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Bevezetés

Aközépfülbelokalizálódócholesteatomaszéleskörbenelterjedtfülbetegség,ami

krónikusgyulladásosfolyamateredményekéntalakulki.Akrónikuscholesteatomás

középfülgyulladás prevalenciája földrészenkéntkülönböző,fejlettebb területeken

alacsonyabb,mígaszociálisanelmaradottabbrégiókbanmagasabbazelőfordulása.

A betegségeurópaiincidenciájagyermekekesetében3/10000,illetvefelnőtteknél

9/10000.

A medicinábanszámoskeratinózuscisztaismert,többekközöttazepidermalis

ciszta(atheroma),ésacholesteatoma.Acholesteatomaaközépfülbenelhelyezkedő

ectopiáskeratinózusciszta,melyetlokálisaninvazívitásjellemez.Hisztológiailaga

cisztafalatöbbrétegűelszarusodólaphám,melyetmátrixnakneveznek.A mátrix

sejtjeiáltaltermeltkeratin,melyfolyamatosanújratermelődikmajdleválik,törmeléket

képezacisztabelsejében,ezzel acholesteatomaméretenő,egyrekiterjedtebbé

válik.Ebbőla növekedésébőlszármazik invazivitása,amiszámos,különböző

súlyosságúszövődménytokozhataközépfülben.Leggyakoribbahallócsontláncolati

destrukció,halláscsökkenés,fülfolyás,szédülés,ésazintracraniálisszövődmények.

Acholesteatomaterápiájaannakműtétieltávolítása.Azonbanméggondossebészi

eltávolításutánisabetegségnekmagasarecidivahajlama,főkéntagyermekkori

esetekben.Ezértgyógyításamainapigisnagymicrochirurgiaikihívástjelentafül-orr-

gégészekszámára.

Azatheroma– vagykásadaganat– egybenignustumor,szövettanilag nagyon

hasonlóacholesteatomához,deklinikaiviselkedésükeltérő.Sebészikimetszése

utánakásadaganatszinteszövődménynélkülgyógyul.

A cholesteatoma patomechanizmusa mainapig is csak részben ismert.A

konvencionáliselméletekalapján a cholesteatoma kialakulására azirodalomban

számosteóriáttalálunk,melyekszerintacholesteatomakialakulásahátterébena

középfülstruktúrájárajellemzőélettaniésanatómiaiviszonyokmegváltozásaáll.A

cholesteatomának kétetiológiaicsoportjátkülönböztetjük meg:congenitalis és

szerzettformáját.

Alegújabbtanulmányokacholesteatomárajellemzőirreguláristerjedés,proliferáció

hátterében álló molekularis és citogenetikaielváltozásokatvizsgálták,melyek

azonosításávalés analízisévelpontosabb ismereteketkaptunka cholesteatoma
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kialakulásáraésviselkedésérevonatkozóan.Azeddigmegjelenttanulmányokmég

mindignem magyarázzákmegabetegségteljespatomechanizmusát.

A cholesteatoma kialakulásában, progresszivitásában szerepe van a

cholesteatomárajellemzőgyulladásosfolyamatnak.Amátrixbanésaperimátrixban

lévőimmunsejtek(pl.monociták,makrofágokésleukociták)számosangiogenetikus

faktorttermelnek.(pl.VEGF,EGF,IL8,PDGF,COX2).Azangiogenetikusfaktorok

elősegítikazangiogenezist,amilehetővétesziakeratinocitákmigrációját,újerek

képződését,acholesteatomanövekedését. A mátrixbanésaperimatrixbanlévő

gyulladásossejtpopulációkazangiogenezistregulálófaktorokkalegyüttesenfontos

tényezőkacholesteatomaproliferációjábanésagresszivitásában.

Acholesteatomábancsontreszorpciósfolyamatdominál,melyrészbenmagyarázza

abetegségbenmegfigyelhetőoszteolízist.Számos,acholesteatomábanjelenlévő

citokinrőlkimutatták,hogysegítikacsontreszorpciót(IL1,IL6,IL17,ß-IFN).Továbbá

alegújabbtanulmányokszerintamátrix-metalloproteinázok(MMP-k)kulcsszerepet

töltenek be a cholesteatoma csontdestrukciós folyamatának mediálásában.Az

extracellulárismátrixlebontásábanrésztvevőMMP-kemelkedettszintje(például

MMP1,MMP9,MMP10ésMMP12),általábanmátrixmetalloproteinázinhibitorok

(TIMP-k)csökkentszintjévelpárosul.

