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Bevezetés

A kozépfiilbe lokalizal6d6 cholesteatoma széles korben elterjedt flilbetegség, ami
kronikus gyulladasos folyamat eredményeként alakul ki. A krénikus cholesteatomas
kozépfilgyulladas prevalencidja foldrészenként kiilonboz6, fejlettebb terlileteken
alacsonyabb, mig a szocialisan elmaradottabb régiékban magasabb az el6fordulasa.
A betegség eurodpai incidencidja gyermekek esetében 3/10000, illetve feln&tteknél
9/10000.

A medicinaban szamos keratindzus ciszta ismert, tobbek kozott az epidermalis
ciszta (atheroma), és a cholesteatoma. A cholesteatoma a kdzépfiilben elhelyezkedé
ectopias keratindzus ciszta, melyet lokalisan invazivitas jellemez. Hisztolégiailag a
ciszta fala tobbrétegl elszarusod6 lapham, melyet matrixnak neveznek. A matrix
sejtjei altal termelt keratin, mely folyamatosan ujratermel6dik majd levalik, tormeléket
képez a ciszta belsejében, ezzel a cholesteatoma mérete nd, egyre kiterjedtebbé
valik. Ebbél a ndvekedésébdl szarmazik invazivitdsa, ami szamos, kilonbdz6
sulyossagu szovédmeényt okozhat a kdzépfiilben. Leggyakoribb a hallécsontlancolati
destrukcio, hallascsokkenés, fllfolyas, szédiilés, és az intracranidlis szévédmények.
A cholesteatoma terapiaja annak mdtéti eltavolitasa. Azonban még gondos sebészi
eltavolitas utan is a betegségnek magas a recidiva hajlama, f6ként a gyermekkori
esetekben. Ezért gydgyitdsa mai napig is nagy microchirurgiai kihivast jelent a fiil-orr-
gégészek szamara.

Az atheroma — vagy kasadaganat — egy benignus tumor, szovettanilag nagyon
hasonl6 a cholesteatomahoz, de klinikai viselkedésik eltér6. Sebészi kimetszése
utan a kdsadaganat szinte szovédmény nélkil gyogyul.

A cholesteatoma patomechanizmusa mai napig is csak részben ismert. A
konvencionalis elméletek alapjan a cholesteatoma kialakulasara az irodalomban
szamos teoriat talalunk, melyek szerint a cholesteatoma kialakuldsa hatterében a
kozépfll struktarajara jellemzé élettani és anatomiai viszonyok megvaltozasa all. A
cholesteatomanak két etioldgiai csoportjat kilonboztetjiik meg: congenitalis és
szerzett formajat.

A legujabb tanulmanyok a cholesteatomara jellemz§ irregularis terjedés, proliferacié
hatterében all6 molekularis és citogenetikai elvaltozasokat vizsgaltak, melyek

azonositasaval és analizisével pontosabb ismereteket kaptunk a cholesteatoma



kialakulasara és viselkedésére vonatkozéan. Az eddig megjelent tanulmanyok még
mindig nem magyarazzak meg a betegség teljes patomechanizmusat.

A  cholesteatoma kialakulasaban, progresszivitasaban szerepe van a
cholesteatomara jellemz6 gyulladasos folyamatnak. A matrixban és a perimatrixban
lévé immunsejtek (pl. monocitak, makrofagok és leukocitdk) szamos angiogenetikus
faktort termelnek. (pl. VEGF,EGF, IL8, PDGF, COX2). Az angiogenetikus faktorok
el6segitik az angiogenezist, ami lehetévé teszi a keratinocitak migracidjat, uj erek
képz6dését, a cholesteatoma novekedését. A matrixban és a perimatrixban lévé
gyulladasos sejtpopulacidk az angiogenezist regulalé faktorokkal egyiittesen fontos
tényez6k a cholesteatoma proliferaciojaban és agresszivitasaban.

A cholesteatomaban csontreszorpcios folyamat dominal, mely részben magyarazza
a betegségben megfigyelheté6 oszteolizist. Szamos, a cholesteatomaban jelenlévé
citokinrél kimutattak, hogy segitik a csontreszorpciét (IL1, IL6, IL17, B-IFN). Tovabba
a legujabb tanulmanyok szerint a matrix-metalloproteindzok (MMP-k) kulcsszerepet
toltenek be a cholesteatoma csontdestrukcios folyamatdanak medialasaban. Az
extracelluldris matrix lebontasdban részt vevé MMP-k emelkedett szintje (példaul
MMP1, MMP9, MMP10 és MMP12), altaldban matrix metalloproteindz inhibitorok
(TIMP-k) csokkent szintjével parosul.

