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I. BEVEZETES

A fej-nyaki régi6 a koponyaalap és kulcscsont kozotti teriiletet foglalja magaban, ezért az itt
eléforduld daganatok mind lokalizaciot tekintve, mind szovettanilag, mind pedig klinikai
tiinetképzés illetve viselkedés alapjan nagyon sokrétiieck. A szakirodalomban ¢és a klinikai
gyakorlatban is a fej-nyak tumorok kategodria kettds entitast jelent. Sziikkebb értelemben ide
soroljuk a kozépfiil, az orriireg és az orrmellékiiregek, a szajiireg, a garat, a gége daganatait,
tagabb értelemben ide tartoznak a pajzsmirigy, mellékpajzsmirigy rosszindulatu elvaltozasai,
a nyalmirigyek és a régié bértumorai is.

1.2. A szijiiregi, mesopharynx és hypopharynx daganatok kialakulasa

A fej-nyak tumorok 98%-a sporadikusan fordul eld, szekvencialis kialakuldst mutat és
kornyezeti tényezok altal indukalt. A fej-nyak daganatok kialakulasanak jelenleg széles
korben elfogadott modellje, az ugynevezett cancer-field avagy daganat szoveti szervezédési
teriilet elmélet. A teljesen ép, egészséges enyhén elszarusodd laphamon, nyalkahartyan tobb
kornyezeti artalom ereddjébol, tobb genetikai valtozas (példaul: kromoszoma aberracio,
pontmutacio, amplifikacio) jon l1étre. Ezek a karosodast elszenvedett inicialt sejtek a mucosa
stratum basaléjaban talalhatok, melyekbdl osztodéssal egy folt 1ézi6 (patch) fejlodik ki, amely
a megvaltozott genetikai allomanyu sejtek ,,leanysejtjeit” tartalmazza. igy az eredeti genetikai
valtozasbol, klondlis expanzid révén létrejon a cancer-field. Ez a teriilet klinikailag illetve
hisztopatologiailag sem mutat eltérést a normal mucosdhoz képest. A cancer-field 1étrejotte
elésegiti az oralis prekurzor 1€zi6 kialakulasat. A prekurzor 1ézidban létrejové tovabbi
genetikai és epigenetikai valtozasok in situ illetve invaziv tumor létrejottét eredményezik.
Természetesen a cancer-field jabb, egyidejii prekurzor 1€zidk és masodik primer tumor
fejlodését is konnyen eldsegitheti.

1.3. A pajzsmirigydaganatok kialakulasa

A pajzsmirigy rosszindulati daganatainak 90%-a follicularis sejtekbdl, azaz a thyreocytakbol
indul ki. A rosszindulati pajzsmirigydaganatok mintegy 70-80%-at a papillaris karcinoma
(PTC) adja. A daganat gyakran infiltrativ modon novekszik, multicentrikus és gyakran ad
nyirokcsomo¢ attétet. A daganatok 15-20%-a follikularis karcindma. A follikularis karcindéma
a benignus adendméhoz szovettani szempontbdl nagyon hasonld, a malignitds megitélésében
az érinvazid és a daganat-tok beszlir6dése ad tampontot. A follikularis sejtekbdl kiinduld
daganatok génmutacioi fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zd szovettani tipust karcindmak
kialakulasaban, illetve az egymasbol torténd atalakulasban.



CELKITUZESEK

I1.1. Szajiiregi laphamsejtes karcinoma miRNS mintazatanak vizsgalata

soran:

egy 12 miRNS-t tartalmazé daganatspecifikus biomarker panel 6sszeallitasa

a panel alkalmazasaval nyert miRNS expresszids eredményeket a daganat klinikai,
szOvettani sajatossagaival ¢és a betegek kornyezeti és életmodbeli etiologiai
tényezdivel vald dsszehasonlitasa

lokalizacio-specifikus, daganat stadium- és szoveti grade- specifikus, valamint egyes
expoziciora specifikus miRNS kifejez6dés mintdzat meghatarozasa

11.2. A szajiiregi laphamrakok esetén azonositott miRNS-ek target mRNS

molekulainak expresszios vizsgalata soran:

olyan miRNS-mRNS molekularis szabalyozé modul igazolasa amely funkcionalis
szerepet jatszik a gyulladasok és a karcinogenezis kapcsolataban

11.3. A meso- és hypopharynx daganatok miRNS mintazatinak vizsgalata

soran:

egy meghatarozott térképbiopszids mintavételi stratégia szerint a daganatok és a
daganatot koriilvevo ép nyalkahartya miRNS kifejez6désének mintazatanak elemzése
a daganatot koriilvevo morfoldgiailag ép szovetek miRNS kifejezddési mintadzatainak
Osszehasonlitasaval a tumortdl vald tavolsag fiiggvényében a karcinogenezist eldsegitd
molekularis szervezddési teriilet kiterjedésének modellezése

11.4. Pajzsmirigydaganatok expresszios microarray analizise soran:

a korai stddiumut follikularis jellegli pajzsmirigydaganatok (follikularis adenoma,
follikularis karcinoma ¢€s papillaris karcinoma) mMRNS expresszios analizise a teljes
human exomra vonatkozdan, magas denzitasu microarray technologia alkalmazasaval

olyan mRNS markercsoport kivalasztasa, amely a cytopatologiai dontéshozatalt
eldsegitheti, hasznosan kiegészitheti



I1I. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. Mintagyiijtés

I11.1.1 Szdjiiregi daganatok mintagyiijtése: a PTE KK Fogaszati és Sz4jsebészeti Klinikan
operalt, de neoadjuvans ill. irradidcidés kezelésben nem részesiilt betegek
szovetmintaibol szarmaznak. Mintdinkat a szajiiregi tumorok esetén a tumorbdl és a
rekonstrukcios lebeny tavoli sz€lébdl vettiik 40 betegtol.