A cholesteatoma invazivitása ésagresszívviselkedése mögöttszámoskutató

keresettgenetikaieltéréseketcholesteatoma mintákban.Egyérdekes,de máig

vitatottelképzelés,hogy a cholesteatoma egy alacsony grádusú neoplasztikus

elváltozásnaktekinthető.Azutóbbiidőbenegyretöbbmolekulárisszintűkutatási

eredménymegkérdőjeleziajóindulatútumorhelyénvalóságát.

Atumorokrajellemzőgenetikaiabnormalitásokatkülönbözőfélemolekulárisbiológiai

vizsgálatokkallehetfelderíteni.Ilyenek a konvencionális citogenetikai,áramlási

citometriai,molekulárisgenetikaiésmolekuláriscitogenetikaivizsgálóeljárások.A

molekulárisgenetikaimódszerekegyszerűbbéésolcsóbbáválása,anagyfelbontású

módszerekelterjedéselehetővétette,atumorokgenomjánakkromoszómálisés

génexpresszióseltéréseinekkimutatását.

Az irodalmiadatok elemzése alapján nem lehetegyértelműen kijelenteni,hogy

családihalmozódás jellemezné a cholesteatoma kialakulását.Nincs egyértelmű

genom instabilitássem acholesteatomahátterében,viszontfluoreszcenciainsitu

hibridizációs (FISH) vizsgálatok segítségével számos kutatócsoport talált

kromoszóma eltéréseketcholesteatomában.Ezeka kromoszóma vizsgálatokjó



5

támpontotadtakacholesteatomábanazadottkromoszómánlokalizált,sejtérési,

sejtciklusszabályozásábanszerepetjátszógénekvizsgálatáhozis.

A daganatkialakulás szükségszerűen a protoonkogén -és tumorszupresszor

génexpressziós mintázatok megváltozásávaljár.A daganatok keletkezésében a

proapoptotikus aktivitás hiánya,vagy az antiapoptotikus hatás fokozódása is

szerepet játszik.Ezek is zömmelgénexpresszió-változás következményei,de

előfordul,hogyafehérjékműködéseváltozikmegposzttranszlációsmechanizmusok

révén.Két irodalomban közölt „high throughput” microarray és proteomikai

módszereketalkalmazó kísérletben több száz eltérően expresszálódó géntés

fehérjétazonosítottakcholesteatomamintákban (néhánypélda:STS,CEACAM6,

PRTN3,ELANE,MPO,MMP9,HTRA1,S100A7,S100A16/18,S100A7A,S100A12,

S100A7,S100A8,S100A9,COL18A1,NID2,KRT4,KRT7/8/19,PFN2LCN2,MMP1,

MMP9,MMP10,MMP12,BCL2L1,S100A7,S100A9,PAX,SERPINB3,SERPINB4,

KRT6A/B,KRT18,KRT19,KRT8).

Slaughterésmunkatársaiún.„fieldcancerization”elméleteszerintatumorgenezis

egytöbblépcsősfolyamat,külső karcinogénhatásáltalprovokáltsejtosztódási

zavar.A cholesteatoma esetén extrinsic faktora HPV16 jelenléte,valaminta

cholesteatomára jellemző krónikus gyulladásos folyamatlehet.A többlépcsős

folyamatkövetkeztébenszámosonkogén„overexpressziója”éstumorszupresszor

génexpressziójánakcsökkenésefigyelhetőmeg,ígyasejtciklusésregulációjatöbb

ponton is károsodik.Ennek következtében genetikaieltérések (intrinsic factor)

jönneklétre,ezzeltumorgenezistokozva.

A cholesteatoma gyermek és felnőttkorieseteijó modellrendszertképeznek a

cholesteatoma kialakulásáhozhozzájáruló genetikaieltérésektanulmányozására,

hiszenanagyonhasonlószövettaniszerkezetűdaganatokrészbeneltérőbiológiai

viselkedéstmutatnakakétkorcsoportban.Afelnőttkoricholesteatomákkalszemben

agyermekkoricholesteatomáksokkalagresszívebbviselkedésűek,hajlamosabbaka

recidívatumorkialakulásáraezértagyermekkoricholesteatomamintáklehetnek

különösen alkalmasak az invazivitáshoz hozzájáruló molekuláris elváltozások

tanulmányozására.

