteni, hogy csaladi
halmozo6das jellemezné a choleteatomat. Nem mutattak ki egyértelmili genomidlis instabilitast
sem cholesteatomaban, viszont néhany kdzleményben leirtak aneusomiat, immunhisztokémiai

vizsgalatokkal pedig fehérje expresszios kiillonbségeket (c-MYC, TP53 fehérjék). Két,
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nemrégen kozolt ,high throughput” microarray és proteomikai modszereket alkalmazéd

kisérletben tobbszaz eltérden expresszalodod gént azonositottak cholesteatoma mintakban.

2.5.1. Kromoszomalis eltérések vizsgalata

2.5.1.1. Fluoreszcencia in situ hibridizacio (FISH) vizsgalatok

Mig régebben a daganat hatterében all6 kromoszoma eltérések vizsgalata a klasszikus
citogenetikai modszerekre korlatozodott, a 90-es évek elején megjelentek az 1j
nagyfelbontasi moddszerek, melyekkel lehetségessé valt a kromoszomalis eltérések pontos
kimutatasa (39).

A FISH vizsgalomodszer segitségével szamos kutatocsoport taldlt kromoszéma
rendellenességeket a cholesteatomaban. Yildirim és munkatarsai recidivalo és nem recidivalod
cholesteatomakban vizsgaltak a 8-as kromoszomat. Kisérleteik eredményei azt mutattak, hogy
mind a két csoportban taldlhatéak 8. kromoszéma szambeli rendellenességeit mutatd
aneuploid sejtek, amelyek magasabb szdzalékban fordultak eld a recidivaléd esetekben (38).

Lavezzi ¢és munkatarsai 44 cholesteatomas esetet vizsgalva detektaltak a 7-es
kromoszoma esetében a szambeli eltérést. (40). Ecsedi tanulmanyaban 16 cholesteatoma
hasznalataval. Megallapitotta, hogy a vizsgalt kromoszdémakra az aneuszémias sejtek aranya
nagyobb szdzalék volt a csontot errodald cholesteatomaknal, mint a csontot nem

errodaloknal (41).
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2.5.1.2. A cholesteatoma genetikai hatterének vizsgalata nagy teljesitményii molekularis

modszerekkel

Az 1996-ben bevezetett nagyteljesitményli DNS microarray (chip) modszer
nagysagrendekkel emelte meg az egyidejiileg vizsgalhatdé gének szamat, lehetové valtak a
teljes genomot lefed6 génexpresszids vizsgalatok. A microarray technoldgia alkalmas
nagyobb genomi eltérések vizsgalatara is. Ma mar fehérje alapt chipek is rendelkezésre
allnak, tehat a proteomikai vizsgalatokban is hasznalhatéak nagy teljesitOképességii,
Osszehasonlito elemzésekre is alkalmas molekularis biologiai médszerek (42, 43).

Ezen molekuldris genetikai, citogenetikai, proteomikai moddszerek felhasznéalaséval
cholesteatoma mintadkban is végeztek teljes genommeéretli gén expresszios €s fehérje mintazat
analizist, melyek segitségével nagyobb ralatasunk lett ennek a betegségnek a hatterében allo
biologiai eltérésekre.

Klenke és munkatarsai DNS microarray vizsgalattal a cholesteatomédban a tumorokhoz
nagyon hasonld gén expresszids mintazatot detektaltak. Szamos megvaltozott expresszidju
tumor-relevans gént, inflammatorikus folyamatban szerepet jatszoé mediatort, interleukint és
ciotkint, fehérje degradald és tumorgenezissel kapcsolatos gént azonositottak (pl.: LCN2,
MMP1, MMP9, MMP10, MMPI12, BCL2L1, CEACAMS6, S100A7, S100A9, PAX,
SERPINB3, SERPINB4, KRT6 A/B, KRT18, KRT19, KRTS) (42). A 3. abran lathatoak azok
a bioldgiai folyamatok, amelyekben a cholesteatoma mintdkban emelkedett vagy alacsonyabb

expressziot mutatd gének vesznek részt.
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3. Abra. Cholesteatomaban aberrans expressziot mutaté gének altal befolyasolt
biolégiai folyamatok. A leggyakrabban érintett folyamatok: szignaltranszdukcio, sejt-sejt
kolesonhatés, fehérje anyagcsere, sejtndovekedés, transzport, anyagcsere, immunvalasz,

energia termeld folyamatok, genom karbantartés. ( Klenke et al. PLOS One, 2012.)

Széleskorli proteomikai és citogenetikai vizsgéalatokat végzett Britze és munkacsoportja.
Munkajuk sordn retroauricularis borbdl, dobhartya részletbdl, cholesteatomabol, a
cholesteatoma nyakabdl és a kozépfil nyalkahartyajabol szarmaz6 mintakat analizaltak. 295
olyan megvaltozott expresszidju fehérjét detektaltak, melyek feltételezhetéen feleldsek
lehetnek a cholesteatoma kialakulasaért (néhany példa: STS, CEACAM6, PRTN3, ELANE,
MPO, MMP9, HTRA1, S100A7, S100A16/18, S100A7A, S100A12, S100A7, S100AS,
S100A9, COL18A1, NID2, KRT4, KRT 7/8/19, PFN2). Szadmos olyan extracellularis matrix-
¢s bazalis membran fehérje eltérd expresszidjat mutattdk ki cholesteatomaban, melyek
expresszids mintazata tumorszeri alteraciokéhoz hasonlo. Az S100 csoportba tartozo fehérjék
gyulladast erdsitoé hatasa is ismert. Ezekkel az eltérésekkel magyardzhatd a cholesteatomas

megbetegedés jellegzetes fenotipusa (43).
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2.6. A cholesteatoma és az apoptozis

2.6.1. Sejt proliferacio és az apoptozis

A sejt proliferaci6 és apoptdzis folyamatainak egyensulya fontos szereppel bir a
tumorok kialakuldsaban. A daganatok keletkezésében vagy a proapoptotikus aktivitas hianya,
vagy az anti-apoptotikus hatas fokozddasa jatszik szerepet. Ezek zommel génexpresszio-
valtozasok kovetkezményei, de egyes regulator fehérjék aktivitasanak valtozasa is fontos
tényezo lehet.

Chung ¢s munkatarsai cholesteatomaban vizsgaltdk az apoptotikus €s az anti-
apoptotikus folyamatokat €s azt talaltak, hogy cholesteatomdban az apoptozis €s az osztodas
egyensulya megvaltozik, a proliferacids folyamatok dominalnak (44).

Miyao ¢és munkatdrsai a kaszpaz-3, a kaszpdz-8, a nuclear factor kappa B (NF-xB)
szinteket és az apoptdzis mértékét hasonlitottdk Gssze 41 cholesteatoma és 13 kontroll
retroauriculdris bér mintdban. Tanulméanyukban megallapitottak, hogy a cholesteatoméban a
kaszpazok fokozott aktivitasa ¢s megemelkedett apoptotikus aktivitas észlelhetd. Ez utobbi
folyamattal magyaraztak a cholesteatoma jellegzetes tulajdonsidgaként a keratin tormelék
felhalmozodasat. Erdekes modon az anti-apoptotikus NF-kB kimutathaté volt a cholesteatoma
epitéliumaban, de inaktiv allapotban (45).

Olszewska ¢és munkatarsai hasonld kisérleti rendszerben 29 masodlagosan szerzett
cholesteatomaban vizsgaltak az apoptotikus aktivitast. A kontrollként hasznalt retroauricularis
bér mintak epidermalis granularis rétegében talaltak a legmagasabb apoptotikus aktivitast

(28.5%-ban apoptotikus sejtek). A cholesteatoma epitéliumban szignifikdnsan nagyobb
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szazalékban voltak kimutathatdak az apoptotikus sejtek a spindzus és granuralis rétegekben, a
bazalis rétegben viszont nem voltak jelen ilyen sejtek (46).

Ergiin és munkatarsai a cholesteatoma ¢és a fiill laphdmsejtes karcindma
Ossszehasonlitasakor a cholesteatomaban talaltak nagyaranyu apoptozist €s proliferaciot, a
karcindmara viszont csak a sejproliferacio volt jellemzo (47).

Mallet és munkatarsai 91 feln6tt és gyermekkori cholesteatoma vizsgalataval
megallapitottak, hogy a cholesteatoma kiterjedése, recidiva hajlama, és a magas proliferacios
index kozott Osszefiiggés van, illetve a gyermekkori cholesteatomakban nagyobb a

proliferaciés index, mint a felnéttkoriban (48).

2.6.2. Human papillomavirus fert6zés cholesteatomaban

A human papillomavirus (HPV) egy kozismerten onkogén hatasu virus, szdmos fej-
nyaki tumorban is detektalhatd. Ferekidis és munkatarsai 29 cholesteatomaban vizsgaltak az
epitélium hiperplaziajat, és HPV fertdzés kovetkezményeként kialakuldo koilocitdzis
jelenségét. A szerzok szignifikans Osszefiiggést talaltak a papillaris hiperpléazia, a koilocitozis
¢s a cholesteatoma agresszivitasa kozott. 14 cholesteatoma mintat agressziv és nem agressziv
csoportokra soroltdk (N=7 mindkét csoportban). A 7 agressziv cholesteatomabdl 3-ban
sikeriilt kimutatniuk a HPV jelenlétét (36). A virusfertdzés kivaltotta interferon termelés
apoptdzist indukalhat, a virusfert6zés is befolydsolhatja a cholesteatoma apoptotikus
aktivitasat.

Az irodalomban ko6zolt adatok Osszefoglalasaként megéllapithatd, hogy a cholesteatoma

novekedését két ellentétes folyamat — a keratinocitdk osztoddsa €és az apoptozisuk —

egyensulydnak megbomlésa eredményezi. A normal bér értékeihez hasonlitva mind a
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proliferativ, mind az apoptotikus index magasabb cholesteatoméban (43). Feltételezhetéen a

keratinocitak osztodasat nem tudja ellenstilyozni az apoptozis folyamata.

2.7. Az altalunk vizsgalt gének jellemzése és feltételezett szerepiik a

cholesteatomaban

A daganatkialakulas  szlikségszerien megvaltoztatja a  protoonkogének  ¢és
tumorszupresszor gének aktivitasat. A kisérleteinkhez altalunk kivalasztott gének koziil
harom, a MYC, a TP53 és az MMP9 kulcsfontossagu géneknek tekinthetéek a fej-nyaki
lapham eredeti daganatok kialakulasaban. Ennek ismeretében feltételeztiik, hogy ennek a
harom génnek a vizsgalata segitheti a cholesteatoma hatterében allo6 patomechanizmusok

megertését.