111.1.2. Meso- és hypopharynx laphamrikok mintai: a Fil-, Orr-, Gégészeti és Fej-,
Nyaksebészeti Klinikdn diagnosztizalt és operalt betegektdl szdrmaznak. Mintainkat
egységes eljaras szerint a tumorsz€lbdl (0), a daganattél 1 cm-re (1), a daganattol 2cm-
re (2) illetve a tumortdl legalabb 3 cm-re (3) fekvo ép nyéalkahartyaszovetbdl vettiik. A
miRNS expresszids analizis soran Osszesen 52 szdvetmintat vizsgaltunk 13 betegtdl,
melyb6l 5 hypopharynx, 8 mesopharynx daganatbdl szarmazott. A tumor
szovetmintdk kliniko-patologiailag II-es, Ill-as és IV-es stadiumi laphamsejtes
karcindmanak feleltek meg.

111.1.3. Pajzsmirigydaganatok mintagyiijtése: A pajzsmirigyszovet mintdk a Debreceni
Egyetemen diagnosztizalt és az egyetem [. szdmu Sebészeti Klinikdjdn miitott
pajzsmirigy tumoros betegek mintaibol szarmaznak. Szovettani vizsgélat alapjan a
mintak harom f6 tipusa: follikularis adenoma, follikularis karcinoma és papillaris
karcinoma. Kontrollként normal pajzsmirigy szovetet hasznaltunk. Normal
pajzsmirigy (No=20), follikularis adenoma (No=8), follikuléris karcinoma ( No=7),
papillaris karcinoma (No=10.) A kivalasztott malignus daganatok tumornagysag
szerint T1 és T2 NOMO staddiumnak feleltek meg. A T1 stddiumba tartozott a
follikularis karcindéma minték 85,7%-a és a papillaris karcindmak 80%-a.

I11.2. Laboratoriumi feldolgozas

I11.2.1. Szajiiregi, meso- és hypopharynx és pajzsmirigy tumorok teljes RNS izolidlasa: a
mintdkat a mitétet kOvetéen azonnal -80 °C-ra fagyasztottuk a laboratoriumi
feldolgozasig. A teljes nukleinsav izoladlds menetét 60 pg friss fagyasztott
szovetmintabol kiindulva a Roche High Pure miRNA izolacios kit vegyszereinek
felhasznalasaval €és a hozza tartozd hasznalati itmutaténak megfelelden végeztiik. A
Kinyert teljes szoveti (tc) RNS mindségét abszorpcids fotometriaval (Maestro Nano
spektrofotométer, Maestrogen, Hsinchu, Taiwan) ellendriztiik (260/280 nm A>1,9).



111.2.2. Reverz transzKkripcio: A tcCRNS-t reverz transzkripcioval irtuk at cDNS-re melyhez
Universal cDNA synthesis kitet (Quiagen, Woburn, MA, USA) hasznaltunk minden
esetben a kitben szerepld random hexamer primer alkalmazasaval. A reverz
transzkripcidhoz egységesen 5 nanomol/pul koncentracionak megfeleléen higitottuk az
izolalt tcRNS-t. Az egyszali c¢DNS mindségi ellendrzését 1%-os agardz
gélelektroforézissel végeztiik.

111.2.3. Quantitativ real-time PCR: A tcRNS-rél atirt ¢cDNS mintakat quantitativ PCR
rendszerben (Roche LC480 rendszer és LightCycler 480 SYBR Green I Master Kit,
Roche) amplifikaltuk. Az altalunk vizsgalt miRNS-eknek megfelelden specifikus
primereket hasznaltunk a Universal miCURY LNA primer setbdl (Exiqon, Vedbaek,
Dania) szajliregi mintak esetén hsa-miR-21, -155, -191, -146%, -221 és hsa-miR-222
specifikus primereket valamint sajat tervezésii hsa-miR-21, -27a, -34a, -143, -146a, -
148a, -155, -221¢és -223 specifikus primereket alkalmaztunk (TIB MOLBIOL, Gyal,
Magyarorszag). Meso- és hypopharynx mintak esetén hsa-miR-21, -27a, -34a, -143, -
146a, -148a, -155, és -221-nek megfelelden a megfelelden sajat tervezésii specifikus
primereket (TIB MOLBIOL, Gyal, Magyarorszdg) hasznaltunk a tovabbiakban
megadott szekvencidkkal. Referencia kontrollként mindkét esetben az 5s rRNS és U6
snRNS-nek megfeleld specifikus primereket hasznaltuk a Universal miCURY LNA
primer készletbél (Exiqon, Vedbaek, Dania). Az amplifikacid6 8x12-es plate-en
tortént, az Aaltalunk tervezett forma szerint: PCR futdsonként a plate 6
daganatspecifikus miRNS-t és 2 bels6 kontrollt tartalmazott, melyeket 10 ismeretlen
sor negativ kontrollal szemben (templdt cDNS helyett vizet tartalmazott a
reakcidoldat) vizsgaltunk.