Munkánk során hatgén expressziós szintjének vizsgálatával,a cholesteatoma

kialakulásábanésprogressziójábanszerepetjátszógénekazonosítását,pontosabb

megértésétkívántukelérni.
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Célkitűzések

Munkám soráncélom voltacholesteatomakialakulásánakhátterébenállógenetikai

faktorokvizsgálata.

1.A c-MYC protoonkogén expressziós szintjének mérése egészséges,

retroauriculárisrégióbólszármazó bőrmintákban,illetveacholesteatomaés

atheroma(kásadaganat)mátrixábólszármazóműtétimintákban.Amértértékek

összehasonlításaannakeldöntésére,hogykülönbözik-eac-MYC expresszióa

kontrollés betegmintákközött,valamintvan-e expressziós különbség a két

hisztológiailaghasonlóepidemaliscisztaközött.

2.Agyermekésfelnőttkoribetegcsoportotrecidivahajlam alapjántovábbbontvaa

cholesteatoma műtéti mintákban mért c-MYC expressziós szinteket

összehasonlítaniannakérdekében,hogykapcsolatottaláljunkarecidívaésac-

MYCexpressziósszintjeközött.

3.Három citokeratingénexpressziósmintázatánakmeghatározásaazéletkorés

recidíva hajlam alapján felbontott betegcsoportokban, a citokeratin

génexpressziósmintázatokösszehasonlítóanalízise,esetlegesenaprognosztikai

szempontbólfontoscitokeratinazonosítása.

4.A cholesteatoma agresszivitásában feltehetőleg szerepetjátszó proteáz,az

MMP9expressziósszintjénekösszevetéseakontrollkénthasználtnormálbőrés

acholesteatomásbetegcsoportokmintáiban.

5.A sejtciklus szabályozásában fontos tumorszupresszor gén, a TP53

expressziójánakanalízisecholesteatomában.

6.Egy,avizsgálatoksoránrecidiválóbetegelsőésmásodikmintájábanazösszes

vizsgáltgén expressziós szintjének összevetése a recidivában feltehetően

szerepetjátszógénazonosításamiatt.
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Anyagokésmódszerek

Mintagyűjtés

VizsgálatainktervezetétaDebreceniEgyetem OrvosésEgészségtudományi

Centrum KutatásetikaiBizottságahagytajóvá(protokollszám:3047–2009).Aműtéti

mintákkutatásicélratörténőtervezettfelhasználásárólmindenbetegetmegfelelően

tájékoztattunk,amintákfelhasználásáraavizsgálatokbabevontszemélyekírásbeli

beleegyezésétkövetőenkerültsor.Afiatalkorúbetegekesetébenagyermekekszülei

írtakaláabeleegyezőnyilatkozatot,hozzájárulvánamintákfelhasználásához.A

vizsgálatokataHelsinkiEgyezmény(1964)elveiszerintvégeztük.Vizsgálatainkban

26cholesteatomásbeteget-11nőés15férfi–és15atheromásbetegetvontunkbe.

Acholesteatómásbetegekéletkora4és65évközöttváltozott(átlagéletkor:23,4év).

Valamennyibetegdobhártyájaperforáltvolt,ésegyvagytöbbközépfülműtéten

estekát.A cholesteatómásbetegeketkétcsoportraosztottukazéletkorszerint:

gyerekek(15eset;0–18év)ésfelnőttek(11eset;19évtől)csoportjaira.Minden

cholesteatomaésatheromaeseténadiagnózisthisztopatológiaivizsgálatigazolta.

A26cholesteatomamintamellett5kontrollbőrmintátisgyűjtöttünkegészséges

egyénekretroauriculáristerületéről.