271. A MYC géncsalad, a c-MYC szerkezete ¢és funkcioja

A MYC géncsaladba harom nagyon hasonlé protoonkogén tartozik, a c-MYC, n-MYC
¢s az I-MYC. A MYC gének altal kodolt fehérjék transzkripcios faktorok, a sejtosztodast, a
sejt immortalizaciot, a dedifferencidlodast €s az anyagcsere folyamatait szabalyozzak. A 4.

abra a c-MY C-re hato szignalizacios Gtvonalakat €s a legfontosabb target géneket abrazolja.
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4. Abra. A ¢-MYC szignalizaciés tutvonala. A c-MYC fehérje transzkripcios
aktivacios doménnel rendelkezé DNS-k6t0 transzkripcios faktor ami szamos, a sejtosztodas,
sejtciklus, apoptozis €s anyagcesere szabalyozdsdban fontos szerepet jatszo gén atirasat
szabalyozza. A MYC-Max heterodimer a TFIIH fehérjével kolcsonhatva a transzkripcio

elongaciogjat is befolyasolja. (www.creative-diagnostics.com)

A ¢c-MYC a 8. kromoszoman taldlhato transzkripcios faktort kodold protoonkogén.
Terméke egy 439 aminosavbol felépiild 62 kDa-os sejtmagban talalhatd fehérje (a p62 c-
MYC). A nativ ¢-MYC fehérje bHLHLZ (bazikus régio/helix-loop-helix/leucine zipper)
domén stukturaji transzkripcids aktivaciés doménnel rendelkezd DNS-k6td transzkripcios
faktor. A ¢-MYC a MAX fehérjével heterodimereket alkotva a DNS-ben a 5’-CANNTG-3’
enhancer-box szekvencidhoz kotédve a célgének transzkripcidjat szabalyozza. A c-MYC a
sejtosztédas folyamatdnak mester regulatora, szamos pro-proliferativ gén expresszidjat
koordinalja, résztvesz a sejtciklus szabalyozasaban, elOsegiti a sejtek szaporodasat, de

befolydsa van a metabolizmusra ¢és az apoptozisra is. Szamos tumorban megfigyelhetd
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emelkedett expresszioja, igy példaul lymphomakban, a vese - és tiid6é daganatban, a vastagbél
tumorokban, a melanoméban, expresszids szintje prognosztikai jelleggel bir. Amennyiben
DNS karosodéssal jar, genomikai instabilitast okoz, ezzel hozzajarul a tumorgenezishez (49,
50, 51, 52, 53). Mivel megfelel6 mennyiségi tulélési faktor hidnyaban, normal sejtekben a c-
MYC apoptozist indukal, a c-MYC megemelkedett expresszidja gyakran szelekcios elonyt

s

eliminalhatja az apoptozis aktivalodasat (50).

2.7.1.1. A ¢-MYC és a cholesteatoma

Szamos tanulmany mutott ki kromoszéma-rendellenességeket cholesteatomaban, az
aberraciok kovetkeztében a sejtciklus szabalyozasdban résztvevd faktorok, példaul a
tumorszupresszor gének vagy a protoonkogének hibasan mitkddhetnek (39, 40, 41). Ozturk és
munkatarsai kimutattdk a 8-as kromoszéma aneuploiditasat és a c-MYC gén kopiaszambeli-
variansat  cholesteatomdban  (54). A  megndvekedett c-MYC fehérje  szintjét

immunhisztokémiai méddszerekkel is kimutattak cholesteatomaban (55).

2.7.2. TP53 gén

A tumorszupresszor TP53 gén a 17-es kromoszoma rovid karjan taldlhatd, 393
aminosavbol allo fehérjét kodol. A p53 fehérje résztvesz a sejtciklus szabalyozasban, stlyos
DNS karosodas esetén repair géneket aktivalhat és képes gatolni a G;/S atmenetet, valamint
apoptézist is kivalthat. A p53 fehérje minden szovetben kifejezédik alacsony szinten. Alap

allapotaban az ubikuitin-ligdz MDM-2 fehérjéhez kotve inaktiv allapotban van. Az MDM-2
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vezet, csokkentve a p53 fehérje szintet a sejtmagban.

A DNS-ben jelenlévé mutaciok hatasara az ATM/CHEKI1/CHEK?2 szignalizacios
utvonal aktivalodasa kovetkeztében a p53 foszforilalodik. A foszforilalt p53 nem kotddik az
MDM-2-hdz, ezaltal degradacioja lelassul és szabad, aktiv p53 halmozodik fel a sejtben. A
pS3 aktivalja a p21 gén expresszigjat, a keletkezé p21 fehérje gatolja a ciklin-CDK
komplexet és blokkolja a sejtciklus tovabbhaladasat. Nagymértékii DNS karosodas esetén a
pS53 fehérje aktivalja a DNS hibajavitd enzimrendszerét. Amennyiben a DNS karosodas tal
nagy, akkor a p53 indukalja a sejthalalért felelds géneket, ami elinditja a kdrosodott sejtek

eliminéciojat (50, 56, 57).

2.7.2.1. A TP53 és a cholesteatoma

A cholesteatomédban megfigyelhetd kontrollalatlan sejtproliferacio okat keresve Albino
¢s munkatarsai 41 cholesteatoma, 8 postauricularis bdr és 7 dobhartya mintdban vizsgaltak a
pS3 protein eloszlasat. A normal bérben és a dobhartydban a p53 féleg a bazalis, néhany
esetben a spindzus rétegben volt kimutathatd. A cholesteatomakban az epidermisz minden
rétegében detektaltak p53 pozitivitast, a legmagasabb érték a bazélis rétegben volt
kimutathaté (58). A cholesteatomédk — a bdértumorokhoz hasonléan — magas proliferativ
aktivitast mutattak, amelyet a szerzk a p53 tumorszupresszor gén feltételezhetd karosodasara
vezették vissza. A p53 funkcié meghibasodasa hatassal lehet a keratinocita proliferaciora, az
apoptozisra, a sejtciklus szabalyozasara, a keratinocitdk differencidcidlodasara és

crer

gén transzkripcidjanak szabalyozasaban (50).
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2.7.3. Citokeratinok

A citokeratinok az epitelidlis sejtek sejtvazanak felépitésében résztvevd intermedier
filamentumok f& komponensei. Jelenleg tobb mint 20 kiilonb6z6 citokeratin fehérjét
ismeriink, amelyek két csoportra oszthatdak: a savas, vagyis az I tipusu - és a bazikus vagy

semleges II tipusu citokeratinokra.

A citokeratinok gyakran hasznalt markerek az onkoldgiai diagnosztikdban, mintazatuk

crer

crer

biomarker a szdveti polipeptid antigén (TPA), a detektalasdra alkalmazott antitestek
tulajdonképpen a 8-, 18-, és 19-es citokeratin fehérjéket ismerik fel. A TPA egy proliferacios
marker, mely szinte barmely daganat esetében hasznalhatd, de fokozott proliferacioval jard
benignus allapotokban is emelkedett lehet a szintje (59). A citokeratinok prognosztikai
faktorként is hasznosak, a mintadzatuk, az eloszlasuk pontosan megjosolhatja a betegség

stadiumat (60, 61).

Miutan a cholesteatomatol eltéréen az egészséges borben az epitelidlis differencialddasi
¢s proliferacios folyamatok jol kiegyensulyozottak, ezért a cholesteatoma és a normal
bérmintak kozott a citokeratinokat kodold gének expresszidjaban megfigyelhetd kiilonbségek
segithetnek a cholesteatoma sejtjeinek differencidlodasi ¢és proliferacios allapotanak

felderitésében, jellemzésében.

2.7.3.1. Citokeratin 1 és 10

Ez a két fehérje egyiitt keriil expresszidra annak ellenére, hogy génjeik nem azonos

kromoszoman helyezkednek el (a citokeratin 1 génje a KRT1 a 12-es kromoszoma q13.13
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epidermisz suprabazalis rétegében helyezkedik el, elszarusodasi, differenciaciés marker
szereppel bir. A citokeratinl/10 magasabb aranyu expresszioja figyelhet6 meg a jol
differencialt, jobb prognézisu fej-nyaki tumorokban, ahol alacsonyabb a hypoxia és a

sejtciklus diszfunkcidjanak mértéke (62, 63, 64).

2.7.3.2. Citokeratin 19

crer

eredmények szerint a citokeratin 19 fehérje tumorszupresszor szerepet tolt be a sejtekben. Az
AKT kinazra hatva, a NUMB fiigg6 NOTCH szignalizacios ttvonalon keresziil befolyasolja a
sejtciklus allapotat, ezzel a proliferaciot gatolja normal sejtekben. A citokeratin 19
expressziojanak csOkkenése ennek megfeleléen megnovekedett sejtproliferacioval,
migracidval, invazidval €s sejttuléléssel jar (65).

Abbas ¢s munkatarsai a citokeratin 19 aberrans expresszidjat mutattak ki szajiiregi és a
bor lapham daganataban (63, 66, 67). Crowe ¢és munkatarsai a fej-nyaki daganatokban

megnovekedett citokeratin 19 expresszid esetében kisebb invazivitasi potencialt mértek (68).

2.7.3.3. A cholesteatoma és a citokeratinok

Tobb kutatocsoport is vizsgalta a citokeratin mintazatot cholesteatoma mintakban. Van
Blitterswijk és munkatarsai immunhisztokémiai vizsgald eljarassal a kozépfil epitélium, a
cholesteatoma ¢€s a halldjarati bor citokeratin mintazatat tanulméanyoztak. A halldjarati borben

¢s a cholesteatomaban domindns volt a citokeratin 10 jelenléte, mellyel a cholesteatoma
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epidermalis jellege igazolodott, de a citokeratin 4, 18, 19 expresszidja elenyészo volt, ennek
emelkedett szintje inkabb a kdzépfiil epitéliumara volt jellemz6 (69).

Olszewska tobb tanulmanyt is készitett a cholesteatoma citokeratin mintazatarol.
Eredményeik szerint, a cholesteatoma keratin mintazata jol korrelal a sejtek differencialtsagi
allapotaval, a citokeratin 10 a magasabban differencialt keratinocitakra, mig a citokeratin 4 az
alacsonyabb differenciaciés stadiumban 1évo sejtekre jellemzd. Szintén Olszewska ¢és
munkatarsai citokeratin 10,14,18,19,34 fehérjéket vizsgaltdk gyermek- ¢és felndttkori
cholesteatomaban. A citokeratin mintdzat mindkét csoportban azonos volt, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy a kialakult cholesteatomak eredete azonos. A citokeratin 10-et
proliferativ aktivitassal hoztdk dsszefiiggésbe (62, 70).

Min ¢és munkatdrsai az involucrin, filaggrin és a citokeratin 4, 10, és 16 molekuldk
mintdzatat vizsgaltak cholesteatomaban. Eredményeik szerint a citokeratin 4 csak a bazalis
rétegben, mig a citokeratin 10 a suprabazalis rétegben taldlhat6 meg. Tanulmanyuk szerint a
suprabazalis rétegben bekovetkezd korai, moédosult differencidcios folyamat vezethet egy
megvaltozott keratinocita éréshez, ami magyardzhatja a cholesteatomara jellemzd
proliferacios folyamatot, hiperkeratozist (71).