A target mRNS expresszio vizsgdlatara a Roche Ready-To-Use Custom Panelt (Roche,
Mannheim, Németorszag) alkalmaztuk, melyre a kovetkezé gének mRNS termékére
specifikus primert valasztottuk ki: tumor nekrozis faktor o interacting protein 1
(Tnipl), vascular cell adhesion molecule (Vcam), nuklearis faktor kappa B 1 és 2
(Nfkbl, Nfxb2), Toll-like receptor-1 (TIrl) és inhibitor of «k light polypeptide gene
enhancer in B-cells, kinase vy (Ixbkg). Referencia génként a plate-en a glyceraldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (Gapdh) és a hypoxantin foszforibozil transzferaz (Hprtl)
szerepeltek, génspecifikus primer szekvencidk a Universal Probe Libraryben elérhetk
(UPL/ roche-applied-science.com). Pozitiv kontrollként a f-actin szerepelt. A
reakcidsorozatot technoldgiai duplikdtummal végeztiik, az expresszios fluoreszcens
jelintenzitas értékeket atlaganak megfelelden normalizaltunk.

111.2.4. Microarray vizsgalat

A microarray vizsgalat az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Funkciondlis Genomikai
Laboratoriuméban tortént. Magas denzitdsu array létrehozasahoz 20000 human génspecifikus
oligonukleotidot (Sigma —Operon) reszuszpendaltunk, majd 300fmol/ul koncentracioban
PXM oligonucleotid lemezekre (Full Moon Biosystems, Sunnyvale, CA, USA) fixaltunk
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MicroGrid Total Array System spotter (Biorobotics, Cambridge, UK) segitségével tetraspot
elrendezésben. A DNS lemezhez valo fixalasat 700mJ energiaji UV fénnyel végeztiik
(Startalinker, Stratagene, La Jolla, CA).

A vizsgadlando minta elokészitése, hibridizacio. Az egyes szovetmintakbol kinyert teljes RNS
2ug-nyi mennyiségébdl reverz transzkripcidt végeztiink polydT primer tartalmi Genisphere
expression Array 900 Detection system (Genisphrere, Hatfield, PA, USA) felhasznalasaval.
Mind az els6 1épés- a cDNS hibridizacid, mind a masodik 1épés a jelold hibridizacido Ventana
hibridizaciés kamraban tortént ,,antibody” protokoll szerint.

Scanning és az adatok kiértékelése. Minden array scannelése zold (543nm- Cy3) illetve voros
(633nm —Cy5) lézerfény alatt tortént Scan Array Lite 10um felbontoképességi konfokalis
fluorescens scannerrel (Gsilumonics, Billerica, MA). A kapott mintdzatok kiértékelése a
GenePix Pro5.0 software-t (Axon Instruments Inc., Foster City, CA) hasznaltuk. Az egyes
spotok meghatdrozasa automatikus pozicionaldssal tortént.

Az elkésziilt arrayk validacigjat real-time PCR modszerrel végeztiik, RotoGene 3000 (Corbett
Research, Sydney, Australia), génspecifikus primerek valamint SybrGreen 1 kit (Roche,
Manheim, Germany) hasznalataval a felhasznalasi protokoll szerint. A kapott relativ
expresszios értékeket két housekeeping gén a glyceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
ill. a hypoxantin foszforiboziltranszferaz (HPRT) gének geometriai atlaganak megfeleléen
normalizaltuk. Az expresszids értékeket Plaffl-modszer segitségével hataroztuk meg.

111.2.5. Statisztikai analizis

A szajliregi, meso- és hypopharynx daganatoknal real time PCR soran kapott expresszios
értékeket az LC480-as PCR gépen a LightCyclerExor 4.0 szoftver segitségével a referencia
gén expresszidjdhoz viszonyitva relativ quantifikdciés analizissel szamoltuk ki (AACp
modszerrel). A kapott relativ quantifikacios ardnyszamokat kétszélii kétmintas t-probaval,
reciver operating curve (ROC) analizissel, general linear models (GLM) valamint
tobbvaltozos logisztikus regresszios analizissel elemeztiik SPSS 21.0 szoftver segitségével.

A pajzsmirigydaganatok microarray expresszios profil értékelésénél az array hattérre korrigalt
expresszios adatait vettilk figyelembe, mely alapjan technikai replikditumok atlagértékei
alapjan hataroztuk meg az egyes génekre vonatkozo expresszios értékeket. Statisztikailag
szignifikans kifejezddésnek az egyes mintdk logaritmikus eltéréseinek atlagdnak a normalis
kétszeresét meghalado értéket vettiik. Normal pajzsmirigyszovetet hasznalva kontrollként, a
legalabb kétszeres génexpresszio valtozasokat mutatd géneket valasztottuk ki. A kivalasztott
géneket az egyes szOvettani diagnozisok alapjan valogattuk szét, fliggetleniil attdl, hogy
csokkent expressziordl, fokozott expressziordl volt-e szo6, valamint a kiillonb6z6 tumorok
esetén azonosan megjelend génexpresszio eltéréseket is meghataroztuk.