Molekulárisgenetikaimódszerek

AteljesRNSkészletizolálásaműtétimintákból

A műtéteksoráneltávolítottsebészetimintákatRNAlater™ (ThermoFischer

Scientific,Woolston,EgyesültKirályság)RNSstabilizációsreagensbenkonzerváltuk,

tipikusan50μLRNAlater™oldat/mgszövetarányban.Azígyfixáltcholesteatoma,

atheromaéskontrollnormálbőrmintákat4C-ontároltukateljesRNSmennyiség

kinyeréséig.A cholesteatoma és az atheroma minták mátrixát a környező

szövetektőlmanuálisanmegtisztítottuk,eztkövetőenátlagosan40mgszövetmintát

vágtunkvékonycsíkokra,majdazRNAlater™oldateltávolításautánTRIreagensben

homogenizáltukteflondugattyússzövethomogenizáló(MolecularResearchCenter

INCCincinnati,USA)segítségével.Aszövethomogenizátum felszínérőleltávolítottuk
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azsírrétegetésamaradékmintáthasználtukRNSizolálásra.AteljesRNSkinyerését

ahomogenizáltmintákbólRibo-Purekit(AmbionLTD.Huntingdon,EgyesültKirályság)

felhasználásával végeztük a gyártó utasításainak megfelelően. Az RNS

koncentrációját,minőségétés integritásátNanoDropTM 1000A (Thermo Fisher

Scientific,Woolston,EgyesültKirályság)spektrofotométersegítségévelellenőriztük.

AkinyertRNSmennyiségeátlagosan0,4μg/μLvolt.

AzizoláltRNSmolekulákátírásacDNS-é.

Az egyszálas cDNS előállításához mintánként 2 μg RNS-t használtunk

templátként.A reakció végtérfogata 20 μL volt,a reverztranszkripcióhozHigh

CapacitycDNAKitwithRNAseinhibitor(ThermoFisherScientific,Woolston,Egyesült

Királyság)kitethasználtunk.Areakciótagyártóáltalmegadottprotokolltkövetve

végeztükel,röviden:2μL10×RTpuffer,0,8μL25×dNTPMix(100mM),2μL10×RT

random primerek,1μLMultiScribe™reverztranszkriptázés1μLRNAseinhibitor

összemérésévelelkészítettükareakcióelegyetamitkiegészítettünk2μgRNS-elés

nukleáz-mentesvizzel20μLvégtérfogatra.Areakciókeveréketelőbb10percig25C-

on,majd120percig37C-oninkubáltuk.Areakcióbefejezésekéntazelegyet5percig

85C-oninkubáltuk,majdazonnaljégretéve0C-ontartottukatovábbifelhasználásig.

Real-time(valósidejű)qPCRreakció

A célgénekről átíródott mRNS molekulák mennyiségét TaqMan alapú,

kvantitatív valósidejű (real-time) PCR (qPCR) mérésekkelhatároztuk meg.A

géntermékek mennyiségnek megbízható,pontos mérésére a gyártó (Applied

Biosystems,FosterCity,CA,EgyesültÁllamok)általtervezettés optimalizált

génspecifikus primereket és próbát tartalmazó Assays-on-Demand™ Gene

ExpressionProductselnevezésűtermékekethasználtunk.Azáltalunkfelhasznált

génspecifius Assays-On Demand azonosítók a következőek voltak:TP53 gén:

Hs00153408_m1;KRT1gén:Hs00196158_m1;KRT10gén:Hs00166289_m1;KRT19

gén:Hs00761767_m1;MMP9gén:Hs00957562_m1.AqPCRmérésekkivitelezésére

ABIPrism 7900HT(ThermoFisherScientific,Woolston,EgyesültKirályság)thermal
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cyclerkészülékethasználtukfel.Areakcióelegyösszetételeakövetkezővolt:10μL

AmpliTaqGoldDNSPolimeráztartalmúTaqManFastUniversalPCRMasterMix(2×)

(Thermo Fisher Scientific,Woolston,Egyesült Királyság) 4 ng cDNS és a

génspecifikusAssay-on-DemandTaqMangénexpresszióspróbákésprimerek20μL

végtérfogatban.Azamplifikációsreakcióegyciklusánakhőmérsékletiparamétereia

következőekvoltak:kezdetidenaturáció,15 másodperc95C-on;a hibridizációs

lépés:60másodperc60C-on;polimerizáció/elongáció30másodperc72C-on.Az

amplifikáció40ciklusbólállt.Améréseksoránagénexpressziónormalizálásáhoza

PPIA génthasználtukbelső referencia(háztartási)génként(Assays-On Demand

azonosító:Hs99999904_m1),agénexpressziómértékétaCT értékszámításával

határoztukmeg.