Cholesteatoma mintak felhasznéaldsval végzett microarray génexpresszios vizsgalatok
tobb citokeratin gén megvaltozott expresszidjat is igazoltdk, igy a KRT19, KRT18, KRTS,
KRT6 ¢s KRT14 génekét. Hasonlod eredményeket mar korabbi, eltéré modszereket alkalmazo
tanulmanyokban is kozoltek (42). Szdjiiregi carcinomaban szenvedd paciensekkel végzett
kutatds szerint a citokeratin 19 fontos prognosztikai tényezd a tumor recidivalasra

vonatkozodan (72).

32



2.7.4. MMP géncsalad tagjai

Az extracellularis matrix (ECM) egy dinamikus struktira, melyet a folyamatos
atalakulas jellemez (,remodelling”). Atalakitdsdban mind fiziologias, mind koros
allapotokban kulcsszerepe van az MMP-TIMP enzim rendszernek. A matrix metalloproteazok
(MMP-k) segitségével az ECM strukturdlis atalakitdsa indul meg a gyulladésos
folyamatokban. Legujabb tanulmanyok szerint a citokinek ¢és nodvekedési faktorok is
mobilizalodnak ¢és aktivalodnak MMP-k hatésara, ezért az MMP-TIMP rendszernek szerepe
van az immunvalasz felerdsitésében ¢€s finomhangolasdban is (73, 74). Az MMP-k
strukturalisan hasonld, de eltéré gének altal kodolt cink - és kalciumfiiggd endopeptidaz
enzimek, az ECM molekulainak teljes spektruméat képesek bontani. A gerincesek MMP-ai a
domén szerkezet, az elhelyezkedés és a szubsztrat specificitds alapjan tradiciondlisan hat
csoportoba sorolhatok: (1) az intersticialis kollagént bontd kollagendzok (MMP-1,-8 és -13);
(2) a denaturalt kollagént (zselatin) bont6 zselatindzok (MMP-2 és -9); (3) az ECM-et bonto
¢s mas MMP-ket aktivalé sztromelizinek (MMP-3, -10 és -11); (4) a sejtfelszini molekuldkat
¢s az ECM-et bonté matrilizinek (MMP-7 és -26); (5) a membran tipust MMP-k (MMP-14, -

15, -16, -17, -24 és -25), és (6) az egyéb csoportba tartozok (75, 76).

2.7.4.1. MMP9 és a cholesteatoma

Juhdsz és munkatarsai immunhisztokémiai festéssel vizsgaltdk cholesteatomaban az
MMP9 expressziojat. Tanulmanyukban leirtdk, hogy a cholesteatomdban magasabb volt az
MMP9 szintje normal borh6z viszonyitva. Klinikai adatok alapjan azt feltételezték, hogy a

cholesteatomaban az MMP9 emelkedett termel6édése a csontdestrukcidval hozhato
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Osszefiiggésbe. Az MMP9 expresszidja azokban az esetekben volt emelkedett, ahol a
gyulladésos folyamat intenzivebb volt (77). Lin és munkatarsai az MMP2, MMP9 gének
expressziojat vizsgaltdk. Eredményeik szerint is a csontdestrukcié és az inflammatorikus

folyamat jol korrelal egymassal, illetve a matrix metalloproteinaz expresszioval (78).
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II1. Célkituzések

Munkdm soran célom volt a cholesteatoma kialakuldsanak hatterében allo genetikai faktorok
vizsgalata.

1. A ¢-MYC protoonkogén expresszids szintjének mérése egészséges, retroauricularis
régiobol szarmazo boér mintdkban, illetve a cholesteatoma és atheroma (kasadaganat)
matrixabol szarmazo mutéti mintakban. A mért értékek Osszehasonlitasa annak eldontésére,
hogy kiilonbozik-e a ¢c-MYC expresszio a kontroll és betegmintdk kozott, valamint van-e

expresszios kiilonbség a két hisztologiailag hasond epidemalis ciszta kozott.

2. A gyermek és felndttkori beteg csoportot recidiva hajlam alapjan tovabb bontva a
cholesteatoma miitéti mintakban mért c-MYC expresszids szinteket 0sszehasonlitani annak

érdekében, hogy kapcsolatot talaljunk a recidiva és a c-MYC expresszids szintje kdzott.

3. Héarom citokeratin gén expresszios mintazatanak meghatarozasa az életkor és recidiva
hajlam alapjan felbontott betegcsoportokban, a citokeratin génexpresszids mintdzatok
Osszehasonlitd analizise, esetlegesen a prognosztikai szempontbol fontos citokeratin

azonositasa.

4. A cholesteatoma agresszivitasaban feltehetdleg szerepet jatszo protedz, az MMP9

expressziods szintjének Osszevetése a kontrollként hasznalt normal bdr és a cholesteatomas

betegcsoportok mintaiban.
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5. A sejtciklus szabalyozasaban fontos tumorszupresszor gén, a TP53 expressziojanak
analizise cholesteatomaban.

6. Egy, a vizsgalatok soran recidivald beteg els6 és masodik mintdjaban az Osszes
vizsgalt gén expresszids szintjének Osszevetése a recidivaban feltehetden szerepet jatszo gén

azonositasa miatt.

36



IV. Anyagok és modszerek

4.1 Mintagyijtés

Vizsgalataink tervezetét a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudoméanyi Centrum
Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova (protokollszam: 3047-2009). A miitéti mintak kutatasi
célra torténd tervezett felhaszndldsarol minden beteget megfelelden tajékoztattunk, a mintak
felhasznaldsara a vizsgélatokba bevont személyek irasbeli beleegyezését kdvetden keriilt sor.
A fiatalkorti betegek esetében a gyermekek sziilei irtak ald a beleegyezd nyilatkozatot,
hozzdjarulvan a mintak felhasznalasahoz. A vizsgélatokat a Helsinki Egyezmény (1964) elvei
szerint végeztiik. Vizsgalatainkban 26 cholesteatomas beteget -11 nd és 15 férfi — és 15
atheromas beteget vontunk be. A cholesteatomas betegek életkora 4 és 65 év kozott valtozott
(atlagéletkor: 23,4 év). Valamennyi beteg dobhartyaja perforalt volt, és egy vagy tobb
kozépfiil mitéten estek at. A cholesteatomas betegeket két csoportra osztottuk az életkor
szerint: gyerekek (15 eset; 0-18 év) és felndttek (11 eset; 19 évtdl) csoportjaira. Minden
cholesteatoma és atheroma esetén a diagnézist hisztopatologiai vizsgalat igazolta. A betegek
demografiai és klinikai adatait, korukat, nemiiket €s a cholesteatoma sebészeti paramétereit az
1. és 2. tablazatban foglaltuk 6ssze (Eredmények fejezet). A 26 cholesteatoma minta mellett 5
kontroll bérmintat is gytijtottiink egészséges egyének retroauricularis teriiletérél. A kontroll
csoportot alkoté egyéneknek ép volt a hallasa, daganatos betegségiik nem volt, flilkagylo

korrekcios beavatkozason estek at ( atlagéletkor:34,6).
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4.2. Molekularis genetikai modszerek

4.2.1. A teljes RNS készlet izolalasa miitéti mintakbol

A mitétek soran eltavolitott sebészeti mintakat RNA/ater™ (Thermo Fischer Scientific,
Woolston, Egyesiilt Kirdlysag) RNS stabilizacids reagensben konzervaltuk, tipikusan 50 pL
RNAlater™ oldat/mg szovet aranyban. Az igy fixalt cholesteatoma, atheroma és kontroll
normal bdr mintakat 4°C-on taroltuk a teljes RNS mennyiség kinyeréséig. A cholesteatoma és
az atheroma mintak matrixat a kdrnyezo szovetektdl manualisan megtisztitottuk, ezt kovetéen
atlagosan 40 mg-nyi szOovetmintat vagtunk vékony csikokra, majd az RNAlater™ oldat
eltavolitasa utdn TRI reagensben homogenizaltuk teflon dugattys szdvethomogenizald
(Molecular Research Center INC Cincinnati, USA) segitségével. A szdvet homogenizatum
felszinérol eltavolitottuk a zsirréteget és a maradék mintat hasznaltuk RNS izolalasra. A teljes
RNS kinyerését a homogenizalt mintakb6l Ribo-Pure kit (Ambion LTD., Huntingdon,
Egyesiilt Kirdlysag) felhasznalasaval végeztiik a gyart6d utasitdsainak megfelelden. Az RNS
Woolston, Egyesiilt Kirdlysag) spektrofotométer segitségével ellendriztiik. A kinyert RNS
mennyisége atlagosan 0,4 pg/ul volt, tisztasagi indexe pedig minden minta esetében 1,85

felett volt (260/280 és 260/230 hanyadosok alapjan).
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4.2.2 Az izolalt RNS molekulak atirasa cDNS-é.

Az egyszalas cDNS eldallitdsdhoz mintanként 2 pg RNS-t hasznaltunk templatként. A
reakcid végtérfogata 20 puL volt, a reverz transzkripcidhoz High Capacity cDNA Kit with
RNAse inhibitor (Thermo Fisher Scientific, Woolston, Egyesiilt Kiralysag) kitet hasznaltunk.
A reakciot a gyartd altal megadott protokollt kdvetve végeztiik el, roviden: 2 pL 10x RT
puffer, 0,8 pL 25x ANTP Mix (100 mM), 2 pL 10x RT random primerek, 1 pL MultiScribe™
reverz transzkriptdz és 1 pL RNAse inhibitor dsszemérésével elkészitettiik a ,,master mixet”
amit kiegészitettiink 2 pg 6ssz RNS-el és nukledz-mentes vizzel 20 plL-re. A reakcio
keveréket elébb 10 percig 25°C-on -, majd 120 percig 37°C-on inkubaltuk. A reakcio
befejezéseként az elegyet 5 percig 85°C-on inkubaltuk, majd azonnal jégre téve 0°C-on

tartottuk a tovabbi felhasznalasig.