IV. EREDMENYEK

IV.1. Szajiiregi daganatok és a normal nyalkahartya miRNS mintazatanak

osszehasonlito vizsgalata

1. vizsgalatsorozat

A szajlregi daganatok és a daganattol tavoli ép autolodg normal mucosalis epitelium
miRNS expresszios profiljanak 6sszehasonlitasa soran kapott eredményeket az 1. abra
mutatja be.
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1. 4abra: A szijiliregi laphamsejtes carcinoma (1) és az autolég normal szovetek (0) miRNS
expresszios eltérései. A vizsgalt miRNS-ek expresszios értékei az 5s referencia gén
relativ kvantifikacios aranyaban.

Minden vizsgalt miRNS esetén fokozott kifejezddést talaltunk a daganatszdvetekben a
kontroll szovetekhez képest, mely statisztikailag szignifikdnsnak a miR-21, -155, -191 és -221
esetén igazolodott. A legmagasabb expresszios értékeket a miR-21, -155, és miR-221-nél
talaltuk, a miR-146a pedig nagyon alacsony mértékben volt jelen a daganatos és ép mintdkban
egyarant. A legmarkansabban elkiiloniil6 expresszids kiilonbséget daganatok €s
tumorszovetek kozott a miR-155 esetében talaltuk. A miRNS mintdzat adott lokalizacioj
mintdkon egymasra vonatkoztatott aranyait (2. dbra) tekintve hasonldésagokat mutattak a
daganatok esetén az ajak, a nyelv, a szajfenék és a gingiva szdvetein. Nagyobb eltéréseket az
expresszio aranyaiban a bucca ¢€s a szdjpad mintdk mutattak, el0bbiben az 0sszes expresszio
felét a miR-21 adta, mig a szajpad lokalizacioju mintdkban a miR-221/-155 expresszio
dominal. Ep nyalkahartya esetén minden lokalizacioban eltérd mintazatot latunk.
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2. abra: A szdjiiregi daganatok (1) és normal szovetek (0) kozotti eltérések a miRNS
expresszio egymasra vonatkoztatott ardnyaban, tumorlokalizacid szerint (1:ajak, 2:bucca,
3:nyelv, 4:szajfenék, 5:gingiva, 6:sz4jpad)

A szajiiregi daganatok miRNS expresszids mintdzata a ROC analizis sordan 90% vagy a feletti
teszt hatékonysagot mutatott a miR-21, -155 és -221 vonatkozasaban (3. dbra)
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3. abra: A vizsgalt miRNS-ek reciver operating gorbe (ROC) analizise



2. vigsgdlatsorozat

A szajiregi daganatok és autolog kontroll nyélkahdrtya szovetek miRNS expresszids
analizisét elvégeztiik egy nagyobb szamu, sajat tervezésii primer szettel is. Mivel ebben az
esetben 6 helyett 12 miRNS-t vizsgaltunk, részletgazdagabb aranybeli eltolodasokat
figyelhettiink meg a daganatok egyes lokalizacidiban. Hasonlosagokat a nyelvgyok és
szajfen¢ki daganatok mintdzataban lehetett észlelni, a tobbi lokalizacid nagyon eltéré miRNS
aranyokat mutatott. Normal szOvetek ebben az esetben is markans eltéréseket mutattak a
lokalizacionak megfelelden.

Vizsgalatainkat kiegészitettiik egy epidemioldgiai €és klinikai adatokat a miRNS kifejezddés
értekeivel 0sszehasonlitd analizissel. Ebben figyelembe vettiik a beteg neme, kora, a daganat
lokalizaci6ja, TNM tumor s, szdvettani grade, tumor méret, nyirokcsomo metasztazis és a
recidiva el6forduldsdnak Osszefliggéseiben vizsgaltuk a miRNS expresszido eredményeit
tobbvaltozos regresszio segitségével. A miRNS mintdzat a legjelentosebb eltéréseket a
daganat lokalizacid, nem, kor, daganat tumor s és szdvettani grade Osszefliggésében mutatta.
Az 0Osszes valtozd egyiittes figyelembevételekor a satisztikailag szignifikdnsnak mutatkozé
mMiRNS-ek a miR-34a, -143, -146a ¢és -155 voltak.

Altalanositott linearis modell (GLM) alkalmazasaval a daganat szovettani grade-jével
szignifikans Osszefiiggést mutatott a miR34a, -143, -196a valamint a miR-223 expresszio.
TNM statusszal szignifikans Osszefiiggést mutatott a miR-155, a tumor méretével a miR-93
kifejez6dés, nyirokcsomo metasztazissal szignifikansan pedig a miR-205 expresszio
kapcsolodott.

IV.2. Szajiiregi daganatok mRNS expresszioja

A vizsgalatban parositott kétszélii kétmintas t-proba alkalmazasaval a vaszkularis sejtadhézios
molekula (Vcam, p=0,50) és a toll like receptor 1 (TIrl, p=0,27) mRNS kifejez6édése mutatott
szignifikansan emelkedett expresszidt a daganatos szovetekben az autolég normal szovetekkel
torténd Osszehasonlitasban. A szignifikans expresszio eltérést mutatd Tlrl a klasszikus NFkB
aktivacios utvonal receptorialis serkentésének mediatora, mig a Vcam az Nfkbl downstream
targeteként szerepel a génhalozatban.