Statisztikaielemzés

Az eredmények statisztikaielemzését a GraphPad Prism 5.0 szoftver

segítségével(GraphPadSoftware,Inc.,SanDiego,CA,USA)végeztükel.Valamennyi

adatsorrakiszámoltukaleíróstatisztikaiértékeket(átlag,standardszórás,standard

hiba).AzadatokeloszlásátKolmogorov-Szmirnovtesztsegítségévelelemeztük.Az

egyes betegcsoportok esetében a génexpresszióban jelentkező különbségek

statisztikailagszignifikansvoltátazegyszempontosvarianciaanalízis(ANOVA)nem-

parametrikusváltozatánakfelhasználásával,aKruskal–Wallistesztel(K-W teszt)és

aposthocDunnteszttelvizsgáltuk.Valamennyitesztesetébenszignifikanciaszint

p<0.05 volt.Az ábrákon a Dunn teszt p értékeinek jelzésére a következő

szimbólumokathasználtuk:*p < 0.05;**p < 0.01.Adatcsoportok páronkénti

összehasonlításáhozaMann-WhitneyUtesztethasználtuk.Egyadottgénhatásának

nagyságátaCohen-féledértékkeljellemeztük.
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Eredmények

Klinikaiadatok

Munkánksorán26műtétiútoneltávolítottszerzettcholesteatomamintában

mértükakiválasztottgénekexpressziójánakmértékét,kontrollként5retroauriculáris

régióból származó normál bőrt használva. A c-MYC gén expresszióját 15

atheromábólszármazó mintában is meghatároztuk.A betegeketkétcsoportra

osztottukéletkorszerint:gyerekekre(18életévnélfiatalabb,N=15)ésfelnőttekre(18

életévfelettiek,N=11).A klinikaiadatokalapjánmindakétkorcsoportottovább

kategorizáltukszerzett(nem recidiváló,egyszeri)ésrecidiválócsoportokra.

A cholesteatomaterjedésétvizsgálvaklinikaiadatokbólmegállapíthatóvolt,

hogyanem recidiválóesetekbenakiterjedéskisebbvolt,kevesebbrégiótérintett,

mintarecidiválóesetekben.Arecidiválócsoportbantöbbmintkétanatómiairégiót

érintettabetegségkiterjedése.Klinikaiadatokalapjánacsontdestrukciómértékeis

nagyobb volta recidiváló esetekben,minta nem recidiválóban.26 szerzett

cholesteatománál24esetbenhallócsontláncolatidestrukcióvolt,2esetbenépvolta

hallócsontláncolat.Agyermekkoricholesteatomákbannagyobbaránybanfordultelő

arecidiva,mintfelnőttkorban.

Acélgénekexpressziósmintázatánakelemzésecholesteatomamintákban

Ac-MYCgénexpressziója

Azutóbbiidőbenadaganatokkalfolytatottvizsgálatokbanelőtérbekerültac-

MYC protoonkogén expressziójának analízise.A c-MYC központiszabályozó

szerepetjátszikasejtciklusésazosztódásfolyamataibanezértfontosterápiás

targetlehetadaganatosmegbetegedésekkezelésében.Acholesteatomábanzajló

aktívsejtosztódásésazirodalombanközöltimmunhisztokémiaieredményekarra

utaltak,hogyérdemesmegvizsgálniac-MYCexpressziótcholesteatomamintákban.

Acholesteatomamellettazazzalhasonlószövetifelépítésű,deeltérőviselkedésű

cisztában,azatheromábanismegmértükac-MYCexpressziót.

Acholesteatomabetegcsoportotfelosztottukgyermekkori(életkor<18év)és
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felnőttkori(életkor>18 év)csoportokra.A klinikaiadatok alapján mind a két

korcsoportottovábbkategorizáltukszerzett(nem recidiváló,egyszeri)ésrecidiváló

csoportokra.