4.2.3. Real-time (valosidejii) qPCR reakcio

A célgénekrdl atirodott mRNS molekuldk mennyiségét TagMan alapu, kvantitativ real-
time (valosidejii) PCR (qPCR) mérésekkel hatdroztuk meg. A géntermékek mennyiségnek
megbizhatd, pontos mérésére a gyartd (Applied Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt
Allamok) ltal tervezett és optimalizalt génspecifikus primereket és probat tartalmazo Assays-
on-Demand™ Gene Expression Products termékeket hasznaltunk. Az &ltalunk felhasznalt
génspecifius  Assays-On  Demand azonositok a kovetkezéek voltak: TP53  gén:
Hs00153408 ml; KRT1 gén: Hs00196158 ml; KRT10 gén: Hs00166289 ml; KRT19 gén:

Hs00761767 _m1l; MMP9 gén: Hs00957562 m1. A qPCR mérések kivitelezésére ABI Prism
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7900HT (Thermo Fisher Scientific, Woolston, Egyesiilt Kiralysag) thermal cycler késziiléket
hasznaltuk fel. A reakcio elegy Osszetétele a kovetkezd volt: 10 pL AmpliTaq Gold DNS
Polimeraz tartalmii TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific,
Woolston, Egyesiilt Kiralysag) 4 ng cDNS és a génspecifikus Assay-on-Demand TagMan
génexpresszidos probak és primerek 20 pL végtérfogatban. Az amplifikacios reakcid egy
ciklusanak homérsékleti paraméterei a kovetkezdek voltak: kezdeti denaturacio, 15
masodperc 95°C-on; a hibridizacios 1épés: 60 masodperc 60°C-on; polimerizacid/elongacid
30 masodperc 72°C-on. Az amplifikéacio 40 ciklusbol allt. A mérések soran a génexpresszid
normalizalasdhoz a PPIA gént hasznaltuk belso referencia (haztartasi) génként (Assays-On
Demand azonosité: Hs99999904 m1), a génexpresszié mértékét a ACt érték szamitasaval

hataroztuk meg.

4.2.4. Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzését a GraphPad Prism 5.0 szoftver segitségével
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) végeztik el. Valamennyi adatsorra
kiszdmoltuk a leiro statisztikai értékeket (4tlag, standard szords, standard hiba). Az adatok
eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov teszt segitségével elemeztiik. Az egyes betegcsoportok
esetében a génexpresszioban jelentkezd kiilonbségek statisztikailag szignifikans voltat az
egyszempontos varianciaanalizis (ANOVA) nem-parametrikus valtozatanak felhasznalaséaval,
a Kruskal-Wallis tesztel (K-W teszt) és a post hoc Dunn teszttel vizsgaltuk. Paronkénti
Osszehasonlitdsok esetében a Mann-Whitney tesztet hasznaltuk a kiilonbségek szignifikans
voltanak meghatarozasara. Valamennyi teszt esetében szignifikancia szint p < 0,05 volt. Az

abrdkon a Dunn teszt p értékeinek jelzésére a kovetkezd szimbdlumokat haszndltuk: * p <
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0,05; ** p < 0.01; *** p < 0,001. Egy adott gén hatdsanak nagysagat a Cohen-féle d értékkel

jellemeztiik.

V. Eredmények

5.1. Klinikai jellemzok

1. Munkank sordn 26 mifitéti uton eltavolitott szerzett cholesteatoma mintdban mértiik a
kivalasztott gének expresszidjanak mértékét, kontrollként 5 retroauriculédris régidbol
szarmaz6 normal bort haszndlva. A ¢c-MYC gén expressziojat 15 atheromabol szarmazd
mintaban is meghataroztuk. A betegeket két csoportra osztottuk életkor szerint: gyerekekre
(18 ¢életévnél fiatalabb, N= 15) és felnottekre (18 életév felettick, N=11). A klinikai adatok
alapjan mind a két korcsoportot tovabb kategorizaltuk szerzett (nem recidivalé, egyszeri)

¢s recidivalo csoportokra (1. Tablazat).

1. Tablazat. A cholesteatomas betegek ¢életkor és recidiva hajlam szerinti csoportositasa.

Kialakulas {(¢életkor) Gvermekkori (<18) Fehéttkori (=18)
N 15 11
Tipus Egyszeri Recidiv Egyszeri Recidiv |
N 6 9 7 4

A cholesteatoma terjedését vizsgalva klinikai adatokbol megéllapithatd, hogy a nem
recidivald esetekben a kiterjedés kisebb volt, kevesebb régiot érintett, mint a recidivaléd
esetekben. A recidivald csoportban tobb mint két anatomiai régiot érintett a betegség
kiterjedése. Klinikai adatok alapjan a csontdestrukci6 mértéke is nagyobb volt a recidivalod

esetekben, mint a nem recidivaléban. 26 szerzett cholesteatomanal 24 esetben volt jelen
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hallocsontlancolati  destrukcid, 2 esetben volt ép a hallocsontlancolat. A gyermekkori
cholesteatomakban nagyobb aranyban fordult elé a recidiva, mint felnéttkorban (60% ¢és
36,6%). A betegek demografiai és mitéti adatait az 2. tablazat tartalmazza. A mitéti leirasok
alapjan a cholesteatoma kiterjedését a kozépfiil régioi alapjan atticus ( dobiireg felsé része,
masik nevén epitympanum), antrum, mastoid nomenklatirat hasznaltunk a destrukciot
megmutatva. A felndtt cholesteatomas betegeknél a dobilireg atticus régidjaban 1évo

cholesteatoma a dobiireg alrégioiba is beterjedt.

2. Tablazat. A cholesteatomas beteg populacié klinikai jellemzdi.

kori cholesteato 6ttkori cholesteato
Hallocsontok
Kor (év) | Nem* Kiterjedés Hallocsontok allapota | Kor (év) | Nem* Kiterjedés Hallocsontok allapota | Kor (év) | Nem* allapota
4 F Atticus,antrum Roncsolédott 22 N Mastoid Roncsolodott 42 F Ep
4 F Atticus Roncsolodott 25 F Atticustantrum Roncsolodott 50 N Ep
6 E Atticus Roncsolédott 27 N Atticus,mastoid Roncsolodott 35 F Ep
8 F Atticus Roncsolddott 31 F Atticus, mastoid Roncsolddott 17 N Ep
8 F Atticus,antrum Roncsolodott 32 N Atticustantrum Roncsolodott 29 F Ep
8 N Atticus,mastoid Roncsolodott 34 N Atticus,mastoid Roncsolddott
10 N Atticus,mastoid Roncsolodott 42 F Atticus Roncsolodott
11 N Atticus+mastoid Roncsolddott 58 N Atticus+antrum Roncsolédott
11 F Atticus,mastoid Ep 60 N Atticus Roncsoléddott
11 F Atticus,mastoid Roncsolodott 62 F Atticus, mastoid Roncsolddott
11 N Atticus Roncsolodott 65 F Atticus,mastoid Roncsolddott
12 F Atticus,mastoid Roncsolodott
14 F Atticus+mastoid Roncsolédott
16 N Atticus,antrum Ep
16 F Attius,mastoid Roncsolodott

*N=No, F=Férfi

5.2. Gének expressziojanak vizsgalata
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Munkénk sordn a sebészetileg eltavolitott cholesteatoma és bér mintakat RNA/ater®
oldatban konzervaltuk és 4°C-on tartottuk tovabbi feldolgozasig. A szovetmintakat darabolas
utdn mechanikai uton feltartuk, homogenizaltuk ¢és a modszertani részben leirtaknak
megfelelden 6ssz RNS-t izolaltunk a homogenizatumokbol. Az RNS molekulakat cDNS-¢
irtuk at és quantitativ-PCR modszerrel, TagMan Gene Expression Assays-On Demand kitek
felhasznalasaval mértiik az egyes gének expresszids szintjeit. A target gének expresszidjanak
vizsgalatkor a mintdkban mért mRNS szinteket a PPIA haztartasi gén expresszids értékeinek
felhasznalasaval normalizaltuk. A beteg mintdkban mért normalizalt mRNS-szinteket a
kontrollként hasznalt egészséges, retroauricularis régiobol szarmazoé bor mintdkban mért

expresszios étékekkel vetettiik Ossze.

5.2.1. A ¢-MYC gén expressziojanak vizsgalata cholesteatoma, atheroma

mintakban

Az utobbi idében a daganatokkal folytatott vizsgalatokban el6térbe keriilt a ¢-MYC
protoonkogén expresszidjanak analizise. A c-MYC kozponti szabalyozo szerepet jatszik a
sejtciklus és az osztédas folyamataiban ezért fontos terdpids target lehet a daganatos
megbetegedések kezelésében. A cholesteatomaban zajlo aktiv sejtosztddas és az irodalomban
k6zolt immunhisztokémiai eredmények arra utaltak, hogy érdemes megvizsgalni a c-MYC
expressziot cholesteatoma mintdkban. A cholesteatoma mellett az ahhoz hasonld szdveti
felépitésti, de eltérd viselkedésli cisztdban, az atheromaban is megmértik a c-MYC

expressziot.
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Az 5. dbran bemutatott expresszios értékek mutatjak, hogy a c-MYC expresszio minden
mintdban alacsonynak tekinthetd. Nincs szignifikdns kiilonbség a kontroll és a benignus
atheroma mintak expresszios értékei kozott (kontroll: atlag () + standard deviacié (SD) =
0,0011+0,001; atheroma: p + SD = 0,0018+0,0032; p = 0,137). A cholesteatomaban mért
mRNS expresszios értékek viszont szignifikdnsan magasabbak mind a kontroll, mind az
atheroma expresszios értékeinél: p = SD = 0,007+£0,001. A kontroll és cholesteatoma értékek

esetében a p = 0,012, az atheromaval tortént 6sszehasonlitas esetében p = 0,0001 volt.

*k
1.0:10°" -
Fkk
2 ko
N 1.0x1092 - A sl
0 ® AL "\ A
0 - - Aaa
& 1.0<109% - N indun A
(1] J— .
(9]
% 1.0-1094  +
)
:I_|U 05
N 1.0x10 :
-
|_|
E 1.0x109¢ 4 oo
]
z
'|.0>(10'07 T T I
~
~
N H +
+H 1] (]
] &< [}
0 i} i}
M < 0
L]
-
o]}
=
[&]

5. Abra. A ¢-MYC gén expressziéja cholesteatomaban és atheromaban. A c-MYC
génexpresszidjanak vizsgalata kontroll retroauricularis bér, atheroma és cholesteatoma

mintadkban. A mintak atlagat (n) és a standard deviacio (£SD) értékeit is jeloltiik az dbran. A

szignifikancia szintet jelzd « értékek: «+ p <0,01; «+x p <0,001
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A cholesteatoma betegcsoportot felosztottuk gyermekkori (életkor <18 év) és felndttkori
(életkor >18 év) csoportokra. A 6. abran lathatd, hogy a gyermekkori mintakbol mért
normalizalt expresszios értékek magasabbak, mint a felndttkori mintdkbol mért mRNS
szintek: gyermekkori mintdk: p = SD = 0,0091+0,001; felndttkori mintak: p + SD =
0,0063+0,001. A tobbszords mintavétel korrekcidja esetében szignifikans kiillonbség csak a
kontroll és a gyermekkori cholesteatoma értékek kozott volt, a Dunn p érték: p = 0,0186. Ha
kiilon-kiilon hasonlitjuk 0ssze a két cholesteatoma csoportot a kontroll csoporttal, akkor
mindkét cholesteatoma csoport expresszids értékei szignifikdnsan magasabbak a kontrollénal,
a kontroll-gyermekkori dsszevetésben p = 0,0145, a felnéttkori-kontroll dsszevetésben p =

0,031. A két cholesteatoma csoport kozdtt nincs szignifikans kiilonbség, p = 0,195.
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6. Abra. A c¢-MYC gén expresszios eloszlasa gyermek és felnottkori

cholesteatomakban. A cMYC gén expresszidjanak vizsgalata kontroll retroauricularis bor
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valamint gyermekkori és feln6ttkori cholesteatoma mintakban. A mintak atlagat és a + SD

értékeit is jeloltiik az abran. A szignifikancia szintet jelzd értékek: « p <0,05.