IV.3. Meso- és hypopharynx daganatok térképbiopszias mintainak miRNS
expresszios analizise

A meso- és hypopharynx daganatok vizsgélat sorozatdban a tumorok és az altalunk
kidolgozott térképbiopszids séma szerinti mikroszkdposan ép nyalkahartya teriiletekrdl vett
szovetmintak egymassal torténé miRNS expresszidinak dsszehasonlitasat végeztik (4.dbra).
A daganathoz képest attdl centiméterenként tdvolodva az ép nyalkahartya szdvetekben
jellegzetes miRNS kifejezddési mintdzatot talaltunk a tumort6l vald tavolsag fliggvényében.
A daganatszovetek és az 1 cm-re esO peritumoralis makroszkoposan ép nyalkahartya szovetek
kozt szignifikdns expresszids eltérést csupan 3 miRNS, a miR-21, -27a és 221 esetén
talaltunk. A tumortdl 2cm-re esé nyalkahartydhoz képest a daganatokban fokozott
kifejezOdése a miR-21, -27a, -146a, és -155-nek volt ugyanakkor a miR-34a és -143 szintje
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szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult. A tumor és a téle 3 cm-re fekvd nyalkahartya mar
szignifikans kiilonbséget mutatott a miR-205 kivételével az Osszes vizsgalt miRNS
vonatkozasaban, melyeknek a miR-34a és -143 kivételével a daganatokban volt emelkedett

expressziojuk.
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4. dbra: A miRNS expresszio 5s rRNS referencia gén tumor kvantifikacios aranyaban kifejezett
értékei a meso- és hypopharynx daganatokban és a daganatokat koriilvevo ép nyalkahartya
szovetekben. (0: tumor, 1: tumort6l 1 cm-re, 2: tumort6l 2 cm-re, 3: tumort6l 3 cm tavolsagra
levé ép nyalkahartya)
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uag-wo Besjoael ojea [oyeuebeq

5. dbra: A meso-(M) és hypopharynx (H) lokalizaci6ju daganatok vizsgalt miRNS egymashoz
viszonyitott aranya a daganattdl valo tavolsag fliggvényében.
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A miRNS kifejez6dés mintazata az egymasra vonatkoztatott kifejezédés aranyaban mindkét
lokalizécioban hasonld tumorszoveti miRNS aranybeli Osszetételt mutatott (5. abra). A
hasonlésag a tumortdl 1 cm-re fekvo teriiletek €s tumoros szovetek kozt is fennallt, mindkét
lokalizacio esetén. Jelentdsebb kiilonbség a daganatszovetektdl eldszor 2 cm tdvolsdgban
lathat6. Ez mesopharynx daganatok esetén a miR-21 ¢€s -155 csokkenés €s tumorszuppresszor
(miR-34a, -143) kifejez6dési aranybeli novekedésében jelent meg, mig hypopharynx
daganatokndl a tumorszuppresszor (miR-34a ¢és miR-143) és gyulladasos medidtor miRNS
(miR-146a) valamint a miR-148a kozotti aranyok megvaltozasanal. A tavolabbi (3-cm-re
levd) ép szovetek, a szdjiiregi mintakhoz hasonldéan, mar a tumorkdzeli szovetektdl €s
lokalizacio szerint is nagyon erds aranybeli eltéréseket mutattak.

A mesopharynx és hypopharynx mintdk miRNS expresszios adatait logisztikus regresszidval
(I. tablazat) 6sszehasonlitva a két lokalizacio kozott szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a
miR-21, miR-143 és miR 155 vonatkozasaban. Ezek a miRNS-ek a hypopharynxbol szarmazo
mintakban szignifikdnsan magasabb expresszios értékeket mutattak (p<0,05).

V. 4. Pajzsmirigy microarray vizsgalat eredményei:

Vizsgalataink soran 233 gén csokkent expressziojat és 25 gén fokozott expreszidjat sikertilt
kimutatni a statisztikailag szignifikans hatarérték felett normal pajzsmirigyhez viszonyitva. A
mintakban kifejezettebben jelentkezett az expresszid csokkenés, bar szamos gén fokozott
expresszioja is megfigyelhetd volt. Az egyes szdvettani altipusok jellegzetes génexpresszids
mintakat mutattak, kiilondsen a csokkent expresszio tekintetében.

150 ~

100 1 B fokozott

expresszio
50 A -

csokkent

expressziod

FTA | FTC | PTC

A megvaltozott
szabalyozast mutaté
gének szama

tumor tipus |

6. abra: A vizsgalt pajzsmirigydaganatcsoportokban észlelt szignifikans expresszids eltérést
tumor gének egymdshoz viszonyitott szdmbeli aranya.

Az egyes altipusok differencidltsagi foka ¢és metasztatikus képességével ardnyosan az
alulexpresszalt gének szama jelentés novekedést mutatott, mig a fokozott kifejezodést
muatato gének szama alacsonyabb mértékii volt (6. dbra).