A c-MYC expresszió minden mintában alacsonynak tekinthető. Nincs

szignifikánskülönbségakontrollésabenignusatheromamintákexpressziósértékei

között.AcholesteatomábanmértmRNSexpressziósértékekviszontszignifikánsan

magasabbak mind a kontroll,mind az atheroma expressziós értékeinél.A

gyermekkorimintákbólmértnormalizáltexpressziósértékekmagasabbak,minta

felnőttkorimintákbólmértmRNS szintek.A többszörös mintavételkorrekciója

esetébenszignifikánskülönbségcsakakontrollésagyermekkoricholesteatoma

értékekközöttvolt.Hakülön-különhasonlítjukösszeakétcholesteatomacsoportot

akontrollcsoporttal,akkormindkétcholesteatoma(gyermekésfelnőttkori)csoport

expressziós értékeiszignifikánsan magasabbak a kontrollénál.A gyermek és

felnőttkoricholesteatomákattovábbkategorizáltukelőfordulásgyakoriságszerint,a

legmagasabb érték a gyermekkorirecidíva csoportban voltdetektálható.Nagy

valószínűséggelazalacsonymintaszámokésatöbbszörösteszteléskorrekciója

miatt egyik betegcsoport sem mutatott szignifikáns különbséget a kontroll

értékekhez képest,de ha egyenkénthasonlítottuk össze a négy betegcsoport

expressziósértékeitakontrollértékeivel,akkormindakétgyermekkoribetegcsoport

szignifikánsanmagasabbexpressziósszintekkelrendelkezettakontrollokénál.

AKRT1ésKRT10génekexpressziójánakvizsgálatacholesteatomamintákban

Bár különböző kromoszómákon találhatóak,a KRT1 és KRT10 gének

együttesen expresszálódnak a keratinociták terminális differenciációja során,

ugyanisfehérjetermékeikfunkcionálisdimertképeznek.Avártnakmegfelelőenakét

gén normalizáltexpressziós értékeinagyon hasonlóak voltak minden vizsgált

csoportban,azonbanaKRT10expressziósszintjemagasabbvolt,mintaKRT1-é.A

továbbiakbancsakaKRT10génesetébenkapotteredményeketmutatom be.

AteljescholesteatomacsoportbanaKRT10expresszióalacsonyabb,minta

kontrollbőrmintákban,deakülönbségnem szignifikáns.RT-PCRadatainkértékelése

aztmutatta,hogyazmRNSexpressziószignifikánsankülönbözöttakontrollésa

stratifikált cholesteatoma csoportok között. A KRT10 mRNS expresszió

szignifikánsan magasabb volt a kontroll mintákban a felnőttkori recidiváló



12

csoportéhoz képest.A gyermekkorirecidiváló esetekben a KRT10 expressziója

szinténszignifikánsabbmagasabbvolt,mintafelnőttkorirecidiválóban.

AKRT19génexpressziójánakvizsgálatacholesteatomamintákban

A KRT19 minden mintában gyengén expresszálódik és expressziója nem

mutatottszignifikánseltérést,akontrollkénthasználtnormálbőrésacholesteatoma

csoportmintáiközött.Haacholesteatomamintákatcsoportbontásbanvizsgáljukés

ígyhasonlítjukazexpressziósértékeketakontrollértékekhez,akkormegfigyelhető,

hogyakétrecidiválócsoportbandetektáltunkalacsonyexpressziósszinteket.

AMMP9génexpressziójánakvizsgálatacholesteatomamintákban

AzMMP9esetébenazmRNSexpressziószintjeszignifikánsanemelkedettvolt

acholesteatomamintákbananormálbőrhezviszonyítva.Acholesteatomaminták

egyszerielőfordulás és recidíva csoportokra bontása esetén a szignifikáns

különbségakontrollésrecidívacsoportokközöttmaradtmeg.A legmagasabb

MMP9 expressziótfelnőtt-és gyermekkorirecidiváló mintacsoportban mértük,a

legalacsonyabbatafelnőttkorinem recidiválócsoportban.Acholesteatomaminták

csoportokrabontásaeseténatöbbszöröstesztelésfigyelembevételemiattnem

mutatkoztakszignifikánskülönbségekanégycsoportMMP9mRNSexpressziójában.

HaazonbananégycsoportmRNSexpresszióértékeitegyenkéntvetettükösszea

kontrollcsoportértékeivel,akkorszignifikánskülönbségvoltkimutathatóakontroll

csoportésagyermek-ésfelnőttkorirecidívabetegekexpressziósértékeiközött.

ATP53génexpressziójánakvizsgálatacholesteatomamintákban

ATP53génexpressziójamagasabbvoltarecidiválóesetekben,mintanem

recidiválóesetekben.AzonbanacsoportokmRNSexpressziósértékeiközöttnem

voltszignifikánskülönbség.AlegmagasabbTP53expressziótanégycholesteatoma
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csoportközüla recidiváló gyermekkoricholesteatoma mintákban detektáltuk,

valamivelalacsonyabbértékeketmértünkafelnőttnem recidiválócsoportban.