Az utolsd dsszehasonlitdsban mindkét betegcsoportot tovabb osztottuk a cholesteatoma
eléfordulas gyakorisdga szerint egyszeri €s recidiva csoportokra és a négy csoport expresszios
értékeit vetettilk 0ssze a kontroll mintdkban mért expresszios értékekkel. A 7. abran lathato,
hogy a legmagasabb érték a gyermekkori recidiva csoportban volt detektalhatd és érdekes
moddon a legalacsonyabb normalizalt mRNS expresszids szinteket a felnétt recidiva esetekben
mértiik. A tobbszoros tesztelés korrekcidjat figyelembe véve egyik betegcsoport sem mutatott
szignifikans kiilonbséget a kontroll értékekhez képest, de a teljes adathalmazra szamitott K-W
teszt Dunn-féle p értéke 0,048 volt. Ha egyenként hasonlitottuk 6ssze a négy betegcsoport
expresszios értékeit a kontroll értékekkel, akkor mind a két gyermekkori betegcsoport
szignifikdnsan magasabb expresszids szintekkel rendelkezett a kontrollokénal (gyermekkori
egyszeri cholesteatoma-kontroll &sszehasonlitds: p = 0,048; a gyermekkori recidiva

cholesteatoma-kontroll 6sszehasonlitas: p = 0,041.
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7. Abra. A recidivalé és nem recidivalé (egyszeri) gyermek és felnéttkori
csoportokban a c-MYC gén expressziojanak eloszlasa. A cMYC gén expresszidjanak
vizsgalata kontroll retroauricularis bor valamint a recidiva hajlam alapjan tovéabb
csoportositott gyermek— és felndttkori cholesteatoma mintdkban. A mintdk atlagat és a +

SD értékeit is jeloltiik az dbran.

Eredményeink aldtdmasztjdk az irodalomban kordbban kozolt c-MYC expresszios
eredményeket, ami azért is fontos, mert a kordbbi koézleményekben immunhisztokémiai

modszerekkel, fehérje szintli expressziot vizsgaltak.
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5.2.2. A KRT1 és KRT10 gének expressziojanak vizsgalata cholesteatoma

mintakban

Bar kiilonbozd kromoszémdakon taldlhatdéak, a KRT1 és KRTI10 gének egyiittesen
funkcionalis dimert képeznek. A vartnak megfeleléen a két gén normalizalt expresszios
értékei nagyon hasonldak voltak minden vizsgalt csoportban, azonban a KRT10 expresszios
szintje magasabb volt, mint a KRT1-¢é. A tovabbiakban csak a KRT10 gén esetében kapott

eredményeket mutatom be az dbrakon.

A cholesteatoma csoportban a KRT10 expresszid alacsonyabb, mint a kontroll bdr

mintakban, de a kiilonbség nem szignifikans (8. abra).
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8. Abra. A KRTI10 gén expresszibja cholesteatomiaban. A KRTI10 gén
expresszidjanak vizsgalata kontroll retroauricularis bor valamint cholesteatoma

mintakban. A mintdk atlagat és a = SD értékeit is jeloltiik az abran.

A tovabb bontott beteg csoportok esetében az RT-PCR meghatdrozasok adatainak
értékelése azt mutatta, hogy az mRNS expresszio szignifikdnsan kiilonbozott a kontroll és a
stratifikélt cholesteatoma csoportok kozott [a KRT1 és a KRT10 esetében a K-W teszt Dunn
féle p = 0,004 és K-W teszt Dunn féle p = 0,0031] (9. dbra). A KRT10 mRNS expresszio
szignifikansan magasabb volt a kontroll mintdkban a felnéttkori recidivalo csoportéhoz képest
(u£SD = 2,287+1,270 és p£SD = 0,172+0,166; a Dunn féle p <0,05). A KRT10 gén
hatasdnak mértéke (eefect size) = -2,33. A gyermekkori recidivald esetekben a KRTI10
expresszidja szintén szignifikdnsabb magasabb volt, mint a felndttkori recidivaloban
(gyermekkori cholesteatoma pu+SD = 3.106+3.150 és felndttkori cholesteatoma u+SD = 0,172
+ 0,166; a Dunn féle p <0,01) (9. abra). A KRTI0 gén hatdsanak mértéke ebben az

0sszehasonlitasban 1,27 volt.
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9. Abra. A KRT10 gén expressszibja nem recidivalo (egyszeri) és recidivald,
gyermek és felndttkori csoportokban. A KRT10 gén expresszidjanak vizsgélata kontroll
retroauricularis bor valamint a recidiva hajlam alapjan tovabb csoportositott gyermek - és

felnottkori cholesteatoma mintakban. A mintdk atlagat és a + SD értékeit is jeloltiik az dbran.

A szignifikancia szintet jelz6 értékek: = p <0,05; «« p <0,01.
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5.2.3. A KRT19 gén expressziojanak vizsgalata cholesteatoma mintakban

A KRTI19 minden mintdban gyengén expresszalodott és expresszidja nem mutatott

szignifikans eltérést, a kontrollként hasznélt normal bér és a cholesteatoma csoport mintai

kozott (10. abra).
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10. Abra. A KRT19 gén expresszioja kontroll és cholesteatoma mintakban. A
KRT19 gén expresszidjanak vizsgalata kontroll retroauricularis bér valamint cholesteatoma

mintakban. A mintdk atlagat és a + SD értékeit is jeloltiik az dbran.

Ha a cholesteatoma mintékat csoportbontasban vizsgaljuk és paronként hasonlitjuk az
expresszios értékeket a kontroll értékekhez, akkor megfigyelhetd, hogy a két recidivalo

csoportban detektaltuk alacsony expresszios szinteket. A kontroll-gyermekkori recidiva
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Osszevetésben u£SD = 6,750 x 10%+£7,730 x10™; a kontroll-felnéttkori recidiva dsszevetésben

w+ SD = 2,209 x 102+0,04 (11. 4bra).
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11. Abra. A KRT19 gén expressszioja nem recidivalé (egyszeri) és recidivalo,
gyermek és felndttkori csoportokban. A KRT19 gén expresszidjanak vizsgéalata kontroll
retroauricularis bér valamint a recidiva hajlam alapjan tovabb csoportositott gyermek— ¢és

felndttkori cholesteatoma mintakban. A minték atlagat és a = SD értékeit is jeloltiik az abran.

5.2.4. A MMP9 gén expressziojanak vizsgalata cholesteatoma mintakban
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Az MMP9 esetében az mRNS expresszid szintje szignifikansan emelkedett volt a
cholesteatoma mintdkban a normal bérhez viszonyitva (kontroll p£SD = 0,0164x 10

+0,0131; cholesteatoma: p+SD =1,046 x 107 £0,2336 p = 0,0276) (12. 4bra).
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12. Abra. A MMP9 gén expressziéja kontroll és cholesteatoma mintikban. Az
MMPY9 gén expresszidjanak vizsgalata kontroll retroauricularis bdér ¢€s cholesteatoma
mintakban. A mintak atlagat és a = SD értékeit is jeloltiik az dbran. A szignifikancia szintet

jelzd értékek: « p = <0,05.

A cholesteatoma mintdk egyszeri el6fordulas és recidiva csoportokra bontdsa esetén a
szignifikans kiilonbség a kontroll és recidiva csoportok kdzott maradt meg (kontroll: p+ SD =
0,0164x 10" £0,0131; a recidivalé esetekben p£=SD = 1,351 x 10" £0,276; a Dunn-féle p

<0,05) (13. dbra). Az MMP9 gén hatasanak mértéke 0,90. A legmagasabb MMP9 expressziot
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felnott-és gyermekkori recidivalé minta-csoportban mértiik, a legalacsonyabbat a felndttkori
nem recidivalé csoportban (a felsorolasnak megfelelden p + SD = 1,517 x 107+0,2401; p +

SD = 1,205 x 107+0,321 és pu+SD = 4,022 x107 +4.379 x107).
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13. Abra. A MMP9 gén expresszija nem recidivalo (egyszeri) és recidivalé
cholesteatomaban. Az MMP9 gén expresszidjanak vizsgélata kontroll retroauricularis bor és

cholesteatoma, valamint a recidiva hajlam alapjan csoportositott cholesteatoma mintdkban. A
mintak atlagat és a + SD értékeit is jeldltiik az abran. A szignifikancia szintet jelzo értékek: « p

<0,05.

A cholesteatoma mintdk csoportokra bontdsa esetén a tobbszords tesztelés figyelembe

vétele miatt nem mutatkoztak szignifikdns kiilonbségek a négy csoport MMP9 mRNS
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expresszidjaban. Ha azonban a négy csoport mRNS expresszio értékeit egyenként vetettiik
Ossze a kontroll csoport értékeivel, akkor szignifikans kiilonbség volt kimutathatd a kontroll

csoport és a gyermek- és felndttkori recidiva betegek expresszios értékei kozott (14. bra).

