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1. Bevezetés

A klinikai proteomika egy relative fiatal diszciplina, mely az elmult egy évtized soran
igen nagy utemben fejlédott. Ennek a technikai fejlédésnek készonhetéen ma mar
képesek vagyunk nem csak sejt szinten, de fehérjék és peptidek szintjén is vizsgalni

az emberi szervezetben zajl6 folyamatok.

Az un. ,omics” technoldgidkkal ma mar nem csak biopsziabdl nyerhetd szévettani
mintakat tudunk elemezni, de vérbél és nyalbdl izolalhaté peptideket, fehérjéket,
biomarkereket tudunk azonositani. A nyél, mint killénb6z6 betegségek diagnosztikai
eszkoze, régodta intenziven kutatott célpontja az ,omics”, ezen belll is a proteomikai
vizsgalatoknak. Sok elbényds tulajdonsaga kozott kiemelendd az egyszerien

kivitelezhetd és nem- invaziv gydjtési médszer.

Vizsgalatainkban ezt az Ujszeri technikat alkalmaztunk annak kideritésére, hogy a 2-
es tipusu diabetesben szenved6 paciensek nyalaban azonosithatéak-e szjuregi

laphamcarcinomara utalé biomarkerek.

Kérdésfelvetésiink alapja kiulénbdz6é epidemiologiai és allatkisérletes vizsgalatok
eredmeényei voltak, melyek soran dsszefiiggést talaltak a két betegseg kozott. Mar a
19. szazadbdl talalunk olyan publikaciokat, melyek a diabetes és a szjlreg
betegségeinek kapcsolatat irjak le. Irodalmi adatok szerint a cukorbetegekben észlelt
rosszabb szajhigiéné, a nyalszekrecios rata és a pH-cstkkenés kedvezé korilmény a
szajnyalkahartya megbetegedéseinek (leukoplakia, lichen oris, illetve a nyelvhat
nyalkahartyajanak elvaltozasai) kialakulasaban. Ujpal és mtsai 2003-as vizsgélatai
alapjan elmondhatd, hogy a precancerosus allapotok gyakorisdga cukorbetegek
korében elérte a 8%-ot.

Ma Magyarorszagon a kettes tipusl cukorbetegség népbetegségnek szamit. A
lakossag kozel 10%-a szenved a diabetes valamelyik formajaban és ez a szam a
kovetkez® évtizedekben valdszinisithetéen emelkedni fog. Erdekes parhuzam, hogy
az intenziv kutatasok és szlréprogramok ellenére a szajuregi laphamrakban
szenvedd paciensek szama az elmult évtizedekben is rohamosan gyarapodott. Ezért

mind prevencios, mind pedig a korai diagnosztika szempontjabdl fontos lehet olyan



korai biomarkerek azonositasa, melyekkel a szajuregi laphamcarcinoma idében,

korai stadiumban  felismerhetd, de akar megelézheté is lenne.

2. Célkit Gizések

1. Kutatasunk soran arra kerestik a valaszt, hogy a praecancerosus allapotnak
szamito diabetes mellitusban szenvedd paciensek korében el6fordulnak-e korai

szajuregi laphamrakra utalé biomolekulak?

2. Van-e kulonbség a 10 éve vagy annal hosszabb ideje diabetesben szenved

paciensek nyal biomarker mintazataban?

3. Célunk volt tovabba, hogy egy megbizhaté és egyszerl vizsgalati protokollt
dolgozzunk ki, melyek a késdbbiekben egy nagy betegszamu, multicentrikus

tanulmany alapjaul szolgalhatnak.



3. Médszerek

A vizsgalatba bevont diabetes mellitusban szenved 6 paciensek

Vizsgalatunkba 45 6nkéntest vontunk be. A DM csoportba soroltuk a 2-es tipusu
diabetesben szenvedd pacienseket, mig a H csoportba a veliik kor / nem relaciéban

hasonlo, egészséges egyedek keriiltek.