Esettanulmány

Amintagyűjtésiperiódussoránegygyermekkoribetegbenrecidivaalakult.Ez

lehetőségetbiztosítottarra,hogy az összes vizsgáltgén expressziós szintjét

összehasonlítsukugyanazon személyprimerésrecidiváló cholesteatomamintái

között.Az összes génnek megnövekedettaz expressziós szintje a recidiváló

mintában,kivéveaKRT19-et,amelysokkalalacsonyabbexpressziótmutatott.
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Megbeszélés

Eredményeink megerősítik az irodalomban márleírt,a gyermek és felnőttkori

cholesteatomásbetegekeltérősajátosságaitésegybenújadatokatszolgáltatnaka

cholesteatoma kialakulásában és progressziójában feltehetően szerepetjátszó,

általunk vizsgálthatgén expressziójában bekövetkező változásokról,genetikai

eltérésekről.

Ac-MYC,KRT1,KRT10,KRT19,MMP9ésTP53génekexpressziójánakkvantitatív

mérésétvégeztükelcholesteatomásbetegekműtétimintáibanRT-QPCRmódszer

alkalmazásával. Retroauricularis régiójából származó normál bőrmintákat

használtunk kontrollként minden méréshez. A c-MYC expressziót a

cholesteatomához hisztológiailag nagyon hasonló atheroma mintákban is

megmértük.

Eredményeinkaztmutatják,hogyacholesteatomamintákbanac-MYCprotoonkogén

eltérőexpressziótmutatabenignusatheromaéskontrollmintákhozképest.Ezen

megfigyelésalapjánfeltételezzük,hogyacholesteatomábanac-MYC emelkedett

expressziójamegváltozottsejtciklusregulációtokoz.Agyermekkoricholesteatomás

esetekbendetektáltmagasabbc-MYC szintösszefüggésbehozható azebbena

korcsoportbanészleltrecidivahajlammal.

Sikerültkimutatnunkacitokeratinfehérjékexpressziósmintázatánakeltéréseita

kontrollmintákéhozképest.CholesteatomamintáinkbanmindaKRT1mindaKRT10

génazonosexpressziósmintázatokatmutatott.AKRT1ésKRT10génekexpressziós

szintjemagasabbvoltagyermekkorirecidiválócsoportbanakontrollcsoportésnem

recidiváló gyermekkoriesetek mintáihoz képest,de a különbség nem volt

szignifikáns. A két gén fokozott expressziója folyamatos keratinocita

differenciálódásiéskeratinizációsfolyamatrautal,amiadatainkszerintfokozottabb

agyermekkorirecidiválóesetekben.A KRT1ésaKRT10szignifikánsancsökkent

expressziójafigyelhetőmegafelnőttkorirecidiválócholesteatomáscsoportbana
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gyermekkorirecidiváló esetekhez képest,amely a keratinociták proliferációs-

differenciálódásiegyensúlyánakeltolódásátjelziadedifferenciálódásfelé.

Különösen érdekesnek,fontosnak tűnik a KRT19 gén expressziójában látható

különbség.Feltételezhetően a KRT19 expresszió prognosztikaifaktorként is

használható lenne a cholesteatoma klinikaiviselkedésének,recidiva hajlamának

előrejelzésében.

Kutatásieredményeinkaztmutatják,hogyakontrollmintákhozképestazMMP9

expressziója szignifikánsan megnövekedett mindkét recidiváló cholesteatoma

csoportban.AlegmagasabbmRNSexpressziósszintafelnőttrecidiválóesetekben

voltmérhető. Génexpressziósméréseinkeredményeialapjánazmegállapítható,

hogy az MMP9 gén expressziós szintje arányos a csontdestrukcióvalés a

cholesteatoma invazivitásával.Feltételezésünk szerint,a megnövekedettc-MYC

protoonkogénokozhatjaamegnövekedettMMP9expressziójátazáltal,hogyac-

MYCkötőhelyjelenvanaMMP9génpromoterrégiójában.

ATP53génesetébennem voltszignifikánskülönbségacholesteatomaéskontroll

mintákközött,dekisséemelekedettebbexpresszióvoltmegfigyelhetőarecidiváló

mintákban.Feltételezhetően,ac-MYCtranszkripciósfaktoremelkedettszintjeleheta

recidiválóesetekbentapasztaltemelkedettTP53expresszióoka.