* *
0 1.0x10° - . A s
@ 1.0x10-0% %
0
" A &
E< 1.0x107°2 4 . u," v *
O 1.0x107°3 1 < AA !
A
% 1.0x107% 4 "
1.0%10-5 4
P
T 1.0x107°4{ e
N
;'_|" 1.0%10°97 -
]
E 1.0x107% - v IS
0
z 1-0)(10_09 T T T T T
— - ] - ™
i % B 3 @
& N d N ol
£ 08 3 & 3
(o] Q Q
R ¢4} [s4 <5} ['4

_[
{

Gyermek Felnétt

14. Abra. A MMP9 gén expressziéja nem recidivalé (egyszeri) és recidivalo,
gyermek és felnéttkori cholesteatomakban. Az MMP9 gén expresszidjanak vizsgalata
kontroll retroauricularis bor valamint a kor és recidiva hajlam alapjan tovabb csoportositott

gyermek— ¢és felndttkori cholesteatoma mintakban. A mintdk atlagat és a + SD értékeit is
jeloltiik az abran. A szignifikancia szintet jelzd érték: = p =<0,05; a = a kontrollal tortént

paronkénti 6sszehasonlitas szignifikancia szintjét jelzi.
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5.2.5. A TPS53 gén expressziojanak vizsgalata cholesteatoma mintakban

A TP53 gén expresszidja magasabb volt a recidivalé esetekben (p + SD = 8,132 x 107
49,274 x 107), mint a nem recidivalo esetekben (n + SD = 5,632 x 10~ +2,808 x 107).
Azonban a csoportok mRNS expresszios értékei kozott nem volt szignifikans kiilonbség (15.
abra). A legmagasabb TP53 expressziot a négy cholesteatoma csoport koziil a recidivalo
gyermekkori cholesteatoma mintakban detektaltuk (n + SD = 1,068x1072+0,001), valamivel
alacsonyabb értékeket mértiink a felnétt nem recidivald csoportban (u + SD = 7,269x10

3+5.256x107), ezeket az értékeket nem abrazoltuk.
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15. Abra. A TP53 gén expressziéja kontroll, nem recidivalé (egyszeri) és
recidivalo cholestetoma mintakban. A. A TP53 gén expresszidjanak vizsgalata kontroll
retroauricularis bor €s cholesteatoma mintdkban, B. A TP53 gén expresszidjanak vizsgalata
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kontroll retroauricularis bér valamint a recidiva hajlam alapjan csoportositott cholesteatoma

mintakban. A mintdk atlagat és a = SD értékeit is jeloltiik az abran.

Adataink elemzésekor meg kell jegyeznilink, hogy a vizsgalt géneknél mért
génexpresszios értékek tartalmaznak kiugrd értékeket is (kiilondsen a KRT19 és az MMP9
esetében), amelyek befolyasolhatjak a tesztek eredményét. Azonban nem akartuk csékkenteni
a mintdk szamat, kiilondsen azért nem, mert a kiugro értékek nem feltétleniil rossz adatok,
ezek a mérés variabilitasat jelezhetik, ami az expresszids értékek eloszladsanak ,,skewness”

tulajdonsagat, eltolodasat jelzik.

5.3. Esettanulmany

A mintagylijtési periodus soran egy gyeremekkori betegben recidiva alakult ki. Ez
lehetdséget biztositott arra, hogy dsszehasonlitsuk az dsszes vizsgalt gén expresszids szintjét
ugyanazon személy primer ¢és recidivald cholesteatoma mintai kozott. A génexpresszids
valtozasokat a 16. dbran mutatjuk be, az 0sszes génnek megnovekedett az expresszios szintje

a recidivalé mintaban, kivéve a KRT19-et, amely sokkal alacsonyabb expressziot mutatott.
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Expresszidé valtozasa (fold change)
(6]

Krtl
Krtl0
Krtlo

p53

MMP9
c-MYC

16. Abra. Esettanulmany, egy beteg primer szerzett és recidivalé cholesteatoma
génexpresszié valtozasa. Egy recidiv cholesteatomaban szenvedd beteg génexpresszios
szintjeinek 0Osszehasonlitdsa a cholesteatoma elsd illetve ismételt megjelenésekor vett

mintakbol.
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VI. Megbeszélés

Munkank sordn a fiilészet szamdra a mai napig is microchirurgiai kihivast jelentd
kozépfiil betegség, a cholesteatoma kialakuldsanak genetikai hatterét vizsgaltuk. Kisérleteink
célja a sejtciklus szabalyozasaban és a keratinocitdk sejtérési folyamatdban feltételezhetéen

szerepet jatszo néhany gén expresszidjanak vizsgalata volt.

A cholesteatomas szuppurativ otitis media egy kronikus gyulladasos folyamat. A
cholesteatomaban a komplex gyullad4sos folyamat soran a matrix és perimatrix kdlcsonhatasa
kovetkeztében inflammatorikus mediatorok (EGF, TGF-ao,B, IL-6, IL-1 és GM-CSF),

sejtfelszini markerek és adhéziés molekuldk (integrinl,6, ICAM, ELAM), interakcioja

.....

rrrrr

kutatdcsoport is igazolta (10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 22, 23, 24). Analizaltak a perimatrix
vastagsagat, a szubepitelidlis angiogenezist, a sejtadhéziés molekuldk eloszlasat, a
sejtosztddas intenzitdsat a két életkori csoportban. A gyermek ¢€s a felndttkori cholesteatomak
viselkedését Osszehasonlitva klinikai adatok alapjan kimutathato, hogy a gyermekkori esetek

agresszivebbek viselkedéstliek, mint a felndttkoriak (18, 19, 25).

A daganatképzOodés egy tobblépcsds folyamat, extrinsic faktor/ok hatdsara genetikai
valtozasok jonnek 1étre, melyek hatasara megvaltozik tobbek kozott a differencialodas és a
sejtosztodas regulacidja, ami daganat kialakuldsdhoz vezet. A cholesteatoma esetén az
extrinsic faktor a krénikus irritativ gyulladas folyamata, illetve a human papillomavirus

jelenléte lehet. Ezen tényezOk befolyasolhatjak a sejtproliferacid/apoptdzis egyensulyat.
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Cholesteatoma mintdkban szdmos kutatdcsoport probalt meg azonositani genetikai
elvaltozasokat, amelyek magyarazhatjak a betegség jellegzetes klinikai viselkedését (11, 15,
34, 35, 36). Fluoreszcens in situ hibridizaciés vizsgalatok sordan cholesteatomaban tobb
kromoszoma szambeli eltérését is detektaltak. Yildrim és munkatarsai a 8-as kromoszoma,
Lavezzi a 7-es kromoszoma, Ecsedi és munkatarsai a 7-es, 8-as, 17-es kromoszoéma szambeli
kialakitasaban résztvevo, ezekre a kromoszomakra lokalizalodo a sejtciklust, sejtproliferaciot
¢s differencialodast regulald gének azonositasara (39, 40, 41). A legujabb citogenetikai,
microarray €s proteom vizsgald moddszerek alkalmazéasaval lehet6ség nyilott egyidejiileg
nagyszamu gén, fehérje analizisére, melyek bizonyos betegségek patomechanizmusaban
résztvesznek. Teljes genom microarray expresszids analizissel és nagy ateresztOképességii
(high throughput) proteomikai vizsgald moddszerrel tortént mérések soran tobbszaz, a
cholesteatoma progressziojaban szerepet jatszd gént és fehérjét azonositottak (gének:
Lipocalin2, MMP1, MMP9, MMP10, MMP12, BCL2L1, CEACAM®6, S100A7, SI00A9,
PAX, SERPINB3, SERPINB4, KRT6 A/B, KRTI18, KRT19, KRTS; fehérjék: STS,
CEACAM6, PRTN3, ELANE, MPO, MMP9, HTRA1, S100A7, S100A16/18, S100A7A,
S100A12, S100A7, S100A8, S100A9, COL18A1, NID2, KRT4, KRT 7/8/19, PFN2) (39, 40,
42). A megvaltozott expressziot mutatd gének és fehérjék nagy része tumorok kialakuldsaban
is szerepet jatszik, a cholesteatomaban talalt expressziés mintazat tehat tumorszerl
alteracidhoz hasonld, mellyel magyarazhato a cholesteatomas megbetegedés jellegzetes

fenotipusa (42, 43).

Vizsgalatainkba 26 szerzett cholesteatomat vontunk be, 11 felnéttkorit illetve 15
gyermekkori esetet. A pontosabb analizis érdekében a betegeket a klinikai adatok alapjan a

recidiva hajlam szerint tovabb kategorizaltuk szerzett (nem recidivalo) és recidivald
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csoportokra. A recidivald esetekben a cholesteatoma a miitéti adatok alapjan a kozépfiil

crer

Kisérleteinkben a ¢c-MYC, TP53, KRT1, KRT10, KRT19 és MMP9 gének expresszios
mintazatat vizsgaltuk a 26 mitéti uton eltavolitott cholesteatoma mintaban. Kontrollként 5
retroauricularis régiobol szdrmazd normal bort hasznaltunk. A c-MYC gén expresszidjat a
cholesteatomahoz hisztologiailag nagyon hasonlé de benignus kasadaganatbol, az
atheromabdl szarmazo mintakban (N=15) is meghataroztuk. A két ciszta klinikailag eltéréen
viselkedik, mig a cholesteatoma a kozépfiil liregrendszerét destrualja, csontpusztulast okozva,
mely hallascsokkenéssel, szédiiléssel, fiilfolyassal jar, stlyosabb esetben intracranialis
szOvodménykeént a koponyaiiregbe is betorhet, a durat is érintheti. Addig az atheroma sebészi
in toto eltdvolitdsa utdn szovodménymentesen gyogyul. A cholesteatoma in toto

kortiltekintéen elvégzett sebészeti eltavolitasa esetében is gyakran recidival.

A ¢c-MYC emelkedett expresszidja tobbek kozott a fej-nyaki daganatokban is gyakran
detektalhatd, ezért dontottiink ennek az onkogénnek a vizsgélata mellett. A c-MYC-nek
kozponti szerepe van a sejtciklus szabdlyozésdban, fokozott miikodésével fokozott
proliferaciot general, ami gyakran a DNS karosodéaséaval jar ezzel befolyasolva a sejtciklus és
differencidlodés folyamatat és az anti-apoptotikus faktorok képzddésén keresztiill az
apoptozist is. Mivel a c-MYC a sejtosztodashoz nélkiilozhetetlen, abnormalis milkodése
szamos daganatban kimutathatd, prognosztikai szempontbo6l is nagyon fontos expresszidjanak
szintje (50, 51, 52, 53, 54). Vizsgalt mintainkban a ¢c-MYC expresszidja szignifikdnsan
magasabb volt cholesteatoméaban az atheromahoz és a normal bérhoz képest. A cholesteatoma
mintdkban az is lathatd, hogy a gyermekkori esetekben magasabb a c-MYC mRNS
expresszios szint a felndttkorihoz képest. A legmagasabb expresszios szinteket pedig a
recidivald gyermekkori esetekben detektaltuk. A két szOvettanilag nagyon hasonld

epidermalis ciszta matrixat vizsgalva kisérleti eredményeink korreldlnak a két betegség
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klinikailag eltérd viselkedésével. Az atheromdhoz és a normal borhdz viszonyitottan a
cholesteatoméaban az emelkedett c-MYC expresszid fokozott sejtaktivitdsara, proliferaciora
utal. Ez részben magyarazatot adhat a cholesteatomara jellemzd agressziv viselkedésre,

recidivara valo hajlamra, ami nem jellemz6 az atheromara.

crer

szereppel bir6 TP53 gén, a keratinocita sejtdifferenciacios folyamatdban fontos, annak
jellemzésére alkalmas citokeratin gének - KRTI1, KRT10 és KRTI19 - és a daganatok

progressziojaban kiemelkedd szerepet jatsz6 MMPO gén expresszids szintjeit hataroztuk meg.