A DM csoportban levd betegek mind a Pécsi Tudomanyegyetem Il. szamu
Belgydgyaszati és Nephroldgiai Klinika fekvébetegei voltak. A vizsgalatban vald

részvétel kizarasi kritériumait a kovetkezo6k voltak:

1. Nem jol kontrollalt diabetes

2. Diagnosztizalt tumoros megbetegedés, precancer 1ézid
3. Rossz szajhygiéné

4. Mentélis problémaék

5. Sz4juregi aktiv fertézés vagy gyulladas, CPITN index >3
6. Kontroll vizsgalatokon val6 részvétel elutasitasa

A mintavétel el6tt az Onkéntes résztvevdk egy sajat szerkesztésd, nem validalt
kérdbivet toltottek ki, melyben az egészségik A&llapotardl, az Aaltaluk szedett
gyogyszerekrél, tovabba az alkoholfogyasztasi szokasrol és a dohanyzasi szokasrol
is kérdeztuk O&ket. Ezt kovetéen minden résztvevé egy stomatooncologiai

szlrévizsgalaton esett at.

2012. januar 4-e és 2012. november 30-a kozott 45 nyalmintat vettink az
onkéntesektdl. A férfiak-n6k aranya: 55-45% volt, az atlag életkor 62,3 év. A
kontrollcsoportban 10 férfit és 10 nét involvaltunk vizsgalatainkba, az 6 éatlag

életkoruk 62,1 év volt.



Mintavételi modszer

A mintavétel standardizalt korilmények kozoétt zajlott: délelétti 6rdkban, nem stimulalt
nyalmintat vettiink a buccalis és sublingualis terlletr6l egyszer hasznalatos
fecskenddvel. A gyUjtott mintakat ezutan rogton jégen h(téttik, majd 1 perces

centrifugalast kévetden a felliliszot tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Proteomikai moédszerek bemutatasa

1. SDS-PAGE Elektroforézis

A biomarker fehérjék azonositasahoz 100 pL nyalmintat Ultra Turrax
homogenizatorral 20 mM Tris/HCI pufferrel (pH: 7.4) homogenizéaltuk. A puffer 3 mM
EDTA-t, 5 mM betamercaptoetanol-t és 1% SDS-t tartalmazott. Ezt kbvetéen 1%-0s
brémfenolkék adtunk a mintakhoz, majd az elegyet 2 percig forraltuk, ezutan
centrifugaltuk (8000 g, 2 min). SDS-PAGE elektroforézist végeztiink, melyhez 12%-
0s geélt keészitettink, Laemmli mobdszere szerint [16]. A molekulattmeg

meghatarozasahoz Pharmacia alacsony moltémeg kalibracios kitet hasznaltunk.

A géleket 30 Coomassie brillant blue R-250-nel festettlik, a festékkivond oldat 5%

(v/v) ecetsavat és 16% (v/v) metanolt tartalmazott.

Az elektroforetikus futtatds utdn a géleket bescanneltik, majd a vizualis
0sszehasonlitd elemzés utan, az extra savokat, amelyek a betegek mintaiban
keletkeztek, szikével kimetszettik. A kimetszett savokat Eppendorf csébe helyeztiik,
festékmentesitettik 3x10 perces, 200 pL 50%-0s (v/v) acetonitrii és 50 mM
NH4HCO3 oldatban.



2. Triptikus emésztés és tomegspektrométer (MALDI TOF/  TOF)

A gél darabokat szobahémeérsékleten dehidraltuk, majd 10 uL tripszin (0.04 mg x mL-
1) Tris puffer (2.5 mM, pH 8.5) oldattal 37°C-on 1 éjszakan at inkubaltuk. A kivont
peptideket 15 perces ultrahangos firdében 15 uL acetonitril és hangyasav (49/50/1
vIvIv) vizes oldatban tartottuk. Az oldatbol valo kivonas utan a peptideket liofilizaltuk,
és ujra feloldottuk vizben. A liofilizalt fehérje triptikus emésztményének vizes oldatat
a mintatarté lemezre (MTP 384 massive target plate, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) vittik fel. A mintatart6 talcan minden egyes 1 uL térfogati mintaoldathoz 1
ML telitett matrix oldatot kevertiink. A matrix oldatot minden felhasznalas elétt frissen
készitettiik: a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat (CHCA) acetonitril /0.1% TFA (1/2 v/v)-ben
oldva.