A cholesteatoma invazivitasa és agressziv viselkedése mogott szamos kutatd
keresett genetikai eltéréseket cholesteatoma mintakban. Egy érdekes, de maig
vitatott elképzelés, hogy a cholesteatoma egy alacsony gradusu neoplasztikus
elvaltozasnak tekinthet6. Az utébbi idében egyre tobb molekuléaris szintd kutatasi
eredmény megkérddjelezi a joindulatu tumor helyénvalésagat.

A tumorokra jellemz6 genetikai abnormalitasokat kiilonbozéféle molekularis bioldgiai
vizsgalatokkal lehet felderiteni. llyenek a konvencionalis citogenetikai, aramlasi
citometriai, molekularis genetikai és molekularis citogenetikai vizsgalo eljarasok. A
molekularis genetikai modszerek egyszer(ibbé és olcsébba valasa, a nagyfelbontasu
modszerek elterjedése lehetévé tette, a tumorok genomjanak kromoszémalis és
génexpresszios eltéréseinek kimutatasat.

Az irodalmi adatok elemzése alapjan nem lehet egyértelmien Kkijelenteni, hogy
csaladi halmozédas jellemezné a cholesteatoma kialakulasat. Nincs egyértelma
genom instabilitds sem a cholesteatoma hatterében, viszont fluoreszcencia in situ
hibridizaciés (FISH) vizsgalatok segitségével szamos kutatécsoport talalt

kromoszoma eltéréseket cholesteatomaban. Ezek a kromoszoma vizsgalatok jo
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tampontot adtak a cholesteatomaban az adott kromoszoman lokalizalt, sejtérési,
sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatsz6 gének vizsgalatahoz is.

A daganat kialakulas sziikségszerlien a protoonkogén - és tumorszupresszor
génexpresszidos mintazatok megvaltozasaval jar. A daganatok keletkezésében a
proapoptotikus aktivitds hianya, vagy az antiapoptotikus hatas fokozédasa is
szerepet jatszik. Ezek is zOmmel génexpresszio-valtozas kovetkezményei, de
el6fordul, hogy a fehérjék mikodése valtozik meg poszttranszlaciés mechanizmusok
révén. Két irodalomban kozolt ,high throughput” microarray és proteomikai
modszereket alkalmazo kisérletben tobb szdz eltéréen expresszalodo gént és
fehérjét azonositottak cholesteatoma mintdkban (néhany példa: STS, CEACAMS,
PRTN3, ELANE, MPO, MMP9, HTRA1, S100A7, S100A16/18, ST00A7A, S100A12,
S100A7, ST00A8, ST00A9, COL18A1, NID2, KRT4, KRT 7/8/19, PFN2LCN2, MMP1,
MMP9, MMP10, MMP12, BCL2L1, S100A7, S100A9, PAX, SERPINB3, SERPINB4,
KRT6 A/B, KRT18, KRT19, KRT8).

Slaughter és munkatarsai un. ,field cancerization” elmélete szerint a tumorgenezis
egy tobblépcsés folyamat, kiilsé karcinogén hatas altal provokalt sejt osztodasi
zavar. A cholesteatoma esetén extrinsic faktor a HPV16 jelenléte, valamint a
cholesteatomara jellemzé krénikus gyulladasos folyamat lehet. A tobblépcsés
folyamat kovetkeztében szamos onkogén ,over expresszidja” és tumorszupresszor
gén expresszidjanak csokkenése figyelheté meg, igy a sejtciklus és regulacidja tobb
ponton is karosodik. Ennek kovetkeztében genetikai eltérések (intrinsic factor)
jonnek létre, ezzel tumorgenezist okozva.

A cholesteatoma gyermek és feln6ttkori esetei j6 modellrendszert képeznek a
cholesteatoma kialakulasahoz hozzajarulé genetikai eltérések tanulmanyozasara,
hiszen a nagyon hasonlo szovettani szerkezetl daganatok részben eltéré biologiai
viselkedést mutatnak a két korcsoportban. A feln6ttkori cholesteatomakkal szemben
a gyermekkori cholesteatomak sokkal agresszivebb viselkedésiek, hajlamosabbak a
recidiva tumor kialakulasara ezért a gyermekkori cholesteatoma mintak lehetnek
kiilonosen alkalmasak az invazivitdashoz hozzajarul6 molekularis elvaltozasok
tanulmanyozasara.