Kísérleteinkidőtartamaalattlehetőségünkvoltelvégezniegybetegbőlszármazó

primerésrecidiválómintákgenetikaianalízisét,akétmintábanmértgénexpressziós

szintváltozásokjólreprezentáljákfentimegállapításainkat.

Összefoglalvamegállapítható,hogyakülönbözőkorbankialakulóéseltérőrecidíva

hajlammalrendelkezőcholesteatomákeltérőgénexpressziósmintázatotmutatnak

progressziójuksorán.

A szövettanilag hasonló,de klinikaiadatok alapján alkotottgyermek és

felnőttkoricholesteatomás csoportokban számos hasonlóságotés szembetűnő

különbözőségetfedeztünkfelavizsgáltgének-c-MYC,KRT1,KRT10,KRT19,MMP9,

TP53-expressziósmintázatában.Ezreményeinkszerintlehetővétesziszámunkra,

hogypontosabbanmegértsükacholesteatomakialakulásábanésnövekedésében

szerepetjátszó molekuláris tényezők szerepét.Kutatásunk eredményeirészben

alátámasztjákacholesteatomaneoplasztikusmalformációjánakvalószínűségét.
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APHDértekezésújeredményei

Tanulmányunkelsőkéntírleolyansejtciklusműködésérehatógenetikaieltéréseket,

amelyeksegítségévelvilágosabbáváltacholesteatomapatomechanizmusa,klinikai

viselkedése:

1.Elsőkéntvizsgáltukabetegeketkorésrecidivahajlam alapjáncsoportokra

bontvaműtéticholesteatomamintákbanac-MYC,aKRT1/10,aKRT19,a

MMP9 és TP53 gének expressziós mintázatátquantitaív realtime PCR

segítségével. Ez a vizsgálat lehetővé tette a gének expressziójának

mennyiségianalízisét,ezzelpontosabbanmegtudtukhatározniazáltalunk

vizsgálathatgénnekabetegségpatomechanizmusábanbetöltöttszerepét.

2.Kutatócsoportunkelsőkéntvégzettösszehasonlítástacholesteatomaés

egymásikepidermalisciszta,akásadaganat(atheroma)mintáibanmérhetőc-

MYC gén expressziós értékeiközött,kontrollként normálbőrmintákat

használva.Ac-MYCprotoonkogénexpressziójánakcholesteatomábankapott

szignifikáns emelkedése valószínűsíti a c-MYC gén cholesteatoma

patomechanizmusában betöltött, a tumor növekedéséhez szükséges

sejtproliferációtserkentőszerepét.

MivelazáltalunkvizsgáltTP53ésMMP9génekpromoterébenc-MYCkötőhely

található,ígyac-MYCoverexpressziójaaTP53ésazMMP9génexpressziós

szintjéreispozitívhatássallehet.Ezzelmagyarázhatóezeknekagénekneka

kísérleteinkbenészleltfokozottabbexpressziója.Ígyac-MYCoverexpresszió

közvetettenishatássallehetarecidivakialakulására.

3.Azelmúltévekbenigazolódottacitokeratin19tumorszupresszorszerepe.A

recidiválócholesteatomásesetekbenazáltalunkmeghatározottKRT19mRNS

szintalacsonyabb minta nem recidiváló esetekben,ígyelsőkéntsikerült

igazolnicholesteatomábanacitokeratin19tumorszupresszorszerepétami

befolyásoljaacholesteatomaprogresszivitását.

4.Tanulmányunkbanelsőkéntmutattukkiaklinikaiadatokésrecidívahajlam

szerintkategorizáltbetegekbenac-MYC,aKRT1/10,aKRT19,aTP53ésa

MMP9 gének mintázatának különbözőségeta különböző csoportokban.

Részbenezekamintázatbelieltérésekmagyarázhatjákakétkorcsoportban
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előfordulócholesteatomainvazivitásiésagresszivitásikülönbözőségétis.

5.Azismertetettesettanulmánypontosítja a recidiváló esetekre jellemző

genetikaieltéréseket,melyek befolyásolják a fokozottabb sejtaktivitást,

invazivitásipotenciált,ésmelyekrosszabbprognózistvalószínűsítenek.

6.Vizsgálatunkkaltöbb,atumorgenezisbenszerepetjátszóregulációsgén

megváltozottexpressziójátigazoltukcholesteatomában,valószínűsítveezzel

acholesteatomaneoplasztikusmalformációját.
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APhDértekezésalapjáulszolgálóinextensoközlemények
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