A tomegspektrometrias meéréshez Autoflex 1l TOF/TOF tipusu (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) késziléket hasznaltuk. A MALDI TOF “peptid mass fingerprint
(PMF)” elkészitésére a LIFT mode for PSD (post source decay) és CID
(collisioninduced decay) fragmentaciét alkalmaztuk automatizalt Gzemmaodban,
FlexControl 2.4 szamitogépes program vezérlésével. A PMF-hez 20 kV
gyorsitéfesziltséget hasznaltunk. A miszer 337 nm-en emittalo pulzaldé nitrogén
lézert alkalmaz a minta €s a matrix elparologtatdsahoz és ionizaciojahoz (model
MNL-205MC, LTB Lasertechnik Berlin GmbH., Berlin, Germany). Minden egyes
méres elbtt kilsé tomegkalibracidt végeztiink a Bruker Peptide Calibration Standard
szett segitsegeével (#206195 Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). A meérések soran m/z 800 és 5000 kozott detektaltuk a
tomegspektrumokat, és minden egyes mérési eredményt 500 egymast kovetd lézer
lovés egyesitett adataibdl szamoltunk ki.

3. Peptidfragmentumok azonositasa

A fehérjek PMF azonositisa MSDB (Swiss-Prot) és NCBInr adatbazisok
alkalmazasaval, majd MASCOT adatbazis (MASCOT Server 2.2 search engine,
Matrix Science Ltd., London, UK) keres6 motor €s Bruker BioTools 3.0 software
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) segitségével tortént. A keresés soran az
egyszeresen pozitiv toltési monoizotépos peptidcsucsokat vettik figyelembe,
keresési hibahatarnak 100 ppm-et, illetve 1 kihagyott triptikus hasitasi helyet adtunk

meg. Az adatok tovabbi feldolgozasat a Bruker FlexControl 2.4 (Bruker Daltonics,



Bremen, Germany) és a Bruker FlexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Bremen,

Germany) programok segitségével végeztik el.

4. Statisztikai modszerek

Vizsgalataink statisztikai elemzését a ClinProTools 3.0 nevi szoftverrel végeztik el
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A rekalibraciora, a csucsok normalizaciojara,
a csucsok detektalasara, a csucsok kalkulacidjara a szoftver automatikus
beallitasainak megfeleléen kerilt sor. The ClinProTools segitségével szamos
statisztikai proba végezheté el (t-proba, Wilcoxon- teszt, stb), mely prediktalja a

jelentds diszkriminativ erével bird6 m/z értékeket.



4. Eredmények bemutatasa

A diabeteses és egészséges Onkéntesek géljeit dsszehasonlitva sok kulonbséget
talaltunk. A két csoportban eltér6 spotokat tomegspektrometria segitségével
azonositottuk. Tébb mint 900 peptidet sikeriilt azonositsunk. Killénbséget talaltunk a
laphamcarcinoma jelenlétére utaldo biomarkerek mennyiségében is (1. abra) . Ezeket

az eredményeket a 2. és 3. tablazatban 6sszegeztik.

1. abra: Két jellegzetes tomegspektrogamban detektalt kilénbségek. Az B képen
egészséges mintan nem talalhaté egyik laphamcarcinomara utalé csucs sem. Az A
képen 18 éve diabeteses paciens mintajdban mindharom peptid cslcsa
megtalalhato.