Munkank soran hat gén expresszids szintjének vizsgalataval, a cholesteatoma
kialakulasaban és progresszidjaban szerepet jatszé gének azonositasat, pontosabb

megértését kivantuk elérni.



Célkitizések

Munkam soran célom volt a cholesteatoma kialakulasanak hatterében all6 genetikai

faktorok vizsgalata.

1. A c-MYC protoonkogén expresszidos szintjének mérése egészséges,
retroauriculdris régiobol szarmazé bér mintakban, illetve a cholesteatoma és
atheroma (kdsadaganat) matrixabdl szarmazé mtéti mintdkban. A mért értékek
0sszehasonlitasa annak eldontésére, hogy kiilonbozik-e a c-MYC expresszio a
kontroll és betegmintak kozott, valamint van-e expresszidés kilonbség a két

hisztoldgiailag hasonlé epidemalis ciszta kozott.

2. A gyermek és felnéttkori beteg csoportot recidiva hajlam alapjan tovabb bontva a
cholesteatoma miitéti mintakban meért c¢c-MYC expresszidos szinteket
o0sszehasonlitani annak érdekében, hogy kapcsolatot talaljunk a recidiva és a c-

MYC expresszids szintje kozott.

3. Harom citokeratin gén expresszios mintazatanak meghatarozasa az életkor és
recidiva hajlam alapjan felbontott betegcsoportokban, a citokeratin
génexpresszios mintazatok 6sszehasonlité analizise, esetlegesen a prognosztikai

szempontbdl fontos citokeratin azonositasa.

4. A cholesteatoma agresszivitasaban feltehetéleg szerepet jatsz6 proteaz, az
MMP9 expresszids szintjének dsszevetése a kontrollként hasznalt normal bér és
a cholesteatomas betegcsoportok mintaiban.

5. A sejtciklus szabalyozasaban fontos tumorszupresszor gén, a TP53

expressziojanak analizise cholesteatomaban.

6. Egy, a vizsgalatok soran recidivalo beteg els6 és masodik mintajaban az 6sszes
vizsgalt gén expresszids szintjének Osszevetése a recidivaban feltehet6en

szerepet jatszé gén azonositasa miatt.



Anyagok és médszerek
Mintagy(ijtés

Vizsgalataink tervezetét a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi
Centrum Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (protokollszam: 3047-2009). A m(itéti
mintak kutatasi célra torténd tervezett felhasznalasarél minden beteget megfelel6en
tajékoztattunk, a mintak felhasznalasara a vizsgalatokba bevont személyek irasbeli
beleegyezését kovetden keriilt sor. A fiatalkord betegek esetében a gyermekek sziilei
irtak ala a beleegyez6 nyilatkozatot, hozzajarulvan a mintak felhasznalasahoz. A
vizsgalatokat a Helsinki Egyezmény (1964) elvei szerint végeztiik. Vizsgalatainkban
26 cholesteatomas beteget -11 né és 15 férfi — és 15 atheromads beteget vontunk be.
A cholesteatdomas betegek életkora 4 és 65 év kozott valtozott (atlagéletkor: 23,4 év).
Valamennyi beteg dobhartyaja perforalt volt, és egy vagy tobb kozépful miitéten
estek at. A cholesteatdomas betegeket két csoportra osztottuk az életkor szerint:
gyerekek (15 eset; 0-18 év) és felnéttek (11 eset; 19 évtdl) csoportjaira. Minden
cholesteatoma és atheroma esetén a diagndzist hisztopatoldgiai vizsgalat igazolta.
A 26 cholesteatoma minta mellett 5 kontroll bérmintat is gy(jtottink egészséges

egyének retroauricularis teriletérél.
Molekuléris genetikai médszerek
A teljes RNS készlet izolalasa m(téti mintakbdl

A mdtétek soran eltavolitott sebészeti mintdkat RNA/ater” (Thermo Fischer
Scientific, Woolston, Egyesiilt Kirdlysag) RNS stabilizaciés reagensben konzervaltuk,
tipikusan 50 pL RNA/ater" oldat/mg szovet aranyban. Az igy fixalt cholesteatoma,
atheroma és kontroll normal bér mintakat 4°C-on taroltuk a teljes RNS mennyiség
kinyeréséig. A cholesteatoma és az atheroma mintdk matrixat a kornyezd
szovetektdl manualisan megtisztitottuk, ezt kdvetdéen atlagosan 40 mg szdvetmintat
vagtunk vékony csikokra, majd az RNA/ater" oldat eltavolitasa utan TRI reagensben
homogenizaltuk teflon dugattylis szovethomogenizaldé (Molecular Research Center