Kiilon figyelmet forditottunk azon gének meghatirozasara, amelyek tobb altipusra voltak
jellemzok. A vizsgalatok sordan kozos géneket dontd tobbségében a csdokkent expressziokban
tudtunk azonositani. A fokozott expresszidt tumor gének kozott atfedést az egyes szdvettani
csoportoknal tumor a follikularis adenoma és follikularis karcinoma esetében az NFxB gén
tekintetében talaltunk. A I-111. tablazatok az egyes szovettani alcsoportok szignifikans eltérést
mutate génexpresszioit tiintetik fel.
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ID Név log. hanyados p érték
Follikularis adenoma (FA)
AB044385 1 Transmembraqe molecule with 2 995 0.001
=~ | thrombospondin module
AF152323 1 | Protocadherin gamma A3 2.417 <0.05
AF387908_1 | MHC class | antigen 2.087 0.010
BC000814 1 TG-interacting factor (tale family 2263 <0.05
=~ | homeobox)
BCO003382_1 | Sorting nexin 2 2.166 0.006
BC011027_1 | Ectodysplasin A isoform 1 EDA1 2.285 0.001
NMO031942 1 _CeII division cycle associated protein 7 2167 0.009
= | isoform 1
NMO080798_1 | Alpha 1 type XIII collagen isoform 2 2.460 <0.05
XMO012425 1 | Lysyl oxidase-like 1 2.196 <0.05
XMO030577 1 Potential _phosphol|p|d-transport|ng 2903 0.001
ATPase lia
XMO051590 1 | Nuclear pore protein GP210 precursor 2.004 <0.05
Follikularis adenoma (FA)/ Follikularis
carcinoma (FTC)
XM166349_1 | NNuclear factor of kappa light polypeptide 3.426/2.066 0.021/0.007
=~ | gene enhancer in B-cells, NFKB
Follikularis carcinoma (FTC)
XM170650 1 | Riken cDNA 4921522¢24 2.237 0.016
Papillaris carcinoma (PTC)
ABO083586 1 | Putative G-protein coupled receptor 2.576 <0.05
AJ250014 1 | CyclinD1, CYLD1 2.235 <0.05
BC015753_1 | GRO2 oncogene 2.088 <0.05
D89501_1 Salivary proline rich protein  P-B, PB1 2.279 0.023
K03208_1 Eg)llalge rich protein BstNI subfamily, 2166 0.001

I. tablazat: Fokozott kifejezddést tumor gének az egyes pajzsmirigydaganat csoportokban
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, log. oy log. -y
ID Név hanyados p érték hényados p érték
FTA FTC
AF153762_1 | Bruton’s tyrosine kinase, BTK -2.025 0.0075 -2.661 0.0140
AF208694 1 | Impact -2.594 0.0013 -2.689 0.0001
BC011634 1 | C Protein-coupled receptor 30, 3429 | 00004 | -2138 | 0.0420
- GPR30
BC021104_1 | Apelin -2.024 0.0011 -2.162 0.0280
M55513 1 Potassium channel protein -2.396 0.0001 -3.810 0.0007
NM_016279 1 | E-cadherin -2.197 0.0001 -2.048 0.0416
CDP-diacylglycerol-inositol 3-
NM_145752_1 | phosphatidyl-transferase isoform -3.327 0.0002 -2.854 0.0001
2
FTA PTC
BC002530_1 ﬁgi'z”bosy'a“o” factor-like 2, 2016 | <005 | -2525 | 0.0086
NM_000946_1 Egmie' polypeptide 1 (49kd); -2.160 <0,05 3368 | 0.0004
Interleukin 12 receptor, beta
NM_001559 1 2 IL12RB2 -3.000 <0,05 -2.593 0.0087
NM_002076_1 | Glucosamine (N-acetyl)-6- 2567 | <005 | -3.140 | 0.0003
- = | sulfatase precursor
NM_006298 1 | Zinc finger protein 192, ZNF192 -2.003 <0,05 -2.037 0.0411
Dual-specificity tyrosine-(y)-
NM_006484 1 | phosphorylation regulated kinase -2.050 <0,05 -2.870 0.0008
1b isoform ¢
Sodium/hydrogen exchanger 5
XM_007868_1 |\ 4/H(+) exchanger 5). NHE-5 -2.655 <005 | -2644 | 0.0071
FTC PTC
AF052510_1 | P nosphocholine 2562 | 00001 | -2123 | 0.0156
- cytidylyltransferase b
AF107044 1 | DNA-binding protein,SOX21 -2.488 0.0010 -2.876 0.0075
AK091478 1 | NIL-2-a zinc finger protein -2.260 0.0004 -2.090 0.0051
Phospholipase d1,
NM_002662_1 | phophatidylcholine-specific; -2.001 0.0001 -2.742 0.0005
PLD1
Mitogen-activated protein kinase
NM_002753 1 10, isoform 1: MAPK10 -2.277 0.0002 -2.214 0.0092
NM_003691_1 | Serine/threonine kinase 16, 2250 | 00010 | -3074 | 0.0033
STK16
NM_005251 1 | Forkhead box C2, FOXC2 -2.351 0.0012 -3.124 0.0001

I1. tablazat: Az egyes pajzsmirigydaganat csoportok kozott atfedést tumor , szignifikansan

csokkent kifejezédést tumor gének
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FTA FTC PTC

D Név log. p log. p log. p
hinyados | érték | hanyados | érték [ hanyados [ érték
AF140630_1 | Urotensin-II -2.264 0.004 -4.106 0.001 -2.46 0.001
Eosinophil-
AF204009 1 | derived 2113 | 0024 | -2872 | 0001 | -2501 | 0.014
neurotoxin,
RNS2
Nuclear
receptor-
AF308819 1 | interacting -2.647 0.001 -2.418 0.029 -2.371 0.001
factor,
PPARG