A abra: 18 éve diabetesben szenvedd, 61 éves néi paciens mintajanak képe, mindharom
jellegzetes laphamcarcinoma biomarkert tartalmazza.
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2. tablazat: Laphamcarcinomara utalé biomarkerek 6sszegzése

1 Annexin A8-like 2 [Homo
sapiens]

0i|55666310 36,84 47,63

3. Tyrosine kinase 0il473882 7,36 46,88

Protein kinase
S. _ 0i|9886711 86,35 31,59
[Homo sapiens]

7. Annexin A2 0i|113950 38,44 30



3. tablazat: Diabeteses és egészséges egyedek laphamcarcinoma biomarkerek
eléfordulasanak 6sszehasonlitasa. 1- Annexin A8, 2- Peroxiredoxin2, 3- Tirozin kinaz

Diabetes Kontroll
Biomarker Biomarker

n=25 n=20
D001 1,2,3 HOO01 neg
D002 1,2,3 H002 neg
D003 1,3 HO03 neg
D004 1,2,3 H004 neg
D005 1,2 HOO05 neg
D006 1,2,3 HO006 neg
D007 1,2,3 HOO7 neg
D008 1,2,3 H008 neg
D009 1,2,3 HO009 neg
D010 1,2,3 HO10 neg
D011 1,3 HO11 neg
D012 1,2,3 HO12 neg
D013 1,2,3 HO13 neg
D014 1,2,3 HO014 neg
D015 1,3 HO15 neg
D016 1,2,3 HO16 neg
D017 1,2 HO17 neg
D018 1,2 HO18 neg
D019 1,2,3 HO19 neg
D020 1,2,3 H020 neg
D021 1,2,3
D022 1,2,3
D023 1,2

10



D024 12,3

D025 1,3

Az identifikalt fehérjék bemutatasa

Annexin AS8:

Az annexinek fontos cellularis és fiziologids folyamatokban vesznek részt. Szereplk
van a membranok scaffolding-jaban, ami jelentésen 0sszefligg a sejtek alakjaval,
formajaval. Részt vesznek a vezikulak formalasaban, tovabba megtalalhatok az
endocitdzis és exocitdzis folyamataban is. Nem csak intracellularis folyamatokban,
de sejten kivil és megtalalhatéak. Annexinokat talalhatunk a fibrinolizis, koagulacio,
gyulladasok és az apoptotikus folyamatokban. Az annexin All és A8
overexpresszigjat leirtak mar colorectalis daganatokban, de vizsgalataink soran arra
kovetkeztethetlink, hogy ezek a biomarkerek esetlegesen egy korai oralis lapham
karcindma jelenlétére utalhatnak.

Tirozin- protein kindz

Tirozin- protein kindzok, olyan enzimek, melyek katalizaljak a foszfatcsoportok
szerepet jatszanak a szignaltranszdukcioban, a sejtek differencidlodasaban és
morfogenezisben. Aktivizalt formajat kordbban 0Osszefiiggésbe hoztak mar
mesenchyma eredet(i tumorokkal, kronikus myeloid leukémiaval. Pontos szerepuk

az oralis lapham karcinbmaban kialakulasaban, progressziéjaban még nem ismert.

Peroxiredoxin 2

A thioredoxin peroxidaz csalad, vagy peroxiredoxinok elsédleges feladata az
intracellularis szabadgyokok, mint a H,O, redukalasa. Nagy eérzékenységld és
gyorsan reagalé molekulak. Hat izoformaja ismert, valamennyi szerepet kap a
kilénb6z6 lokalizacioju tumorok kialakulasaban.

Vizsgalatainkban azt figyeltik meg, hogy az 5 vagy annal tobb éve diabetesben

szenvedbk esetében jelenik meg, amely arra enged kovetkeztetni, hogy esetlegesen
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korai laphamcarcinoma biomarkernek tekinthetd. Ennek részleteit a 4. tablazat

foglalja 6ssze.

4. tdblazat: Peroxiredoxin 2 el6fordulasa a diabetes csoportban

Bevonasi szam Nem ) PIEgests
felallitasa (éve)
D001 G i
D002 G -
D004 férf 15
D005 férf 13
D006 G —
D007 G -
D008 férf 25
D009 v —
D010 féri =
D012 né 13
D013 né 18
D014 G =
D016 né 8
D017 G =
D018 féri 5
D019 né 12
D020 férfi Z
D021 né 15
D022 férf 16
D023 férf 2
D024 férf 5
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5. Megbeszélés