INC Cincinnati, USA) segitségével. A szovet homogenizatum felszinérél eltavolitottuk



a zsirréteget és a maradék mintat hasznaltuk RNS izolalasra. A teljes RNS kinyerését
a homogenizalt mintakbdl Ribo-Pure kit (Ambion LTD. Huntingdon, Egyesiilt Kiralysag)
felhasznaldasdval végeztik a gyartdé utasitasainak megfeleléen. Az RNS
koncentraciéjat, min6ségét és integritdsat NanoDropTM 1000A (Thermo Fisher
Scientific, Woolston, Egyesiilt Kirdlysag) spektrofotométer segitségével ellenériztiik.

A kinyert RNS mennyisége atlagosan 0,4 pg/pL volt.

Az izolalt RNS molekuldk atirdésa cDNS-é.

Az egyszalas cDNS el6allitdsahoz mintanként 2 pg RNS-t haszndltunk
templatként. A reakcié végtérfogata 20 pL volt, a reverz transzkripciéhoz High
Capacity cDNA Kit with RNAse inhibitor (Thermo Fisher Scientific, Woolston, Egyesiilt
Kiralysag) kitet haszndltunk. A reakciot a gyarté altal megadott protokollt kdvetve
végeztik el, roviden: 2 yL 10x RT puffer, 0,8 yL 25x dNTP Mix (100 mM), 2 uL 10x RT
random primerek, 1 pL MultiScribe™ reverz transzkriptaz és 1 gL RNAse inhibitor
osszemeérésével elkészitettiik a reakcidelegyet amit kiegészitettiink 2 ug RNS-el és
nukleaz-mentes vizzel 20 pL végtérfogatra. A reakcié keveréket elébb 10 percig 25°C-
on, majd 120 percig 37°C-on inkubaltuk. A reakcid befejezéseként az elegyet 5 percig

85°C-on inkubaltuk, majd azonnal jégre téve 0°C-on tartottuk a tovabbi felhasznalasig.

Real-time (val6sidej(i) qPCR reakcié

A célgénekrél atiréodott mRNS molekuldak mennyiségét TagMan alapy,
kvantitativ valdsidejli (real-time) PCR (qPCR) mérésekkel hataroztuk meg. A
géntermékek mennyiségnek megbizhatd, pontos mérésére a gyarté (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt Allamok) altal tervezett és optimalizalt
génspecifikus primereket és prébat tartalmazé Assays-on-Demand™ Gene
Expression Products elnevezésil termékeket hasznaltunk. Az altalunk felhasznalt
génspecifius Assays-On Demand azonositok a kovetkezéek voltak: TP53 gén:
Hs00153408_m1; KRT1 gén: Hs00196158_m1; KRT10 gén: Hs00166289_m1; KRT19
gén: Hs00761767_m1; MMP9 gén: Hs00957562_m1. A gPCR mérések kivitelezésére
ABI Prism 7900HT (Thermo Fisher Scientific, Woolston, Egyesiilt Kirdlysag) thermal



cycler késziiléket hasznaltuk fel. A reakcio elegy 0sszetétele a kdvetkez6 volt: 10 pL
AmpliTaq Gold DNS Polimeraz tartalmu TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x)
(Thermo Fisher Scientific, Woolston, Egyesiilt Kirdlysdg) 4 ng cDNS és a
génspecifikus Assay-on-Demand TagMan génexpresszios probak és primerek 20 pL
végtérfogatban. Az amplifikacios reakcio egy ciklusanak hémérsékleti paraméterei a
kovetkez6ek voltak: kezdeti denaturacié, 15 masodperc 95°C-on; a hibridizacios
lépés: 60 masodperc 60°C-on; polimerizacio/elongacié 30 masodperc 72°C-on. Az
amplifikacio 40 ciklusbol allt. A mérések soran a génexpresszié normalizalasahoz a
PPIA gént hasznaltuk belsé referencia (haztartdsi) génként (Assays-On Demand
azonositdé: Hs99999904_m1), a génexpresszié mértékét a ACt érték szamitdsaval

hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzését a GraphPad Prism 5.0 szoftver
segitségével (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) végeztiik el. Valamennyi
adatsorra kiszamoltuk a leir6 statisztikai értékeket (atlag, standard széras, standard
hiba). Az adatok eloszldsat Kolmogorov-Szmirnov teszt segitségével elemeztiik. Az
egyes betegcsoportok esetében a génexpresszidban jelentkezé kilonbségek
statisztikailag szignifikans voltat az egyszempontos varianciaanalizis (ANOVA) nem-
parametrikus valtozatanak felhaszndldsaval, a Kruskal-Wallis tesztel (K-W teszt) és
a post hoc Dunn teszttel vizsgaltuk. Valamennyi teszt esetében szignifikancia szint
p<0.05 volt. Az abrdkon a Dunn teszt p értékeinek jelzésére a kovetkezd
szimbolumokat hasznaltuk: * p < 0.05; ** p < 0.01. Adatcsoportok paronkénti
o0sszehasonlitdsahoz a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. Egy adott gén hatasanak

nagysagat a Cohen-féle d értékkel jellemeztiik.



Eredmények

Klinikai adatok

Munkank soran 26 miutéti uton eltavolitott szerzett cholesteatoma mintaban
mértik a kivalasztott gének expressziojanak mértékét, kontrollként 5 retroauricularis
régiobdl szarmazé normal bért hasznalva. A c-MYC gén expressziojat 15
atheromabdl szarmazé mintaban is meghataroztuk. A betegeket két csoportra
osztottuk életkor szerint: gyerekekre (18 életévnél fiatalabb, N= 15) és felnéttekre (18
életév felettiek, N=11). A klinikai adatok alapjan mind a két korcsoportot tovabb
kategorizaltuk szerzett (nem recidivald, egyszeri) és recidivalé csoportokra.

A cholesteatoma terjedését vizsgalva klinikai adatokbdl megallapithato volt,
hogy a nem recidivalé esetekben a kiterjedés kisebb volt, kevesebb régiot érintett,
mint a recidivalo esetekben. A recidivalé csoportban tobb mint két anatémiai régiot
érintett a betegség kiterjedése. Klinikai adatok alapjan a csontdestrukcié mértéke is
nagyobb volt a recidivalo esetekben, mint a nem recidivaléban. 26 szerzett
cholesteatomanal 24 esetben hallécsontlancolati destrukcio volt, 2 esetben ép volt a
hallécsontlancolat. A gyermekkori cholesteatomakban nagyobb aranyban fordult el

a recidiva, mint feln6ttkorban.
A célgének expressziés mintazatdnak elemzése cholesteatoma mintakban
A c-MYC gén expresszidja

Az utébbi id6ben a daganatokkal folytatott vizsgalatokban el6térbe keriilt a c-
MYC protoonkogén expresszidjanak analizise. A c-MYC kozponti szabalyozé
szerepet jatszik a sejtciklus és az osztodas folyamataiban ezért fontos terapias
target lehet a daganatos megbetegedések kezelésében. A cholesteatomaban zajlé
aktiv sejtosztddas és az irodalomban kozolt immunhisztokémiai eredmények arra
utaltak, hogy érdemes megvizsgalni a c-MYC expressziot cholesteatoma mintakban.
A cholesteatoma mellett az azzal hasonlé szoveti felépitésd, de eltéré viselkedésti

cisztaban, az atheromaban is megmértiik a c-MYC expressziot.

A cholesteatoma betegcsoportot felosztottuk gyermekkori (életkor <18 év) és
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feln6ttkori (életkor>18 év) csoportokra. A klinikai adatok alapjan mind a két
korcsoportot tovabb kategorizaltuk szerzett (nem recidivalo, egyszeri) és recidivalo
csoportokra.