I11. tdblazat: Mindharom pajzsmirigydaganat tipusnal szignifikans csokkenést tumor gének

V. EREDMENYEK MEGBESZELESE

V.1 Szajiiregi, meso-és hypopharynx daganatok eredményeinek
megbeszélése

Hazank egyik kiemelked6 népegészségiigyi problémajat jelentik a fej-nyak daganatok. Ennek
oka a daganatok késdi stddiumban vald felismerése, mely a megfeleld prevencios stratégiak
alkalmazasanak elégtelenségébdl, hidnyabol fakad. A multimodalis daganatterapids eszkoztar
fejlesztése mellett elterjedt torekvés a daganatok molekularis jellemzdinek meghatarozasa.
Kutatasunk soran olyan 0j lehetdségeket kerestiink, mellyel a fej-nyak daganatok szoveti
terlileten alapuld szervezddése molekularis modszerrel modellezhetd, igy a kiilonb6zo
szempontok (lokalizacid, klinikai stadium, grade, etiologiai tényezdk, szovettani alcsoportok)
szerint csoportositott daganatok sszehasonlithatéva valnak.

A genomikai és epigenetikai tényezOk kozott is fontos szerepet jatszo szabalyozo
kismolekuldk, a miRNS-ek funkciondlis vizsgalataval sikeriilt olyan markereket
azonositanunk, amelyek elég érzékenynek és specifikusnak mutatkoztak a daganatos és
daganat koriili fenotipusosan ép szovetek jelzésére és azok megkiilonboztetésére a tavolabb
es0 molekularis szabalyozas szintjén is €p nyalkahartya szovetektl. Ez megteremtheti a
jovében egy olyan daganatra specifikus biomarker panel kifejlesztését, amely magas
kockazati egyének és a daganat teljes kimetszésén atesett, gyogyult betegek kovetéses
vizsgalatanak hasznos részeként szolgalhat. Az altalunk taldlt miRNS eltérések stadium, grade
és lokalizacio szempontjabdl is specifikusak voltak, valamint érzékenyen valtozott egymashoz
viszonyitott aranyuk a daganatszovetektdél vald tavolsdg fliggvényében. Valtozasaik
kimutathatd, a daganat neovaszkularizacié és immortalizacidban szerepet jatszo target mRNS
expresszios valtozassal is Osszefiiggtek. Ezen megfigyelések alapjan a fej-nyak daganatok
teriileti szervezddésére a karcinogenezisiik funkcionalis keresztmetszeti képére is

15



ravilagithatunk. Ez a kés6bbiekben hasznosan kiegészitheti a szovettani diagnosztikat és OPL
esetén alkalmazva daganatok els6dleges megelézését is.

V.2. A pajzsmirigydaganatok microarray expresszios eredményeinek
megbeszélése

A fej-nyak daganatok specialis csoportjat képz6 pajzsmirigydaganatok a genomikai analizis
szempontjabol elénydsen vizsgéalhatd csoportot jelentenek. Konnyli mintavételi lehetdség
nyilik a daganatkialakulas és fejlddés barmely fazisdban. A daganatok kialakuldasdnak
mechanizmusa is, mely viszonylag kevés driver mutacidhoz kotott, erdsen eltér a lapham
eredeti tumorokétol, ezért még a kiillonbozé szoveti entitdsok kozott is sok kozos
genomszintli eltérés mutatkozott. Meghataroztuk az egyes noduléris pajzsmirigydaganat
csoportoknak megfeleld szignifikins mRNS expresszios eltéréseket a normal szovethez
képest. A daganatokban a malignitds mértékével parhuzamosan kimutathatdé volt a
szignifikansan csokkent kifejezOdést mutatd gének magasabb aranya. Meghataroztuk az egyes
szovettani csoportok kozotti atfedést mutatd expresszios eltéréseket és a kozdsen szabalyozott
jelatviteli utvonalat. Ennek kulcselemeként azonositottuk az NFkB gént és a hozza
kapcsolodo PPARy, CYLDI1, EDA valamint JNK apopto6zist valamint szoveti architekturat
szabalyoz6 halozatot (7. dbra).

CYLD1

l PTC

poav, —— R

FTC+PTC IFT”“FTC
EDA 1 JUNK (MAPK 10)

FTA FTC+PTC

B Fokozott expresszioc — aktivacio 1A~ follikularis adenoma

(1 Csokkent expresszi6 — gatlas FTC - follilfu!é_ris kart;inoma
PTC - papillaris karcinoma

7. abra: A pajzsmirigydaganatok kiilonb6zd szdvettani tipusainal észlelt génexpresszios
eltérések és azok Osszefliggései

Az emelkedett expressziok elemzése révén betekintést kaphatunk a jo- és rosszindulata
daganatokban zajlé Osszetett valtozasokba. A késdbbiekben ezek megértése segithet a
daganatok képzddésének alaposabb megismerésében és a tobbszinti prevenciod
megvalositaban.
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Uj eredmények osszefoglalasa