Chung ¢és munkatarsai vizsgaltdk a TP53-t cholesteatomaban. Eredményeik
megvaltozott apoptotikus-antiapoptotikus folyamatot igazoltak, az antiapototikus folyamat
dominanciajaval (44). A kaszpazok ¢és a TP53 vizsgélatat leird tanulmanyok azt erdsitik meg,
hogy a cholesteatomaban egy fokozott sejtciklus aktivitas, fokozott programozott sejtelhalas
¢és sejtproliferacio figyelhetd meg, melyet aldtdmaszt, illetve magyaraz a TP53 és c-MYC
interakcidja is (10, 45, 46, 47, 50, 58, 80). Proliferaciés markerek vizsgdlatdval Chung és
munkatérsai is igazoltdk a gyermekkori és felndttkori cholesteatomék eltérd viselkedését, a
gyermekkori korosztalyndl agresszivabb megjelenést talaltak (7, 18, 19, 58, 66). Ezen

eredményekhez hasonld génexpresszios eltéréseket detektaltunk mi is munkankban.

A TP53 expresszidja a gyermekkori és a recidivalé esetekben volt a legmagasabb, mely
fokozott sejtciklus aktivitdsra, fokozott apoptdzisra utalhat. A TP53 és a c-MYC
koexpreszidja, és azok ismert interakcioja aldtdmasztja kapott eredményeinket. A TP53 gént
szabalyozd enhancer tartalmaz egy c-MYC- felismerési szekvenciat, ide kdtddve a c-MYC

emeli a TP53 expressziojat (50, 80).
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A normal keratinocitdkban a differencialodas egy tobblépcsds folyamat, ezért a normal
bérben minden sejtrétegnek megvan a jellegzetes citokeratin mintazata (81). A citokeratinok
az intermedier filamentum fehérje szupercsaldd tagjai, amelyek az epitelidlis eredetii
sejtekben vannak jelen, jellemzden a sejtciklus miikodéséhez és differencialtsagtol fiigg
expressziojuk. Ezért a citokeratinokat gyakran hasznaljak a sejtmigracio, a differencialodas és
a proliferacids allapot jellemzésére és ennek megfeleléen a daganatképzddés markerei az
epitelialis sejtekben (59, 60, 61). A citokeratinok és mas fehérjék kozotti kolesonhatasok
modulaljak a sejtek migracidjat, invazidjat és metasztazisat szabalyozo jelatviteli
kaszkadokat. E feltevés szerint a citokeratinok specifikus expressziés mintdzata gyakran

korreldl bizonyos daganatok prognézisaval és metasztatikus potencidljaval, igy példaul az

emldrakban és a szajiireg daganataiban (63, 82).

Szamos kutatocsoport vizsgalta a cholesteatomaban a citokeratin 10 expressziojat.
Jelenlétét az érettebb suprabazalis rétegben detektaltak. Fokozottabb expresszigjat igazoltak a
gyermekkori esetekben, ezzel bizonyitvan a gyermekkori esetek fokozottabb proliferacios
aktivitasat (70, 71). Ezeket az eredményeket a mi adataink is aldtamasztjdk, hiszen a

legmagasabb expresszios szintet a gyermekkori recidivaléd esetekben mértiink.

A KRT1 bar eltéré kromoszoman lokalizalt, mégis egylitt expresszalodik a KRT10
génnel az epidermisz suprabazalis rétegében, mivel a fehérjetermékeirdl ismert, hogy
heteroduplexet képeznek a sejtekben (62, 63, 64). A KRTI/KRT10 komplex megndvekedett
expresszidja a keratinocitdk termindlis differencidltsagat jelzi (62, 70). Cholesteatoma
mintdinkban mind a KRTI mind a KRT10 gén azonos expresszidés mintazatokat mutatott.
Ezek az adatok belsd kontrollként is szolgalhatnak méréseink pontossaganak ellendrzésére. A
KRT1 ¢és KRTI10 gének expresszids szintje magasabb volt a gyermekkori recidivald
csoportban a kontroll csoport és nem recidivald gyermekkori esetek mintaihoz képest, de a

kiilonbség nem volt szignifikdns. A két gén fokozott expresszidja folyamatos keratinocita
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differencialodéasi €s keratinizacios folyamatra utal, ami adataink szerint fokozottabb a
gyermekkori recidivald esetekben. A KRTI1/10 komplex fokozott expresszidja jobb
prognézist, jol differencialt fej-nyaki tumorokra is jellemzd (63). Erdekes modon a KRT1 és
a KRT10 szignifikdnsan csokkent az expresszidja a felndttkori cholesteatomas csoportban,
amely a keratinocitak differencialodasi folyamatdnak megvaltozasa jelzi a dedifferencialoédas

felé, kiilonosen a recidivalo esetekben.

A legjabb kutatdsi eredmények szerint normal sejtekben a citokeratin 19
tumorszupresszor funkciot tolt be. Negativan szabalyozza az Akt jelatviteli utvonalat az Egrl
nukledris lokalizdcigjdnak moduldlasaval. A KRT19 kapcsolodik a B-catenin/RACI
igy gatlodik a NUMB-fiiggé NOTCH jelatviteli utvonal és a sejtproliferacid (65, 66, 67).
Mintéaink kozott a recidivald esetekben mértiik a legalacsonyabb expresszios szintet, mely a
sejtproliferacié fokozott szintjére utal. Ennek az ellenkezdje figyelhetd meg a nem recidivalo
csoportokban, ahol a KRT19 mRNS emelkedett szintjét detektaltuk. A recidivalo esetekben az
alacsonyabb citokeratin 19 expresszid prognosztikai szerppel birhat, a rosszabb progndzist

valoszinlsiti (68).

A IV/V tipusu kollagendz matrix metallopeptidaz 9 (MMP9) enzim normal fiziologiai
folyamatokban és patologias koriilmények kozott is bonthatja az extracellularis matrixot.
Szdmos tanulmany szerint fokozott expresszidja sziikséges a szoveti atalakulashoz a tumor
progresszidja soran az invazidhoz és a metasztazisok generalasdhoz. Szamos kutatocsoport
vizsgalta az MMP szerepét a cholesteatomaban. Megallapitasuk szerint ebben a betegségben a
csontdestrukcido mértékével ardnyos az MMP9 fehérje expressziodja. (73, 74, 75, 76, 77, 78).
Sajat eredményeink azt mutatjdk, hogy a kontroll mintdkhoz képest az MMP9 expresszidja
szignifikansan megnovekedett mindkét recidivald cholesteatoma csoportban. A legmagasabb

mRNS expressziés szint a felndtt recidivald esetekben volt mérhetd. Az MMP9
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megnodvekedett expresszioja valosziniileg fontos szerepet jatszik az extracellularis matrix
proteolizisében és a helyi csontpusztulasban. A csontdestrukcio, a cholesteatoma terjedésének
korjelzdje, ezért jo prognosztikai faktor lehet az invazivitasért felelos MMP9 expresszid. A
mintainkban kimutatott emelkedett c-MYC expresszid cholesteatomaban, hozzajarulhat a
megnodvekedett MMP9 expresszidhoz, mivel az MMP9 gén promotere el6tt c-MYC kotdhely

talalhat6 (81).

Mintagytijtésiink idétartama alatt egy primer szerzett cholesteatomas betegben ujra
kialakult cholesteatoma, ami lehetdséget adott szamunkra, hogy &sszehasonlithassuk a
vizsgalt gének expressziojat ugyanannak a betegnek a primer szerzett és recidivalod
cholesteatoma mintdjaban. A citokeratin gének expressziés mintazata eltérd volt a primer és
recidivald mintadkban. A KRT1/10 gének expresszidja megemelkedett, mig a KRT19 gén
alacsonyabban expresszalddott a recidiva mintaban a primer minta értékeihez képest. A c-
MYC, TP53, és MMP9 expresszidja szintén emelkedett a recidiva mintaban. Ez az
esettanulmany 1is alatdmasztja, hogy recidiva esetén magasabb a sejproliferacids ¢és

invazivitasi potencial, illetve a KRT19 csokkent szintje rosszabb prognozist valdsziniisit.

A cholesteatoma terjedésével betor a kozépfiil iiregrendszerébe. A cholesteatoma zsak
terjedése, novekedése soran egyrészt mechanikai hatast gyakorol a csontdlloméanyra, masrészt
a cholesteatoma matrix, perimatrix és a csontallomany kozott 1étrejovo komplex interakcidok
kovetkeztében a csont modelling-remodelling mechanizmus a csontreszorpcid iranyaba
mozdul el, csontdestrukciohoz vezetve. A cholesteatomaban a csontpusztulds folyamatanak
kivaltd oka lehet a cholesteatomara jellemzd kronikus, irritativ gyulladéas. Elképzelésiink
szerint ez a folyamat a c-MYC ¢és TP53 gének expresszidjanak emelésével kivalthatja a

sejtciklus/proliferacio aktivalodasat. A keratinocitak proliferativ aktivitasukkal és modosult

.....
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bontasara, az invazivitasért felelés folyamatok aktivalasara. fgy ebben a betegségben a
sejtciklus  és csontanyagcsere valtozasaval a citokeratinok expresszids mintazatanak
modusalasaval is jar, ami egy fokozottabb sejtburjanzast tesz lehetévé. Ezzel az inkomplett

differenciacios folyamattal alakulhat ki a cholesteatomés megbetegedés.

Osszefoglalva: vizsgalatunkkal tobb, a tumorgenezisben szerepet jatszhaté regulacios
gén megvaltozott expressziojat igazoltuk cholesteatomaban. Ezek az eredmények
hozzajarulhatnak a cholesteatoma kialakuldsa hatterében zajlo patomechanizmus molekularis

eltéréseihez, valdszinlisitve ezzel a cholesteatoma neoplasztikus malforméaciot.

6.1. A PhD értekezés uj eredményeinek rovid osszegzése

Tanulményunk elséként ir le olyan sejtciklus miikodésére hatdé genetikai eltéréseket,
amelyek segitségével vilagosabba valt a cholesteatoma patomechanizmusa, klinikai

viselkedése:

1. Elsdként vizsgaltuk a betegeket kor és recidiva hajlam alapjan csoportokra bontva
miitéti cholesteatoma mintdkban a c-MYC, KRT1/10, KRT19, MMP9 ¢és TP53 gének
expresszids mintazatat quantitaiv real time PCR segitségével. Ez a vizsgalat lehetdvé tette a
gének expresszidjanak mennyiségi analizisét, ezzel pontosabban meg tudtuk hatarozni az

altalunk vizsgalat hat génnek a betegség patomechanizmusaban betdltott szerepét.