A c-MYC expresszid6 minden mintaban alacsonynak tekinthetd. Nincs
szignifikans kiilonbség a kontroll és a benignus atheroma mintak expresszios értékei
kozott. A cholesteatomaban mért mRNS expresszios értékek viszont szignifikansan
magasabbak mind a kontroll, mind az atheroma expresszios értékeinél. A
gyermekkori mintakbdél mért normalizalt expresszids értékek magasabbak, mint a
felnéttkori mintakbol mért mRNS szintek. A tobbszoérés mintavétel korrekcioja
esetében szignifikans kilonbség csak a kontroll és a gyermekkori cholesteatoma
értékek kozott volt. Ha kilon-kiilon hasonlitjuk 6ssze a két cholesteatoma csoportot
a kontroll csoporttal, akkor mindkét cholesteatoma (gyermek és feln6ttkori) csoport
expresszidos értékei szignifikansan magasabbak a kontrollénal. A gyermek és
felndttkori cholesteatomakat tovabb kategorizaltuk eléfordulas gyakorisag szerint, a
legmagasabb érték a gyermekkori recidiva csoportban volt detektalhaté. Nagy
valdszinliséggel az alacsony mintaszamok és a tObbszoros tesztelés korrekcioja
miatt egyik betegcsoport sem mutatott szignifikans kilonbséget a kontroll
értékekhez képest, de ha egyenként hasonlitottuk 6ssze a négy betegcsoport
expresszios értékeit a kontroll értékeivel, akkor mind a két gyermekkori betegcsoport

szignifikansan magasabb expresszios szintekkel rendelkezett a kontrollokénal.

A KRT1 és KRT10 gének expresszidjanak vizsgalata cholesteatoma mintakban

Bar kulonb6zé kromoszémakon talalhatéak, a KRT1 és KRT10 gének
egylttesen expresszaldodnak a keratinocitak terminalis differenciacidja soran,
ugyanis fehérje termékeik funkcionalis dimert képeznek. A vartnak megfeleléen a két
gén normalizalt expresszios értékei nagyon hasonldéak 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.

A teljes cholesteatoma csoportban a KRT10 expresszié alacsonyabb, mint a
kontroll bér mintakban, de a kiilonbség nem szignifikans. RT-PCR adataink értékelése
azt mutatta, hogy az mRNS expresszio szignifikansan kiilonb6zott a kontroll és a
stratifikdlt cholesteatoma csoportok koz6tt. A KRT10 mRNS expresszio
szignifikdnsan magasabb volt a kontroll mintakban a feln6ttkori recidivalo
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csoportéhoz képest. A gyermekkori recidivaldo esetekben a KRT10 expresszidja
szintén szignifikansabb magasabb volt, mint a felnéttkori recidivaléban.

A KRT19 gén expressziéjanak vizsgalata cholesteatoma mintdkban

A KRT19 minden mintaban gyengén expresszalédik és expresszidja nem
mutatott szignifikans eltérést, a kontrollként hasznalt normal bér és a cholesteatoma
csoport mintai kdzott. Ha a cholesteatoma mintakat csoportbontasban vizsgaljuk és
igy hasonlitjuk az expresszios értékeket a kontroll értékekhez, akkor megfigyelhetd,

hogy a két recidivalo csoportban detektaltunk alacsony expresszids szinteket.

A MMP9 gén expresszibéjanak vizsgélata cholesteatoma mintdkban

Az MMP9 esetében az mRNS expresszio szintje szignifikansan emelkedett volt
a cholesteatoma mintakban a normal bérhez viszonyitva. A cholesteatoma mintak
egyszeri el6fordulds és recidiva csoportokra bontdasa esetén a szignifikans
kilonbség a kontroll és recidiva csoportok kozott maradt meg. A legmagasabb
MMP9 expressziot feln6tt-és gyermekkori recidivald mintacsoportban meértik, a
legalacsonyabbat a feln6ttkori nem recidivalé csoportban. A cholesteatoma mintak
csoportokra bontasa esetén a tobbszoros tesztelés figyelembe vétele miatt nem
mutatkoztak szignifikans kiilonbségek a négy csoport MMP9 mRNS expresszidjaban.
Ha azonban a négy csoport mMRNS expresszio értékeit egyenként vetettilk 6ssze a
kontroll csoport értékeivel, akkor szignifikans kiilonbség volt kimutathato a kontroll
csoport és a gyermek- és felnéttkori recidiva betegek expresszids értékei kozott.

A TP53 gén expresszibdjanak vizsgdlata cholesteatoma mintédkban

A TP53 gén expresszidja magasabb volt a recidivalé esetekben, mint a nem
recidivalé esetekben. Azonban a csoportok mMRNS expresszids értékei kdzott nem

volt szignifikans kiilonbség. A legmagasabb TP53 expressziét a négy cholesteatoma
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csoport kozil a recidivalo gyermekkori cholesteatoma mintakban detektaltuk,

valamivel alacsonyabb értékeket mértiink a feln6tt nem recidivalé csoportban.
Esettanulmény