1. A korai klinikai stadiumu szajiiregi laphamsejtes karcinoma miRNS expresszios
mintazatanak meghatarozasa:

a. A daganatok és ép nyalkahartya szovetek kozott szignifikans miRNS kifejezddésbeli
kiilonbségeket talaltunk a miR-21, -27a, -34a, -93, -143, 146a, 148a, -155, -191, -
1964, -203, -205, -221 és 223. Ezek a miR-34a ¢s -143 csokkent expresszioji miRNS-
ek kivételével fokozott kifejezOdést mutattak a daganatos szovetekben. A miR-21, -
27a, -155, -191, -205, -221, -223 biomarker teszt hatékonysag szempontjabol is
alkalmazhatonak bizonyult a daganatos szovetek molekularis elkiilonitésére.

b. Klinikai és etiologiai tényezokkel vald dsszehasonlitasban a miRNS expresszios profil
mintazatbeli eltérései statisztikailag szignifikans linearis regressziot mutattunk ki a
daganat szovettani grade-jével a miR34a, -143, -196a és -223, TNM statusszal a miR-
155, a tumor méretével kapcsolddéan a miR-93, valamint nyirokcsom6 metasztazissal
miR-205 esetében.

c. minden statisztikai tesztet figyelembe véve a miR-155 bizonyult a szdjiiregi daganatok
szempontjabol onalldan is alkalmazhaté mértékben specifikus ugyanakkor szenzitiv
markernek is, mely nagyfoki Osszefliggést mutatott a daganatok klinikai

2. Az NF«xB jelatviteli titvonalat reprezentald6 mRNS targetek kvantitativ real-time PCR
expresszios analizisét végeztik el, melyen kimutattuk a szignifikans funkciondlis
eltérést mutatd mRNS transzkriptumokat:

a. A fokuszalt NFxB jelatviteli rendszerhez kapcsolodd mRNS expresszios vizsgalat a
Vcam és TIrl mRNS kifejezodése mutatott szignifikansan emelkedett expressziot a
daganatos szovetekben, jelentds de statisztikailag nem szignifikdns emelkedést
mutattunk ki az NfkB1 mRNS esetén is. A szajiiregi daganatokban az NF«B jelatvitel
tagjai a miRNS kifejez6dés valtozasaival szinkron expresszios eltéréseket mutatnak. A
Vcam mRNS fokozott expresszidja szorosan kapcsolddik a karcinogenezis invaziot,
lokalis progressziot meghataroz6 lépéséhez. A miRNS-mRNS modulok egyiittes
vizsgalata alatdmasztja a miRNS deregulacio jelatviteli rendszerben értelmezhetd
molekularis hatasat.

3. Meso- ¢és hypopharynx lokalizacioji laphdmrakok molekuldris daganatteriilet-
modelljét miRNS expresszios profilok segitségével hataroztuk meg.

a. A laphamrakot koriilvevd fenotipusosan ép nyalkahartya szovetek miRNS expressziods
Osszehasonlitd vizsgélata soran meghataroztuk a daganatokra és peritumoralis ép
teriiletekre is jellemzé miRNS mintazatot a daganattdl valo tavolsag szempontjabol. A
daganatos szovet az ép kozvetlen kornyezetétdl a miR-21, -27a és 221 mennyiségi
valtozasaval, mig a tadvolabbi peritumordlis szovetsdvokat a miR-21, -27a, -146a, és -
155 expresszio eltéréseivel kiilonithetdk el; a tavol es6 normal nyalkahartya a
tumorhoz viszonyitott magas miR-34a és -143 kifejezddéssel azonosithato.

b. Lokalizacio-specifikus miRNS-eket azonositottunk a mesopharynxban: miR-221 és
hypopharynxban: miR-148a az expresszidos mintazatok Osszevetésében. A miRNS
mennyiségét tekintve a miR-21, -143 ¢és -155 a hypopharynx daganatokban a
mesopharynxéndl statisztikailag szignifikdnsan magasabbnak igazolddott.
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Follikularis pajzsmirigy adenoma, follikuldris pajzsmirigy karcinoma és papillaris
pajzsmirigy karcinoma mintdk magas denzitdsi mRNS expresszios array vizsgalatat
végeztiik normal pajzsmirigy szovettel torténd 0sszehasonlitasban.

meghataroztuk az egyes nodularis pajzsmirigydaganatcsoportnak megfeleld
szignifikdins mRNS expresszios eltéréseket a normal szovethez képest. A
daganatokban a malignitds mértékével parhuzamosan kimutathatdé volt a
szignifikansan csokkent kifejezddést mutatd gének magasabb aranya. Az emelkedett
expressziot mutatd gének specifikusak voltak az eltérd szovettani csoportokban és
egyetlen kivétellel-, amely az NFkB volt FA és FTC esetén- nem mutattak atfedést,
mig a csokkent kifejez0dést mutatd géneknél szamos atfedést tapasztaltunk. Az
atfedést mutatd génekre kiemelt figyelmet forditottunk, részletesen bemutattunk és
csoportositottuk minden szdvettani csoportnal.

meghataroztuk az egyes szovettani csoportok kozotti atfedést mutatd expresszids
eltéréseket és a kozdsen szabalyozott jelatviteli utvonalat. Ennek kulcselemeként
azonositottuk az NFkB gént és a hozza kapcsolodo PPARy, CYLD1, EDA valamint
JNK apoptozist valamint szdveti architekturat szabalyozo6 halozatot.
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