2. Kutatocsoportunk elsoként végzett dsszehasonlitast a cholesteatoma €s egy masik
epidermalis ciszta, a kdsadaganat (atheroma) mintdiban mérheté c-MYC gén expresszios
értekei kozott, kontrollként normal bdrmintdkat hasznalva. A c-MYC protoonkogén

expresszidjanak cholesteatomaban kapott szignifikans emelkedése valosziniisiti a c-MYC gén
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cholesteatoma patomechanizmusaban betoltott, a tumor ndvekedéséhez sziikséges

sejtproliferaciot serkentd szerepét.

Mivel az altalunk vizsgéalt TP53 és MMP9 gének promoterében c-MYC kotohely
talalhato, igy a c-MYC overexpresszidja a TP53 és az MMP9 génexpresszios szintjére is
pozitiv hatassal lehet. Ezzel magyarazhat6 ezeknek a géneknek a kisérleteinkben észlelt
fokozottabb expresszioja. igy a c-MYC overexpresszio kozvetetten is hatassal lehet a recidiva

kialakulasara.

3. Az elmult években igazolodott a citokeratin 19 tumorszupresszor szerepe. A
recidivaldo cholesteatomas esetekben az &ltalunk meghatdrozott KRTI19 mRNS szint
alacsonyabb, mint a nem recidivalo esetekben, igy elsdként sikeriilt igazolni
cholesteatomdban a citokeratin 19 tumorszupresszor szerepét, ami befolyasolja a

cholesteatoma progresszivitasat.

4. Tanulmanyunkban els6ként mutattuk ki a klinikai adatok és recidiva hajlam szerint
kategorizalt betegekben ¢c-MYC, a KRT1/10, KRT19, TP53, MMP9 gének mintdzatdnak
kiilonbozdéséget a kiillonbozd csoportokban. Részben ezek a mintdzatbeli eltérések
magyarazhatjak a két korcsoportban el6forduld cholesteatoma invazivitasi €s agresszivitasi

kiilonbozdségét is.

5. Az ismertetett esettanulméany pontositja a recidivald esetekre jellemzdé genetikai
eltéréseket, melyek befolyasoljak a fokozottabb sejtaktivitast, invazivitasi potencidlt, és

melyek rosszabb prognozist valosziniisitenek.

6. Vizsgalatunkkal tobb, a tumorgenezisben szerepet jatszo regulacios gén megvaltozott

expressziojat igazoltuk cholesteatoméban, valosziniisitve ezzel a cholesteatoma neoplasztikus

crer

67



VILI. Osszefoglalas

A cholesteatoma a kozépfiilben kialakuld ectopids keratindzus ciszta, melyet lokalisan
invazivitas jellemez, ami stlyos szovédményeket okozhat a kozépfiilben. Leggyakoribb a
hallécsontlancolati destrukcid, halldscsokkenés, fiilfolyas, szédiilés, €s az intracranialis
szovodmények. A cholesteatoma terapidja annak miitéti eltavolitdsa, azonban még gondos
mitéti eltavolitds utdn is a betegségnek magas a recidiva hajlama, foként a gyermekkori
esetekben.

Munkdénk célja volt, a cholesteatomas megbetegedés hatterében 4llé genetikai, génexpresszids
eltérések pontosabb, szélesebbkorl feltarasa.

Kisérleteink soran revez transzkripcidt kovetden quantitativ PCR modszerrel analizaltuk a
cholesteatoma patomechanizmusaban feltételezéslink szerint kulcsfontossagu szerepet jatszo
gének expresszidjaban bekovetkezd valtozasokat. Munkank sorn a cholesteatoma eseteket kor
¢s klinikai adatok alapjan feln6tt és gyermekkori csoportokra, majd mindkét betegcsoportot

tovabb kategorizaltuk szerzett (nem recidivald, egyszeri) és recidivalo csoportokra.

Munkénk sordn a cholesteatoméban detektdlt c-MYC protoonkogén expressziojat
hasonlitottuk 0ssze egy masik hisztologiailag hasonl6 keratinosus cisztdban az atheromaban
(kdsadaganat, epidermalis ciszta), valamint a normdl bdérben mérhetd értékekkel. A
cholesteatomaban szignifikansan emelkedett volt a c-MYC expresszidja az atheromahoz és a
kontrollként hasznalt normél bérhoz képest. A kéasadaganat a klinikumban nem okoz
szamottevd szovodményt ellentétben a cholesteatoméval. Ezt az eltérd klinikai viselkedést a
c-MYC protoonkogénnel kapott vizsgalati eredményeink részben magyarazhatjdk. Ezt

kdvetden a cholesteatoma mintakat tovabb vizsgaltuk mas tumor relevans gének — sejtciklust
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szabalyoz6 fehérjét kodold TP53, a citokeratin 1, 10 és 19 fehérjéket kodolo KRT1,10, és 19

gének, és egy matrix metalloproteinazt kodold gén, az MMP9 — mRNS szintjeinek mérésével.

A KRTI1 és KRT10 gének expresszios szintjei nagyon hasonldé mintdzatokat mutattak a
kontroll és beteg csoportokban, a KRT1/10 expresszid6 magasabb volt a gyermekkori
recidivalo csoportban a kontroll csoporthoz és nem recidivald gyermekkori esetekhez képest.
A két gén fokozott expresszidja folyamatos keratinocita differencialodési és keratinizacios
folyamatra utal, mely adataink szerint fokozottabb a gyermekkori recidivalé esetekben. A
KRT1/10 komplex fokozott expresszidja a jol differencialt fej-nyaki tumorokra is jellemzo.

A tumormarkerként gyakran vizsgalt citokeratin 19 fehérje a legujabb kisérleti adatok alapjan
tumorszupresszor funkciot tolt be sejtekben. A nem recidivald cholesteatomas esetekben
magasabb volt a KRT19 gén expresszids szint, mint a recidivaloakban. Ez arra utal, hogy a
recidivalo esetekben valdszinlileg magasabb volt a sejtprolifearcid6 mértéke, mely rosszabb
prognoézist valdszintsit. Elsdként mértiink tehat olyan expresszios értékeket, amelyek ennek a
citokeratinnak a cholesteatoma patomechanizmusdban jatszott szerepének fontossagat
mutatjak.

A matrix metalloproteindz 9 jelentds szereppel bir a tumor progresszidban, invazivitasban.
Vizsgalatunkban az MMP9 expresszioja szignifikdnsan emelkedett volt a recidivalo
esetekben, foként a felndttkoriakban, amely fokozottabb invazitivast igazol. A TP53 gént
vizsgalva szintén fokozottabb expressziot detektaltunk a recidivald cholesteatomas esetekben,
mely egy a sejtciklus zavarara utalhat. A recidivaléd csoportok mintdiban az MMP9 és a TP53
gének esetében észlelt megemelkedett expresszids szintek a c-MYC protoonkogén emelkedett
szintjével hozhatdak Osszefliggésbe, ugyanis a TP53 és MMP9 gének promoter szakaszan c-

MYC kotoéhely talalhato.
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Az ismertetett esettanulmany pontositja a recdivalo esetekre jellemzd genetikai eltéréseket,
melyek okozhatjdk a fokozottabb sejtproliferaciot, invazivitasi potencialt, és amelyek
rosszabb progndzist valosziniisitenek.

Kisérleteink soran szdmos gén megvaltozott expresszidjat sikeriilt kimutatnunk, a detektalt

genetiai  valtozasok hozzdjarulhatnak a cholesteatoma patomechanizmusa pontosabb

crer

Summary

Cholesteatoma is an ectopic keratinous cyst developing in the middle ear, which is
characterized by local invasiveness that may cause severe complications in the middle ear.
The most common complications are the destruction of the auditory ossicles, hearing loss,
otorrhea, dizziness, and intracranial complications. The therapy of the cholesteatoma is its
surgical removal. However, even after careful surgical removal, the disease has a high
tendency to recurrence, especially in childhood cases.

The objective of our study was to investigate the genetic and gene expression differences in
the background of the cholesteatoma disease more precisely and more completely.

During our experiments, after reverse transcription, the changes in the expression of the genes
that, we assume, play a key role in the pathomechanism of the cholesteatoma were analyzed
using quantitative PCR method. During our study, the cholesteatoma cases were categorized
into adult and children groups based on age and clinical data, and then both groups were

further subdivided into acquired (non-relapsing, single) and relapsing groups.

During our work, the expression of the c-MYC protooncogene detected in the cholesteatoma

was compared with the values of another histologically similar keratinous cyst, the atheroma
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(epidermal cyst) and of the normal skin. The expression of the c-MYC in the cholesteatoma
was significantly increased compared to the atheroma and the normal skin used as a control
sample. Unlike the cholesteatoma, the epidermal cyst does not cause significant complications
in the clinical practice. This difference in the clinical behaviour may partly be explained by
the test results we have obtained which include the c-MYC protooncogene. Subsequently, we
have examined the cholesteatoma samples further by measuring the levels of other tumour
relevant genes — the TP53 encoding the cell cycle regulator protein, the KRT1, 10 and 19
genes that encode the citokeratin 1, 10 and 19 proteins, and the MMP9 — mRNA, a matrix

metalloproteinase encoding gene.

The expression levels of the KRT1 and KRT10 genes showed very similar patterns in the
control and patient groups, the KRT1/10 expression was higher in the childhood relapsing
group compared to the control group and the non-relapsing childhood cases. The increased
expression of the two genes indicates a continuous differentiation and keratinization process
of the keratinocyte, which, based on our data, is more pronounced in childhood relapsing
cases. The increased expression of the KRT1/10 complex is also typical of the well-
differentiated head and neck tumours.

According to the latest experimental data, the cytokeratin 19 protein, often studied as a
tumour marker, has been shown to perform tumour suppressor functions in cells. In the non-
relapsing cholesteatoma cases, the KRT19 gene’s expression level was higher than in the
relapsing cases. This suggests that the degree of cell proliferation was probably higher in the
relapsing cases, which suggests worse prognosis. Thus, we were the first to measure
expression values that show the importance of this cytokeratin in the pathomechanism of the

cholesteatoma.
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The matrix metalloproteinase 9 plays an important role in the tumour’s progression and
invasiveness. In our study, the expression of the MMP9 was significantly increased in the
relapsing cases, mainly in the adulthood cases, which suggests increased invasiveness.
Studying the TP53 gene, we have also detected increased expression in the relapsing
cholesteatoma cases, which may indicate cell cycle disorder. The elevated expression levels
of the MMP9 and TP53 genes detected in the samples of the relapsing groups may be related
to the elevated levels of the c-MYC proto-oncogene, because there is a c-MYC binding place
on the promoter section of the TP53 and MMP9 genes.

The presented case study clarifies the genetic abnormalities typical of the recurrent cases,
which may cause increased cell proliferation, potential to invasiveness, and may suggest
WOrse prognosis.

During our experiments, we have managed to detect the altered expression of a number of
genes, and the detected genetic changes may contribute to a more accurate understanding of
the pathomechanism of the cholesteatoma, suggesting the neoplastic malformation of the

cholesteatoma.
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