A mintagydijtési periédus soran egy gyermekkori betegben recidiva alakult. Ez
lehet6séget biztositott arra, hogy az Osszes vizsgalt gén expresszids szintjét
o0sszehasonlitsuk ugyanazon személy primer és recidivaldo cholesteatoma mintai
kozott. Az dsszes génnek megnovekedett az expresszids szintje a recidivald

mintaban, kivéve a KRT19-et, amely sokkal alacsonyabb expressziét mutatott.
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Megbeszélés

Eredményeink megerdsitik az irodalomban mar leirt, a gyermek és felnéttkori
cholesteatomas betegek eltéré sajatossagait és egyben uj adatokat szolgaltatnak a
cholesteatoma kialakuldasaban és progresszidjaban feltehetéen szerepet jatszo,
altalunk vizsgalt hat gén expresszidjaban bekovetkez6 valtozasokrdl, genetikai
eltérésekrol.

A c-MYC, KRT1, KRT10, KRT19, MMP9 és TP53 gének expresszidjanak kvantitativ
meérését végeztik el cholesteatomas betegek mdtéti mintaiban RT-QPCR mddszer
alkalmazasaval. Retroauricularis régi6jab6él szarmazé normal bdérmintakat
hasznaltunk  kontrollként minden méréshez. A c-MYC expressziot a
cholesteatomahoz hisztoldgiailag nagyon hasonlé6 atheroma mintakban is

megmeértik.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a cholesteatoma mintakban a c-MYC protoonkogén
eltér6 expressziot mutat a benignus atheroma és kontroll mintakhoz képest. Ezen
megfigyelés alapjan feltételezziik, hogy a cholesteatomaban a c-MYC emelkedett
expresszidja megvaltozott sejtciklus regulaciot okoz. A gyermekkori cholesteatomas
esetekben detektalt magasabb c-MYC szint 0sszefliggésbe hozhaté az ebben a

korcsoportban észlelt recidiva hajlammal.

Sikerilt kimutatnunk a citokeratin fehérjék expressziés mintazatanak eltéréseit a
kontroll mintakéhoz képest. Cholesteatoma mintainkban mind a KRT1 mind a KRT10
gén azonos expresszids mintazatokat mutatott. A KRT1 és KRT10 gének expresszids
szintje magasabb volt a gyermekkori recidivalé csoportban a kontroll csoport és nem
recidivalé gyermekkori esetek mintaihoz képest, de a kiilonbség nem volt
szignifikans. A két gén fokozott expresszidja folyamatos keratinocita
differencialédasi és keratinizacids folyamatra utal, ami adataink szerint fokozottabb
a gyermekkori recidivalo esetekben. A KRT1 és a KRT10 szignifikansan csokkent

expressziodja figyelhet6 meg a felnéttkori recidivalé cholesteatomas csoportban a
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gyermekkori recidivaldo esetekhez képest, amely a keratinocitak proliferacids-
differencialédasi egyensulyanak eltolédasat jelzi a dedifferencialédas felé.

Kilonosen érdekesnek, fontosnak tlnik a KRT19 gén expresszidjaban lathaté
kiilonbség. Feltételezhetéen a KRT19 expresszid prognosztikai faktorként is
hasznalhaté lenne a cholesteatoma klinikai viselkedésének, recidiva hajlamanak

el6rejelzésében.

Kutatasi eredményeink azt mutatjak, hogy a kontroll mintakhoz képest az MMP9
expresszidja szignifikdnsan megnovekedett mindkét recidivald cholesteatoma
csoportban. A legmagasabb mRNS expresszids szint a feln6tt recidivalo esetekben
volt mérhet6. Génexpresszios méréseink eredményei alapjan az megallapithato,
hogy az MMP9 gén expresszids szintje aranyos a csontdestrukcidval és a
cholesteatoma invazivitdsaval. Feltételezésiink szerint, a megnovekedett c-MYC
protoonkogén okozhatja a megnovekedett MMP9 expresszidjat azaltal, hogy a c-

MYC kot6hely jelen van a MMP9 gén promoter régiojaban.

A TP53 gén esetében nem volt szignifikans kilonbség a cholesteatoma és kontroll
mintak kozott, de kissé emelekedettebb expresszid volt megfigyelhetd a recidivald
mintakban. Feltételezhetéen, a c-MYC transzkripcids faktor emelkedett szintje lehet a

recidivalé esetekben tapasztalt emelkedett TP53 expresszid oka.