A kettes tipusu diabetes elterjedése a mai civilizalt tarsadalomban egyre ijesztébb
méreteket 6lt. Az elmult két évtizedben rohamosan nétt az Gjonnan diagnosztizalt
betegeket szdma, és a statisztikai elérejelzések szerint ezek a szamok nemhogy
csokkenni fognak, de rohamosan emelkednek a joévében. Ma Magyarorszagon
koralbell egymillié f6 szenved a cukorbetegség valamelyik formajaban, ez a
lakossag tobb mint egy tizedét érinti. Erdekes parhuzamot vélhetiink fel a diabetes és
szajuregi laphamcarcinéma gyakorisagaban. Az elmult négy évtizedben az intenziv
kutatasok, €s gyogyszerfejlesztések és a sziréprogramok kihangsulyozasa ellenére,
tobb mint négyszeresére nétt a szajuregi lapham karcindbmaval diagnosztizalt
paciensek szama. A helyzet, tdbb mint aggaszt6: Magyarorszag EurOpaban elsé
helyet foglal el a rak statisztikai vizsgélatokban. Ezen belll is a szjuregi
laphamcarcinoma rendszerint az elsé harom helyen talalhat6. Ennek hatterében sok
tényez6 allhat. Az etiologiai faktorok kozil kiemelkedd a magyar tarsadalom
dohanyzasi szokasa és a tomeény szeszes italok fogyasztasanak tulzott mennyisége.
De nem elhanyagolhaté a faktor a sulyos szisztémas betegségek kovetkeztében

kialakul6 sz6v6dmények sem.

Vizsgalataink soran arra kerestiik a valasz, hogy az epidemioldgiai és allatkisérletes
vizsgalatok eredményeit, sejtéseit felhasznalva, diabeteses betegekben

kimutathatok-e korai laphamrakra utalé biomarkerek.

A szakirodalomban erre az 06sszeflggésre iranyuld vizsgalatok nagy szamban
eléfordulnak, de nyalbdl izolalt lapham karcinomaval 6sszefiiggésbe hozhaté

biomarkerek el6sz6r a mi munkacsoportunknak sikerilt azonositani.

A megnovekedett Annexin A8, peroxiredoxin-2 szint, és a tirozin-protein kinaz
jelenlétét nyalmintakban ez eddig tumoros betegekben azonositottdk. Precancerosus

allapotokban ezt eddig nem sikertilt igazolni.

A proteomikai modszerek fejlédésével, lehetéségink nyilt arra, hogy a kilénb6zé
vegyuleteket, ne csak szerkezetiikben, de funkcidjuk soran is elemezni tudjuk.
Méréseink egyszerl Kivitelezhetdsége, mintagyljtés non-invazivitasa bebizonyitotta
szdmunkra, hogy a kotelezd stomato-oncoldgiai sziirésen tul, lehetéségink van mar

korai fazisban kimutatni laphamrékra utal6 fehérjéket.

13



Ennek fontossaga egyaltalan nem elhanyagolhat6. Hiszen a korai stadiumban kisz(irt
rakos megbetegedések, precancosuser léziok sokkal nagyobb valosziniséggel

gyogyithatdk, jobb prognozissal rendelkeznek, mint az elérehaladott stadiumban levé

tumoros elvaltozasok.
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6. Eredmények 6sszefoglalasa:

1. Sikertlt 3 biomarkert azonositsunk diabeteses paciensek nyalaban, mely szoros
O0sszefuggésbe hozhato a szajuregi lapham carcinomaval. Bar ezek pontos szerepe
jelenleg még nem tisztazott a rak kialakuldsaban, gyanithatd, hogy a carcinogenesis
korai szakaszanak biomarkereinek tekinthetéek.

2. Megéllapitottuk, hogy azokban a péaciensek akik 10 vagy annal tébb éve
szenvednek diabetesben magasabb szézalékban fordul el§ a peroxiredoxin-2
biomarker, mint azoknal a betegeknél, akik 10 évnél rovidebb ideje szenvedtek a

betegségben.

3. Vizsgalati protokollunk egy jol mikddd, standardizalhaté folyamat, mely barmikor
reprodukalhaté. Igy a protokoll a késébbiek soran egy nagy multicentrikus tanulmany
alapjaul szolgalhat.
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