Kisérleteink id6tartama alatt lehet6séglink volt elvégezni egy betegbél szarmazé
primer és recidivaldo mintak genetikai analizisét, a két mintaban mért génexpresszios

szint valtozasok jol reprezentaljak fenti megallapitasainkat.

Osszefoglalva megallapithato, hogy a kiilénbdz6 korban kialakul6 és eltérd recidiva
hajlammal rendelkezé cholesteatomak eltéré génexpresszios mintazatot mutatnak

progressziojuk soran.

A szoOvettanilag hasonlo, de klinikai adatok alapjan alkotott gyermek és
felnéttkori cholesteatomas csoportokban szamos hasonlésagot és szembet(ind
kiilonboz6éséget fedeztiink fel a vizsgalt gének - c-MYC, KRT1, KRT10, KRT19, MMP9,
TP53 - expresszids mintazataban. Ez reményeink szerint lehetévé teszi szamunkra,
hogy pontosabban megértsiik a cholesteatoma kialakulasaban és novekedésében
szerepet jatsz6 molekularis tényez6k szerepét. Kutatasunk eredményei részben

alatamasztjak a cholesteatoma neoplasztikus malformacidjanak valdszintiségét.
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A PHD értekezés (j eredményei

Tanulmanyunk elséként ir le olyan sejtciklus mikodésére haté genetikai eltéréseket,
amelyek segitségével vilagosabba valt a cholesteatoma patomechanizmusa, klinikai

viselkedése:

1. Els6ként vizsgaltuk a betegeket kor és recidiva hajlam alapjan csoportokra
bontva mdtéti cholesteatoma mintakban a c-MYC, a KRT1/10, a KRT19, a
MMP9 és TP53 gének expressziés mintazatat quantitaiv real time PCR
segitségével. Ez a vizsgalat lehetévé tette a gének expresszidjanak
mennyiségi analizisét, ezzel pontosabban meg tudtuk hatarozni az altalunk

vizsgalat hat génnek a betegség patomechanizmusaban bet6ltott szerepét.

2. Kutatécsoportunk elséként végzett dsszehasonlitast a cholesteatoma és
egy masik epidermalis ciszta, a kdsadaganat (atheroma) mintdiban mérheté c-
MYC gén expresszids értékei kozott, kontrollként normal bdérmintakat
hasznalva. A c-MYC protoonkogén expresszidjanak cholesteatomaban kapott
szignifikdans emelkedése valo6szinlsiti a cMYC gén cholesteatoma
patomechanizmusaban betoltott, a tumor novekedéséhez sziikséges

sejtproliferaciot serkent6 szerepét.

Mivel az altalunk vizsgalt TP53 és MMP9 gének promoterében c-MYC kotéhely
talalhato, igy a c-MYC overexpresszidja a TP53 és az MMP9 génexpresszids
szintjére is pozitiv hatassal lehet. Ezzel magyarazhaté ezeknek a géneknek a
kisérleteinkben észlelt fokozottabb expresszidja. igy a c-MYC overexpresszié
kozvetetten is hatassal lehet a recidiva kialakulasara.

3. Az elmult években igazolddott a citokeratin 19 tumorszupresszor szerepe. A
recidivalé cholesteatomas esetekben az altalunk meghatarozott KRT19 mRNS
szint alacsonyabb mint a nem recidivalé esetekben, igy elséként sikertlt
igazolni cholesteatomaban a citokeratin 19 tumorszupresszor szerepét ami

befolyasolja a cholesteatoma progresszivitasat.

4. Tanulmanyunkban els6ként mutattuk ki a klinikai adatok és recidiva hajlam
szerint kategorizalt betegekben a c-MYC, a KRT1/10, a KRT19, a TP53 és a
MMP9 gének mintazatanak kilonb6z6séget a kilonb6z6 csoportokban.
Részben ezek a mintazatbeli eltérések magyarazhatjak a két korcsoportban
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el6forduld cholesteatoma invazivitasi és agresszivitasi kilonboz6ségét is.

5. Az ismertetett esettanulmany pontositja a recidivalo esetekre jellemzé
genetikai eltéréseket, melyek befolyasoljdk a fokozottabb sejtaktivitast,

invazivitasi potencialt, és melyek rosszabb prognézist valdszintisitenek.

6. Vizsgalatunkkal tobb, a tumorgenezisben szerepet jatsz6 regulacios gén
megvaltozott expresszidjat igazoltuk cholesteatomaban, valdszin(sitve ezzel

a cholesteatoma neoplasztikus malformacidjat.
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